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DESCRIPCION
Ribonucleoproteinas Cascada modificadas y usos de las mismas

La invencion se refiere al campo de la ingenieria genética y mas particularmente al area de modificaciéon génica y/o
gendmica de organismos, que incluyen procariotas y eucariotas. La invencion también se refiere a procedimientos
de fabricacion de herramientas especificas de sitio para su uso en procedimientos de analisis genémico y
modificacion genética, ya sea in vivo o in vitro. La invencién se refiere mas particularmente al campo de
ribonucleoproteinas que reconocen y asocian secuencias de acido nucleico de una manera especifica 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 plasmidico y viral en loci de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRISPR) en el cromosoma del huésped. Las secuencias virales o derivadas del plasmido, conocidas como
espaciadores, estan separadas entre si mediante la repeticion 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 Unicas "espaciadoras" adquiridas durante encuentros previos con elementos
genéticos extranos.

La adquisicion de ADN extrafio es la primera etapa de la inmunizacion, pero la proteccion 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 Unica complementaria a un provocador de acido nucleico extrano.

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

Una reciente reevaluacion de la diversidad de los sistemas CRISPR/Cas ha dado lugar a una clasificacion de tres
tipos distintos (Makarova K. y col (2011) Nature Reviews Microbiology - AOP 9 de mayo de 2011;
doi:10.1038/nrmicro2577) que varian en el contenido del gen cas y muestran diferencias importantes a lo largo de la
via de defensa de CRISPR. (La clasificacion 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-ARNCcr) se escinden
especificamente en las secuencias repetidas mediante endorribonucleasas (Cas) asociadas a CRISPR en sistemas
de tipo | y tipo Ill o mediante RNasa Il en sistemas de tipo II; los ARNcr generados son utilizados por un complejo de
proteinas Cas como ARN guia para detectar secuencias complementarias de ADN o ARN invasor. La escision de los
acidos nucleicos objetivo se ha demostrado in vitro para el sistema B tipo lll de Pyrococcus furiosus, que escinde
ARN en un mecanismo anclado a la regla y, mas recientemente, in vivo para el sistema tipo Il de Strepfococcus
thermophiles, que escinde ADN en la secuencia objetivo complementaria (protoespaciadora). Por el contrario, para
los sistemas de tipo |, 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
como CRISPR subtipo E (Cse)). Contiene ocho genes cas (cas1, cas2, cas3y cse1, cse2, cas7, casb, casbe) y un
CRISPR corriente abajo (repeticiones tipo 2). En K12 de Escherichia coli, los ocho genes cas estan 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 adquisicion de una nueva secuencia objetivo. Por el contrario, seis proteinas Cas:
Cse1, Cse2, Cas3, Cas7, Cas5 y Casbe (anteriormente también conocidas como CasA, CasB, Cas3, CasC/Cse4,
CasD y CasE/Cse3, respectivamente) son esenciales para la proteccion contra la estimulacion del fago lambda.
Cinco de estas proteinas: 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 ribonucleoproteina
(RNP) de multiples subunidades denominada Cascada.

En E. coli, Cascada es un complejo ribonucleoproteico de 405 kDa compuesto por una estequiometria desigual de
cinco proteinas Cas funcionalmente esenciales: Cse11Cse2,Cas7sCas5/Casbes (es decir, bajo la nomenclatura
previa CasAB2CsD1E+) 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 identificacion de secuencias de acidos nucleicos
invasoras. Cascada es un complejo de vigilancia que encuentra y une &acidos nucleicos extrafios que son
complementarios a la secuencia espaciadora del ARNcr.

Jore y col. (2011) titulado "Structural basis for CRISP RNA-guided DNA recognition by Cascade" Nature Structural &
Molecular Biology 18: 529-537 describe como se produce una escision del transcrito de pre-ARNcr por la subunidad
Casbe 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 guia para la union especifica 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
asi 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
ensefia 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 articulo de revision que resume el estado del conocimiento en
la técnica en el campo. Se han planteado algunas sugerencias sobre las aplicaciones y tecnologias basadas en
CRISPR, pero se trata principalmente de generar cepas resistentes a fagos de bacterias domesticadas para la
industria lactea. La escision especifica de las moléculas de ARN in vitro por un complejo RNPcr en Pyrococcus
furiosus se sugirié como algo que espera un mayor desarrollo. La manipulacién de los sistemas CRISPR también se
sugiere como una posible forma de reducir la transmisiéon de cepas bacterianas resistentes a los antibiéticos en los
hospitales. Los autores enfatizan que se necesitaran mas esfuerzos de investigacion para explorar la utilidad
potencial de la tecnologia en estas areas.

El documento US2011236530 A1 (Manoury y col.) titulado "Genetic cluster of strains of Streptococcus thermophilus
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 especifico 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 polinucleétido de ARN
objetivo que tiene un dominio de reconocimiento de Cas6 y un sitio de escision. La escision 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 W02010054154 (Danisco) titulado "Bifidobacteria CRISPR sequences" desvela diversas secuencias
CRISPR halladas en bifidobacterias y su uso en la fabricacion de cepas genéticamente alteradas de las bacterias
que estan alteradas en sus caracteristicas de resistencia a fagos.

El documento US2011189776 A1 (Terns y col.) titulado "Prokaryotic RNAI-like system and methods of use" describe
procedimientos de inactivacion de polinucleétidos objetivo in vitro o en microbios procariotas in vivo. Los
procedimientos utilizan un ARNsip que tiene una region 5' de 5-10 nucledtidos seleccionados entre una repeticion de
un locus de CRISPR inmediatamente corriente arriba de un espaciador. La region 3' es esencialmente
complementaria a una porcién del polinucleétido objetivo. También se describen polipéptidos que tienen actividad
endonucleasa en presencia de ARNsip y polinucleétido objetivo.

El documento EP2341149 A1 (Danisco) titulado "Use of CRISPR associated genes (CAS)" describe cédmo pueden
utilizarse uno o mas genes Cas para modular la resistencia de las células bacterianas contra bacteriéfagos,
particularmente bacterias que proporcionan un cultivo iniciador o cultivo probiético en productos lacteos.

El documento WO2010075424 (The Regents of the University of California) titulado "Compositions and methods for
downregulating prokaryotic genes" desvela un polinucleétido 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 expresion del gen; particularmente cuando el gen esta asociado con la produccion de biocombustibles.

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

El documento WO02009115861 (Institut Pasteur) titulado "Molecular typing and subtyping of Salmonella by
identification of the variable nucleotide sequences of the CRISP loci' desvela procedimientos de deteccién e
identificacion de bacterias del género Salmonella utilizando sus secuencias de nucleétidos variables contenidas en
loci de CRISPR.

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

Urnov F y col. (2010) titulado "Genome editing with engineered zinc finger nucleases" Nature 11: 636-646 es un
articulo de revisién sobre nucleasas con dedos de cinc y como 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 precision la escision del genoma seguido de modificacion génica en el procedimiento de
reparacion posterior. Sin embargo, las nucleasas con dedos de cinc se generan fusionando una serie de dominios
de unién al ADN con dedos de cinc a un dominio de escisién 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
nucledétidos. Un inconveniente significativo con la tecnologia es que se deben desarrollar nuevos dedos de cinc para
cada nuevo locus de ADN que requiere ser escindido. Esto requiere una ingenieria de proteinas y una identificacion
sistematica exhaustiva para garantizar la especificidad de la unién al ADN.

El documento WO2011097036 A1 describe fusiones TALEN que comprenden variantes Fokl. 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 multiples subunidades bacterianas llamado
Cascada (complejo asociado a CRISPR para defensa antiviral) requerido para la proteccion contra bacteriéfagos.

En los campos de la ingenieria genética e investigacion gendmica existe una necesidad continua de agentes
mejorados para la deteccion y/o escision de acidos nucleicos especifica 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 fusién 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
marca el ADN para la escision por Cas3, y que la unién al ADN de Cascada se rige por los requisitos topolégicos del
ADN objetivo.

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

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, la invencién proporciona una proteina de
fusion artificial de una subunidad proteica Cse1 asociada a repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISP) de tipo | y una endonucleasa Fokl; una molécula de acido nucleico que
codifica dicha proteina de fusion; un vector de expresién que comprende una molécula de acido nucleico; un
complejo proteico Cascada que comprende dicha proteina de fusion; un complejo ribonucleoproteico que comprende
dicha proteina de fusién y una molécula de ARN CRISP (ARNcr); asi 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 invencion
proporciona un procedimiento de modificacion, visualizacién, activacion de la transcripcion o represion de la
transcripcion de un acido nucleico objetivo in vitro que comprende la puesta en contacto del acido nucleico objetivo
con dicho complejo ribonucleoproteico.

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

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

- Cas5 (0 COG1688) que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de al menos un
17 % de identidad con la misma, y

- Casb6 (o COG 1583) que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 o una secuencia de al menos
un 16 % de identidad con la misma,

y en la que al menos una de las subunidades incluye una secuencia de aminoacidos adicional que proporciona la
actividad de modificacién, visualizacién, activaciéon de la transcripcion o represiéon de la transcripcion de un acido
nucleico o cromatina.

Una subunidad que incluye una secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion,
visualizacion, activaciéon de la transcripcion o represion de la transcripcién de un acido nucleico o cromatina es un
ejemplo de lo que se puede denominar "una subunidad ligada a al menos una fraccion funcional"; una fraccion
funcional es el polipéptido o proteina constituido por la secuencia de aminoacidos adicional. La actividad de
activacion de la transcripcion puede ser la que conduce a la activacion o regulacion positiva de un gen deseado; la
actividad de represion de la transcripcion conduce a la represion o regulacién negativa de un gen deseado. La
seleccion del gen se debe a la orientacion del complejo Cascada de la invencidon con una molécula de ARN, como se
describe mas adelante.

La secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion, activacion de la
transcripcién o represion de la transcripcién de un acido nucleico o cromatina esta formada preferentemente por
restos de aminoacidos contiguos. Estos aminoacidos adicionales se pueden ver como un polipéptido o proteina que
es contiguo y forma parte de la(s) subunidad(es) Cas o Cse afectadas. Dicha secuencia de polipéptido o proteina
preferentemente no forma normalmente parte de ninguna secuencia de aminoacidos de la subunidad Cas o Cse. En
otras palabras, la secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacién, visualizacion, activacion
de la transcripciéon o represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina puede ser distinta de una
secuencia de aminoacidos de la subunidad Cas o Cse, o porcién de la misma, es decir, puede ser distinta de una
secuencia de aminoacidos de la subunidad Cas3 o porcién de la misma.

La secuencia de aminoacidos adicional con actividad de modificacién, visualizacién, activacion de la transcripcion o
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represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina puede, segun se desee, obtenerse o derivarse del
mismo organismo, p. €j., E. coli, como la(s) subunidad(es) Cas o Cse.

