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DESCRIPCIÓN

Ribonucleoproteínas Cascada modificadas y usos de las mismas

La invención se refiere al campo de la ingeniería genética y más particularmente al área de modificación génica y/o 
genómica de organismos, que incluyen procariotas y eucariotas. La invención también se refiere a procedimientos 
de fabricación de herramientas específicas de sitio para su uso en procedimientos de análisis genómico y 5
modificación genética, ya sea in vivo o in vitro. La invención se refiere más particularmente al campo de 
ribonucleoproteínas que reconocen y asocian secuencias de ácido nucleico de una manera específica de secuencia.

Las bacterias y arqueas tienen una amplia variedad de mecanismos de defensa contra el ADN invasivo. Los 
denominados sistemas de defensa CRISPR/Cas proporcionan inmunidad adaptativa al integrar los fragmentos de 
ADN plasmídico y viral en loci de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 10
(CRISPR) en el cromosoma del huésped. Las secuencias virales o derivadas del plásmido, conocidas como 
espaciadores, están separadas entre sí mediante la repetición de secuencias derivadas del huésped. Estos 
elementos repetitivos son la memoria genética de este sistema inmunitario y cada locus CRISPR contiene un 
repertorio diverso de secuencias únicas "espaciadoras" adquiridas durante encuentros previos con elementos 
genéticos extraños.15

La adquisición de ADN extraño es la primera etapa de la inmunización, pero la protección requiere que el CRISPR 
se transcriba y que estos transcritos largos se procesen en ARN cortos derivados de CRISPR (ARNcr) que 
contienen una secuencia espaciadora única complementaria a un provocador de ácido nucleico extraño.

Además del ARNcr, los experimentos genéticos en varios organismos han revelado que se requiere un conjunto 
único de proteínas (Cas) asociadas a CRISPR para las etapas de adquisición de inmunidad, para la biogénesis de 20
ARNcr y para la interferencia dirigida. Asimismo, se ha demostrado que un subconjunto de proteínas Cas de 
sistemas CRISPR filogenéticamente distintos se ensamblan en complejos grandes que incluyen un ARNcr.

Una reciente reevaluación de la diversidad de los sistemas CRISPR/Cas ha dado lugar a una clasificación de tres 
tipos distintos (Makarova K. y col (2011) Nature Reviews Microbiology - AOP 9 de mayo de 2011; 
doi:10.1038/nrmicro2577) que varían en el contenido del gen cas y muestran diferencias importantes a lo largo de la 25
vía de defensa de CRISPR. (La clasificación de Makarova y la nomenclatura para genes asociados a CRISPR se 
adopta en la presente memoria descriptiva) Los transcritos de ARN de los loci de CRISPR (pre-ARNcr) se escinden 
específicamente en las secuencias repetidas mediante endorribonucleasas (Cas) asociadas a CRISPR en sistemas 
de tipo I y tipo III o mediante RNasa III en sistemas de tipo II; los ARNcr generados son utilizados por un complejo de 
proteínas Cas como ARN guía para detectar secuencias complementarias de ADN o ARN invasor. La escisión de los 30
ácidos nucleicos objetivo se ha demostrado in vitro para el sistema B tipo III de Pyrococcus furiosus, que escinde 
ARN en un mecanismo anclado a la regla y, más recientemente, in vivo para el sistema tipo II de Streptococcus 
thermophiles, que escinde ADN en la secuencia objetivo complementaria (protoespaciadora). Por el contrario, para 
los sistemas de tipo I, el mecanismo de interferencia de CRISPR sigue siendo en gran parte desconocido.

El organismo modelo de la cepa K12 de Escherichia coli posee un CRISPR/Cas tipo I-E (anteriormente conocido 35
como CRISPR subtipo E (Cse)). Contiene ocho genes cas (cas1, cas2, cas3 y cse1, cse2, cas7, cas5, cas6e) y un 
CRISPR corriente abajo (repeticiones tipo 2). En K12 de Escherichia coli, los ocho genes cas están codificados 
corriente arriba del locus de CRISPR. Cas1 y Cas2 no parecen ser necesarios para la interferencia del objetivo, pero 
es probable que participen en la adquisición de una nueva secuencia objetivo. Por el contrario, seis proteínas Cas: 
Cse1, Cse2, Cas3, Cas7, Cas5 y Cas6e (anteriormente también conocidas como CasA, CasB, Cas3, CasC/Cse4, 40
CasD y CasE/Cse3, respectivamente) son esenciales para la protección contra la estimulación del fago lambda. 
Cinco de estas proteínas: Cse1, Cse2, Cas7, Cas5 y Cas6e (anteriormente conocidas como CasA, CasB, 
CasC/Cse4, CasD y CasE/Cse3, respectivamente) se ensamblan con un ARNcr para formar una ribonucleoproteína 
(RNP) de múltiples subunidades denominada Cascada.

En E. coli, Cascada es un complejo ribonucleoproteico de 405 kDa compuesto por una estequiometría desigual de 45
cinco proteínas Cas funcionalmente esenciales: Cse11Cse22Cas76Cas51Cas6e1 (es decir, bajo la nomenclatura 
previa CasA1B2C6D1E1) y un ARN derivado de CRISPR de 61 nt. Cascada es una RNP forzada que depende del 
ARNcr para ensamblaje y estabilidad del complejo, y para la identificación de secuencias de ácidos nucleicos 
invasoras. Cascada es un complejo de vigilancia que encuentra y une ácidos nucleicos extraños que son 
complementarios a la secuencia espaciadora del ARNcr.50

Jore y col. (2011) titulado "Structural basis for CRISP RNA-guided DNA recognition by Cascade" Nature Structural & 
Molecular Biology 18: 529-537 describe cómo se produce una escisión del transcrito de pre-ARNcr por la subunidad 
Cas6e de Cascada, lo que resulta en un ARNcr maduro de 61 nt que es retenido por el complejo CRISPR. El ARNcr 
sirve como un ARN guía para la unión específica de secuencia de Cascada a moléculas de ADN bicatenario (bc) a 
través del emparejamiento de bases entre el espaciador de ARNcr y el protoespaciador complementario, formando 55
así el llamado bucle R. Se sabe que esto es un proceso independiente de ATP.

Brouns S.J.J., y col (2008) titulado "Small CRISP RNAs guide antiviral defense in prokaryotes" Science 321: 960-964 
enseña que Cascada cargada con un ARNcr requiere Cas3 para la resistencia a fagos in vivo.
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Marraffini L. y Sontheimer E. (2010) titulado "CRISP interference: RNA-directed adaptive immunity in bacteria and 
archaea" Nature Reviews Genetics 11: 181-190 es un artículo de revisión que resume el estado del conocimiento en 
la técnica en el campo. Se han planteado algunas sugerencias sobre las aplicaciones y tecnologías basadas en 
CRISPR, pero se trata principalmente de generar cepas resistentes a fagos de bacterias domesticadas para la 
industria láctea. La escisión específica de las moléculas de ARN in vitro por un complejo RNPcr en Pyrococcus 5
furiosus se sugirió como algo que espera un mayor desarrollo. La manipulación de los sistemas CRISPR también se 
sugiere como una posible forma de reducir la transmisión de cepas bacterianas resistentes a los antibióticos en los 
hospitales. Los autores enfatizan que se necesitarán más esfuerzos de investigación para explorar la utilidad 
potencial de la tecnología en estas áreas.

El documento US2011236530 A1 (Manoury y col.) titulado "Genetic cluster of strains of Streptococcus thermophilus 10
having unique rheological properties for dairy fermentation" desvela ciertas cepas de S. themophilus que fermentan 
la leche de modo que sea altamente viscosa y débilmente glutinosa. Se desvela un locus de CRISPR específico de 
secuencia definida.

El documento US2011217739 A1 (Terns y col.) titulado "Cas6 polypeptides and methods of use" desvela 
polipéptidos que tienen actividad endorribonucleasa Cas6. Los polipéptidos escinden un polinucleótido de ARN 15
objetivo que tiene un dominio de reconocimiento de Cas6 y un sitio de escisión. La escisión se puede llevar a cabo in 
vitro o in vivo. Microbios tales como E. coli o Haloferax volcanii se modifican genéticamente para expresar la 
actividad de la endorribonucleasa Cas6.

El documento WO2010054154 (Danisco) titulado "Bifidobacteria CRISPR sequences" desvela diversas secuencias 
CRISPR halladas en bifidobacterias y su uso en la fabricación de cepas genéticamente alteradas de las bacterias 20
que están alteradas en sus características de resistencia a fagos.

El documento US2011189776 A1 (Terns y col.) titulado "Prokaryotic RNAi-like system and methods of use" describe 
procedimientos de inactivación de polinucleótidos objetivo in vitro o en microbios procariotas in vivo. Los 
procedimientos utilizan un ARNsip que tiene una región 5' de 5-10 nucleótidos seleccionados entre una repetición de 
un locus de CRISPR inmediatamente corriente arriba de un espaciador. La región 3' es esencialmente 25
complementaria a una porción del polinucleótido objetivo. También se describen polipéptidos que tienen actividad 
endonucleasa en presencia de ARNsip y polinucleótido objetivo.

El documento EP2341149 A1 (Danisco) titulado "Use of CRISPR associated genes (CAS)" describe cómo pueden 
utilizarse uno o más genes Cas para modular la resistencia de las células bacterianas contra bacteriófagos, 
particularmente bacterias que proporcionan un cultivo iniciador o cultivo probiótico en productos lácteos.30

El documento WO2010075424 (The Regents of the University of California) titulado "Compositions and methods for 
downregulating prokaryotic genes" desvela un polinucleótido aislado que comprende una matriz CRISPR. Al menos 
un espaciador del CRISPR es complementario a un gen de una procariota, por lo que puede regular negativamente 
la expresión del gen; particularmente cuando el gen está asociado con la producción de biocombustibles.

El documento WO2008108989 (Danisco) titulado "Cultures with improved phage resistance" desvela la selección de 35
cepas bacterianas resistentes a bacteriófagos y también la selección de las cepas que tienen un espaciador 
adicional que tiene una identidad del 100 % con una región del ARN del fago. Se describen combinaciones 
mejoradas de cepas y rotaciones de cultivos iniciadores para su uso en la industria láctea. Ciertos fagos se 
describen para su uso como agentes de biocontrol.

El documento WO2009115861 (Institut Pasteur) titulado "Molecular typing and subtyping of Salmonella by 40
identification of the variable nucleotide sequences of the CRISP loci" desvela procedimientos de detección e 
identificación de bacterias del género Salmonella utilizando sus secuencias de nucleótidos variables contenidas en 
loci de CRISPR.

El documento WO2006073445 (Danisco) titulado "Detection and typing of bacterial strains" describe la detección y 
tipificación de cepas bacterianas en productos alimenticios, suplementos dietéticos y muestras ambientales. Las 45
cepas de Lactobacillus se identifican a través de secuencias específicas de nucleótidos CRISPR.

Urnov F y col. (2010) titulado "Genome editing with engineered zinc finger nucleases" Nature 11: 636-646 es un 
artículo de revisión sobre nucleasas con dedos de cinc y cómo han sido fundamentales en el campo de la genética 
inversa en una variedad de organismos modelo. Las nucleasas con dedos de cinc se han desarrollado de modo que 
es posible orientar con precisión la escisión del genoma seguido de modificación génica en el procedimiento de 50
reparación posterior. Sin embargo, las nucleasas con dedos de cinc se generan fusionando una serie de dominios 
de unión al ADN con dedos de cinc a un dominio de escisión del ADN. La especificidad de la secuencia de ADN se 
logra mediante el acoplamiento de varios dedos de cinc en serie, cada uno de los cuales reconoce un motivo de tres 
nucleótidos. Un inconveniente significativo con la tecnología es que se deben desarrollar nuevos dedos de cinc para 
cada nuevo locus de ADN que requiere ser escindido. Esto requiere una ingeniería de proteínas y una identificación 55
sistemática exhaustiva para garantizar la especificidad de la unión al ADN.

El documento WO2011097036 A1 describe fusiones TALEN que comprenden variantes FokI. También se desvelan 
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endonucleasas dirigidas a ZNF.

Wiedenheft y col. (2011) titulado "Structures of the RNA-guided surveillance complex from a bacterial immune 
system" Nature 477(7369):486-489 describe un complejo de vigilancia de múltiples subunidades bacterianas llamado 
Cascada (complejo asociado a CRISPR para defensa antiviral) requerido para la protección contra bacteriófagos.

En los campos de la ingeniería genética e investigación genómica existe una necesidad continua de agentes 5
mejorados para la detección y/o escisión de ácidos nucleicos específica de secuencia/sitio.

Los inventores han realizado un descubrimiento sorprendente en el sentido de que ciertas bacterias que expresan 
Cas3, que tienen actividad helicasa-nucleasa, expresan Cas3 como una fusión con Cse1. Los inventores también 
han podido inesperadamente producir fusiones artificiales de Cse1 con otras enzimas nucleasa.

Los inventores también han descubierto que el reconocimiento de ADN objetivo independiente de Cas3 por Cascada 10
marca el ADN para la escisión por Cas3, y que la unión al ADN de Cascada se rige por los requisitos topológicos del 
ADN objetivo.

Los inventores han descubierto además que Cascada es incapaz de unirse a plásmidos objetivo relajados, pero 
sorprendentemente Cascada muestra una gran afinidad por los objetivos que tienen una topología negativamente 
superenrrollada (nSE).15

La invención se define en las reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, la invención proporciona una proteína de 
fusión artificial de una subunidad proteica Cse1 asociada a repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 
regularmente interespaciadas (CRISP) de tipo I y una endonucleasa Fokl; una molécula de ácido nucleico que 
codifica dicha proteína de fusión; un vector de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico; un 
complejo proteico Cascada que comprende dicha proteína de fusión; un complejo ribonucleoproteico que comprende 20
dicha proteína de fusión y una molécula de ARN CRISP (ARNcr); así como una célula eucariota que comprende 
dicho complejo ribonucleoproteico, en el que la célula es diferente a una célula madre embrionaria humana o célula 
germinal humana y en el que la célula no forma parte del cuerpo humano o animal. En otro aspecto, la invención 
proporciona un procedimiento de modificación, visualización, activación de la transcripción o represión de la 
transcripción de un ácido nucleico objetivo in vitro que comprende la puesta en contacto del ácido nucleico objetivo 25
con dicho complejo ribonucleoproteico.

Se desvela un complejo asociado a repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 
(CRISPR) para la defensa antiviral (Cascada), el complejo proteico Cascada, o una porción del mismo, que 
comprende al menos las subunidades proteicas asociadas a CRISPR:

- Cas7 (o COG 1857) que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de al menos un 30
18 % de identidad con la misma,

- Cas5 (o COG1688) que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de al menos un 
17 % de identidad con la misma, y

- Cas6 (o COG 1583) que tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5 o una secuencia de al menos 
un 16 % de identidad con la misma,35

y en la que al menos una de las subunidades incluye una secuencia de aminoácidos adicional que proporciona la 
actividad de modificación, visualización, activación de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido 
nucleico o cromatina.

Una subunidad que incluye una secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, 
visualización, activación de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina es un 40
ejemplo de lo que se puede denominar "una subunidad ligada a al menos una fracción funcional"; una fracción 
funcional es el polipéptido o proteína constituido por la secuencia de aminoácidos adicional. La actividad de 
activación de la transcripción puede ser la que conduce a la activación o regulación positiva de un gen deseado; la 
actividad de represión de la transcripción conduce a la represión o regulación negativa de un gen deseado. La 
selección del gen se debe a la orientación del complejo Cascada de la invención con una molécula de ARN, como se 45
describe más adelante.

La secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación de la 
transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina está formada preferentemente por 
restos de aminoácidos contiguos. Estos aminoácidos adicionales se pueden ver como un polipéptido o proteína que 
es contiguo y forma parte de la(s) subunidad(es) Cas o Cse afectadas. Dicha secuencia de polipéptido o proteína 50
preferentemente no forma normalmente parte de ninguna secuencia de aminoácidos de la subunidad Cas o Cse. En 
otras palabras, la secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación 
de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina puede ser distinta de una 
secuencia de aminoácidos de la subunidad Cas o Cse, o porción de la misma, es decir, puede ser distinta de una 
secuencia de aminoácidos de la subunidad Cas3 o porción de la misma.55

La secuencia de aminoácidos adicional con actividad de modificación, visualización, activación de la transcripción o 
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represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina puede, según se desee, obtenerse o derivarse del 
mismo organismo, p. ej., E. coli, como la(s) subunidad(es) Cas o Cse.

Adicionalmente y/o alternativamente a lo anterior, la secuencia de aminoácidos adicional que actividad de 
modificación, visualización, activación de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o 
cromatina puede ser "heteróloga" a la secuencia de aminoácidos de la(s) subunidad(es) Cas o Cse. Por lo tanto, la 5
secuencia de aminoácidos adicional puede obtenerse o derivarse de un organismo diferente del organismo del cual 
se deriva(n) o se origina(n) la(s) subunidad(es) Cas y/o Cse.

De principio a fin, la identidad de secuencia se puede determinar por medio de BLAST y posterior alineamiento 
múltiple de secuencias de Cobalt en el servidor web del Centro Nacional para la Información Biotecnológica, en el 
que la secuencia en cuestión se compara con una secuencia de referencia (p. ej., SEQ ID NO: 3, 4 o 5). Las 10
secuencias de aminoácidos se pueden definir en términos de porcentaje de similitud de secuencia en base a una 
matriz BLOSUM62 o identidad porcentual con una secuencia de referencia dada (p. ej., SEQ ID NO: 3, 4 o 5). La 
similitud o identidad de una secuencia implica una etapa inicial de realizar el mejor alineamiento antes de calcular el 
porcentaje de conservación con la referencia y refleja una medida de la relación evolutiva de las secuencias.

Cas7 puede tener una similitud de secuencia de al menos 31 % con SEQ ID NO: 3; Cas5 puede tener una similitud 15
de secuencia de al menos 26 % con SEQ ID NO: 4. Cas6 puede tener una similitud de secuencia de al menos 27 % 
con SEQ ID NO: 5.

Para Cse1/CasA (502 AA):
>gi|16130667|ref|NP_417240.1| ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteína del complejo antiviral Cascada 
[cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]20

Para Cse2/CasB (160 AA):
>gi|16130666|ref|NP_417239.1| ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteína del complejo antiviral Cascada 
[cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]

25

Para Cas7/CasC/Cse4 (363 AA):
>gi|16130665|ref|NP_417238.1| ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteína del complejo antiviral Cascada 
[cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]

Para Cas5/CasD (224 AA):30
>gi|90111483|ref|NP_417237.2| ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteína del complejo antiviral Cascada 
[cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]

E16169431
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Para Cas6e/CasE (199 AA):
>gi|16130663|ref|NP_417236.1| Enzima de escisión del precursor de ARN CRISPR; ARN CRISP (ARNcr) que 
contiene una proteína del complejo antiviral Cascada [cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]5

Al definir el intervalo de variantes de secuencia, para que no quede ninguna duda, cada uno de los siguientes límites 
opcionales sobre el grado de variación, se aplica a cada SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5 comenzando desde el intervalo 
de variantes más amplio según se especifica en términos del porcentaje de identidad respectivo anterior. Por lo 
tanto, el intervalo de variantes puede incluir: al menos 16 %, o al menos 17 %, o al menos 18 %, o al menos 19 %, o 10
al menos 20 %, o al menos 21 %, o al menos 22 %, o al menos 2 3%, o al menos 24 %, o al menos 25 %, o al 
menos 26 %, o al menos 27 %, o al menos 28 %, o al menos 29 %, o al menos 30 %, o al menos 31 %, o al menos 
32 %, o al menos 33 %, o al menos 34 %, o al menos 35 %, o al menos 36 %, o al menos 37 %, o al menos 38 %, o 
al menos 39 %, o al menos 40 %, o al menos 41 %, o al menos 42 %, o al menos 43 %, al menos 44 %, o al menos 
45 %, o al menos 46 %, o al menos 47 %, o al menos 48 %, o al menos 49 %, o al menos 50 %, o al menos 51 %, o 15
al menos 52 %, o al menos 53 %, o al menos 54 %, o al menos 55 %, o al menos 56 %, o al menos 57 %, o al 
menos 58 %, o al menos 59 %, o al menos 60 %, o al menos 61 %, o al menos 62 %, o al menos 63 %, o al menos 
64 %, o al menos el 65 %, o al menos 66 %, o al menos 67 %, o al menos 68 %, o al menos 69 %, o al menos 70 %, 
o al menos 71 %, al menos 72 %, o al menos 73 %, o al menos 74 %, o al menos 75 %, o al menos 76 %, o al 
menos 77 %, o al menos 78 %, o al menos 79 %, o al menos 80 %, o al menos 81 %, o al menos 82 %, o al menos 20
83 %, o al menos 84 %, o al menos 85 %, o al menos 86 %, o al menos 87 %, o al menos 88 %, o al menos 89 %, o 
al menos 90 %, o al menos 91 %, o al menos 92 %, o al menos 93 %, o al menos 94 %, o al menos 95 %, o al 
menos 96 %, o al menos 97 %, o al menos 98 %, o al menos 99 %, o 100 % de identidad de secuencia de 
aminoácidos.

De principio a fin, la nomenclatura de Makarova y col. (2011) se está utilizando en la definición de las subunidades 25
proteicas Cas. La Tabla 2 en la página 5 del artículo de Makarova y col. enumera los genes Cas y los nombres de 
las familias y superfamilias a las que pertenecen. De principio a fin, la referencia a una proteína Cas o subunidad 
proteica Cse incluye una referencia cruzada a la familia o superfamilia de la cual estas subunidades forman parte.

De principio a fin, las secuencias de referencia de las subunidades Cas y Cse de la invención se pueden definir 
como una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos. Por ejemplo, la secuencia de 30
aminoácidos de la SEQ ID NO: 3 para Cas7 también incluye todas las secuencias de ácidos nucleicos que codifican 
esa secuencia de aminoácidos. Las variantes de Cas7 incluidas dentro del alcance de la invención incluyen por lo 
tanto secuencias de nucleótidos de al menos las identidades o similitudes porcentuales de aminoácidos definidas 
con la secuencia de ácido nucleico de referencia; así como todas las posibles identidades o similitudes porcentuales 
entre ese límite inferior y 100 %.35

Los complejos Cascada de la invención pueden estar constituidos por subunidades derivadas o modificadas a partir
de más de una procariota bacteriana o arquea diferente. Además, las subunidades de diferentes subtipos de Cas 
pueden mezclarse.

En un aspecto preferente, la subunidad Cas6 es una subunidad Cas6e de SEQ ID NO: 17 a continuación, o una 
secuencia de al menos un 16 % de identidad con la misma.40

La secuencia de una subunidad Cas6e preferente es >gi|16130663|ref|NP_417236.1| enzima de escisión del 
precursor de ARN CRISPR; ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteína del complejo antiviral Cascada [cepa K-
12 de Escherichia coli sustr. MG1655]:
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Los complejos de Cascada, o porciones de la misma, que comprenden al menos una subunidad que incluye una 
secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación de la transcripción 
o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina, pueden comprender además una subunidad Cse2 
(o similar a YgcK) que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de al menos 20 % de 
identidad con la misma, o una porción de la misma. Alternativamente, la subunidad Cse se define como aquella que 5
tiene al menos un 38 % de similitud con SEQ ID NO: 2. Opcionalmente, dentro del complejo proteico de la invención, 
es la subunidad Cse2 la que incluye la secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación de 
un ácido nucleico o cromatina.

Los complejos Cascada de la invención pueden comprender una subunidad Cse1 (o similar a YgcL) que tiene una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia de al menos 9 % de identidad con la misma, o una 10
porción de la misma. Opcionalmente dentro del complejo proteico de la invención, es la subunidad Cse1 la que 
incluye la secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación de la 
transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina.

Un complejo de Cascada es un complejo proteico del sistema CRISPR-Cas tipo I; más preferentemente un complejo 
proteico de CRISPR-Cas del subtipo I-E o puede estar basado en un complejo tipo I-A o tipo I-B. Un complejo tipo I-15
C, D o F es posible. En realizaciones particularmente preferentes basadas en el sistema de E. coli, las subunidades 
pueden tener las siguientes estequiometrías: Cse11Cse22Cas76Cas51Cas61 o Cse11Cse22Cas76Cas51Cas6e1.

La secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación de la 
transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina puede fusionarse de forma 
traduccional mediante la expresión a través de sistemas de expresión de proteínas naturales o artificiales, o unirse 20
covalentemente mediante una etapa de síntesis química a la al menos una subunidad; preferentemente, a la al 
menos una fracción funcional está fusionada o unida a al menos la región del extremo N terminal y/o la región del 
extremo C terminal de al menos una de las subunidades Cse1, Cse2, Cas7, Cas5, Cas6 o Cas6e. En una 
realización, la secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación de un ácido nucleico o 
cromatina está fusionada o unida al extremo N terminal o al extremo C terminal de una subunidad Cse1, 25
preferentemente, el enlace está en la región del extremo N terminal de una subunidad Cse1.

La secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación de la 
transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina es una nucleasa Fokl, o un mutante o 
una porción activa de la misma.

La proteína en cuestión puede ser una proteína heteróloga de una especie distinta de la especie bacteriana de la 30
cual las subunidades de la proteína Cascada tienen su origen de secuencia.

Preferentemente, un complejo proteico de la invención se puede fusionar con el dominio N terminal de FokI y otro 
complejo proteico de la invención se puede fusionar con el dominio C terminal de FokI. Estos dos complejos 
proteicos pueden utilizarse en conjunto para lograr un corte bicatenario específico de locus ventajoso en un ácido 
nucleico, por lo que la ubicación del corte en el material genético reside en el diseño y elección del usuario, guiado 35
por el componente de ARN (definido y descrito a continuación) y debido a la presencia de una secuencia 
denominada "motivo adyacente al protoespaciador" (MAP) en la cadena de ácido nucleico objetivo (también descrita 
con más detalle a continuación).

En una realización preferente, un complejo proteico de la invención tiene una secuencia de aminoácidos adicional 
que es una endonucleasa de restricción modificada, p. ej., FokI. La modificación está preferentemente en el dominio 40
catalítico. En realizaciones preferentes, la FokI modificada es KKR Sharkey o ELD Sharkey que está fusionada a la 
proteína Cse1 del complejo proteico. En una aplicación preferente de estos complejos de la invención, dos de estos 
complejos (KKR Sharkey y ELD Sharkey) pueden estar juntos en combinación. Un par de heterodímeros de 
complejos proteicos que emplean FokI modificada de forma diferente tiene una ventaja particular en el corte 
bicatenario dirigido de ácido nucleico. Si se utilizan homodímeros, entonces es posible que exista más escisión en 45
sitios no objetivo debido a la actividad no específica. Un enfoque heterodimérico aumenta ventajosamente la 
fidelidad de la escisión en una muestra de material.

El complejo Cascada con secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, 
activación de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina definido y descrito 
anteriormente es una parte componente de un sistema general de la invención que permite ventajosamente al 50
usuario seleccionar en una materia predeterminada un locus genético preciso que se desea escindir, marcar o 
alterar de alguna manera, p. ej., metilación, utilizando cualquiera de las entidades de modificación, visualización, 
activación de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina definidas en la 
presente memoria. La otra parte componente del sistema es una molécula de ARN que actúa como una guía para 
dirigir el complejo Cascada de la invención al locus correcto en el ADN o ARN que tiene por objeto modificarse, 55
cortarse o marcarse.

El complejo Cascada de la invención también comprende preferentemente una molécula de ARN que comprende 
una secuencia de ribonucleótidos de al menos 50 % de identidad con una secuencia de ácido nucleico objetivo 
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deseada, y en la que el complejo proteico y la molécula de ARN forman un complejo ribonucleoproteico. 
Preferentemente, el complejo ribonucleoproteico se forma cuando la molécula de ARN se hibrida con su secuencia 
deseada de ácido nucleico objetivo. El complejo ribonucleoproteico se forma cuando los componentes necesarios de 
la combinación de la fracción funcional Cascada y la molécula de ARN y el ácido nucleico (ADN o ARN) están 
presentes en conjunto en condiciones fisiológicas adecuadas, ya sea in vivo o in vitro. Sin desear quedar ligado a 5
teoría alguna particular, los inventores creen que en el contexto de ADNbc, particularmente ADN negativamente 
superenrollado, el complejo Cascada que se asocia con el ADNbc provoca un desenrollamiento parcial de las 
cadenas dúplex que luego permite que el ARN se asocie con una cadena; todo el complejo ribonucleoproteico luego 
migra a lo largo de la cadena de ADN hasta que se alcanza una secuencia objetivo esencialmente complementaria a 
al menos una porción de la secuencia de ARN, momento en el que se produce una interacción estable entre ARN y 10
la cadena de ADN y surte efecto la función de la fracción funcional, ya sea modificando, cortando nucleasa o 
marcando el ADN en ese locus.

En realizaciones preferentes, una porción de la molécula de ARN tiene al menos un 50 % de identidad con la 
secuencia de ácido nucleico objetivo; más preferentemente al menos un 95 % de identidad con la secuencia 
objetivo. En realizaciones más preferentes, la porción de la molécula de ARN es esencialmente complementaria a lo 15
largo de su longitud con respecto a la secuencia de ADN objetivo; es decir, solo hay uno, dos, tres, cuatro o cinco 
desapareamientos que pueden ser contiguos o no contiguos. La molécula de ARN (o porción de la misma) puede 
tener al menos 51 %, o al menos 52 %, o al menos 53 %, o al menos 54 %, o al menos 55 %, o al menos 56 %, o al 
menos 57 %, o al menos 58 %, o al menos 59 %, o al menos 60 %, o al menos 61 %, o al menos 62 %, o al menos 
63 %, o al menos 64 %, o al menos 65 %, o al menos 66 %, o al menos 67 %, o al menos 68 %, o al menos 69 %, o 20
al menos 70 %, o al menos 71 %, o al menos 72 %, o al menos 73 %, o al menos 74 %, o al menos 75 %, o al 
menos 76 %, o al menos 77 %, o al menos 78 %, o al menos 79 %, o al menos 80 %, o al menos 81 %, o al menos 
82 %, o al menos 83 %, o al menos 84 %, o al menos 85 %, o al menos 86 %, o al menos 87 %, o al menos 88 %, o 
al menos 89 %, o al menos 90 %, o al menos 91 %, o al menos 92 %, o al menos 93 %, o al menos 94 %, o al 
menos 95 %, o al menos 96 %, o al menos 97 %, o al menos 98 %, o al menos 99 %, o 100 % de identidad con la 25
secuencia objetivo.