Adicionalmente y/o alternativamente a lo anterior, la secuencia de aminoacidos adicional que actividad de
modificacién, visualizacion, activacion de la transcripcion o represion de la transcripcion de un acido nucleico o
cromatina puede ser "heteréloga” a la secuencia de aminoacidos de la(s) subunidad(es) Cas o Cse. Por lo tanto, la
secuencia de aminoacidos 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
multiple de secuencias de Cobalt en el servidor web del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica, en el
que la secuencia en cuestidon se compara con una secuencia de referencia (p. ej., SEQ ID NO: 3, 4 o0 5). Las
secuencias de aminoacidos se pueden definir en términos de porcentaje de similitud de secuencia en base a una
matriz BLOSUMG62 o identidad porcentual con una secuencia de referencia dada (p. ej., SEQ ID NO: 3, 4 0 5). La
similitud o identidad de una secuencia implica una etapa inicial de realizar el mejor alineamiento antes de calcular el
porcentaje de conservacion con la referencia y refleja una medida de la relacion 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
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 proteina del complejo antiviral Cascada
[cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]

MNLLIDNWIPVRPRNGGKVQIINLQSLYCSRDQWRLSLPRDDMELAALALLVCIGQII
APAKDDVEFRHRIMNPLTEDEFQQLIAPWIDMFYLNHAEHPFMQTKGVKANDVTPM
EKLLAGVSGATNCAFVNQPGQGEALCGGCTAIALFNQANQAPGFGGGFKSGLRGGT
PVTTFVRGIDLRSTVLINVLTLPRLOKQFPNESHTENQPTWIKPIKSNESIPASSIGFVR
GLFWQPAHIELCDPIGIGKCSCCGQESNLRYTGFLKEKFTFTVNGLWPHPHSPCLVTV
KKGEVEEKFLAFTTSAPSWTQISRVVVDKIIQNENGNRVAAVVNQFRNIAPQSPLELI
MGGYRNNQASILERRHDVLMFNQGWQQYGNVINEIVIVGLGYKTALRKALYTFAE
GFKNKDFKGAGVSVHETAERHFYRQSELLIPDVLANVNFSQADEVIADLRDKLHQL

CEMLFNQSVAPYAHHPKLISTLALARATLYKHLRELKPQGGPSNG [SEQ ID NO: 1]

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

MADEIDAMALYRAWQQLDNGSCAQIRRVSEPDELRDIPAFYRLVQPFGWENPRHQQ
ALLRMVFCLSAGKNVIRHQDKKSEQTTGISLGRALANSGRINERRIFQLIRADRTADM
VQLRRLLTHAEPVLDWPLMARMLTWWGKRERQQLLEDFVLTTNKNA [SEQ ID
NO: 2]

Para Cas7/CasC/Cse4 (363 AA):

>gi|16130665|ref[NP_417238.1] ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteina del complejo antiviral Cascada
[cepa K-12 de Escherichia coli sustr. MG1655]

MSNFINIHVLISHSPSCLNRDDMNMQKDAIFGGKRRVRISSQSLKRAMRKSGYYAQN
IGESSLRTIHLAQLRDVLRQKLGERFDQKIIDKTLALLSGKSVDEAEKISADAVTPWYV

VGEIAWFCEQVAKAEADNLDDKKLLK VLKEDIAAIRVNLQQGVDIALSGRMATSGM
MTELGKVDGAMSIAHAITTHQVDSDIDWFTAVDDLQEQGSAHLGTQEFSSGVFYRY

ANINLAQLQENLGGASREQALEIATHVVHMLATEVPGAKQRTYAAFNPADMVMVN
FSDMPLSMANAFEK AVKAKDGFLQPSIQAFNQYWDRVANGY GLNGAAAQFSLSDV
DPITAQVKQMPTLEQLKSWVRNNGEA [SEQ ID NO: 3]

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

ASFTVALWLTPHATMVISELEKAVLKPRYTPYLGRRSCPLTHPLFLGTCQASDPQKA
LLNYEPVGGDIYSEESVTGHHLKFTARDEPMITLPRQFASREWY VIKGGMDVSQ
[SEQ ID NO: 4]

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

MYLSKVIIARAWSRDLYQLHQGLWHLFPNRPDAARDFLFHVEKRNTPEGCHVLLQS
AQMPVSTAVATVIKTKQVEFQLQVGVPLYFRLRANPIKTILDNQKRLDSKGNIKRCR
VPLIKEAEQIAWLQRKLGNAARVEDVHPISERPQYFSGDGKSGKIQTVCFEGVLTIND
APALIDLVQQGIGPAKSMGCGLLSLAPL [SEQ ID NO: §]

Al definir el intervalo de variantes de secuencia, para que no quede ninguna duda, cada uno de los siguientes limites
opcionales sobre el grado de variacion, se aplica a cada SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5 comenzando desde el intervalo
de variantes mas amplio segun 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
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
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
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
aminoacidos.

De principio a fin, la nomenclatura de Makarova y col. (2011) se esta utilizando en la definicion de las subunidades
proteicas Cas. La Tabla 2 en la pagina 5 del articulo 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 proteina 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 invenciéon se pueden definir
como una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 para Cas7 también incluye todas las secuencias de acidos nucleicos que codifican
esa secuencia de aminoacidos. Las variantes de Cas7 incluidas dentro del alcance de la invencion incluyen por lo
tanto secuencias de nucleétidos de al menos las identidades o similitudes porcentuales de aminoacidos definidas
con la secuencia de acido nucleico de referencia; asi como todas las posibles identidades o similitudes porcentuales
entre ese limite inferior y 100 %.

Los complejos Cascada de la invencion pueden estar constituidos por subunidades derivadas o modificadas a partir
de mas de una procariota bacteriana o arquea diferente. Ademas, 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 continuacién, o una
secuencia de al menos un 16 % de identidad con la misma.

La secuencia de una subunidad Cas6e preferente es >gi|16130663|ref[NP_417236.1| enzima de escision del
precursor de ARN CRISPR; ARN CRISP (ARNcr) que contiene una proteina del complejo antiviral Cascada [cepa K-
12 de Escherichia coli sustr. MG1655]:

MYLSKVIIARAWSRDLYQLHQGLWHLFPNRPDAARDFLFHVEKRNTPEGCHVLLQS
AQMPVSTAVATVIKTKQVEFQLQVGVPLYFRLRANPIKTILDNQKRLDSKGNIKRCR
VPLIKEAEQIAWLQRKLGNAARVEDVHPISERPQYFSGDGKSGKIQTVCFEGVLTIND
APALIDLVQQGIGPAKSMGCGLLSLAPL [SEQ ID NO: 17]
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Los complejos de Cascada, o porciones de la misma, que comprenden al menos una subunidad que incluye una
secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion, activacion de la transcripcion
o represion de la transcripciéon de un acido nucleico o cromatina, pueden comprender ademas una subunidad Cse2
(o similar a YgcK) que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de al menos 20 % de
identidad con la misma, o una porcién de la misma. Alternativamente, la subunidad Cse se define como aquella que
tiene al menos un 38 % de similitud con SEQ ID NO: 2. Opcionalmente, dentro del complejo proteico de la invencion,
es la subunidad Cse2 la que incluye la secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion de
un acido nucleico o cromatina.

Los complejos Cascada de la invencion pueden comprender una subunidad Cse1 (o similar a YgcL) que tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia de al menos 9 % de identidad con la misma, o una
porcién de la misma. Opcionalmente dentro del complejo proteico de la invencién, es la subunidad Cse1 la que
incluye la secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion, activacion de la
transcripcion o represion de la transcripciéon de un acido nucleico o cromatina.

Un complejo de Cascada es un complejo proteico del sistema CRISPR-Cas tipo I; mas 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-
C, D o F es posible. En realizaciones particularmente preferentes basadas en el sistema de E. coli, las subunidades
pueden tener las siguientes estequiometrias: Cse11Cse2,Cas7sCas51Cas6, o Cse1,Cse2,Cas7sCas51Casbe;.

La secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion, activacion de la
transcripcién o represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina puede fusionarse de forma
traduccional mediante la expresion a través de sistemas de expresion de proteinas naturales o artificiales, o unirse
covalentemente mediante una etapa de sintesis quimica a la al menos una subunidad; preferentemente, a la al
menos una fraccion funcional esta fusionada o unida a al menos la region del extremo N terminal y/o la region del
extremo C terminal de al menos una de las subunidades Cse1, Cse2, Cas7, Casb5, Cas6 o Cas6e. En una
realizacion, la secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion de un acido nucleico o
cromatina esta fusionada o unida al extremo N terminal o al extremo C terminal de una subunidad Csef1,
preferentemente, el enlace esta en la region del extremo N terminal de una subunidad Cse1.

La secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion, activacion de la
transcripcion o represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina es una nucleasa Fokl, o un mutante o
una porcion activa de la misma.

La proteina en cuestion puede ser una proteina heterdloga de una especie distinta de la especie bacteriana de la
cual las subunidades de la proteina Cascada tienen su origen de secuencia.

Preferentemente, un complejo proteico de la invencion se puede fusionar con el dominio N terminal de Fokl y otro
complejo proteico de la invencion se puede fusionar con el dominio C terminal de Fokl. Estos dos complejos
proteicos pueden utilizarse en conjunto para lograr un corte bicatenario especifico de locus ventajoso en un acido
nucleico, por lo que la ubicacién del corte en el material genético reside en el disefio y eleccidon del usuario, guiado
por el componente de ARN (definido y descrito a continuaciéon) y debido a la presencia de una secuencia
denominada "motivo adyacente al protoespaciador" (MAP) en la cadena de acido nucleico objetivo (también descrita
con mas detalle a continuacion).

En una realizacion preferente, un complejo proteico de la invencioén tiene una secuencia de aminoacidos adicional
que es una endonucleasa de restriccion modificada, p. €j., Fokl. La modificacion esta preferentemente en el dominio
catalitico. En realizaciones preferentes, la Fokl modificada es KKR Sharkey o ELD Sharkey que esta fusionada a la
proteina Cse1 del complejo proteico. En una aplicacion preferente de estos complejos de la invencion, dos de estos
complejos (KKR Sharkey y ELD Sharkey) pueden estar juntos en combinacion. Un par de heterodimeros de
complejos proteicos que emplean Fokl modificada de forma diferente tiene una ventaja particular en el corte
bicatenario dirigido de acido nucleico. Si se utilizan homodimeros, entonces es posible que exista mas escision en
sitios no objetivo debido a la actividad no especifica. Un enfoque heterodimérico aumenta ventajosamente la
fidelidad de la escisidon en una muestra de material.

El complejo Cascada con secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion,
activacion de la transcripcion o represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina definido y descrito
anteriormente es una parte componente de un sistema general de la invenciéon que permite ventajosamente al
usuario seleccionar en una materia predeterminada un locus genético preciso que se desea escindir, marcar o
alterar de alguna manera, p. €j., metilacion, utilizando cualquiera de las entidades de modificacion, visualizacion,
activacion de la transcripcion o represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina definidas en la
presente memoria. La otra parte componente del sistema es una molécula de ARN que actia como una guia para
dirigir el complejo Cascada de la invencion al locus correcto en el ADN o ARN que tiene por objeto modificarse,
cortarse o marcarse.

El complejo Cascada de la invencion también comprende preferentemente una molécula de ARN que comprende
una secuencia de ribonucleétidos de al menos 50 % de identidad con una secuencia de acido 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 acido nucleico objetivo. El complejo ribonucleoproteico se forma cuando los componentes necesarios de
la combinacion de la fraccion funcional Cascada y la molécula de ARN y el acido nucleico (ADN o ARN) estan
presentes en conjunto en condiciones fisioldgicas adecuadas, ya sea in vivo o in vitro. Sin desear quedar ligado a
teoria 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 duplex 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 porcion de la secuencia de ARN, momento en el que se produce una interaccion estable entre ARN y
la cadena de ADN vy surte efecto la funcion de la fraccion funcional, ya sea modificando, cortando nucleasa o
marcando el ADN en ese locus.

En realizaciones preferentes, una porcion de la molécula de ARN tiene al menos un 50 % de identidad con la
secuencia de acido nucleico objetivo; mas preferentemente al menos un 95 % de identidad con la secuencia
objetivo. En realizaciones mas preferentes, la porcion de la molécula de ARN es esencialmente complementaria a lo
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 porcidon 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
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
secuencia objetivo.

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

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

La molécula de ARN requerira preferentemente una alta especificidad y afinidad por la secuencia de acido nucleico
objetivo. Es deseable una constante de disociacion (Kg) en el intervalo de 1 pM a pM, preferentemente 1-100 nM
como se determina mediante electroforesis en gel preferentemente nativa, o alternativamente calorimetria de
titulacién isotérmica, resonancia de plasmén superficial o procedimientos de titulacién 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).

La molécula de ARN se modela preferentemente en lo que se conoce en la naturaleza en procariotas como
moléculas de ARN CRISPR (ARNCcr). La estructura de las moléculas de ARNcr ya esta establecida y explicada con
mas 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 nucledtidos de longitud y consiste en una region de 5 "mango" de 8 nucledtidos, la
secuencia "espaciadora" de 32 nucledtidos y una secuencia 3' de 21 nucleétidos que forma una horquilla con un
bucle tetranucleotidico. Sin embargo, el ARN utilizado en la invenciéon no tiene que disefarse estrictamente respecto
al disefio de ARNcr de origen natural, ya sea en longitud, regiones o secuencias de ARN especificas. Lo que esta
claro, sin embargo, es que las moléculas de ARN para su uso en la invencion pueden disefiarse basandose en la
informacion de la secuencia génica en las bases de datos publicas o descubrirse recientemente, y luego fabricarse
artificialmente, p. ej., por sintesis quimica en su conjunto o en parte. Las moléculas de ARN de la invencion también
se pueden disefar y producir por medio de expresion en células genéticamente modificadas o sistemas de expresion
libre de células y esta opcién puede incluir la sintesis 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 porcion denominada "SEMILLA" que forma el extremo 5' de la secuencia
espaciadora y que esta flanqueada en 5' a ella por 5' mango de 8 nucledtidos. Semenova y col. (2011) han hallado
que todos los residuos de la secuencia semilla deben ser complementarios a la secuencia objetivo, aunque para el
residuo en la posicidon 6, se puede tolerar un desapareamiento. De forma similar, cuando se disefia y fabrica un
componente de ARN de un complejo ribonucleoproteico de la invencion dirigido a un locus objetivo (es decir,
secuencia), se pueden aplicar las reglas necesarias de coincidencia y falta de coincidencia para la secuencia
SEMILLA.

La invencién incluye por lo tanto un procedimiento de deteccién y/o localizacién de un Unico cambio de base en una
molécula de acido nucleico objetivo que comprende la puesta en contacto de una muestra de acido nucleico con un
complejo ribonucleoproteico de la invencion como se ha descrito anteriormente, o con un complejo Cascada y un
componente de ARN distinto de la invencion 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
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alelo mutante en virtud de un Unico cambio de base en la posicién 6 de una secuencia contigua de 8 residuos
nucleotidicos.

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

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

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

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

Las proteinas y complejos Cascada de la invencién se pueden caracterizar in vitro en términos de su actividad de
asociacion con el componente de guiado de ARN para formar un complejo ribonucleoproteico en presencia del acido
nucleico objetivo (que puede ser ADN o ARN). Puede utilizarse un ensayo de desplazamiento de movilidad
electroforética (EMDE) como ensayo funcional para la interaccion de complejos de la invencion con sus objetivos de
acido nucleico. Basicamente, el complejo Cascada-fraccion funcional de la invencién se mezcla con objetivos de
acido nucleico y la interaccién estable del complejo Cascada-fraccion funcional se controla por EMDE o mediante
lectura especifica de la fraccion funcional, por ejemplo, escision endonucleolitica del ADN objetivo al deseado sitio.
Esto puede determinarse mediante un anadlisis adicional de la longitud del fragmento de restriccion utilizando
enzimas comercialmente disponibles con especificidades conocidas y sitios de escisién en una molécula de ADN
objetivo.

La visualizacion de la union de las proteinas o los complejos Cascada de la invencion a ADN o ARN en presencia de
ARN guia se puede lograr utilizando imagenes de exploracion/microscopia de fuerzas atémicas (SFM/AFM) y esto
puede proporcionar un ensayo para la presencia de complejos funcionales de la invencion.

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

a. una subunidad Cse1 que tiene una secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de al menos
un 20 % de identidad con la misma;

c. una subunidad Cas7 que tiene una secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de al menos
un 17 % de identidad con la misma;

e. una subunidad Cas6 que tiene una secuencia de aminoacidos 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, ¢, d o e incluye una secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de
modificacién, visualizacion, activacion de la transcripcion o represion de la transcripcion de un acido nucleico o
cromatina.

La secuencia de aminoacidos adicional que tiene actividad de modificacion, visualizacion, activacion de la
transcripcion o represion de la transcripcion de un acido nucleico o cromatina se fusiona preferentemente con la
subunidad de la proteina asociada a CRISPR.

En los acidos nucleicos, la secuencia de nucleétidos puede ser la que codifica la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5, respectiva o al definir el intervalo de secuencias variantes de la misma,
puede ser una secuencia hibridable con esa secuencia de nucleétidos, preferentemente en condiciones rigurosas,
mas preferentemente en condiciones de rigurosidad muy alta. Una variedad de condiciones de hibridacion rigurosa
sera familiar para el lector experto en el campo. La hibridacién de una molécula de acido nucleico se produce
cuando dos moléculas de acido nucleico complementarias experimentan una cantidad de enlaces de hidrégeno
entre si conocida como emparejamiento de bases Watson-Crick. La rigurosidad de la hibridacion puede variar en
funcién de las condiciones ambientales (es decir, quimicas/fisicas/bioldgicas) que rodean los acidos nucleicos, la
temperatura, la naturaleza del procedimiento de hibridacién y la composicion y longitud de las moléculas de acido
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nucleico utilizadas. Los calculos con respecto a las condiciones de hibridaciéon 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 |, Capitulo 2 (Elsevier, Nueva York, 1993). T, es la
temperatura a la que el 50 % de una cadena dada de una molécula de acido nucleico se hibrida con su cadena
complementaria. Lo siguiente es un conjunto a modo de ejemplo de condiciones de hibridacion y no es limitante:

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

Hibridacion: 5x SSC a 65 °C 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 °C durante 20 minutos cada vez

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

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

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

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

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

La secuencia de aminoacidos adicional puede seleccionarse entre una helicasa, una nucleasa, una nucleasa-
helicasa (p. €j., 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
transcripcion, una subunidad de ARN polimerasa, un represor de la transcripcion, una proteina de unién al ADN, una
proteina estructural del ADN, una proteina marcadora, una proteina indicadora, una proteina fluorescente, una
proteina de union al ligando (p. €j., mCherry o una proteina de unién a metales pesados), un péptido sefal (p. €.,
una secuencia de sefal Tat), una secuencia de localizacion subcelular (p. €j., secuencia de localizacién nuclear) o
un epitopo de anticuerpo. La secuencia de aminoacidos adicional puede ser, o de una proteina diferente del
organismo del que se deriva(n) la(s) subunidad(es) de proteina Cascada relevante(s).

La invencion incluye un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico como se ha definido
anteriormente. Un vector de expresion puede contener la secuencia de nucledtidos que codifica una Gnica subunidad
de la proteina Cascada y también la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos adicional,
por lo que durante la expresion, la subunidad y la secuencia adicional se fusionan. Otros vectores de expresion
pueden comprender secuencias de nucledtidos que codifican solo una o mas subunidades de la proteina Cascada
que no estan fusionadas con ninguna secuencia de aminoacidos adicional.

La secuencia de aminoacidos adicional con actividad de modificacién de un acido nucleico o cromatina puede
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 aminoacidos. Preferentemente,
el enlazador tiene un numero de aminodacidos en el intervalo de 10 a 60, mas preferentemente 10-20. Los
aminoacidos son preferentemente aminoacidos polares y/o pequefios y/o cargados (p. €j., GIn, Ser, Thr, Pro, Ala,
Glu, Asp, Lys, Arg, His, Asn, Cys, Tyr). El péptido enlazador esta disefiado preferentemente para obtener el
espaciado y el posicionamiento correctos de la fraccion funcional fusionada y la subunidad de Cascada a la que se
fusiona la fraccion para permitir una interaccion apropiada con el nucleétido objetivo.

Un vector de expresion de la invencion (con o sin secuencia de nucleétidos que codifica restos aminoacidos que en
la expresion se fusionara con una subunidad de proteina Cascada) puede comprender ademas una secuencia que
codifica una molécula de ARN como se ha definido anteriormente. Por consiguiente, dichos vectores de expresion se
pueden utilizar en un huésped apropiado para generar una ribonucleoproteina de la invencion que puede dirigirse a
una secuencia de nucledtidos deseada.

Por consiguiente, la invencion también proporciona un procedimiento de modificacion, visualizacidon o activacion o
represion de la transcripcion de un acido nucleico objetivo que comprende la puesta en contacto del acido nucleico
con un complejo ribonucleoproteico como se ha definido anteriormente. La modificacion puede efectuarse mediante
la escision del acido nucleico o la unién al mismo.

La invencidon también incluye un procedimiento de modificacion, visualizacion o activacion o represion de la
transcripcion de un acido nucleico objetivo que comprende la puesta en contacto del acido nucleico con un complejo
proteico Cascada como se ha definido anteriormente, mas una molécula de ARN como se ha definido anteriormente.
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Segun los procedimientos anteriores, la modificacion, visualizacion o activacion o represion de la transcripcion de un
acido 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 reaccién bioquimica ya sea libre en solucion o si implica una fase solida. El
acido nucleico objetivo se puede unir a una fase solida, por ejemplo.