El ácido nucleico objetivo puede ser ADN (mc o bc) o ARN.

En otras realizaciones preferentes, la molécula de ARN o porción de la misma tiene al menos un 70 % de identidad 
con el ácido nucleico objetivo. En tales niveles de identidad, el ácido nucleico objetivo es preferentemente ADNbc.

La molécula de ARN requerirá preferentemente una alta especificidad y afinidad por la secuencia de ácido nucleico 30
objetivo. Es deseable una constante de disociación (Kd) en el intervalo de 1 pM a μM, preferentemente 1-100 nM 
como se determina mediante electroforesis en gel preferentemente nativa, o alternativamente calorimetría de 
titulación isotérmica, resonancia de plasmón superficial o procedimientos de titulación basados en fluorescencia. La 
afinidad puede determinarse utilizando un ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética (EDME), también 
llamado ensayo de retardo en gel (véase Semenova E y col. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108: 10098-10103).35

La molécula de ARN se modela preferentemente en lo que se conoce en la naturaleza en procariotas como 
moléculas de ARN CRISPR (ARNcr). La estructura de las moléculas de ARNcr ya está establecida y explicada con 
más detalle en Jore y col. (2011) Nature Structural & Molecular Biology 18: 529-537. En resumen, un ARNcr maduro 
de tipo I-E a menudo tiene 61 nucleótidos de longitud y consiste en una región de 5̛̕ ''mango'' de 8 nucleótidos, la 
secuencia "espaciadora" de 32 nucleótidos y una secuencia 3' de 21 nucleótidos que forma una horquilla con un 40
bucle tetranucleotídico. Sin embargo, el ARN utilizado en la invención no tiene que diseñarse estrictamente respecto 
al diseño de ARNcr de origen natural, ya sea en longitud, regiones o secuencias de ARN específicas. Lo que está 
claro, sin embargo, es que las moléculas de ARN para su uso en la invención pueden diseñarse basándose en la 
información de la secuencia génica en las bases de datos públicas o descubrirse recientemente, y luego fabricarse 
artificialmente, p. ej., por síntesis química en su conjunto o en parte. Las moléculas de ARN de la invención también 45
se pueden diseñar y producir por medio de expresión en células genéticamente modificadas o sistemas de expresión 
libre de células y esta opción puede incluir la síntesis de parte o la totalidad de la secuencia de ARN.

La estructura y los requisitos de ARNcr también se han descrito en Semenova E y col. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. 
EE.UU. 108: 10098-10103. Hay una porción denominada "SEMILLA" que forma el extremo 5' de la secuencia 
espaciadora y que está flanqueada en 5' a ella por 5' mango de 8 nucleótidos. Semenova y col. (2011) han hallado 50
que todos los residuos de la secuencia semilla deben ser complementarios a la secuencia objetivo, aunque para el 
residuo en la posición 6, se puede tolerar un desapareamiento. De forma similar, cuando se diseña y fabrica un 
componente de ARN de un complejo ribonucleoproteico de la invención dirigido a un locus objetivo (es decir, 
secuencia), se pueden aplicar las reglas necesarias de coincidencia y falta de coincidencia para la secuencia 
SEMILLA.55

La invención incluye por lo tanto un procedimiento de detección y/o localización de un único cambio de base en una 
molécula de ácido nucleico objetivo que comprende la puesta en contacto de una muestra de ácido nucleico con un 
complejo ribonucleoproteico de la invención como se ha descrito anteriormente, o con un complejo Cascada y un 
componente de ARN distinto de la invención como se ha descrito anteriormente, y en el que la secuencia del 
componente de ARN (que incluye el complejo ribonucleoproteico) es tal que discrimina entre un alelo normal y un 60
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alelo mutante en virtud de un único cambio de base en la posición 6 de una secuencia contigua de 8 residuos 
nucleotídicos.

En realizaciones de la invención, la molécula de ARN puede tener una longitud en el intervalo de 35-75 residuos. En 
realizaciones preferentes, la porción del ARN que es complementaria y se utiliza para dirigir una secuencia de ácido 
nucleico deseada es de 32 o 33 residuos de longitud. (En el contexto de un ARNcr de origen natural, esto 5
correspondería a la porción espaciadora, como se muestra en la figura 1 de Semenova y col. (2011)).

Un complejo ribonucleoproteico de la invención puede tener adicionalmente un componente de ARN que comprende 
8 residuos en 5' en la secuencia de ARN que tiene al menos una complementariedad sustancial con la secuencia 
objetivo de ácido nucleico. (Se entenderá que la secuencia de ARN que tiene al menos una complementariedad 
sustancial con la secuencia objetivo de ácido nucleico se corresponde en el contexto de un ARNcr como la 10
secuencia espaciadora. Se consideraría que la secuencia flanqueante 5' del ARN corresponde al 5' mango de un 
ARNcr. Esto se muestra en la figura 1 de Semenova y col. (2011)).

Un complejo ribonucleoproteico de la invención puede tener una secuencia 3' que forma una horquilla y un bucle 
tetranucleótido en la secuencia de ARN que tiene al menos una complementariedad sustancial con la secuencia 
objetivo de ADN. (En el contexto de ARNcr, esto correspondería a un mango 3' que flanquea la secuencia 15
espaciadora como se muestra en la figura 1 de Semenova y col. (2011)).

En algunas realizaciones, el ARN puede ser un ARN CRISPR (ARNcr).

Las proteínas y complejos Cascada de la invención se pueden caracterizar in vitro en términos de su actividad de 
asociación con el componente de guiado de ARN para formar un complejo ribonucleoproteico en presencia del ácido 
nucleico objetivo (que puede ser ADN o ARN). Puede utilizarse un ensayo de desplazamiento de movilidad 20
electroforética (EMDE) como ensayo funcional para la interacción de complejos de la invención con sus objetivos de 
ácido nucleico. Básicamente, el complejo Cascada-fracción funcional de la invención se mezcla con objetivos de 
ácido nucleico y la interacción estable del complejo Cascada-fracción funcional se controla por EMDE o mediante 
lectura específica de la fracción funcional, por ejemplo, escisión endonucleolítica del ADN objetivo al deseado sitio. 
Esto puede determinarse mediante un análisis adicional de la longitud del fragmento de restricción utilizando 25
enzimas comercialmente disponibles con especificidades conocidas y sitios de escisión en una molécula de ADN 
objetivo.

La visualización de la unión de las proteínas o los complejos Cascada de la invención a ADN o ARN en presencia de 
ARN guía se puede lograr utilizando imágenes de exploración/microscopía de fuerzas atómicas (SFM/AFM) y esto 
puede proporcionar un ensayo para la presencia de complejos funcionales de la invención.30

Se desvela una molécula de ácido nucleico que codifica al menos una subunidad proteica asociada a repeticiones 
palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISP) seleccionada entre:

a. una subunidad Cse1 que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia de al menos 
un 9 % de identidad con la misma;
b. una subunidad Cse2 que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de al menos 35
un 20 % de identidad con la misma;
c. una subunidad Cas7 que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de al menos 
un 18 % de identidad con la misma; 
d. una subunidad Cas5 que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de al menos 
un 17 % de identidad con la misma;40
e. una subunidad Cas6 que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5 o una secuencia de al menos 
un 16 % de identidad con la misma; y

en el que al menos a, b, c, d o e incluye una secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de 
modificación, visualización, activación de la transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o 
cromatina.45

La secuencia de aminoácidos adicional que tiene actividad de modificación, visualización, activación de la 
transcripción o represión de la transcripción de un ácido nucleico o cromatina se fusiona preferentemente con la 
subunidad de la proteína asociada a CRISPR.

En los ácidos nucleicos, la secuencia de nucleótidos puede ser la que codifica la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ 
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, respectiva o al definir el intervalo de secuencias variantes de la misma, 50
puede ser una secuencia hibridable con esa secuencia de nucleótidos, preferentemente en condiciones rigurosas, 
más preferentemente en condiciones de rigurosidad muy alta. Una variedad de condiciones de hibridación rigurosa 
será familiar para el lector experto en el campo. La hibridación de una molécula de ácido nucleico se produce 
cuando dos moléculas de ácido nucleico complementarias experimentan una cantidad de enlaces de hidrógeno 
entre sí conocida como emparejamiento de bases Watson-Crick. La rigurosidad de la hibridación puede variar en 55
función de las condiciones ambientales (es decir, químicas/físicas/biológicas) que rodean los ácidos nucleicos, la 
temperatura, la naturaleza del procedimiento de hibridación y la composición y longitud de las moléculas de ácido 
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nucleico utilizadas. Los cálculos con respecto a las condiciones de hibridación requeridas para alcanzar grados 
particulares de rigurosidad se discuten en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001); y Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and 
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes Part I, Capítulo 2 (Elsevier, Nueva York, 1993). Tm es la 
temperatura a la que el 50 % de una cadena dada de una molécula de ácido nucleico se hibrida con su cadena 5
complementaria. Lo siguiente es un conjunto a modo de ejemplo de condiciones de hibridación y no es limitante:

Muy alta rigurosidad (permite secuencias que comparten al menos 90 % de identidad para hibridarse)

Hibridación: 5x SSC a 65 ºC durante 16 horas
Lavar dos veces: 2x SSC a temperatura ambiente (TA) durante 15 minutos cada vez
Lavar dos veces: 0,5x SSC a 65 ºC durante 20 minutos cada vez10

Alta rigurosidad (permite secuencias que comparten al menos 80 % de identidad) para hibridarse)

Hibridación: 5x-6x SSC a 65 ºC durante 16-20 horas
Lavar dos veces: 2x SSC a TA durante 5-20 minutos cada vez
Lavar dos veces: 1x SSC a 55 ºC-70 ºC durante 30 minutos cada vez

Baja rigurosidad (permite secuencias que comparten al menos 50 % de identidad para hibridarse)15

Hibridación: 6x SSC a TA a 55 ºC durante 16-20 horas
Lavar al menos dos veces: 2x-3x SSC a TA durante 20-30 minutos cada vez

La molécula de ácido nucleico puede ser una molécula de ácido nucleico aislada y puede ser un ARN o una 
molécula de ADN.

La secuencia de aminoácidos adicional puede seleccionarse entre una helicasa, una nucleasa, una nucleasa-20
helicasa (p. ej., Cas3), una ADN metiltransferasa (p. ej., Dam), una ADN desmetilasa, una histona metiltransferasa, 
una histona desmetilasa, una acetilasa, una desacetilasa, una fosfatasa, una quinasa, un (co)activador de la 
transcripción, una subunidad de ARN polimerasa, un represor de la transcripción, una proteína de unión al ADN, una 
proteína estructural del ADN, una proteína marcadora, una proteína indicadora, una proteína fluorescente, una 
proteína de unión al ligando (p. ej., mCherry o una proteína de unión a metales pesados), un péptido señal (p. ej., 25
una secuencia de señal Tat), una secuencia de localización subcelular (p. ej., secuencia de localización nuclear) o 
un epítopo de anticuerpo. La secuencia de aminoácidos adicional puede ser, o de una proteína diferente del 
organismo del que se deriva(n) la(s) subunidad(es) de proteína Cascada relevante(s).

La invención incluye un vector de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico como se ha definido 
anteriormente. Un vector de expresión puede contener la secuencia de nucleótidos que codifica una única subunidad 30
de la proteína Cascada y también la secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos adicional, 
por lo que durante la expresión, la subunidad y la secuencia adicional se fusionan. Otros vectores de expresión 
pueden comprender secuencias de nucleótidos que codifican solo una o más subunidades de la proteína Cascada 
que no están fusionadas con ninguna secuencia de aminoácidos adicional.

La secuencia de aminoácidos adicional con actividad de modificación de un ácido nucleico o cromatina puede 35
fusionarse a cualquiera de las subunidades Cascada a través de un polipéptido enlazador. El enlazador puede tener 
cualquier longitud hasta aproximadamente 60 o hasta aproximadamente 100 restos aminoácidos. Preferentemente, 
el enlazador tiene un número de aminoácidos en el intervalo de 10 a 60, más preferentemente 10-20. Los 
aminoácidos son preferentemente aminoácidos polares y/o pequeños y/o cargados (p. ej., Gln, Ser, Thr, Pro, Ala, 
Glu, Asp, Lys, Arg, His, Asn, Cys, Tyr). El péptido enlazador está diseñado preferentemente para obtener el 40
espaciado y el posicionamiento correctos de la fracción funcional fusionada y la subunidad de Cascada a la que se 
fusiona la fracción para permitir una interacción apropiada con el nucleótido objetivo.

Un vector de expresión de la invención (con o sin secuencia de nucleótidos que codifica restos aminoácidos que en 
la expresión se fusionará con una subunidad de proteína Cascada) puede comprender además una secuencia que 
codifica una molécula de ARN como se ha definido anteriormente. Por consiguiente, dichos vectores de expresión se 45
pueden utilizar en un huésped apropiado para generar una ribonucleoproteína de la invención que puede dirigirse a 
una secuencia de nucleótidos deseada.

Por consiguiente, la invención también proporciona un procedimiento de modificación, visualización o activación o 
represión de la transcripción de un ácido nucleico objetivo que comprende la puesta en contacto del ácido nucleico 
con un complejo ribonucleoproteico como se ha definido anteriormente. La modificación puede efectuarse mediante 50
la escisión del ácido nucleico o la unión al mismo.

La invención también incluye un procedimiento de modificación, visualización o activación o represión de la 
transcripción de un ácido nucleico objetivo que comprende la puesta en contacto del ácido nucleico con un complejo 
proteico Cascada como se ha definido anteriormente, más una molécula de ARN como se ha definido anteriormente.
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Según los procedimientos anteriores, la modificación, visualización o activación o represión de la transcripción de un 
ácido nucleico objetivo puede por lo tanto llevarse a cabo in vitro y en un entorno libre de células; es decir, el 
procedimiento se lleva a cabo como una reacción bioquímica ya sea libre en solución o si implica una fase sólida. El 
ácido nucleico objetivo se puede unir a una fase sólida, por ejemplo.

En un entorno libre de células, el orden de adición de cada uno de los ácidos nucleicos objetivo, el complejo proteico 5
Cascada y la molécula de ARN queda a opción del experto en la materia. Los tres componentes se pueden añadir 
simultáneamente, secuencialmente en cualquier orden deseado, o por separado en diferentes momentos y en el 
orden deseado. De este modo, es posible añadir el ácido nucleico objetivo y el ARN simultáneamente a una mezcla 
de reacción y luego añadir el complejo proteico Cascada de la invención por separado y más tarde en una secuencia 
de etapas de procedimiento específicas.10

La modificación, visualización o activación o represión de la transcripción de un ácido nucleico objetivo se puede 
realizar in situ en una célula, ya sea una célula aislada o como parte de un tejido, órgano u organismo multicelular. 
Por lo tanto, en el contexto de tejidos y órganos completos, y en el contexto de un organismo, el procedimiento 
puede llevarse a cabo in vivo o puede llevarse a cabo aislando una célula del tejido, órgano completo u organismo y 
luego devolviendo la célula tratada con un complejo ribonucleoproteico a su ubicación anterior, o una ubicación 15
diferente, ya sea dentro del mismo organismo u organismo diferente. Por lo tanto, el procedimiento incluiría 
aloinjertos, autoinjertos, isoinjertos y xenoinjertos.