En un entorno libre de células, el orden de adicion de cada uno de los acidos nucleicos objetivo, el complejo proteico
Cascada y la molécula de ARN queda a opcion del experto en la materia. Los tres componentes se pueden afiadir
simultaneamente, secuencialmente en cualquier orden deseado, o por separado en diferentes momentos y en el
orden deseado. De este modo, es posible afadir el acido nucleico objetivo y el ARN simultdneamente a una mezcla
de reaccion y luego afadir el complejo proteico Cascada de la invencion por separado y mas tarde en una secuencia
de etapas de procedimiento especificas.

La modificacion, visualizacion o activacion o represion de la transcripcion de un acido nucleico objetivo se puede
realizar in situ en una célula, ya sea una célula aislada o como parte de un tejido, érgano u organismo multicelular.
Por lo tanto, en el contexto de tejidos y 6rganos 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, drgano completo u organismo y
luego devolviendo la célula tratada con un complejo ribonucleoproteico a su ubicacion anterior, o0 una ubicacion
diferente, ya sea dentro del mismo organismo u organismo diferente. Por lo tanto, el procedimiento incluiria
aloinjertos, autoinjertos, isoinjertos y xenoinjertos.

En estas realizaciones, el complejo ribonucleoproteico o el complejo proteico Cascada de la invencidn requiere una
forma apropiada de administracion a la célula, que sera bien conocida por los expertos en la materia, incluyendo la
microinyeccion, ya sea en el citoplasma celular o en el nucleo.

Ademas, cuando se presenta por separado, la molécula de ARN requiere una forma apropiada de administracion a
una célula, ya sea simultanea, 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 administracion in
vivo 0 ex vivo por procedimientos de transfeccién convencionales. Pueden utilizarse procedimientos fisicos, tales
como microinyeccion y electroporacion, asi como coprecipitacion de calcio, y polimeros y lipidos catidnicos
disponibles comercialmente, y péptidos que penetran en la célula, particulas que penetran en la célula (pistola de
genes). Por ejemplo, los virus pueden utilizarse como vehiculos de administracion, ya sea al citoplasma y/o al
nucleo, p. gj., a través de la fusidn (reversible) del complejo proteico Cascada de la invencion o un complejo
ribonucleoproteico de la invencion con la particula viral. Se puede utilizar administracion viral (p. €j., administracion
de adenovirus) o administracion mediada por Agrobacterium.

La invencion también incluye un procedimiento de modificacion, visualizaciéon, o activacion o represion de la
transcripcion de un acido nucleico objetivo en una célula, que comprende transfectar, transformar o transducir la
célula con cualquiera de los vectores de expresion como se ha descrito anteriormente. Los procedimientos de
transfeccion, transformacién o transduccién son de los tipos bien conocidos por un experto en la materia. Cuando
existe un vector de expresion utilizado para generar la expresion de un complejo Cascada de la invencion y cuando
el ARN se afiade directamente a la célula, entonces se puede utilizar el mismo procedimiento o un procedimiento
diferente de transfeccion, transformacioén o transduccién. De forma similar, cuando se utiliza un vector de expresion
para generar expresion de un complejo Cascada-fusion funcional de la invencion y cuando se utiliza otro vector de
expresion para generar la expresion del ARN in situ, entonces puede ser utilizado el mismo procedimiento o un
procedimiento diferente de transfeccién, transformacién o transduccion.

En otras realizaciones, el ARNm que codifica el complejo Cascada de la invencion se introduce en una célula de
modo que el complejo Cascada se expresa en la célula. EI ARN que guia el complejo Cascada a la secuencia
objetivo deseada también se introduce en la célula, ya sea de manera simultanea, 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 modificaciéon o visualizacion de un acido nucleico objetivo, la
secuencia de aminoacidos adicional puede ser un marcador y el marcador se asocia con el acido nucleico objetivo;
preferentemente en el que el marcador es una proteina; opcionalmente una proteina fluorescente, p. €j., proteina
verde fluorescente (VPF) o proteina amarilla fluorescente (PAF) o mCherry. Ya sea in vitro, ex vivo o in vitro, los
procedimientos de la invencion pueden utilizarse para visualizar directamente un locus objetivo en una molécula de
acido nucleico, preferentemente en la forma de una estructura de orden superior tal como un plasmido o cromosoma
superenrollado o un acido nucleico objetivo monocatenario tal como ARNm. La visualizacion directa de un locus
objetivo puede utilizar micrografia electrénica o microscopia de fluorescencia.

Se pueden utilizar otros tipos de marcadores para marcar el acido nucleico objetivo incluyendo moléculas de
colorante organico, marcadores radiactivos y marcadores de espin que pueden ser moléculas pequefias.

En los procedimientos de la invencion descritos anteriormente, el acido nucleico objetivo es ADN; preferentemente
ADNDbc aunque el objetivo puede ser ARN; preferentemente ARNm.

En los procedimientos de la invencion de modificacion, visualizacion, activacion de la transcripcion o represion de la
transcripcion de un acido nucleico objetivo en el que el acido nucleico objetivo es ADNbc, la secuencia de
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aminoacidos adicional con actividad de modificacion de un acido nucleico o cromatina es una endonucleasa Fokl. De
esta forma, el corte de ADN especifico de secuencia Unica se puede modificar por ingenieria 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 acciéon de la secuencia de aminoacidos adicional.

Por lo tanto, la invencidon también proporciona un procedimiento de unién final no homoéloga de una molécula de
ADNbc en una célula en un locus deseado para eliminar al menos una parte de una secuencia de nucleétidos de la
molécula de ADNbc; opcionalmente para bloguear la funcidn de un gen o genes, en el que el procedimiento
comprende realizar roturas bicatenarias utilizando cualquiera de los procedimientos de modificacion de un acido
nucleico objetivo como se ha descrito anteriormente.

La invencién proporciona ademas un procedimiento de recombinacién homoéloga de un acido nucleico en una
molécula de ADNbc en una célula en un locus deseado para modificar una secuencia de nucleétidos existente o
insertar una secuencia de nucleétidos deseada, en el que el procedimiento comprende realizar una rotura
monocatenaria o bicatenaria en el locus deseado utilizando cualquiera de los procedimientos de modificacién de un
acido nucleico objetivo como se ha descrito anteriormente.

Por lo tanto, la invenciéon también proporciona un procedimiento de modificacién, activacion o represion de la
expresion génica en un organismo que comprende modificar, activar la transcripcion o reprimir la transcripcion de
una secuencia de acido nucleico objetivo segun cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, en el que
el acido nucleico es ADNbc y la fraccion se selecciona entre una enzima modificadora del ADN (p. €j., una
desmetilasa o desacetilasa), un activador de la transcripcién o un represor de la transcripcion.

La invencién proporciona adicionalmente un procedimiento de modificacién, activacion o represion de la expresion
génica en un organismo que comprende modificar, activar la transcripcion o reprimir la transcripciéon de una
secuencia de acido nucleico objetivo segun cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente, en el que el
acido nucleico es un ARNm y la fraccion funcional es una ribonucleasa; opcionalmente seleccionado entre una
endonucleasa, una exonucleasa 3' o una exonucleasa 5'.

En cualquiera de los procedimientos de la invencién como se ha descrito anteriormente, la célula que se somete al
procedimiento puede ser una procariota. De forma similar, la célula puede ser una célula eucariota, p. €j., una célula
vegetal, una célula de insecto, una célula de levadura, una célula fungica, una célula de mamifero o una célula
humana. Cuando la célula es de un mamifero 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 invencién son preferentemente células
madre aisladas. Opcionalmente segun cualquier procedimiento de la invencion, una célula se transfecta in vitro.

Preferentemente, sin embargo, en cualquiera de los procedimientos de la invencion, el acido nucleico objetivo tiene
una estructura terciaria especifica, opcionalmente superenrollada, mas preferentemente en la que el acido nucleico
objetivo esta negativamente superenrrollado. Ventajosamente, los complejos ribonucleoproteico de la invencion, ya
sea producidos in vitro, o formados dentro de las células, o formados dentro de las células a través de la maquinaria
de expresion de la célula, pueden utilizarse para dirigir un locus al que de otro modo seria dificil acceder para aplicar
la actividad funcional de un componente deseado, ya sea marcado o etiquetado de una secuencia especifica,
modificacion de la estructura de acido nucleico, activacién o desactivacion de la expresion génica o modificacion de
la secuencia objetivo en si misma que implica corte monocatenario o bicatenario seguido de insercién de uno o mas
residuos de nucledtidos o un casete.

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

Asimismo se desvela una composiciéon farmacéutica que comprende un acido nucleico aislado o un vector de
expresion de la invenciéon como se ha descrito anteriormente.

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

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

La invencion permite una variedad de posibilidades para alterar fisicamente el ADN de huéspedes procariéticos o
eucaridticos en un locus genémico especificado, o cambiar los patrones de expresion de un gen en un locus dado. El
ADN gendmico del huésped puede escindirse o modificarse mediante metilacion, visualizarse mediante
fluorescencia, activarse transcripcionalmente o reprimirse por dominios funcionales tales como nucleasas, metilasas,
proteinas fluorescentes, activadores o represores de la transcripcién, respectivamente, fusionados a subunidades
Cascada adecuadas. Ademas, la capacidad de union a ARN guiado por ARN de Cascada permite el control del
trafico de ARN en células vivas utilizando proteinas de fusién Cascada fluorescentes, y proporciona formas de
secuestrar o destruir ARNm del huésped que causa interferencia con los niveles de expresion génica de una célula
huésped.
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En cualquiera de los procedimientos de la invencion, el acido nucleico objetivo puede definirse, preferentemente si
es ADNbc, mediante la presencia de al menos uno de los siguientes tripletes de nucleétidos: 5'-CTT-3', 5-CAT-3', 5'-
CCT-3' 0 5-CTC-3' (0 5-CUU-3', 5'-CAU-3', 5'-CCU-3 '0 5'-CTC-3' si el objetivo es un ARN). La ubicacion 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 ribonucleoproteina de la invencion. El triplete marca el punto en la secuencia de cadena objetivo en la
que el emparejamiento de bases con el componente de la molécula de ARN de la ribonucleoproteina no tiene lugar
en una direccion 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 ribonucleoproteina de la invencion). En el contexto de un sistema CRISPR de tipo | nativo, los tripletes
corresponden a lo que se conoce como "MAP" (motivo adyacente al protoespaciador). Para objetivos ADNmc o
ARNmMc, la presencia de uno de los tripletes no es tan necesaria.