En estas realizaciones, el complejo ribonucleoproteico o el complejo proteico Cascada de la invención requiere una 
forma apropiada de administración a la célula, que será bien conocida por los expertos en la materia, incluyendo la 
microinyección, ya sea en el citoplasma celular o en el núcleo.20

Además, cuando se presenta por separado, la molécula de ARN requiere una forma apropiada de administración a 
una célula, ya sea simultánea, separada o secuencialmente con el complejo proteico Cascada. Tales formas de 
introducir ARN en las células son bien conocidas por los expertos en la materia y pueden incluir la administración in 
vivo o ex vivo por procedimientos de transfección convencionales. Pueden utilizarse procedimientos físicos, tales 
como microinyección y electroporación, así como coprecipitación de calcio, y polímeros y lípidos catiónicos 25
disponibles comercialmente, y péptidos que penetran en la célula, partículas que penetran en la célula (pistola de 
genes). Por ejemplo, los virus pueden utilizarse como vehículos de administración, ya sea al citoplasma y/o al 
núcleo, p. ej., a través de la fusión (reversible) del complejo proteico Cascada de la invención o un complejo 
ribonucleoproteico de la invención con la partícula viral. Se puede utilizar administración viral (p. ej., administración 
de adenovirus) o administración mediada por Agrobacterium.30

La invención también incluye un procedimiento de modificación, visualización, o activación o represión de la 
transcripción de un ácido nucleico objetivo en una célula, que comprende transfectar, transformar o transducir la 
célula con cualquiera de los vectores de expresión como se ha descrito anteriormente. Los procedimientos de 
transfección, transformación o transducción son de los tipos bien conocidos por un experto en la materia. Cuando 
existe un vector de expresión utilizado para generar la expresión de un complejo Cascada de la invención y cuando 35
el ARN se añade directamente a la célula, entonces se puede utilizar el mismo procedimiento o un procedimiento 
diferente de transfección, transformación o transducción. De forma similar, cuando se utiliza un vector de expresión 
para generar expresión de un complejo Cascada-fusión funcional de la invención y cuando se utiliza otro vector de 
expresión para generar la expresión del ARN in situ, entonces puede ser utilizado el mismo procedimiento o un 
procedimiento diferente de transfección, transformación o transducción.40

En otras realizaciones, el ARNm que codifica el complejo Cascada de la invención se introduce en una célula de 
modo que el complejo Cascada se expresa en la célula. El ARN que guía el complejo Cascada a la secuencia 
objetivo deseada también se introduce en la célula, ya sea de manera simultánea, por separado o secuencialmente
a partir del ARNm, de manera que se forma el complejo ribonucleoproteico necesario en la célula.

En los procedimientos mencionados anteriormente de modificación o visualización de un ácido nucleico objetivo, la 45
secuencia de aminoácidos adicional puede ser un marcador y el marcador se asocia con el ácido nucleico objetivo; 
preferentemente en el que el marcador es una proteína; opcionalmente una proteína fluorescente, p. ej., proteína 
verde fluorescente (VPF) o proteína amarilla fluorescente (PAF) o mCherry. Ya sea in vitro, ex vivo o in vitro, los 
procedimientos de la invención pueden utilizarse para visualizar directamente un locus objetivo en una molécula de 
ácido nucleico, preferentemente en la forma de una estructura de orden superior tal como un plásmido o cromosoma 50
superenrollado o un ácido nucleico objetivo monocatenario tal como ARNm. La visualización directa de un locus 
objetivo puede utilizar micrografía electrónica o microscopía de fluorescencia.

Se pueden utilizar otros tipos de marcadores para marcar el ácido nucleico objetivo incluyendo moléculas de 
colorante orgánico, marcadores radiactivos y marcadores de espín que pueden ser moléculas pequeñas.

En los procedimientos de la invención descritos anteriormente, el ácido nucleico objetivo es ADN; preferentemente 55
ADNbc aunque el objetivo puede ser ARN; preferentemente ARNm.

En los procedimientos de la invención de modificación, visualización, activación de la transcripción o represión de la 
transcripción de un ácido nucleico objetivo en el que el ácido nucleico objetivo es ADNbc, la secuencia de 
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aminoácidos adicional con actividad de modificación de un ácido nucleico o cromatina es una endonucleasa Fokl. De 
esta forma, el corte de ADN específico de secuencia única se puede modificar por ingeniería utilizando los complejos 
Cascada-fracciones funcionales. La secuencia elegida del componente de ARN del complejo ribonucleoproteico final 
proporciona la especificidad de secuencia deseada para la acción de la secuencia de aminoácidos adicional.

Por lo tanto, la invención también proporciona un procedimiento de unión final no homóloga de una molécula de 5
ADNbc en una célula en un locus deseado para eliminar al menos una parte de una secuencia de nucleótidos de la 
molécula de ADNbc; opcionalmente para bloquear la función de un gen o genes, en el que el procedimiento 
comprende realizar roturas bicatenarias utilizando cualquiera de los procedimientos de modificación de un ácido 
nucleico objetivo como se ha descrito anteriormente.

La invención proporciona además un procedimiento de recombinación homóloga de un ácido nucleico en una 10
molécula de ADNbc en una célula en un locus deseado para modificar una secuencia de nucleótidos existente o 
insertar una secuencia de nucleótidos deseada, en el que el procedimiento comprende realizar una rotura 
monocatenaria o bicatenaria en el locus deseado utilizando cualquiera de los procedimientos de modificación de un 
ácido nucleico objetivo como se ha descrito anteriormente.

Por lo tanto, la invención también proporciona un procedimiento de modificación, activación o represión de la 15
expresión génica en un organismo que comprende modificar, activar la transcripción o reprimir la transcripción de 
una secuencia de ácido nucleico objetivo según cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, en el que 
el ácido nucleico es ADNbc y la fracción se selecciona entre una enzima modificadora del ADN (p. ej., una 
desmetilasa o desacetilasa), un activador de la transcripción o un represor de la transcripción.

La invención proporciona adicionalmente un procedimiento de modificación, activación o represión de la expresión 20
génica en un organismo que comprende modificar, activar la transcripción o reprimir la transcripción de una 
secuencia de ácido nucleico objetivo según cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, en el que el 
ácido nucleico es un ARNm y la fracción funcional es una ribonucleasa; opcionalmente seleccionado entre una 
endonucleasa, una exonucleasa 3' o una exonucleasa 5'.

En cualquiera de los procedimientos de la invención como se ha descrito anteriormente, la célula que se somete al 25
procedimiento puede ser una procariota. De forma similar, la célula puede ser una célula eucariota, p. ej., una célula 
vegetal, una célula de insecto, una célula de levadura, una célula fúngica, una célula de mamífero o una célula 
humana. Cuando la célula es de un mamífero o ser humano, puede ser una célula madre (pero puede no ser una 
célula madre embrionaria humana). Dichas células madre para su uso en la invención son preferentemente células 
madre aisladas. Opcionalmente según cualquier procedimiento de la invención, una célula se transfecta in vitro.30

Preferentemente, sin embargo, en cualquiera de los procedimientos de la invención, el ácido nucleico objetivo tiene 
una estructura terciaria específica, opcionalmente superenrollada, más preferentemente en la que el ácido nucleico 
objetivo está negativamente superenrrollado. Ventajosamente, los complejos ribonucleoproteico de la invención, ya 
sea producidos in vitro, o formados dentro de las células, o formados dentro de las células a través de la maquinaria 
de expresión de la célula, pueden utilizarse para dirigir un locus al que de otro modo sería difícil acceder para aplicar 35
la actividad funcional de un componente deseado, ya sea marcado o etiquetado de una secuencia específica, 
modificación de la estructura de ácido nucleico, activación o desactivación de la expresión génica o modificación de 
la secuencia objetivo en sí misma que implica corte monocatenario o bicatenario seguido de inserción de uno o más 
residuos de nucleótidos o un casete.

La invención también incluye una composición farmacéutica que comprende un complejo proteico Cascada o un 40
complejo ribonucleoproteico de la invención como se ha descrito anteriormente.

Asimismo se desvela una composición farmacéutica que comprende un ácido nucleico aislado o un vector de 
expresión de la invención como se ha descrito anteriormente.

También se desvela un kit que comprende un complejo proteico Cascada de la invención como se ha descrito 
anteriormente más una molécula de ARN de la invención como se ha descrito anteriormente.45

También se desvela un complejo proteico Cascada o un complejo ribonucleoproteico o un ácido nucleico o un 
vector, como se ha descrito anteriormente para su uso como medicamento.

La invención permite una variedad de posibilidades para alterar físicamente el ADN de huéspedes procarióticos o 
eucarióticos en un locus genómico especificado, o cambiar los patrones de expresión de un gen en un locus dado. El 
ADN genómico del huésped puede escindirse o modificarse mediante metilación, visualizarse mediante 50
fluorescencia, activarse transcripcionalmente o reprimirse por dominios funcionales tales como nucleasas, metilasas, 
proteínas fluorescentes, activadores o represores de la transcripción, respectivamente, fusionados a subunidades 
Cascada adecuadas. Además, la capacidad de unión a ARN guiado por ARN de Cascada permite el control del 
tráfico de ARN en células vivas utilizando proteínas de fusión Cascada fluorescentes, y proporciona formas de 
secuestrar o destruir ARNm del huésped que causa interferencia con los niveles de expresión génica de una célula 55
huésped.
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En cualquiera de los procedimientos de la invención, el ácido nucleico objetivo puede definirse, preferentemente si 
es ADNbc, mediante la presencia de al menos uno de los siguientes tripletes de nucleótidos: 5'-CTT-3', 5'-CAT-3', 5'-
CCT-3' o 5'-CTC-3' (o 5'-CUU-3', 5'-CAU-3', 5'-CCU-3 'o 5'-CTC-3' si el objetivo es un ARN). La ubicación del triplete 
se encuentra en la cadena objetivo adyacente a la secuencia a la que se hibrida el componente de la molécula de 
ARN de una ribonucleoproteína de la invención. El triplete marca el punto en la secuencia de cadena objetivo en la 5
que el emparejamiento de bases con el componente de la molécula de ARN de la ribonucleoproteína no tiene lugar 
en una dirección 5' a 3' (corriente abajo) del objetivo (mientras se produce corriente arriba de la secuencia objetivo 
desde ese punto sometido a la longitud preferente de la secuencia de ARN del componente de la molécula de ARN 
de la ribonucleoproteína de la invención). En el contexto de un sistema CRISPR de tipo I nativo, los tripletes 
corresponden a lo que se conoce como "MAP" (motivo adyacente al protoespaciador). Para objetivos ADNmc o 10
ARNmc, la presencia de uno de los tripletes no es tan necesaria.

La invención se describirá ahora en detalle y con referencia a los ejemplos específicos y dibujos en los que:

Las Figuras y los Ejemplos que no pertenecen a la invención reivindicada son solo para fines ilustrativos.

La Figura 1 muestra los resultados de los ensayos de desplazamiento en gel en los que Cascada se une al ADN 
plasmídico negativamente superenrollado (nSE) pero no al ADN relajado. A) Desplazamiento en gel de ADN 15
plasmídico nSE con J3-Cascada, que contiene un ARNcr dirigido (J3). pUC-λ se mezcló con cantidades 
crecientes 2 veces de J3-Cascada, a partir de una relación molar pUC-λ:Cascada de 1:0,5 hasta una relación 
molar de 1:256. El primer y el último carril contienen solo pUC-λ. B) Desplazamiento en gel como en (A) con 
R44-Cascada que contiene un ARNcr no dirigido (R44). C) Desplazamiento en gel como en (A) con Nt.BspQI 
escotado con pUC-λ. D) Desplazamiento en gel como en (A) con PdmI linearizado con pUC-λ. E) El ajuste de la 20
fracción pUC-λ unida a J3-Cascada representada frente a la concentración libre de J3-Cascada proporciona la 
constante de disociación (Kd) para la unión específica. F) El ajuste de la fracción pUC-λ unida a R44-Cascada 
representada frente a la concentración libre de R44-Cascada proporciona la constante de disociación (Kd) para 
la unión no específica. G) Unión específica de Cascada al protoespaciador controlado por análisis de restricción, 
utilizando el único sitio de restricción BsmI en la secuencia del protoespaciador. Los carriles 1 y 5 contienen solo 25
pUC-λ. Los carriles 2 y 6 contienen pUC-λ mezclado con Cascada. Los carriles 3 y 7 contienen pUC-λ mezclado 
con Cascada y la posterior adición de BsmI. Los carriles 4 y 8 contienen pUC-λ mezclado con BsmI. H)
Desplazamiento en gel de pUC-λ unido a Cascada con posterior escisión Nt.BspQI de una cadena del plásmido. 
Los carriles 1 y 6 contienen solo pUC-λ. Los carriles 2 y 7 contienen pUC-λ mezclado con Cascada. Los carriles 
3 y 8 contienen pUC-λ mezclado con Cascada y posterior escotamiento con Nt.BspQI. Los carriles 4 y 9 30
contienen pUC-λ mezclado con Cascada, seguido de la adición de una sonda de ADNmc complementario a la 
cadena desplazada en el bucle R y posterior escotado con Nt.BspQI. Los carriles 5 y 10 contienen pUC-λ 
escotado con Nt.BspQI. H) Desplazamiento en gel de pUC-λ unido a Cascada con subsiguiente escotado con 
Nt.BspQI del plásmido. Los carriles 1 y 6 contienen solo pUC-λ. Los carriles 2 y 7 contienen pUC-λ mezclado con 
Cascada. Los carriles 3 y 8 contienen pUC-λ mezclado con Cascada y posterior escisión de Nt.BspQI. Los 35
carriles 4 y 9 contienen pUC-λ mezclado con Cascada, seguido de la adición de una sonda de ADNmc 
complementario a la cadena desplazada en el bucle R y posterior escisión con Nt.BspQI. Los carriles 5 y 10 
contienen pUC-λ escindido con Nt.BspQI. I) Desplazamiento en gel de pUC-λ unido a Cascada con posterior 
escisión EcoRI de ambas cadenas del plásmido. Los carriles 1 y 6 contienen solo pUC-λ. Los carriles 2 y 7 
contienen pUC-λ mezclado con Cascada. Los carriles 3 y 8 contienen pUC-λ mezclado con Cascada y posterior 40
escisión de EcoRI. Los carriles 4 y 9 contienen pUC-λ mezclado con Cascada, seguido de la adición de una 
sonda de ADNmc complementario a la cadena desplazada en el bucle R y posterior escisión con EcoRI. Los 
carriles 5 y 10 contienen pUC-λ escindido con EcoRI.

La Figura 2 muestra micrografías de fuerzas de barrido que demuestran cómo Cascada induce la flexión del ADN 
objetivo tras la unión del protoespaciador. A-P) Imágenes de microscopía de fuerzas de barrido de ADN 45
plasmídico nSE con J3-Cascada que contiene un ARNcr objetivo (J3). pUC-λ se mezcló con J3-Cascada en una 
relación pUC-λ:Cascada de 1:7. Cada imagen muestra una superficie de 500 x 500 nm. Los puntos blancos 
corresponden a Cascada.