La invencion se describira ahora en detalle y con referencia a los ejemplos especificos y dibujos en los que:

Las Figuras vy los Ejemplos gue no pertenecen a la invencion 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
plasmidico negativamente superenrollado (nSE) pero no al ADN relajado. A) Desplazamiento en gel de ADN
plasmidico nSE con J3-Cascada, que contiene un ARNcr dirigido (J3). pUC-A se mezclé con cantidades
crecientes 2 veces de J3-Cascada, a partir de una relacién molar pUC-A:Cascada de 1:0,5 hasta una relacion
molar de 1:256. El primer y el tltimo carril contienen solo pUC-A. 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.BspQl
escotado con pUC-A. D) Desplazamiento en gel como en (A) con Pdml linearizado con pUC-A. E) El ajuste de la
fraccion pUC-A unida a J3-Cascada representada frente a la concentracion libre de J3-Cascada proporciona la
constante de disociacion (Kd) para la union especifica. F) El ajuste de la fraccion pUC-A unida a R44-Cascada
representada frente a la concentracion libre de R44-Cascada proporciona la constante de disociacion (Kd) para
la union no especifica. G) Union especifica de Cascada al protoespaciador controlado por analisis de restriccion,
utilizando el unico sitio de restriccion Bsml en la secuencia del protoespaciador. Los carriles 1 y 5 contienen solo
pUC-A. Los carriles 2 y 6 contienen pUC-A mezclado con Cascada. Los carriles 3 y 7 contienen pUC-A mezclado
con Cascada y la posterior adicion de Bsml. Los carriles 4 y 8 contienen pUC-A mezclado con Bsml. H)
Desplazamiento en gel de pUC-A unido a Cascada con posterior escision Nt.BspQl de una cadena del plasmido.
Los carriles 1 y 6 contienen solo pUC-A. Los carriles 2 y 7 contienen pUC-A mezclado con Cascada. Los carriles
3 y 8 contienen pUC-A mezclado con Cascada y posterior escotamiento con Nt.BspQl. Los carriles 4 y 9
contienen pUC-A mezclado con Cascada, seguido de la adicion de una sonda de ADNmc complementario a la
cadena desplazada en el bucle R y posterior escotado con Nt.BspQl. Los carriles 5 y 10 contienen pUC-A
escotado con Nt.BspQl. H) Desplazamiento en gel de pUC-A unido a Cascada con subsiguiente escotado con
Nt.BspQl del plasmido. Los carriles 1 y 6 contienen solo pUC-A. Los carriles 2 y 7 contienen pUC-A mezclado con
Cascada. Los carriles 3 y 8 contienen pUC-A mezclado con Cascada y posterior escision de Nt.BspQl. Los
carriles 4 y 9 contienen pUC-A mezclado con Cascada, seguido de la adicion de una sonda de ADNmc
complementario a la cadena desplazada en el bucle R y posterior escision con Nt.BspQl. Los carriles 5 y 10
contienen pUC-A escindido con Nt.BspQl. I) Desplazamiento en gel de pUC-A unido a Cascada con posterior
escision EcoRI de ambas cadenas del plasmido. Los carriles 1 y 6 contienen solo pUC-A. Los carriles 2 y 7
contienen pUC-A mezclado con Cascada. Los carriles 3 y 8 contienen pUC-A mezclado con Cascada y posterior
escision de EcoRI. Los carriles 4 y 9 contienen pUC-A mezclado con Cascada, seguido de la adicion de una
sonda de ADNmc complementario a la cadena desplazada en el bucle R y posterior escision con EcoRI. Los
carriles 5y 10 contienen pUC-A escindido con EcoRI.

La Figura 2 muestra micrografias de fuerzas de barrido que demuestran como Cascada induce la flexion del ADN
objetivo tras la union del protoespaciador. A-P) Imagenes de microscopia de fuerzas de barrido de ADN
plasmidico nSE con J3-Cascada que contiene un ARNcr objetivo (J3). pUC-A se mezcld con J3-Cascada en una
relacion pUC-A:Cascada de 1:7. Cada imagen muestra una superficie de 500 x 500 nm. Los puntos blancos
corresponden a Cascada.

La Figura 3 muestra como el analisis de BiFC revela que Cascada y Cas3 interactdan tras el reconocimiento del
objetivo. A) fluorescencia de Venus de células que expresan CascadaACse1 y CRISPR 7Tm, que se dirige a 7
protoespaciadores en el genoma del fago A, y a las proteinas de fusion Cse1-N155Venus y Cas3-C85Venus. B)
Imagen de campo claro de las células en (A). C) Superposicion de (A) y (B). D) Fluorescencia de Venus de
células infectadas por fago A que expresan las proteinas de fusion CascadaACse1 y CRISPR 7Tm y Cse1l-
N155Venus y Cas3-C85Venus. E) Imagen de campo claro de las células en (G). F) Superposicion de (G) y (H).
G) Fluorescencia de Venus de células infectadas por fago A que expresan las proteinas CascadaACse1 y
CRISPR R44 no dirigido y N155Venus y C85Venus. H) Imagen de campo claro de las células en (J). 1)
Superposicion de (J) y (K). J) Promedio de la intensidad de fluorescencia de 4-7 células individuales de cada
cepa, segun 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-Al competentes que expresan Cascada, un mutante Cas3 y CRISPR J3 se transformaron con pUC-
A. Se representan las unidades formadoras de colonias por microgramo pUC-A (ufc/ug 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-Al que portan plasmidos que
codifican Cascada, Cas3 y CRISPR asi como pUC-A se cultivan en condiciones que suprimen la expresion de
genes cas y CRISPR. En t = 0 la expresion es inducida. Se muestra el porcentaje de células que perdieron pUC-
A con el tiempo, segun lo determinado por la relacion de células resistentes a la ampicilina y sensibles a la
ampicilina.

La Figura 5 muestra como un complejo de fusién Cascada-Cas3 proporciona resistencia in vivo y tiene actividad
de nucleasa in vitro. A) SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie de Cascada purificada y complejo de fusion
Cascada-Cas3. B) Eficiencia de formacion de placas del fago A en células que expresan el complejo de fusion
Cascada-Cas3 y un CRISPR dirigido (J3) o no dirigido (R44) y en células que expresan Cascada y Cas3 por
separado junto con CRISPR dirigido (J3). C) Desplazamiento en gel (en ausencia de iones metalicos divalentes)
del plasmido objetivo nSE con complejo de fusion J3-Cascada-Cas3. pUC-A se mezcld con cantidades crecientes
2 veces de J3-Cascada-Cas3, a partir de una relacion molar pUC-A:J3-Cascada-Cas3 de 1:0,5 hasta una
relacion molar de 1:128. El primer y ultimo carril contienen solo pUC-A. D) Desplazamiento en gel (en ausencia
de iones metalicos divalentes) del plasmido no objetivo nSE con complejo de fusion J3-Cascada-Cas3. Se
mezcldé pUC-p7 con cantidades crecientes 2 veces de J3-Cascada-Cas3, a partir de una relacién molar pUC-
p7:J3-Cascada-Cas3 de 1:0,5 hasta una relacion molar de 1:128. El primer y tltimo carril contienen solo pUC-p7.
E) Incubacion del plasmido objetivo nSE (pUC-A, izquierda) o plasmido no objetivo nSE (pUC-p7, derecha) con
J3-Cascada-Cas3 en presencia de MgCl, 10 mM. Los carriles 1 y 7 contienen solo plasmido. 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-
Cas3K320N. H) Ensayo al igual que en (G) en presencia de ATP 2 mM.

La Figura 6 es un diagrama esquematico que muestra un modelo de la via de tipo | de interferencia CRISPR en
E. coli.

La Figura 7 es un diagrama esquematico que muestra como se utiliza una realizacion de fusion Cascada-Fokl de
la invencion para crear dimeros Fokl que cortan ADNbc para producir extremos romos como parte de un proceso
de unién final no homologa o recombinacion homologa.

La Figura 8 muestra como el analisis de BiFC revela que Cascada y Cas3 interactuan tras el reconocimiento del
objetivo. Superposicion 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
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 micrometros.

La Figura 9 muestra secuencias de pUC-A 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
protoespaciador o portan una Unica mutacidon puntual en la region semilla, lo que explica la incapacidad para
curar estos plasmidos.

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-cse? de Streptomyces sp. SPB78 (12 secuencia, nimero
de acceso: ZP_07272643.1) [SEQ ID NO: 43], en Streptomyces griseus (22 secuencia, numero de acceso
YP_001825054) [SEQ ID NO: 44], y en Catenulispora acidiphila DSM 44928 (32 secuencia, numero de acceso
YP_003114638) [SEQ ID NO: 45] y una proteina de fusién Cas3-Cse1 de E. coli [SEQ ID NO: 46] que incluye la
secuencia de union de polipéptido de S. griseus.

La Figura 11 muestra el disefio de un par de Cascada " nucleasa en el que los dominios de nucleasa Fokl

estan mutados de modo que solo los heterodimeros que consisten en los dominios de nucleasa KKR y ELD son
diferentes y la distancia entre los sitios de unién opuestos puede variarse para determinar la distancia 6ptima
entre un par de nucleasas Cascada.

La Figura 12 es un diagrama esquematico que muestra la direcciéon del genoma mediante un par de nucleasas
Cascada-Fokl.

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

La Figura 14 muestra geles de electroforesis de ensayos de escision in vitro de Cascada™®*" en ADN
plasmidico.

La Figura 15 muestra los patrones de escision y la frecuencia de Cascada®*° [SEQ ID NO: 47].

Ejemplos - Materiales y procedimientos utilizados

Cepas, clonacion de genes, plasmidos y vectores

14



10

15

20

ES 2 689 256 T3

Las cepas BL21-Al de E. coliy BL21 de E. coli (DE3) se utilizaron de principio a fin. La Tabla 1 enumera todos los
plasmidos utilizados en este estudio. Los pWUR408, pWUR480, pWUR404 y pWURS47 previamente descritos se
utilizaron para la produccion de Strep-tag Il R44-Cascada, y pWUR408, pWUR514 y pWURG630 se utilizaron para la
produccion de Strep-tag Il 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,
10098-10103). pUC-A (PWUR610) y pUC-p7 ( pWURG13) se han descrito en otra parte (Jore y col., 2011; Semenova
y col., 2011). La proteina C85Venus esta codificada por pWURG647, que corresponde a pET52b (Novagen) que
contiene la construccion sintética GA1070943 (Tabla 2) (Geneart) clonada entre los sitios BamHI y Notl. La proteina
N155Venus esta codificada por pWUR648, que corresponde a pRSF1b (Novagen) que contiene la construccion
sintética GA1070941 (Tabla 2) (Geneart) clonada entre los sitios Notl y Xhol. La proteina de fusién Cas3-C85Venus
esta codificada por pWURG49, que corresponde a pWURG647 que contiene el producto de amplificacion Cas3
utilizando los cebadores BG3186 y BG3213 (Tabla 3) entre los sitios Ncol y BamHI. La proteina de fusion CasA-
N155Venus esta codificada por pWURG50, que corresponde a pWUR648 que contiene el producto de amplificacion
CasA utilizando los cebadores BG3303 y BG3212 (Tabla 3) entre los sitios Ncol y BamHI. CRISPR 7Tm esta
codificado por pWURG651, que corresponde a pACYCDuet-1 (Novagen) que contiene la construccion sintética
GA1068859 (Tabla 2) (Geneart) clonada entre los sitios Ncol y Kpnl. Cascada que codifica pWUR400,
CascadaACse1 que codifica WUR401 y Cas3 que codifica pWUR397 se han descrito anteriormente (Jore y col.,
2011). Cas3H74A que codifica pWUR652 se construyd utilizando mutagénesis dirigida al sitio de pWUR397 con los
cebadores BG3093, BG3094 (Tabla 3).