La Figura 3 muestra cómo el análisis de BiFC revela que Cascada y Cas3 interactúan tras el reconocimiento del 
objetivo. A) fluorescencia de Venus de células que expresan CascadaΔCse1 y CRISPR 7Tm, que se dirige a 7 50
protoespaciadores en el genoma del fago λ, y a las proteínas de fusión Cse1-N155Venus y Cas3-C85Venus. B)
Imagen de campo claro de las células en (A). C) Superposición de (A) y (B). D) Fluorescencia de Venus de 
células infectadas por fago λ que expresan las proteínas de fusión CascadaΔCse1 y CRISPR 7Tm y Cse1-
N155Venus y Cas3-C85Venus. E) Imagen de campo claro de las células en (G). F) Superposición de (G) y (H). 
G) Fluorescencia de Venus de células infectadas por fago λ que expresan las proteínas CascadaΔCse1 y 55
CRISPR R44 no dirigido y N155Venus y C85Venus. H) Imagen de campo claro de las células en (J). I)
Superposición de (J) y (K). J) Promedio de la intensidad de fluorescencia de 4-7 células individuales de cada 
cepa, según se determina utilizando la herramienta de perfil del visor LSM (Carl Zeiss).

La Figura 4 muestra las actividades de nucleasa y helicasa Cas3 durante la interferencia CRISPR. A) Las 
células BL21-AI competentes que expresan Cascada, un mutante Cas3 y CRISPR J3 se transformaron con pUC-60
λ. Se representan las unidades formadoras de colonias por microgramo pUC-λ (ufc/μg de ADN) para cada una de 
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las cepas que expresan un mutante Cas3. Las células que expresan Cas3 y CRISPR J3 o CRISPR R44 ts sirven 
como controles positivos y negativos, respectivamente. B) Las células BL21-AI que portan plásmidos que 
codifican Cascada, Cas3 y CRISPR así como pUC-λ se cultivan en condiciones que suprimen la expresión de 
genes cas y CRISPR. En t = 0 la expresión es inducida. Se muestra el porcentaje de células que perdieron pUC-
λ con el tiempo, según lo determinado por la relación de células resistentes a la ampicilina y sensibles a la 5
ampicilina.

La Figura 5 muestra cómo un complejo de fusión Cascada-Cas3 proporciona resistencia in vivo y tiene actividad 
de nucleasa in vitro. A) SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie de Cascada purificada y complejo de fusión 
Cascada-Cas3. B) Eficiencia de formación de placas del fago λ en células que expresan el complejo de fusión 
Cascada-Cas3 y un CRISPR dirigido (J3) o no dirigido (R44) y en células que expresan Cascada y Cas3 por 10
separado junto con CRISPR dirigido (J3). C) Desplazamiento en gel (en ausencia de iones metálicos divalentes) 
del plásmido objetivo nSE con complejo de fusión J3-Cascada-Cas3. pUC-λ se mezcló con cantidades crecientes 
2 veces de J3-Cascada-Cas3, a partir de una relación molar pUC-λ:J3-Cascada-Cas3 de 1:0,5 hasta una 
relación molar de 1:128. El primer y último carril contienen solo pUC-λ. D) Desplazamiento en gel (en ausencia 
de iones metálicos divalentes) del plásmido no objetivo nSE con complejo de fusión J3-Cascada-Cas3. Se 15
mezcló pUC-p7 con cantidades crecientes 2 veces de J3-Cascada-Cas3, a partir de una relación molar pUC-
p7:J3-Cascada-Cas3 de 1:0,5 hasta una relación molar de 1:128. El primer y último carril contienen solo pUC-p7. 
E) Incubación del plásmido objetivo nSE (pUC-λ, izquierda) o plásmido no objetivo nSE (pUC-p7, derecha) con 
J3-Cascada-Cas3 en presencia de MgCl2 10 mM. Los carriles 1 y 7 contienen solo plásmido. F) Ensayo al igual 
que en (E) en presencia de ATP 2 mM. G) Ensayo al igual que en (E) con el complejo mutante J3-Cascada-20
Cas3K320N. H) Ensayo al igual que en (G) en presencia de ATP 2 mM.

La Figura 6 es un diagrama esquemático que muestra un modelo de la vía de tipo I de interferencia CRISPR en 
E. coli.

La Figura 7 es un diagrama esquemático que muestra cómo se utiliza una realización de fusión Cascada-FokI de 
la invención para crear dímeros FokI que cortan ADNbc para producir extremos romos como parte de un proceso 25
de unión final no homóloga o recombinación homóloga.

La Figura 8 muestra cómo el análisis de BiFC revela que Cascada y Cas3 interactúan tras el reconocimiento del 
objetivo. Superposición de la imagen de campo claro y fluorescencia de Venus de células que expresan Cascada 
sin Cse1, Cse1-N155Venus y Cas3-C85Venus ni CRISPR 7Tm, que se dirige a 7 protoespaciadores en el 
genoma del fago Lambda, o al CRISPR R44 sin dirigir. Las células que expresan CRISPR 7Tm son fluorescentes 30
solo cuando son infectadas por el fago Lambda, mientras que las células que expresan CRISPR R44 no son 
fluorescentes. Los puntos fluorescentes altamente intensos (fuera de las células) se deben a cristales de sal que 
reflejan la luz. Las barras blancas corresponden a 10 micrómetros.

La Figura 9 muestra secuencias de pUC-λ de 4 clones [SEQ ID NOs: 39-42] que codifican CRISPR J3, Cascada 
y Cas3 (ts o S483AT485A) indican que estos son mutantes de escape que llevan deleciones (parciales) del 35
protoespaciador o portan una única mutación puntual en la región semilla, lo que explica la incapacidad para 
curar estos plásmidos.

La Figura 10 muestra los alineamientos de secuencia de genes cas3 de organismos que contienen el sistema 
CRISPR/Cas de tipo I-E. Alineamiento de genes cas3-cse1 de Streptomyces sp. SPB78 (1ª secuencia, número 
de acceso: ZP_07272643.1) [SEQ ID NO: 43], en Streptomyces griseus (2ª secuencia, número de acceso 40
YP_001825054) [SEQ ID NO: 44], y en Catenulispora acidiphila DSM 44928 (3ª secuencia, número de acceso 
YP_003114638) [SEQ ID NO: 45] y una proteína de fusión Cas3-Cse1 de E. coli [SEQ ID NO: 46] que incluye la 
secuencia de unión de polipéptido de S. griseus.

La Figura 11 muestra el diseño de un par de CascadaKKR/ELD nucleasa en el que los dominios de nucleasa FokI 
están mutados de modo que solo los heterodímeros que consisten en los dominios de nucleasa KKR y ELD son 45
diferentes y la distancia entre los sitios de unión opuestos puede variarse para determinar la distancia óptima 
entre un par de nucleasas Cascada.

La Figura 12 es un diagrama esquemático que muestra la dirección del genoma mediante un par de nucleasas 
Cascada-FokI.

La Figura 13 muestra un gel SDS PAGE de complejos Cascada-nucleasa.50

La Figura 14 muestra geles de electroforesis de ensayos de escisión in vitro de Cascada
KKR/ELD

en ADN 
plasmídico.

La Figura 15 muestra los patrones de escisión y la frecuencia de CascadaKKR/ELD [SEQ ID NO: 47].

Ejemplos - Materiales y procedimientos utilizados

Cepas, clonación de genes, plásmidos y vectores55
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Las cepas BL21-AI de E. coli y BL21 de E. coli (DE3) se utilizaron de principio a fin. La Tabla 1 enumera todos los 
plásmidos utilizados en este estudio. Los pWUR408, pWUR480, pWUR404 y pWUR547 previamente descritos se 
utilizaron para la producción de Strep-tag II R44-Cascada, y pWUR408, pWUR514 y pWUR630 se utilizaron para la 
producción de Strep-tag II J3-Cascada (Jore y coll., (2011) Nature Structural & Molecular Biology 18, 529-536; 
Semenova y col., (2011) Proceedings of the National Academy of Sciences of The United States of America 108, 5
10098-10103). pUC-λ (pWUR610) y pUC-p7 ( pWUR613) se han descrito en otra parte (Jore y col., 2011; Semenova 
y col., 2011). La proteína C85Venus está codificada por pWUR647, que corresponde a pET52b (Novagen) que 
contiene la construcción sintética GA1070943 (Tabla 2) (Geneart) clonada entre los sitios BamHI y NotI. La proteína 
N155Venus está codificada por pWUR648, que corresponde a pRSF1b (Novagen) que contiene la construcción 
sintética GA1070941 (Tabla 2) (Geneart) clonada entre los sitios NotI y XhoI. La proteína de fusión Cas3-C85Venus 10
está codificada por pWUR649, que corresponde a pWUR647 que contiene el producto de amplificación Cas3 
utilizando los cebadores BG3186 y BG3213 (Tabla 3) entre los sitios NcoI y BamHI. La proteína de fusión CasA-
N155Venus está codificada por pWUR650, que corresponde a pWUR648 que contiene el producto de amplificación 
CasA utilizando los cebadores BG3303 y BG3212 (Tabla 3) entre los sitios NcoI y BamHI. CRISPR 7Tm está 
codificado por pWUR651, que corresponde a pACYCDuet-1 (Novagen) que contiene la construcción sintética 15
GA1068859 (Tabla 2) (Geneart) clonada entre los sitios NcoI y KpnI. Cascada que codifica pWUR400, 
CascadaΔCse1 que codifica WUR401 y Cas3 que codifica pWUR397 se han descrito anteriormente (Jore y col., 
2011). Cas3H74A que codifica pWUR652 se construyó utilizando mutagénesis dirigida al sitio de pWUR397 con los 
cebadores BG3093, BG3094 (Tabla 3).

Tabla 1 - Plásmidos utilizados20

Plásmidos Descripción y orden de genes (5̕-3̕) Sitios de 
restricción

Cebadores Fuente

pWUR397 cas3 en pRSF-1b, sin marcadores 1

pWUR400 casA-casB-casC-casD-casE en pCDF-1b, sin 1

marcadores

pWUR401 casB-casC-casD-casE en pCDF-1b, sin 
marcadores

1

pWUR404 casE en pCDF-1b, sin marcadores 1

pWUR408 casA en pRSF-1b, sin marcadores 1

pWUR480 casB con Strep-tag II (N-term)-casC-casD en

pET52b
1

pWUR514 casB con Strep-tag II (N-term)-casC-casDCasE

en pET52b
2

pWUR547 E. coli R44 CRISPR, 7x espaciador n.º 2, en

pACYCDuet-1
2

pWUR613 pUC-p7; pUC19 que contiene R44-
protoespaciador en un amplicón P7 de fago de 
350 pb

2

pWUR630 CRISPR poli J3, 5x espaciador J3 en 
pACYCDuet-1

NcoI/KpnI Este 
estudio

pWUR610 pUC-λ; pUC19 que contiene J3-protoespaciador 
en un amplicón de fago λ 350 pb

3

p WUR647 C85Venus; GA1070943 (Tabla S1) en pET52b BamHI/NotI Este 
estudio

pWUR648 N155Venus; GA1070941 (Tabla S1) en pRSF1b NotI/XhoI Este 
estudio

pWUR649 cas3-C85Venus; pWUR647 que contiene 
amplicón cas3

NcoI/BamHI BG3186 +

BG3213
Este 
estudio

pWUR650 casA-N155Venus pWUR648 que contiene 
amplicón casA

NcoI/NotI BG3303 +

BG3212
Este 
estudio

pWUR651 CRISPR 7Tm; GA1068859 (Tabla S1) en

pACYCDuet-1
NcoI/KpnI Este 

estudio

casB con Strep-tag II (N-term)-casC-casDCasE

en pCDF-1b
Este 
estudio

fusión cas3-casA Este 
estudio
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(continuación)

Plásmidos Descripción y orden de genes (5̕-3̕) Sitios de 
restricción

Cebadores Fuente

fusión cas3H74A-CasA Este 
estudio

fusión cas3D75A-CasA Este 
estudio

fusión cas3K320N-CasA Este 
estudio

fusión cas3D452N-CasA Este 
estudio

La fuente 1 en la tabla anterior es de Brouns y col (2008) Science 321, 960-964.

La fuente 2 en la tabla anterior es de Jore y col (2008) Nature Structural & Molecular Biology 18, 529-537.

Tabla 2 - Construcciones sintéticas5

GA1070943

GA1070941

GA106885910
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GA1047360

Tabla 3 - Cebadores

BG3186 ATAGCGCCATGGAACCTTTTAAATATATATGCCATTA [SEQ ID NO: 10]

BG3213 ACAGTGGGATCCGCTTTGGGATTTGCAGGGATGACTCTGGT [SEQ ID NO: 11]

BG3303 ATAGCGTCATGAATTTGCTTATTGATAACTGGATTCCTGTACG [SEQ ID NO: 12]

BG3212 ACAGTGGCGGCCGCGCCATTTGATGGCCCTCCTTGCGGTTTTAA [SEQ ID NO: 13]

BG3076 CGTATATCAAACTTTCCAATAGCATGAAGAGCAATGAAAAATAAC [SEQ ID NO: 14]

BG3449 ATGATACCGCGAGACCCACGCTC [SEQ ID NO: 15]

BG3451 CGGATAAAGTTGCAGGACCACTTC [SEQ ID NO: 16]

5

Producción y purificación de proteínas

La cascada se expresó y purificó como se describe (Jore y col., 2011). Durante toda la purificación, se utilizó un 
tampón que contenía HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 1 mM, EDTA 2 mM para la resuspensión y el lavado. 
La elución de proteína se realizó en el mismo tampón que contenía destiobiotina 4 mM. El complejo de fusión 
Cascada-Cas3 se expresó y purificó de la misma manera, realizándose las etapas de lavado con HEPES 20 mM, pH 10
7,5, NaCl 200 mM y DTT 1 mM, y elución en HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 1 mM que contenía 4 mM de 
destiobiotina.

Ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética
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Se mezclaron los subcomplejos Cascada purificada o Cascada con pUC-λ en un tampón que contenía HEPES 20 
mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 1 mM, EDTA 2 mM, y se incubaron a 37 ºC durante 15 minutos. Las muestras se 
analizaron durante la noche en un gel de agarosa TAE al 0,8 % y se tiñeron posteriormente con una dilución SybR 
segura (Invitrogen) 1:10000 en TAE durante 30 minutos. La escisión con BsmI (Fermentas) o Nt.BspQI (New 
England Biolabs) se realizó en el tampón de reacción HEPES suplementado con MgCl2 5 mM.5

Microscopía de fuerzas de barrido

La Cascada purificada se mezcló con pUC-λ (en una relación de 7:1, Cascada 250 nM, ADN 35 nM) en un tampón 
que contenía HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 0,2 mM, EDTA 0,3 mM y se incubó a 37 ºC durante 15 
minutos. Posteriormente, para la preparación de muestra de AFM, la mezcla de incubación se diluyó 10x en agua 
bidestilada y se añadió MgCl2 a una concentración final de 1,2 mM. La deposición de los complejos de proteína-ADN 10
y formación de imágenes se llevó a cabo como se ha descrito anteriormente (Dame y col., (2000) Nucleic Acids Res. 
28: 3504-3510).

Microscopio fluorescente

Las células BL21-AI portadoras de CRISP en plásmidos codificadores de gen cas se cultivaron durante la noche a 
37 ºC en caldo Luria-Bertani (LB) que contenía ampicilina (100 μg/ml), kanamicina (50 μg/ml), estreptomicina (50 15
μg/ml) y cloranfenicol (34 μg/ml). El cultivo durante la noche se diluyó 1:100 en LB que contenía antibiótico reciente, 
y se cultivó durante 1 hora a 37 ºC. La expresión de los genes cas y CRISPR se indujo durante 1 hora añadiendo L-
arabinosa a una concentración final de 0,2 % e IPTG hasta una concentración final de 1 mM. Para la infección, las 
células se mezclaron con el fago Lambda a una multiplicidad de infección (MDI) de 4. Las células se aplicaron a 
portaobjetos de microscopio cubiertos con poli-L-lisina y se analizaron utilizando un microscopio de escaneo láser 20
confocal Zeiss LSM510 basado en un microscopio invertido Axiovert, con un objetivo de inmersión en aceite 40x 
(N.A. de 1.3) y un láser de argón como fuente de excitación (514 nm) y detección a 530-600 nm. El estenopeico se 
ajustó a 203 μm para todas las mediciones.

Estudios de transformación de pUC-λ

Se inoculó LB que contenía kanamicina (50 μg/ml), estreptomicina (50 μg/ml) y cloranfenicol (34 μg/ml) a partir de un 25
preinóculo de una noche y se cultivó hasta una DO600 de 0,3. La expresión de genes cas y CRISPR se indujo 
durante 45 minutos con 0,2 % de L-arabinosa e IPTG 1 mM. Las células se recogieron por centrifugación a 4 ºC y se 
hicieron competentes por resuspensión en tampón enfriado con hielo que contenía RbCl2 100 mM, MnCl2 50 mM, 
acetato de potasio 30 mM, CaCl2 10 mM y 15 % de glicerol, pH 5,8. Después de una incubación de 3 horas, las 
células se recogieron y se volvieron a suspender en un tampón que contenía MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 30
mM, glicerol al 15 %, pH 6,8. La transformación se realizó añadiendo 80 ng de pUC-λ, seguido de un choque térmico 
de 1 minuto a 42 ºC, y 5 minutos de choque frío en hielo. Las células siguientes se cultivaron en LB durante 45 
minutos a 37 ºC antes de la siembra en placas de LB-agar que contenían 0,2 % de L-arabinosa, IPTG 1 mM, 
ampicilina (100 μg/ml), kanamicina (50 μg/ml), estreptomicina (50 μg/ml) y cloranfenicol (34 μg/ml).

El curado del plásmido se analizó transformando las células BL21-AI que contienen el gen cas y los plásmidos que 35
codifican CRISPR con pUC-λ, mientras se cultivan las células en presencia de glucosa al 0,2 % para suprimir la 
expresión del gen de la polimerasa T7. La expresión de los genes cas y CRISPR se indujo mediante la recogida de 
las células y la resuspensión en LB que contenía arabinosa al 0,2 % e IPTG 1 mM. Las células se sembraron en 
placas en agar-LB que contenían estreptomicina, kanamicina y cloranfenicol (no selectivo para pUC-λ) o ampicilina, 
estreptomicina, kanamicina y cloranfenicol (selectivo para pUC-λ). Después del crecimiento durante la noche, el 40
porcentaje de pérdida de plásmidos se puede calcular a partir de la relación de unidades formadoras de colonias en 
las placas selectivas y no selectivas.

Estudios de infección por fago Lambda

La sensibilidad del huésped a la infección por fago se ensayó utilizando un fago virulento Lambda (λvir), como en 
(Brouns y col (2008) Science 321, 960-964). La sensibilidad del huésped a la infección se calculó como la eficacia de 45
la formación de placas (la relación de recuento de placas de una cepa que contiene un CRISPR anti-λ a la de la 
cepa que contiene un CRISPR R44 no dirigido) como se describe en Brouns y col (2008).

Ejemplo 1 - Cascada se une exclusivamente al ADN objetivo negativamente superenrollado

El plásmido derivado de pUC19 de 3 kb denotado pUC-λ, contiene un fragmento de ADN de 350 pb correspondiente 
a parte del gen J del fago λ, que está dirigido por J3-Cascada (Cascada asociada con ARNcr que contiene un 50
espaciador J3 (Westra y col (2010) Molecular Microbiology 77, 1380-1393). Los ensayos de desplazamiento de 
movilidad electroforética muestran que Cascada tiene una alta afinidad solo por el plásmido objetivo negativamente 
superenrollado (nSE). En una relación molar de J3-Cascada a pUC-λ de 6:1, todo el plásmido nSE estaba unido por 
Cascada (véase la Fig. 1A), mientras Cascada que porta el ARNcr R44 no dirigido (R44-Cascada) mostró una unión 
no específica a una relación molar de 128:1 (véase la Fig. 1B). La constante de disociación (Kd) de pUC-λ nSE se 55
determinó que era 13 ± 1,4 nM para J3-Cascada (véase la Fig. 1E) y 429 ± 152 nM para R44-Cascada (véase la Fig. 
1F).
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J3-Cascada no pudo unir el ADN objetivo relajado con afinidad medible, como pUC-λ escotado (véase la Fig. 1C) o 
lineal (véase la Fig. 1D), que muestra que Cascada tiene una gran afinidad por sustratos de ADN más grandes con 
una topología nSE.

Para distinguir la unión no específica de la unión específica, se utilizó el sitio de restricción BsmI localizado dentro 
del protoespaciador. Si bien la adición de la enzima BsmI a pUC-λ da un producto lineal en presencia de R44-5
Cascada (véase la Fig. 1G, carril 4), pUC-λ está protegido de la escisión de BsmI en presencia de J3-Cascada 
(véase la Fig. 1G, carril 7), que indica unión específica al protoespaciador. Esto muestra que Cas3 no se requiere 
para la unión específica de secuencia in vitro de Cascada a una secuencia de protoespaciador en un plásmido nSE.

La Cascada que se une a pUC-λ nSE fue seguido por escotamiento con Nt.BspQI, dando lugar a una topología CA. 
La Cascada se libera del plásmido después del escotamiento de la cadena, como puede verse por la ausencia de un 10
desplazamiento de la movilidad (véase la Fig. 1H, comparar el carril 8 con el carril 10). Por el contrario, Cascada 
permanece unida a su objetivo de ADN cuando se añade una sonda de ADNmc complementario a la cadena 
desplazada con la reacción antes de la escisión del ADN por Nt.BspQI (véase la Fig. 1H, carril 9). La sonda 
estabiliza artificialmente el bucle R de Cascada en el ADN objetivo relajado. Se realizan observaciones similares 
cuando ambas cadenas de ADN de pUC-λ se escinden después de la unión a Cascada (véase la Fig. 1I, carril 8 y 15
carril 9).

Ejemplo 2 - Cascada induce la flexión del ADN objetivo unido

Se visualizaron complejos formados entre Cascada purificada y pUC-λ. Se formaron complejos específicos que 
contienen un solo complejo de J3-Cascada unido, mientras que R44-Cascada inespecífico no produce complejos 
unidos a ADN en este ensayo en condiciones idénticas. De las 81 moléculas de ADN observadas, se descubrió que 20
el 76 % tenían J3-Cascada unida (véase la Fig. 2A-P). De estos complejos, en la mayoría de los casos, se descubrió 
Cascada en el vértice de un bucle (86 %), mientras que solo se encontró una fracción pequeña en posiciones no 
apicales (14 %). Estos datos muestran que la unión de Cascada causa la flexión y posiblemente la envoltura del 
ADN, probablemente para facilitar la fusión local del dúplex de ADN.

Ejemplo 3: Fusiones naturales de Cas3 y Cse1: Cas3 interactúa con Cascada tras el reconocimiento del 25
protoespaciador

La Figura S3 muestra el análisis de la secuencia de genes cas de organismos que contienen el tipo I-E. El sistema 
CRISPR/Cas revela que Cas3 y Cse1 aparecen como proteínas de fusión en Streptomyces sp. SPB78 (número de 
acceso: ZP_07272643.1), en Streptomyces griseus (número de acceso YP_001825054), y en Catenulispora 
acidiphila DSM 44928 (número de acceso YP_003114638).30

Ejemplo 4: La complementación de fluorescencia bimolecular (BiFC) muestra cómo una proteína de fusión 
Cse1 que forma parte de Cascada continúa interactuando con Cas3.

Los experimentos de BiFC se utilizaron para controlar las interacciones entre Cas3 y Cascada in vivo antes y 
después de la infección por fago λ. Los experimentos de BiFC se basan en la capacidad de las mitades no 
fluorescentes de una proteína fluorescente, p. ej., la proteína amarilla fluorescente (PAF) para replegarse y formar 35
una molécula fluorescente cuando las dos mitades se encuentran muy cerca. Como tal, proporciona una herramienta 
para revelar las interacciones proteína-proteína, ya que la eficacia del replegado aumenta mucho si las 
concentraciones locales son altas, p. ej., cuando las dos mitades de la proteína fluorescente se fusionan con los 
parejas de interacción. Cse1 se fusionó en el extremo C terminal con los 155 aminoácidos N-terminales de Venus 
(Cse1-N155Venus), una versión mejorada de PAF (Nagai y col. (2002) Nature Biotechnology 20, 87-90). Cas3 se 40
fusionó C-terminalmente con los 85 aminoácidos C-terminales de Venus (Cas3-C85Venus).

El análisis de BiFC revela que Cascada no interactúa con Cas3 en ausencia de ADN invasor (Fig. 3ABC, Fig. 3P y 
Fig. 8). Tras la infección por el fago λ, sin embargo, las células que expresan CascadaΔCse1, Cse1-N155Venus y 
Cas3-C85Venus son fluorescentes si coexpresan el anti-λ CRISPR 7Tm (Fig. 3DEF, Fig. 3P y Fig. 8). Cuando 
coexpresan un CRISPR R44 sin dirigir (Fig. 3GHI, Fig. 3P y Fig. 8), las células permanecen no fluorescentes. Esto 45
muestra que Cascada y Cas3 interactúan específicamente durante la infección en el reconocimiento del 
protoespaciador y que Cse1 y Cas3 están muy cerca el uno del otro en el complejo efector binario Cascada-Cas3.

Estos resultados también muestran claramente que una fusión de Cse1 con una proteína heteróloga no interrumpe 
la formación ribonucleoproteica de Cascada y ARNcr, ni interrumpe la interacción de Cascada y Cas3 con el ADN 
del fago objetivo, incluso cuando el Cas3 mismo es también una proteína de fusión.50

Ejemplo 5: La preparación de una fusión diseñada Cas3-Cse1 proporciona una proteína dentro de la 
actividad funcional in vivo

Proporcionar una evidencia in vitro para la actividad de escisión del ADN de Cas3 requirió Cas3 purificado y activo. 
A pesar de varias estrategias de solubilización, Cas3 se sobreprodujo (Howard y col (2011) Biochem. J. 439, 85-95) 
en BL21de E. coli está presente principalmente en agregados inactivos y cuerpos de inclusión. Por lo tanto, Cas3 se 55
produjo como una proteína de fusión Cas3-Cse1, que contiene un enlazador idéntico al de la proteína de fusión 
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Cas3-Cse1 en S. griseus (véase la Fig. 10). Cuando se coexpresó con CascadaΔCse1 y CRISPR J3, el complejo de 
fusión era soluble y se obtuvo en alta pureza con la misma estequiometría aparente que Cascada (Fig. 5A). Cuando 
se ensayó la funcionalidad de este complejo para proporcionar resistencia contra la infección por fago λ, la eficacia 
de la formación de placas (efp) en las células que expresan el complejo de fusión J3-Cascada-Cas3 fue idéntica a 
las células que expresan las proteínas distintas (Fig. 5B).5

Dado que el complejo de fusión J3-Cascada-Cas3 era funcional in vivo, los ensayos de escisión de ADN in vitro se 
llevaron a cabo utilizando este complejo. Cuando se incubó J3-Cascada-Cas3 con pUC-λ en ausencia de metales 
divalentes, se observó la unión del plásmido con relaciones molares similares a las observadas para Cascada (Fig. 
5C), mientras que una unión específica a un plásmido no objetivo (pUC-p7, un plásmido derivado de pUC19 del 
mismo tamaño que pUC-λ, pero que carece de un protoespaciador) se produjo solo con altas relaciones molares 10
(Fig. 5D), lo que indica que la unión específica al ADN del complejo es también similar a la de Cascada solo.

Curiosamente, el complejo de fusión J3-Cascada-Cas3 muestra actividad de endonucleasa dependiente de 
magnesio en plásmidos objetivo nSE. En presencia de Mg2+ 10 mM, J3-Cascada-Cas3 fragmenta pUC-λ nSE (Fig. 
5E, carril 3-7), pero no se observa escisión para los sustratos que no contienen la secuencia objetivo (Fig. 5E, carril 
9-13), o que tienen una topología relajada. No se observa desplazamiento de la banda CA resultante, en línea con 15
las observaciones previas de que Cascada se disocia espontáneamente después de la escisión, sin requerir 
actividad de helicasa Cas3 dependiente de ATP. En cambio, la actividad helicasa de Cas3 parece estar implicada en 
la degradación del plásmido exonucleolítico. Cuando se añaden tanto magnesio como ATP a la reacción, se produce 
la degradación completa del plásmido (Fig. 5H).

Los inventores han descubierto que Cascada solo es incapaz de unirse a protoespaciadores en el ADN relajado. Por 20
el contrario, los inventores han descubierto que Cascada localiza de forma eficiente los objetivos en ADN 
negativamente superenrollado, y posteriormente recluta Cas3 a través de la subunidad Cse1. La escisión 
endonucleolítica por el dominio de nucleasa HD de Cas3 causa la liberación espontánea de Cascada del ADN a 
través de la pérdida del superenrrolamiento, lo que permite la reubicación de Cascada para localizar nuevos 
objetivos. El objetivo se desenrolla progresivamente y se escinde mediante la unión de actividad helicasa 25
dependiente de ATP y la actividad de nucleasa HD de Cas3, lo que conduce a la degradación completa del ADN 
objetivo y a la neutralización del invasor.

Con referencia a la Figura 6 y sin desear quedar ligado a teoría particular alguna, un mecanismo de operación para 
la vía de interferencia CRISPR tipo I en E. coli puede implicar (1) en primer lugar, que Cascada que lleva un ARNcr 
barra el ADN plasmídico nSE para un protoespaciador, con MAP adyacente. Si durante esta etapa se produce la 30
separación de cadena, esto se desconoce. (2) La unión del protoespaciador específico de la secuencia se logra 
mediante el emparejamiento de bases entre el ARNcr y la cadena complementaria del ADN, formando un bucle R. Al 
unirse, Cascada induce la flexión del ADN. (3) La subunidad Cse1 de Cascada recluta Cas3 al unirse al ADN. Esto 
se puede lograr mediante cambios conformacionales de Cascada que tienen lugar tras la unión del ácido nucleico. 
(4) El dominio HD (parte más oscura) de Cas3 cataliza el escotamiento dependiente de Mg2+ de la cadena 35
desplazada del bucle R, alterando así la topología del plásmido objetivo de nSE a CA relajado. (5a y 5b) La 
relajación del plásmido provoca la disociación espontánea de Cascada. Mientras tanto, Cas3 muestra actividad de 
exonucleasa dependiente de ATP en el plásmido objetivo, requiriendo el dominio helicasa para el desenrollamiento 
de ADNbc objetivo y el dominio de nucleasa HD para la actividad de escisión sucesiva. (6) Cas3 degrada el 
plásmido completo de una manera dependiente de ATP a medida que avanza, se desenrolla y se escinde el ADNbc 40
objetivo.