Tabla 1 - Plasmidos utilizados

Plasmidos | Descripcion y orden de genes (5-3) Sitios de | Cebadores | Fuente
restriccion
pWUR397 | cas3 en pRSF-1b, sin marcadores 1
pWUR400 | casA-casB-casC-casD-cask en pCDF-1b, sin 1
marcadores
pWUR401 | casB-casC-casD-casE en pCDF-1b, sin 1
marcadores
pWUR404 | caskE en pCDF-1b, sin marcadores 1
pWUR408 | casA en pRSF-1b, sin marcadores 1
pWUR480 | casB con Strep-tag Il (N-term)-casC-casD en 1
pET52b
pWUR514 | casB con Strep-tag Il (N-term)-casC-casDCasE 2
en pET52b
pWUR547 | E. coli R44 CRISPR, 7x espaciador n.° 2, en 2
pACYCDuet-1
pWUR613 | pUC-p7; pUC19 que contiene  R44- 2
protoespaciador en un amplicon P7 de fago de
350 pb
pWURG630 | CRISPR poli J3, 5x espaciador J3 en | Ncol/Kpnl Este
pACYCDuet-1 estudio
pWURG10 | PUC-A; pUC19 que contiene J3-protoespaciador 3
en un amplicén de fago A 350 pb
p WUR647 | C85Venus; GA1070943 (Tabla S1) en pET52b BamHI/Notl Este
estudio
pWUR648 | N155Venus; GA1070941 (Tabla S1) en pRSF1b | Notl/Xhol Este
estudio
pWURG49 | cas3-C85Venus;, pWURG47 que contiene | Ncol/BamHI BG3186 + Este
amplicon cas3 BG3213 estudio
pWURG50 | casA-N1565Venus pWUR648 que contiene | Ncol/Notl BG3303 + Este
amplicon casA BG3212 estudio
pWUR651 | CRISPR 7Tm; GA1068859 (Tabla S1) en Ncol/Kpnl Este
pACYCDuet-1 estudio
casB con Strep-tag Il (N-term)-casC-casDCaskE Este
en pCDF-1b estudio
fusion cas3-casA Este
estudio
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(continuacion)

Plasmidos | Descripcion y orden de genes (5-3) Sitios de | Cebadores | Fuente
restriccion
fusion cas3H74A-CasA Este
estudio
fusion cas3D75A-CasA Este
estudio
fusion cas3K320N-CasA Este
estudio
fusion 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 sintéticas

GA1070943

ACTGGAAAGCGGGCAGTGAAAGGAAGGCCCATGAGGCCAGTTAATTAAGCGGA
TCCTGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCAGCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGG
CGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGTGCAGCTCGCCGACC
ACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACC
ACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATC
ACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGA
GCTGTACAAGTAAGCGGCCGCGGCGCGCCTAGGCCTTGACGGCCTTCCTTCAATT
CGCCCTATAGTGAG [SEQ ID NO: 6]

GA1070941

CACTATAGGGCGAATTGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATTTAATTAAGCGGCC

GCAGGCGGCGGCAGCGGCGGCOGGCAGCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT

CACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCT

GAAGCTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC
ACCCTCGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGC
ACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTT
CTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGA
CACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAA
CATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCAC

GGCCTAACTCGAGGGCGCGCCCTGOGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGCCCGCT
TTCCAG [SEQ ID NO: 7]

GA1068859
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CACTATAGGGCGAATTGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATGAGCTCCATGGAAA
CAAAGAATTAGCTGATCTTTAATAATAAGGAAATGTTACATTAAGGTTGGTGGGT
TGTTTTTATGGGAAAAAATGCTTTAAGAACAAATGTATACTTTTAGAGAGTTCCC
CGCGCCAGCGGGGATAAACCGGGCCGATTGAAGGTCCGGTGGATGGCTTAAAAG
AGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCCGCAGGTACAGCAGGTAGCGCAGAT
CATCAAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGACTTCTCTCCGAAAAGTCA
GGACGCTGTGGCAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCCTACGCGCTGA
ACGCCAGCGGTGTGGTGAATGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGGTGTG
GCCATGCACGCCTTTAACGGTGAACTGGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAAC
CGCACGAACTCAGCCAGAACGACAAACAAAAGGCGAGTTCCCCGCGCCAGCGG
GGATAAACCGGCACCAGTACGCGCCCCACGCTGACGGTTTCTGAGTTCCCCGCGC
CAGCGGGGATAAACCGCAGCTCCCATTTTCAAACCCAGGTACCCTGGGCCTCATG
GGCCTTCCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG [SEQ 1D NO: §]

GA1047360

GAGCTCCCGGGCTGACGGTAATAGAGGCACCTACAGGCTCCGGTAAAACGGAAA
CAGCGCTGGCCTATGCTTGGAAACTTATTGATCAACAAATTGCGGATAGTGTTAT
TTTTGCCCTCCCAACACAAGCTACCGCGAATGCTATGCTTACGAGAATGGAAGCG
AGCGCGAGCCACTTATTTTCATCCCCAAATCTTATTCTTGCTCATGGCAATTCACG
GTTTAACCACCTCTTTCAATCAATAAAATCACGCGCGATTACTGAACAGGGGCAA
GAAGAAGCGTGGGTTCAGTGTTGTCAGTGGTTGTCACAAAGCAATAAGAAAGTG
TTTCTTGGGCAAATCGGCGTTTGCACGATTGATCAGGTGTTGATTTCGGTATTGCC
AGTTAAACACCGCTTTATCCGTGGTTTGGGAATTGGTAGATCTGTTTTAATTGTTA
ATGAAGTTCATGCTTACGACACCTATATGAACGGCTTGCTCGAGGCAGTGCTCAA
GGCTCAGGCTGATGTGGGAGGGAGTGTTATTCTTCTTTCCGCAACCCTACCAATG
AAACAAAAACAGAAGCTTCTGGATACTTATGGTCTGCATACAGATCCAGTGGAA
AATAACTCCGCATATCCACTCATTAACTGGCGAGGTGTGAATGGTGCGCAACGTT
TTGATCTGCTAGCGGATCCGGTACC [SEQ ID NO: 9]

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 [SEQID NO: 14]

BG3449 ATGATACCGCGAGACCCACGCTC [SEQ ID NO: 15]

BG3451 CGGATAAAGTTGCAGGACCACTTC [SEQ ID NO: 16]

Produccion y purificacién de proteinas

La cascada se expreso y purific6 como se describe (Jore y col., 2011). Durante toda la purificacion, se utilizd un
tampon que contenia HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 1 mM, EDTA 2 mM para la resuspension y el lavado.
La elucidon de proteina se realizd en el mismo tampoén que contenia destiobiotina 4 mM. El complejo de fusion
Cascada-Cas3 se expreso y purificd de la misma manera, realizandose las etapas de lavado con HEPES 20 mM, pH
7,5, NaCl 200 mM y DTT 1 mM, y elucién en HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 1 mM que contenia 4 mM de

destiobiotina.

Ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética
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Se mezclaron los subcomplejos Cascada purificada o Cascada con pUC-A en un tampdn que contenia HEPES 20
mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 1 mM, EDTA 2 mM, y se incubaron a 37 °C durante 15 minutos. Las muestras se
analizaron durante la noche en un gel de agarosa TAE al 0,8 % y se tifieron posteriormente con una diluciéon SybR
segura (Invitrogen) 1:10000 en TAE durante 30 minutos. La escision con Bsml (Fermentas) o Nt.BspQl (New
England Biolabs) se realiz6 en el tampoén de reaccion HEPES suplementado con MgCl, 5 mM.

Microscopia de fuerzas de barrido

La Cascada purificada se mezclé con pUC-A (en una relacion de 7:1, Cascada 250 nM, ADN 35 nM) en un tampodn
que contenia HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT 0,2 mM, EDTA 0,3 mM y se incub6 a 37 °C durante 15
minutos. Posteriormente, para la preparacion de muestra de AFM, la mezcla de incubacion se diluyd 10x en agua
bidestilada y se afiadié MgCl, a una concentracion final de 1,2 mM. La deposicion de los complejos de proteina-ADN
y formacién de imagenes se llevo a cabo como se ha descrito anteriormente (Dame y col., (2000) Nucleic Acids Res.
28: 3504-3510).

Microscopio fluorescente

Las células BL21-Al portadoras de CRISP en plasmidos codificadores de gen cas se cultivaron durante la noche a
37 °C en caldo Luria-Bertani (LB) que contenia ampicilina (100 pyg/ml), kanamicina (50 pg/ml), estreptomicina (50
pg/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml). El cultivo durante la noche se diluyd 1:100 en LB que contenia antibiotico reciente,
y se cultivo durante 1 hora a 37 °C. La expresion de los genes cas y CRISPR se indujo durante 1 hora afiadiendo L-
arabinosa a una concentracion final de 0,2 % e IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Para la infeccién, las
células se mezclaron con el fago Lambda a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 4. Las células se aplicaron a
portaobjetos de microscopio cubiertos con poli-L-lisina y se analizaron utilizando un microscopio de escaneo laser
confocal Zeiss LSM510 basado en un microscopio invertido Axiovert, con un objetivo de inmersion en aceite 40x
(N.A. de 1.3) y un laser de argon como fuente de excitacion (514 nm) y detecciéon a 530-600 nm. El estenopeico se
ajusto a 203 ym para todas las mediciones.

Estudios de transformacion de pUC-A

Se inoculd LB que contenia kanamicina (50 pg/ml), estreptomicina (50 pug/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml) a partir de un
preindculo de una noche y se cultivd hasta una DOgyo de 0,3. La expresion 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 centrifugacion a4 °C y se
hicieron competentes por resuspensioén en tampodn enfriado con hielo que contenia RbCl; 100 mM, MnCl, 50 mM,
acetato de potasio 30 mM, CaCl, 10 mM y 15 % de glicerol, pH 5,8. Después de una incubacion de 3 horas, las
células se recogieron y se volvieron a suspender en un tampén que contenia MOPS 10 mM, RbCI 10 mM, CaCl; 75
mM, glicerol al 15 %, pH 6,8. La transformacion se realizé afiadiendo 80 ng de pUC-A, seguido de un choque térmico
de 1 minuto a 42 °C, y 5 minutos de choque frio en hielo. Las células siguientes se cultivaron en LB durante 45
minutos a 37 °C antes de la siembra en placas de LB-agar que contenian 0,2 % de L-arabinosa, IPTG 1 mM,
ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml), estreptomicina (50 ug/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml).