Ejemplo 6: Preparación de proteínas artificiales de fusión Cas-strep tag y ensamblaje de complejos Cascada

Los complejos Cascada se producen y purifican como se describe en Brouns y col (2008) Science 321: 960-4 
(2008), utilizando los plásmidos de expresión enumerados en la Tabla suplementaria 3 de Jore y col (2011) Nature 
Structural & Molecular Biology 18: 529-537. Cascada se purifica rutinariamente con un Strep-tag II N-terminal 45
fusionado con CasB (o CasC en CasCDE). La cromatografía de exclusión por tamaños (Superdex 200 HR 10/30 
(GE)) se realiza utilizando Tris-HCl 20 mM (pH 8,0), NaCl 0,1 M, ditiotreitol 1 mM. Las preparaciones de Cascada 
(~0,3 mg) se incuban con DNasa I (Invitrogen) en presencia de MgCl2 2,5 mM durante 15 min a 37 ºC antes del 
análisis de exclusión por tamaños. Los ácidos nucleicos co-purificados se aíslan por extracción utilizando un 
volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) pH 8,0 (Fluka), y se incuban con DNasa I (Invitrogen) 50
suplementado con MgCl2 2,5 mM o RNasa A (Fermentas) durante 10 min a 37 ºC. Se producen proteínas de la 
subunidad de Cas fusionadas a la secuencia de aminoácidos de Strep-Tag.

Los ensayos de placa que muestran la actividad biológica de las subunidades Strep-Tag Cascada se realizan 
utilizando el bacteriófago Lambda y la eficacia de la formación de placas (EFP) se calculó como se describe en 
Brouns y col (2008).55

Para la purificación de ARNcr, las muestras se analizan mediante HPLC de fase inversa de par de iones en un 
Agilent 1100 HPLC con detector UV260nm (Agilent) utilizando una columna DNAsep de 50 mm x 4,6 mm I. D. 
(Transgenomic, San Jose, CA). El análisis cromatográfico se realiza utilizando las siguientes condiciones de tampón: 
A) acetato de trietilamonio 0,1 M (TEAA) (pH 7,0) (Fluka); B) tampón A con acetonitrilo de grado MS LC 25 % (v/v) 
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(Fisher). El ARNcr se obtiene inyectando Cascada intacta purificada a 75 ºC utilizando un gradiente lineal que 
comienza con 15 % de tampón B y se extiende hasta 60 % B en 12,5 min, seguido de una extensión lineal hasta 
100 % B durante 2 min a un caudal de 1,0 ml/min. La hidrólisis del extremo terminal fosfato cíclico se realizó 
incubando el ARNcr purificado por HPLC en una concentración final de HCl 0,1 M a 4 ºC durante 1 hora. Las 
muestras se concentran a 5-10 μl en un concentrador de vacío (Eppendorf) antes del análisis ESI-MS.5

El análisis de espectrometría de masas e ionización por electrospray de ARNcr se realiza en modo negativo 
utilizando un espectrómetro de masas UHR-TOF (maXis) o un instrumento HCT Ultra PTM Discovery (ambos de 
Bruker Daltonics), acoplado a un sistema de cromatografía líquida capilar en línea (Ultimate 3000, Dionex, R.U.) Las 
separaciones de ARN se realizan utilizando una columna capilar monolítica (PS-DVB) (200 μm x 50 mm I.D., Dionex, 
R.U.). La cromatografía se realiza utilizando las siguientes condiciones de tampón: C) 1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-10
propanol 0,4 M (HFIP, Sigma-Aldrich) ajustado con trietilamina (TEA) a pH 7,0 y TEAA 0,1 mM, y D) tampón C con 
50 % de metanol (v/v) (Fisher). El análisis de ARN se realiza a 50 ºC con 20 % de tampón D, extendiéndose a 40 % 
D en 5 min seguido de una extensión lineal a 60 % D durante 8 min a un caudal de 2 μl/min.

La proteína de Cascada se analiza por espectrometría de masas nativa en acetato de amonio 0,15 M (pH 8,0) a una 
concentración de proteína de 5 μM. La preparación de proteína se obtiene mediante cinco etapas secuenciales de 15
concentración y dilución a 4 ºC utilizando un filtro centrífugo con un límite de corte de 10 kDa (Millipore). Las 
proteínas se pulverizan desde los capilares de vidrio de borosilicato y se analizan en un tiempo de vuelo de 
electrospray LCT o instrumentos de tiempo de vuelo cuadrípolo modificados (ambos Waters, R.U.) ajustados para un 
rendimiento óptimo en la detección de alta masa (véase Tahallah N y col (2001) Rapid Commun Mass Spectrom 15: 
596-601 (2001) y van den Heuvel, R.H. y col. Anal Chem 78: 7473-83 (2006). Las mediciones de masa exactas de 20
las proteínas Cas individuales se adquirieron en condiciones desnaturalizantes (50 % de acetonitrilo, 50 % de MQ, 
0,1 % de ácido fórmico). Los subcomplejos en solución se generaron mediante la adición de 2-propanol a la solución 
de pulverización hasta una concentración final del 5 % (v/v). La configuración del instrumento fue la siguiente; voltaje 
de la aguja ~1,2 kV, voltaje del cono ~175 V, presión de la fuente 9 mbar. Se utilizó xenón como el gas de colisión 
para el análisis espectrométrico de masas en tándem a una presión de 1,510-2 mbar. El voltaje de colisión varió entre 25
10-200 V.

Los ensayos de desplazamiento de movilidad electroforética (EDME) se utilizan para demostrar la actividad funcional 
de los complejos Cascada para ácidos nucleicos objetivo. EDME se realiza incubando Cascada, CasBCDE o 
CasCDE con ácido nucleico marcado 1 nM en Tris-Cl 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM. Se utiliza ADN de esperma de 
salmón (Invitrogen) como competidor. Las reacciones de EDME se incuban a 37 ºC durante 20-30 minutos antes de 30
la electroforesis en geles de poliacrilamida al 5 %. Los geles se secan y se analizan utilizando pantallas de 
almacenamiento de fósforo y un generador de imágenes de fósforo PMI (Bio-Rad). La actividad de escisión y unión 
al ADN objetivo de Cascada se ensaya en presencia de Ca 1-10 mM, iones Mg o Mn.

Los objetivos de ADN son oligonucleótidos largos purificados en gel (Isogen Life Sciences o Biolegio), enumerados 
en la Tabla suplementaria 3 de Jore y col (2011). Los oligonucleótidos se marcan en el extremo utilizando γ32P-ATP 35
(PerkinElmer) y T4 quinasa (Fermentas). Los objetivos de ADN bicatenario se preparan hibridando oligonucleótidos 
complementarios y digiriendo ADNmc restante con exonucleasa I (Fermentas). Los objetivos de ARN marcados se 
transcriben in vitro utilizando kits T7 Maxiscript o T7 Mega Shortscript (Ambion) con α32P-CTP (PerkinElmer) y 
eliminando el molde por digestión con DNasa I (Fermentas). Los objetivos de ARN bicatenario se preparan 
hibridando ARNs complementarios y digiriendo ARNmc excedente con RNasa T1 (Fermentas), seguido de 40
extracción con fenol.

Los ensayos de desplazamiento de movilidad del plásmido se realizan utilizando el plásmido pWUR613 que contiene 
el protoespaciador R44. El fragmento que contiene el protoespaciador se amplifica por PCR a partir del ADN 
genómico del bacteriófago P7 utilizando los cebadores BG3297 y BG 3298 (véase la Tabla 3 complementaria de 
Jore y col. (2011). El plásmido (0,4 μg) y Cascada se mezclaron en una relación molar de 1:10 en un tampón que 45
contenía Tris-HCl 5 mM (pH 7,5) y NaCl 20 mM y se incubaron a 37 ºC durante 30 minutos. Las proteínas de 
Cascada se eliminaron mediante tratamiento con proteinasa K (Fluka) (0,15 U, 15 min, 37 ºC) seguido de extracción 
con fenol/cloroformo. Los complejos de ARN-ADN se trataron posteriormente con RNasaH (Promega) (2 U, 1 h, 
37 ºC).

Las fusiones de la subunidad proteica Strep-Tag-Cas que forman complejos proteicos Cascada o subcomplejos 50
activos con el componente de ARN (equivalente a un ARNcr) tienen la actividad biológica y funcional esperada de 
barrido y unión específica y escisión de objetivos de ácido nucleico. Las fusiones de las subunidades Cas con las 
cadenas de aminoácidos de colorantes fluorescentes también forman complejos Cascada y subcomplejos con el 
componente ARN (equivalente a ARNcr) que retienen la actividad biológica y funcional y permiten la visualización de 
la ubicación de una secuencia de ácido nucleico objetivo en ADNbc por ejemplo.55

Ejemplo 7 - Un par de Cascada-nucleasa y ensayo de actividad de nucleasa in vitro

Se han introducido seis mutaciones denominadas "Sharkey" por mutagénesis aleatoria e identificación sistemática 
para mejorar la actividad de la nucleasa y la estabilidad del dominio de nucleasa no específico de la enzima de 
restricción FokI de Flavobacterium okeanokoites (véase Guo, J., y col. 2010) J. Mol. Biol. 400: 96-107). Se han 
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introducido otras mutaciones que reducen la actividad de escisión fuera del objetivo. Esto se logra mediante 
ingeniería de interacciones electrostáticas en la interfaz del dímero FokI de un par ZFN, creando una variante FokI 
con una interfaz cargada positivamente (KKR, E490K, I538K, H537R) y otra con una interfaz cargada negativamente 
(ELD, Q486E, I499L, N496D) (véase Doyon, Y., y col. (2011) Nature Methods 8: 74-9). Cada una de estas variantes 
es catalíticamente inactiva como homodímero, reduciendo así la frecuencia de escisión fuera del objetivo.5

Diseño de la Cascada-nucleasa

Se ha fusionado de forma traduccional nucleasas FokI mejoradas al extremo N-terminal de Cse1 para generar 
variantes de Cse1 que son FokIKKR-Cse1 y FokIELD-Cse1, respectivamente. Estas dos variantes se coexpresan con 
las subunidades de Cascada (Cse2, Cas7, Cas5 y Cas6e) y uno de dos plásmidos CRISPR distintos con 
espaciadores uniformes. Esto carga el complejo CascadaKKR con P7-ARNcr uniforme y el complejo CascadaELD con 10
M13 g8-ARNcr uniforme. Estos complejos se purifican utilizando Cse2 marcada con StrepII N-terminalmente como 
se describe en Jore, M.M., y col., (2011) Nat. Struct. Mol. Biol. 18(5): 529-536. Además, se puede llevar a cabo una 
etapa de purificación adicional utilizando una FokI marcada con HIS en el extremo N-terminal, para asegurar la 
purificación de los complejos de fusión Cascada-nucleasa completos e intactos.

Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de las proteínas de fusión utilizadas en este ejemplo fueron las 15
siguientes:

>secuencia de nucleótidos de FokI-(Sharkey-ELD)-Cse1
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>secuencia proteica de FokI-(Sharkey-ELD)-Cse1
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>secuencia de nucleótidos de FokI-(Sharkey-KKR)-Cse1
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>secuencia proteica de FokI-(Sharkey-KKR)-Cse1

>secuencia de nucleótidos de His6-SLN monopartita dual SV40-FokI-(Sharkey-KKR)-Cse1

E16169431
19-10-2018ES 2 689 256 T3

 



26

>secuencia proteica de His6-SLN monopartita dual SV40-FokI-(Sharkey-KKR)-Cse1
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>secuencia de nucleótidos de His6-SLN monopartita dual SV40-FokI (Sharkey-ELD)-Cse1
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>secuencia proteica de His6-SLN monopartita dual SV40-FokI-(Sharkey-ELD)-Cse1

Ensayo de escisión de ADN

La especificidad y la actividad de los complejos se ensayaron utilizando un plásmido objetivo artificialmente 5
construido como sustrato. Este plásmido contiene sitios de unión M13 y P7 en cadenas opuestas de manera que 
ambos dominios FokI se enfrentan entre sí (véase la Figura 11). La distancia entre los sitios de unión de Cascada 
varía entre 25 y 50 pares de bases con incrementos de 5 pb. Como los sitios de unión de Cascada necesitan estar 
flanqueados por cualquiera de las cuatro secuencias de MAP conocidas (5'-protoespaciador-CTT/CAT/CTC/CCT-3' 
este intervalo de distancia proporciona suficiente flexibilidad para diseñar dicho par para casi cualquier secuencia 10
dada.
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Las secuencias de los plásmidos objetivo utilizadas son las siguientes. El número indicó la distancia entre los sitios 
objetivo M13 y P7. Los protoespaciadores se muestran en negrita, MAPs están subrayados:
Las secuencias de los plásmidos objetivo. El número indica la distancia entre los sitios objetivo M13 y P7. 
(Protoespaciadores en negrita, MAPs subrayados).

>50 pb5

>45 pb

>40 pb

10

>35 pb

>30 pb

>25 pb15

La escisión de los plásmidos objetivo se analizó en geles de agarosa, cuando el plásmido negativamente 
superenrollado (nSE) se puede distinguir del plásmido linealizado o escotado. El sitio de escisión del par de 
CascadaKKR/ELD en un vector objetivo se determinó aislando los productos de escisión lineal de un gel de agarosa y 
rellenando los extremos 3' rebajados dejados por la escisión de FokI con el fragmento Klenow de ADN polimerasa 20
de E. coli para crear extremos romos. El vector lineal se autoligó, transformó, amplificó, aisló y secuenció. El relleno 
de los extremos 3' rebajados y el religamiento conducirán a nucleótidos adicionales en la secuencia que representa 
el saliente dejado por la escisión de FokI. Al alinear las lecturas de secuencia con la secuencia original, los sitios de 
escisión pueden encontrarse en un nivel clonal y mapearse. A continuación, las bases adicionales incorporadas en 
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la secuencia después del relleno en los extremos 3' rebajados dejados por la escisión con FokI están subrayadas:

Escisión plegada

5’ CTTGCGCTAGCTCTAGAA CTAGTCCTCAGCCTAGGCCTAAG 3’

3’ GAACGCGATCGAGATCTTGATC AGGAGTCGGATCCGGATTC 5’

3’ relleno en ligamiento5

5’ CTTGCGCTAGCTCTAGAACTAG - CTAGTCCTCAGCCTAGGCCTAAG 3’

3’ GAACGCGATCGAGATCTTGATC - GATCAGGAGTCGGATCCGGATTC 5’

Leyendo de arriba a abajo, las secuencias 5'- 3' anteriores son SEQ ID NOs: 32-35, respectivamente.

Escisión de un locus objetivo en células humanas

El gen CCR5 humano codifica la proteína del receptor 5 de quimiocina C-C, que sirve como el receptor para el virus 10
de la inmunodeficiencia humana (VIH) en la superficie de los glóbulos blancos. El gen CCR5 se dirige utilizando un 
par de nucleasas CascadaKKR/ELD además de un locus artificial de PVF. Un par de sitios de unión adecuados se 
selecciona en la región de codificación de CCR5. Dos matrices CRISPR distintas que contienen espaciadores 
uniformes dirigidos a cada uno de los sitios de unión se construyen utilizando síntesis de ADN (Geneart).