El curado del plasmido se analizé transformando las células BL21-Al que contienen el gen cas y los plasmidos que
codifican CRISPR con pUC-A, mientras se cultivan las células en presencia de glucosa al 0,2 % para suprimir la
expresion del gen de la polimerasa T7. La expresion de los genes cas y CRISPR se indujo mediante la recogida de
las células y la resuspension en LB que contenia arabinosa al 0,2 % e IPTG 1 mM. Las células se sembraron en
placas en agar-LB que contenian estreptomicina, kanamicina y cloranfenicol (no selectivo para pUC-A) o ampicilina,
estreptomicina, kanamicina y cloranfenicol (selectivo para pUC-A). Después del crecimiento durante la noche, el
porcentaje de pérdida de plasmidos se puede calcular a partir de la relacion de unidades formadoras de colonias en
las placas selectivas y no selectivas.

Estudios de infeccion por fago Lambda

La sensibilidad del huésped a la infecciéon por fago se ensay6 utilizando un fago virulento Lambda (Avir), como en
(Brouns y col (2008) Science 321, 960-964). La sensibilidad del huésped a la infeccién se calculé como la eficacia de
la formacién de placas (la relacion de recuento de placas de una cepa que contiene un CRISPR anti-A 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 plasmido derivado de pUC19 de 3 kb denotado pUC-A, contiene un fragmento de ADN de 350 pb correspondiente
a parte del gen J del fago A, que esta dirigido por J3-Cascada (Cascada asociada con ARNcr que contiene un
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 plasmido objetivo negativamente
superenrollado (nSE). En una relacién molar de J3-Cascada a pUC-A de 6:1, todo el plasmido nSE estaba unido por
Cascada (véase la Fig. 1A), mientras Cascada que porta el ARNcr R44 no dirigido (R44-Cascada) mostré una union
no especifica a una relacion molar de 128:1 (véase la Fig. 1B). La constante de disociacion (Kd) de pUC-A nSE se
determiné 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-A escotado (véase la Fig. 1C) o
lineal (véase la Fig. 1D), que muestra que Cascada tiene una gran afinidad por sustratos de ADN mas grandes con
una topologia nSE.

Para distinguir la unién no especifica de la unién especifica, se utilizd el sitio de restriccion Bsml localizado dentro
del protoespaciador. Si bien la adiciéon de la enzima Bsml a pUC-A da un producto lineal en presencia de R44-
Cascada (véase la Fig. 1G, carril 4), pUC-A esta protegido de la escision de Bsml en presencia de J3-Cascada
(véase la Fig. 1G, carril 7), que indica unién especifica al protoespaciador. Esto muestra que Cas3 no se requiere
para la union especifica de secuencia in vitro de Cascada a una secuencia de protoespaciador en un plasmido nSE.

La Cascada que se une a pUC-A nSE fue seguido por escotamiento con Nt.BspQl, dando lugar a una topologia CA.
La Cascada se libera del plasmido después del escotamiento de la cadena, como puede verse por la ausencia de un
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 afade una sonda de ADNmc complementario a la cadena
desplazada con la reaccion antes de la escision del ADN por Nt.BspQl (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-A se escinden después de la union a Cascada (véase la Fig. 11, carril 8 y
carril 9).

Ejemplo 2 - Cascada induce la flexién del ADN objetivo unido

Se visualizaron complejos formados entre Cascada purificada y pUC-A. Se formaron complejos especificos que
contienen un solo complejo de J3-Cascada unido, mientras que R44-Cascada inespecifico no produce complejos
unidos a ADN en este ensayo en condiciones idénticas. De las 81 moléculas de ADN observadas, se descubri6 que
el 76 % tenian J3-Cascada unida (véase la Fig. 2A-P). De estos complejos, en la mayoria de los casos, se descubrié
Cascada en el vértice de un bucle (86 %), mientras que solo se encontré una fraccién pequefia en posiciones no
apicales (14 %). Estos datos muestran que la union de Cascada causa la flexién y posiblemente la envoltura del
ADN, probablemente para facilitar la fusién local del duplex de ADN.

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

La Figura S3 muestra el analisis 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 proteinas de fusion en Streptomyces sp. SPB78 (niumero de
acceso: ZP_07272643.1), en Streptomyces griseus (numero de acceso YP_001825054), y en Catenulispora
acidiphila DSM 44928 (numero de acceso YP_003114638).

Ejemplo 4: La complementaciéon de fluorescencia bimolecular (BiFC) muestra cdmo una proteina de fusion
Cse1 que forma parte de Cascada continta interactuando con Cas3.

Los experimentos de BiFC se utilizaron para controlar las interacciones entre Cas3 y Cascada in vivo antes y
después de la infeccion por fago A. Los experimentos de BiFC se basan en la capacidad de las mitades no
fluorescentes de una proteina fluorescente, p. €j., la proteina amarilla fluorescente (PAF) para replegarse y formar
una molécula fluorescente cuando las dos mitades se encuentran muy cerca. Como tal, proporciona una herramienta
para revelar las interacciones proteina-proteina, ya que la eficacia del replegado aumenta mucho si las
concentraciones locales son altas, p. €j., cuando las dos mitades de la proteina fluorescente se fusionan con los
parejas de interaccion. Cse1 se fusiond en el extremo C terminal con los 155 aminoacidos N-terminales de Venus
(Cse1-N155Venus), una version mejorada de PAF (Nagai y col. (2002) Nature Biotechnology 20, 87-90). Cas3 se
fusion6 C-terminalmente con los 85 aminoacidos C-terminales de Venus (Cas3-C85Venus).

El analisis de BiFC revela que Cascada no interactia con Cas3 en ausencia de ADN invasor (Fig. 3ABC, Fig. 3Py
Fig. 8). Tras la infeccion por el fago A, sin embargo, las células que expresan CascadaACse1, Cse1-N155Venus y
Cas3-C85Venus son fluorescentes si coexpresan el anti-A 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
muestra que Cascada y Cas3 interactian especificamente durante la infeccion en el reconocimiento del
protoespaciador y que Cse1 y Cas3 estan muy cerca el uno del otro en el complejo efector binario Cascada-Cas3.

Estos resultados también muestran claramente que una fusion de Cse1 con una proteina heteréloga no interrumpe
la formacion ribonucleoproteica de Cascada y ARNCcr, ni interrumpe la interaccion de Cascada y Cas3 con el ADN
del fago objetivo, incluso cuando el Cas3 mismo es también una proteina de fusion.

Ejemplo 5: La preparacion de una fusion diseiada Cas3-Csel1 proporciona una proteina dentro de la
actividad funcional in vivo

Proporcionar una evidencia in vitro para la actividad de escision del ADN de Cas3 requirié Cas3 purificado y activo.
A pesar de varias estrategias de solubilizacion, Cas3 se sobreprodujo (Howard y col (2011) Biochem. J. 439, 85-95)
en BL21de E. coli esta presente principalmente en agregados inactivos y cuerpos de inclusion. Por lo tanto, Cas3 se
produjo como una proteina de fusiéon Cas3-Cse1, que contiene un enlazador idéntico al de la proteina de fusion
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Cas3-Cse1 en S. griseus (véase la Fig. 10). Cuando se coexpreso con CascadaACse1 y CRISPR J3, el complejo de
fusion era soluble y se obtuvo en alta pureza con la misma estequiometria aparente que Cascada (Fig. 5A). Cuando
se ensayo la funcionalidad de este complejo para proporcionar resistencia contra la infeccion por fago A, la eficacia
de la formacién de placas (efp) en las células que expresan el complejo de fusion J3-Cascada-Cas3 fue idéntica a
las células que expresan las proteinas distintas (Fig. 5B).

Dado que el complejo de fusion J3-Cascada-Cas3 era funcional in vivo, los ensayos de escision de ADN in vitro se
llevaron a cabo utilizando este complejo. Cuando se incub6 J3-Cascada-Cas3 con pUC-A en ausencia de metales
divalentes, se observo la unién del plasmido con relaciones molares similares a las observadas para Cascada (Fig.
5C), mientras que una union especifica a un plasmido no objetivo (pUC-p7, un plasmido derivado de pUC19 del
mismo tamafio que pUC-A, pero que carece de un protoespaciador) se produjo solo con altas relaciones molares
(Fig. 5D), lo que indica que la unién especifica al ADN del complejo es también similar a la de Cascada solo.

Curiosamente, el complejo de fusion J3-Cascada-Cas3 muestra actividad de endonucleasa dependiente de
magnesio en plasmidos objetivo nSE. En presencia de Mg** 10 mM, J3-Cascada-Cas3 fragmenta pUC-A nSE (Fig.
5E, carril 3-7), pero no se observa escision para los sustratos que no contienen la secuencia objetivo (Fig. 5E, carril
9-13), o que tienen una topologia relajada. No se observa desplazamiento de la banda CA resultante, en linea con
las observaciones previas de que Cascada se disocia espontaneamente después de la escisidon, sin requerir
actividad de helicasa Cas3 dependiente de ATP. En cambio, la actividad helicasa de Cas3 parece estar implicada en
la degradacion del plasmido exonucleolitico. Cuando se afiaden tanto magnesio como ATP a la reaccion, se produce
la degradacion completa del plasmido (Fig. 5H).

Los inventores han descubierto que Cascada solo es incapaz de unirse a protoespaciadores en el ADN relajado. Por
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 Csel1. La escision
endonucleolitica por el dominio de nucleasa HD de Cas3 causa la liberacién espontanea de Cascada del ADN a
través de la pérdida del superenrrolamiento, lo que permite la reubicacion de Cascada para localizar nuevos
objetivos. El objetivo se desenrolla progresivamente y se escinde mediante la union de actividad helicasa
dependiente de ATP y la actividad de nucleasa HD de Cas3, lo que conduce a la degradacion completa del ADN
objetivo y a la neutralizacion del invasor.

Con referencia a la Figura 6 y sin desear quedar ligado a teoria particular alguna, un mecanismo de operacion para
la via de interferencia CRISPR tipo | en E. coli puede implicar (1) en primer lugar, que Cascada que lleva un ARNcr
barra el ADN plasmidico nSE para un protoespaciador, con MAP adyacente. Si durante esta etapa se produce la
separacion de cadena, esto se desconoce. (2) La unién del protoespaciador especifico 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 flexiéon 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 unién del acido nucleico.
(4) El dominio HD (parte mas oscura) de Cas3 cataliza el escotamiento dependiente de Mg* de la cadena
desplazada del bucle R, alterando asi la topologia del plasmido objetivo de nSE a CA relajado. (5a y 5b) La
relajacion del plasmido provoca la disociacion espontanea de Cascada. Mientras tanto, Cas3 muestra actividad de
exonucleasa dependiente de ATP en el plasmido objetivo, requiriendo el dominio helicasa para el desenrollamiento
de ADNbc objetivo y el dominio de nucleasa HD para la actividad de escision sucesiva. (6) Cas3 degrada el
plasmido completo de una manera dependiente de ATP a medida que avanza, se desenrolla y se escinde el ADNbc
objetivo.