La selección del gen objetivo CCR5 humano y los diseños CRISPR utilizados son los siguientes:15

>Parte de la secuencia genómica humana CCR5, que contiene MLA completo (posición 347-1446).
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Red1/2: sitios objetivo elegidos (distancia: 34 pb, MAP 5'-CTT-3'). "Red 1 aparece primero en la secuencia 
subrayada en el cuadro anterior. Red2 es la segunda secuencia subrayada.
>Matriz CRISPR red1 (cursiva = espaciadores, negrita = repeticiones)

>Matriz CRISPR red2 (cursiva: espaciadores, negrita: repeticiones)
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Administración de CascadaKKR/ELD en el núcleo de las células humanas

Cascada es muy estable como complejo proteína-ARN de múltiples subunidades y se produce fácilmente en 
cantidades de mg en E. coli. La transfección o microinyección del complejo en su forma intacta como purificado a 
partir de E. coli se utiliza como procedimientos de administración (véase la Figura 12). Como se muestra en la figura 
12, las nucleasas Cascada-FokI se purifican a partir de E. coli y se encapsulan en vesículas de transfección de 5
proteínas. Estas se fusionan luego con la membrana celular de células HepG2 humanas liberando las nucleasas en 
el citoplasma (etapa 2). Las secuencias de SLN luego se reconocen por las proteínas importinas, que facilitan el 
paso de los nucleoporos (etapa 3). CascadaKKR (rectángulo abierto) y CascadaELD (rectángulo lleno) encontrarán y 
escindirán su sitio objetivo (etapa 4), induciendo vías de reparación del ADN que alterarán el sitio objetivo y llevarán 
a los cambios deseados. Las nucleasas CascadaKKR/ELD necesitan actuar solo una vez y no requieren presencia 10
permanente en la célula codificada en el ADN.

Para administrar Cascada en células humanas, los reactivos de transfección de proteínas se utilizan de varias 
fuentes, incluyendo Pierce, NEB, Fermentas y Clontech. Estos reactivos se han desarrollado recientemente para la 
administración de anticuerpos, y son útiles para transfectar un amplio intervalo de estirpes celulares humanas con 
eficiencias de hasta el 90 %. Las células HepG2 humanas se transfectan. Además, se transfectan otras estirpes 15
celulares que incluyen CHO-K1, COS-7, HeLa y células madre no embrionarias.

Para importar el par de nucleasas CascadaKKR/ELD en el núcleo, se fusiona una señal de localización nuclear (SLN) 
monopartita en tándem del gran antígeno T del virus simio 40 (SV40) al extremo N-terminal de FokI. Esto garantiza 
la importación de Cascada

ELD/KKR 
solo intacta en el núcleo. (El complejo de poro nuclear transloca las ARN 

polimerasas (550 kDa) y otros complejos proteicos grandes). Como comprobación previa a las transformaciones, la 20
actividad de nucleasa del par de nucleasas Cascada

KKR/ELD 
se comprueba in vitro utilizando complejos purificados y 

amplicones por PCR de CCR5 para excluir la transfección de pares de nucleasas CascadaKKR/ELD no productivas.

Ensayo Surveyor

Las células transfectadas se cultivan y se someten a pases durante varios días. La eficacia de la escisión del ADN 
objetivo in vivo se evalúa a continuación utilizando el ensayo Surveyor de Guschin, D.Y., y col. (2010) Methods Mol. 25
Biol., 649: 247-256. Brevemente, los amplicones de PCR del locus de ADN objetivo se mezclarán 1:1 con 
amplicones de PCR de células no tratadas. Estos se calientan y se les permite recocer, dando lugar a 
desapareamientos en los sitios objetivo que han sido reparados erróneamente por NHEJ. A continuación, se utiliza 
una nucleasa de desapareamiento erróneo para escindir solo moléculas de ADN desapareadas, dando un máximo 
de 50% de escisión cuando se completa la escisión de ADN objetivo por CascadaKKR/ELD. Este procedimiento fue 30
luego seguido por la secuenciación de los amplicones de ADN objetivo de las células tratadas. El ensayo permite 
una evaluación y optimización rápidas del procedimiento de administración.

Producción de pares de Cascada-nucleasa

Los complejos Cascada-nucleasa se construyeron como se ha explicado anteriormente. La purificación por afinidad 
de E. coli utilizando la subunidad Cse2 marcada con StrepII produce un complejo con la estequiometría esperada 35
cuando se compara con Cascada nativa. Con referencia a la figura 13, esto muestra la estequiometría de la 
Cascada nativa (1), CascadaKKR con P7 ARNcr y CascadaELD con M13 ARNcr 24 h después de la purificación 
utilizando solo estreptactina. Las bandas en Cascada nativa (1) son de arriba a abajo: Cse1, Cas7, Cas5, Cas6e, 
Cse2. CascadaKKR/ELD muestra la banda de fusión Fokl-Cse1 y una banda adicional que representa Cse1 con una 
pequeña parte de FokI como resultado de la degradación proteolítica.40

Además de una proteína de fusión FokI-Cse1 intacta, se observó que una fracción de la proteína de fusión FokI-
Cse1 se escinde proteolíticamente, dando como resultado una proteína Cse1 con solo el enlazador y una pequeña 
parte de FokI unida a ella (según lo confirmado por espectrometría de masas, datos no mostrados). En la mayoría 
de los aislamientos de proteínas, la fracción de proteína de fusión degradada es aproximadamente del 40 %. La 
proteína aislada se almacena de forma estable en el tampón de elución (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 45
1 mM, destiobiotina 4 mM) con Tween 20 al 0,1 % adicional y glicerol al 50 % a -20 ºC. En estas condiciones de 
almacenamiento, se ha descubierto que la integridad y la actividad del complejo son estables durante al menos tres 
semanas (datos no mostrados).

Introducción de un etiqueta His6 y SLN en la Cascada-nucleasa

El diseño de fusión Cascada nucleasa se modificó para incorporar una señal de localización nucleolar (SLN) para 50
permitir el transporte al núcleo células eucariotas. Para esto, una SLN monopartita en tándem del gran antígeno T 
del virus de simio SV40 (secuencia: PKKKRKVDPKKKRKV) se fusionó por traducción al extremo N terminal de la 
proteína de fusión FokI-Cse1, directamente precedido por una etiqueta His6 en el extremo N-terminal. La etiqueta 
His6 (secuencia: MHHHHHH) permite una etapa de purificación de afinidad de resina adicional de Ni2+ después de la 
purificación de StrepII. Esta etapa adicional asegura el aislamiento del complejo de fusión de Cascada-nucleasa de 55
longitud completa, y aumenta la eficacia de la escisión al eliminar la unión de complejos Cascada no intactos al sitio 
objetivo formando un par de nucleasas improductivo.
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Ensayo de escisión in vitro

La actividad y especificidad de CascadaKKR/ELD se ensayó in vitro como se ha descrito anteriormente. La Figura 14A 
muestra plásmidos con distancias entre protoespaciadores de 25-50 pb (incrementos de 5 pb, carriles 1-6) 
incubados con CascadaKKR/ELD durante 30 minutos a 37 ºC. El carril 10 contiene el plásmido objetivo en sus tres 
topologías posibles: la banda más baja representa la forma inicial, negativamente superenrollada (nSE) del 5
plásmido, la banda media representa la forma linealizada (escindida por XbaI), mientras que la banda superior 
representa la forma circular abierta (CA) (después de escotamiento con Nt.BbrCI). El carril 7 muestra la incubación 
de un plásmido con ambos sitios de unión eliminados (control negativo). Por lo tanto, la figura 14A muestra un 
ensayo de escisión típico utilizando varios plásmidos objetivo en los que los sitios de unión están separados por 25 a 
50 pares de bases en incrementos de 5 pb (carriles 1 a 6). Estos plásmidos con distancias de 25-50 pb se incubaron 10
con CascadaKKR/ELD que llevaba anti P7 y M13 ARNcr, respectivamente. Un plásmido que no contiene sitios de unión 
sirvió como control (carril 7). El plásmido original existe en forma negativamente superenrollada (nSE, carril de 
control 8), y los productos escotados o linealizados son claramente distinguibles. Tras la incubación, se forma un 
producto de escisión lineal cuando los sitios de unión se separaron en 30, 35 y 40 pares de bases (carriles 2, 3, 4). A 
una distancia de 25, 45 y 50 pares de bases (carriles 1, 5, 6), el plásmido objetivo parecía estar escindido de manera 15
incompleta conduciendo a la forma fragmentada (CA). Estos resultados muestran la mejor escisión en plásmidos con 
distancias entre 30 y 40 pb, lo que proporciona suficiente flexibilidad al diseñar un par de ARNcr para cualquier locus 
dado. Las distancias más cortas y más largas dan como resultado una mayor actividad de escotamiento al crear 
menos RBCs. Hay muy poca actividad en un plásmido en el que se han eliminado dos protoespaciadores, 
mostrando la especificidad del objetivo (carril 7).20

Condiciones de escisión

Para evaluar las condiciones de tampón óptimas para los ensayos de escisión, y para estimar si se espera actividad 
del complejo en condiciones fisiológicas, se seleccionaron los siguientes dos tampones: (1) NEB4 (New England 
Biolabs, acetato de potasio 50 mM, Tris-acetato 20 mM, acetato de magnesio 10 mM, ditiotreitol 1 mM, pH 7,9) y (2) 
tampón O (Fermentas, Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100 mM, 0,1 mg/ml de ASB, pH 7,5). De los dos, se 25
recomienda NEB4 para la actividad óptima de la enzima FokI intacta comercial. Tampón O fue seleccionado de un 
muestreo rápido para dar buena actividad y especificidad (datos no mostrados). La Figura 14B muestra la incubación 
con diferentes tampones y diferentes tiempos de incubación. Los carriles 1-4 se incubaron con tampón O Fermentas 
(carril 1, 2 durante 15 minutos, carril 3, 4 durante 30 minutos), los carriles 5, 6 se incubaron con NEB4 (30 minutos). 
Los carriles 1, 3, 5 utilizaban el plásmido objetivo con espaciamiento de 35 pb, los carriles 2, 4, 6 utilizaban el 30
plásmido no objetivo (sin sitios de unión). Los carriles 7, 8 se han incubado solo con CascadaKKR o CascadaELD

respectivamente (tampón O). El carril 9 es el marcador de topología como en (A). Los carriles 10 y 11 muestran el 
plásmido objetivo y el no objetivo incubados sin adición de Cascada. Por lo tanto, en la Figura 14B, se ensayó la 
actividad en el plásmido objetivo con una distancia de 35 pares de bases (carril 1, 3, 5) y un plásmido de control no 
objetivo (carril 2, 4, 6). Hubo una gran cantidad de escotamiento inespecífico y menos escisión en NEB4 (carril 5, 6), 35
mientras que el tampón O solo muestra actividad en el plásmido objetivo con una gran cantidad de escisión 
específica y poco escotamiento (carril 1-4). La diferencia es probablemente causada por la concentración de NaCl 
en tampón O, la mayor fuerza iónica debilita las interacciones proteína-proteína, lo que lleva a una actividad menos 
inespecífica. La incubación de 15 o 30 minutos muestra poca diferencia en el plásmido objetivo y el no objetivo (carril 
1, 2 o 3, 4 respectivamente). La adición de un solo tipo de Cascada (P7KKR o M13ELD) no da como resultado la 40
actividad de escisión (carril 7, 8) como se esperaba. Este experimento muestra que la actividad nucleasa Cascada 
específica por un par diseñado se produce cuando la concentración de NaCl es al menos 100 mM, que está cerca 
de la concentración salina fisiológica dentro de las células (NaCl 137 mM). Se espera que el par de nucleasas 
Cascada sea totalmente activo in vivo, en células eucariotas, mientras que muestra una actividad de escisión fuera 
de objetivo insignificante.45

Sitio de escisión

Se determinó el sitio de escisión en el plásmido objetivo con un espaciamiento de 35 pb (pObjetivot35). La Figura 15 
muestra cómo la secuenciación revela sitios de escisión corriente arriba y corriente abajo por CascadaKKR/ELD en el 
plásmido objetivo con espaciado de 35 pares de bases. En la Figura 15A) se muestra la región objetivo dentro de 
pObjetivo35 con sitios de escisión potenciales anotados. Las partes de los protoespaciadores están indicadas en 50
rojo y azul. B) El diagrama de barras muestra cuatro patrones de escisión diferentes y su abundancia relativa dentro 
de clones secuenciados. Las barras azules representan el saliente generado, mientras que el borde izquierdo y 
derecho de cada barra representa el sitio de escisión izquierdo y derecho (véase B para la anotación).

La Figura 15A muestra la secuencia original de pObjetivo35, con sitios de escisión numerados de -7 a +7, en el que 
0 se encuentra en el medio entre los dos protoespaciadores (indicados en rojo y azul). Se secuenciaron diecisiete 55
clones y estos muestran escisión alrededor de la posición 0, creando salientes variables entre 3 y 5 pb (véase la 
Figura 15B). Los salientes de 4 son los más abundantes (acumulativamente 88 %), mientras que los salientes de 3 y 
5 ocurren solo una vez (6 % cada uno). La escisión se produjo exactamente como se esperaba sin que los clones 
muestren escisión fuera del objetivo.

Escisión de un locus objetivo en células humanas.60
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Las nucleasas CascadaKKR/ELD se modificaron con éxito para contener una etiqueta His6 N-terminal seguida de una 
señal de localización nucleolar monopartita dual. Estas proteínas de fusión de Cascada nucleasa modificadas se 
coexpresaron con cualquiera de las dos matrices CRISPR sintéticamente construidas, cada una dirigida a un sitio de 
unión en el gen CCR5 humano. En primer lugar, la actividad de este nuevo par de nucleasas se valida in vitro
mediante el ensayo de la actividad en un plásmido que contiene esta región del gen CCR5. El par nucleasa se 5
transfecta a una estirpe celular humana, p. ej., estirpe celular HeLa. La eficiencia de la escisión del objetivo se 
evalúa utilizando el ensayo Surveyor como se ha descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteína de fusión artificial de una subunidad proteica Cse1 asociada a repeticiones palindrómicas cortas 
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) de tipo I y una endonucleasa FokI.

2. La proteína de fusión según la reivindicación 1, en la que la proteína de fusión comprende además una señal de 
localización nuclear.5

3. Una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína de fusión según la reivindicación 1 o 2.

4. Un vector de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico según la reivindicación 3.

5. Un complejo proteico Cascada que comprende una proteína de fusión según la reivindicación 1 o 2.

6. Un complejo ribonucleoproteico que comprende la proteína de fusión según la reivindicación 1 o 2 y una molécula 
de ARN CRISPR (ARNcr).10

7. El complejo ribonucleoproteico según la reivindicación 6, que comprende además una subunidad proteica Cas6, 
una subunidad proteica Cas5, una subunidad proteica Cse2 y una subunidad proteica Cas7.

8. Una célula eucariota que comprende un complejo ribonucleoproteico según la reivindicación 6 o la reivindicación 
7, en la que la célula es distinta de una célula germinal humana y en la que la célula no forma parte del cuerpo 
humano o animal.15

9. Un procedimiento de modificación, visualización, activación de la transcripción o represión de la transcripción de 
un ácido nucleico objetivo in vitro que comprende poner en contacto el ácido nucleico objetivo con un complejo 
ribonucleoproteico según la reivindicación 6 o la reivindicación 7.

10. Un procedimiento según la reivindicación 9, en el que el procedimiento de modificación es la unión y/o la escisión 
del ácido nucleico objetivo.20

11. Un procedimiento según la reivindicación 9 o la reivindicación 10, en el que el ácido nucleico objetivo es un ADN 
bicatenario (ADNbc).
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