Ejemplo 6: Preparacidn de proteinas artificiales de fusion 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 plasmidos de expresion 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 Il N-terminal
fusionado con CasB (o CasC en CasCDE). La cromatografia de exclusion por tamafios (Superdex 200 HR 10/30
(GE)) se realiza utilizando Tris-HCI 20 mM (pH 8,0), NaCl 0,1 M, ditiotreitol 1 mM. Las preparaciones de Cascada
(~0,3 mg) se incuban con DNasa | (Invitrogen) en presencia de MgCi, 2,5 mM durante 15 min a 37 °C antes del
analisis de exclusion por tamafios. Los acidos nucleicos co-purificados se aislan por extraccion utilizando un
volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) pH 8,0 (Fluka), y se incuban con DNasa | (Invitrogen)
suplementado con MgCl; 2,5 mM o RNasa A (Fermentas) durante 10 min a 37 °C. Se producen proteinas de la
subunidad de Cas fusionadas a la secuencia de aminoacidos de Strep-Tag.

Los ensayos de placa que muestran la actividad biolégica de las subunidades Strep-Tag Cascada se realizan
utilizando el bacteriéfago Lambda y la eficacia de la formacion de placas (EFP) se calculé como se describe en
Brouns y col (2008).

Para la purificacion de ARNcr, las muestras se analizan mediante HPLC de fase inversa de par de iones en un
Agilent 1100 HPLC con detector UVasonm (Agilent) utilizando una columna DNAsep de 50 mm x 4,6 mm |. D.
(Transgenomic, San Jose, CA). El analisis cromatografico se realiza utilizando las siguientes condiciones de tampén:
A) acetato de trietilamonio 0,1 M (TEAA) (pH 7,0) (Fluka); B) tampdn A con acetonitrilo de grado MS LC 25 % (v/v)
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(Fisher). EI ARNcr se obtiene inyectando Cascada intacta purificada a 75 °C utilizando un gradiente lineal que
comienza con 15 % de tampon B y se extiende hasta 60 % B en 12,5 min, seguido de una extension lineal hasta
100 % B durante 2 min a un caudal de 1,0 ml/min. La hidrélisis del extremo terminal fosfato ciclico se realiz6
incubando el ARNcr purificado por HPLC en una concentracién final de HCI 0,1 M a 4 °C durante 1 hora. Las
muestras se concentran a 5-10 yl en un concentrador de vacio (Eppendorf) antes del analisis ESI-MS.

El analisis de espectrometria de masas e ionizaciéon por electrospray de ARNcr se realiza en modo negativo
utilizando un espectrometro de masas UHR-TOF (maXis) o un instrumento HCT Ultra PTM Discovery (ambos de
Bruker Daltonics), acoplado a un sistema de cromatografia liquida capilar en linea (Ultimate 3000, Dionex, R.U.) Las
separaciones de ARN se realizan utilizando una columna capilar monolitica (PS-DVB) (200 pm x 50 mm 1.D., Dionex,
R.U.). La cromatografia se realiza utilizando las siguientes condiciones de tampén: C) 1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-
propanol 0,4 M (HFIP, Sigma-Aldrich) ajustado con trietilamina (TEA) a pH 7,0 y TEAA 0,1 mM, y D) tampén C con
50 % de metanol (v/v) (Fisher). El analisis de ARN se realiza a 50 °C con 20 % de tampon D, extendiéndose a 40 %
D en 5 min seguido de una extension lineal a 60 % D durante 8 min a un caudal de 2 pl/min.

La proteina de Cascada se analiza por espectrometria de masas nativa en acetato de amonio 0,15 M (pH 8,0) a una
concentracion de proteina de 5 pM. La preparacion de proteina se obtiene mediante cinco etapas secuenciales de
concentracion y dilucion a 4 °C utilizando un filtro centrifugo con un limite de corte de 10 kDa (Millipore). Las
proteinas 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 cuadripolo modificados (ambos Waters, R.U.) ajustados para un
rendimiento optimo en la deteccion 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
las proteinas Cas individuales se adquirieron en condiciones desnaturalizantes (50 % de acetonitrilo, 50 % de MQ,
0,1 % de é&cido formico). Los subcomplejos en solucion se generaron mediante la adicion de 2-propanol a la solucién
de pulverizacion hasta una concentracion final del 5 % (v/v). La configuracion del instrumento fue la siguiente; voltaje
de la aguja ~1,2 kV, voltaje del cono ~175 V, presion de la fuente 9 mbar. Se utilizé xendn como el gas de colision
para el analisis espectrométrico de masas en tandem a una presién de 1, 5102 mbar. El voltaje de colision vario6 entre
10-200 V.

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

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

Los ensayos de desplazamiento de movilidad del plasmido se realizan utilizando el plasmido pWUR613 que contiene
el protoespaciador R44. El fragmento que contiene el protoespaciador se amplifica por PCR a partir del ADN
gendmico del bacteriéfago P7 utilizando los cebadores BG3297 y BG 3298 (véase la Tabla 3 complementaria de
Jore y col. (2011). El plasmido (0,4 ug) y Cascada se mezclaron en una relacion molar de 1:10 en un tampoén que
contenia Tris-HCI 5 mM (pH 7,5) y NaCl 20 mM y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Las proteinas de
Cascada se eliminaron mediante tratamiento con proteinasa K (Fluka) (0,15 U, 15 min, 37 °C) seguido de extraccion
con fenol/cloroformo. Los complejos de ARN-ADN se trataron posteriormente con RNasaH (Promega) (2 U, 1 h,
37 °C).

Las fusiones de la subunidad proteica Strep-Tag-Cas que forman complejos proteicos Cascada o subcomplejos
activos con el componente de ARN (equivalente a un ARNcr) tienen la actividad bioldgica y funcional esperada de
barrido y unién especifica y escision de objetivos de acido nucleico. Las fusiones de las subunidades Cas con las
cadenas de aminoacidos de colorantes fluorescentes también forman complejos Cascada y subcomplejos con el
componente ARN (equivalente a ARNcr) que retienen la actividad biolégica y funcional y permiten la visualizacién de
la ubicacion de una secuencia de acido nucleico objetivo en ADNbc por ejemplo.

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 identificacion sistematica
para mejorar la actividad de la nucleasa y la estabilidad del dominio de nucleasa no especifico de la enzima de
restriccion Fokl 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 escision fuera del objetivo. Esto se logra mediante
ingenieria de interacciones electrostaticas en la interfaz del dimero Fokl de un par ZFN, creando una variante Fokl
con una interfaz cargada positivamente (KKR, E490K, I538K, H537R) y otra con una interfaz cargada negativamente
(ELD, Q486E, 1499L, N496D) (véase Doyon, Y., y col. (2011) Nature Methods 8: 74-9). Cada una de estas variantes
es cataliticamente inactiva como homodimero, reduciendo asi la frecuencia de escision fuera del objetivo.

Diseno de la Cascada-nucleasa

Se ha fusionado de forma traduccional nucleasas Fokl mejoradas al extremo N-terminal de Cse1 para generar
variantes de Cse1 que son Fokl“R-Cse1 y FokI®P-Cse1, respectivamente. Estas dos variantes se coexpresan con
las subunidades de Cascada (Cse2, Cas7, Cas5 y Casbe) y uno de dos plasmidos CRISPR distintos con
espaciadores uniformes. Esto carga el complejo Cascada“*® con P7-ARNcr uniforme y el complejo Cascada™" con
M13 g8-ARNcr uniforme. Estos complejos se purifican utilizando Cse2 marcada con Strepll N-terminalmente como
se describe en Jore, M.M., y col., (2011) Nat. Struct. Mol. Biol. 18(5): 529-536. Ademas, se puede llevar a cabo una
etapa de purificacion adicional utilizando una Fokl marcada con HIS en el extremo N-terminal, para asegurar la
purificacion de los complejos de fusion Cascada-nucleasa completos e intactos.

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las proteinas de fusion utilizadas en este ejemplo fueron las
siguientes:

>secuencia de nucledtidos de Fokl-(Sharkey-ELD)-Cse1
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ATGGCTCAACTGGTTAAAAGCGAACTGGAAGAGAAAAAAAGTGAACTGCGCCAC
AAACTGAAATATGTGCCGCATGAATATATCGAGCTGATTGAAATTGCACGTAATC
CGACCCAGGATCGTATTCTGGAAATGAAAGTGATGGAATTTTTTATGAAAGTGTA
CGGCTATCGCGGTGAACATCTGGGTGGTAGCCGTAAACCGGATGGTGCAATTTAT
ACCGTTGGTAGCCCGATTGATTATGGTGTTATTGTTGATACCAAAGCCTATAGCG
GTGGTTATAATCTGCCGATTGGTCAGGCAGATGAAATGGAACGTTATGTGGAAG
AAAATCAGACCCGTGATAAACATCTGAATCCGAATGAATGGTGGAAAGTTTATC
CGAGCAGCGTTACCGAGTTTAAATTCCTGTTTGTTAGCGGTCACTTCAAAGGCAA
CTATAAAGCACAGCTGACCCGTCTGAATCATATTACCAATTGTAATGGTGCAGTT
CTGAGCGTTGAAGAACTGCTGATTGGTGGTGAAATGATTAAAGCAGGCACCCTG
ACCCTGGAAGAAGTTCGTCGCAAATTTAACAATGGCGAAATCAACTTTGCGGAT
CCCACCAACCGCGCGAAAGGCCTGGAAGCGGTGAGCGTGGCGAG Catgaatttget
tattgataactggattcctgtacgecccgegaaacggggggaaagiccaaatcataaatctgeaatcgcetatactgeagtagagatcagt
ggcgattaagtttgccccgtgacgatatggaactggecgetttageactgetggtitgeattgggcaaattatcgecccggeaaaagatg
acgttgaatttcgacatcgceataatgaatccgetcactgaagatgagtttcaacaactcatcgegecgtggatagatatgttctaccttaat
cacgcagaacatccctttatgcagaccaaaggtgtcaaagcaaatgatgtgactccaatggaaaaactgttggetggggtaageggeg
cgacgaattgtgcatttgtcaatcaaccggggcagggtgaagcattatgtggtogatgcactgegattgegttattcaaccaggcegaat
caggcaccaggttttggtogtopttttaaaageggtitacgtggaggaacacctgtaacaacgticgtacgtgggatcgatcttcgttcaa
cggtgttactcaatgtcctcacattacctegteticaaaaacaatttcctaatgaatcacatacggaaaaccaacctacctggattaaacct
atcaagtccaatgagtctatacctgcttcgtcaattgggtttgtccgtggtctatictggcaaccagegceatattgaattatgegateccatt
gggattggtaaatgticttgetgtggacaggaaagceaatttgegttataccggttticttaaggaaaaatttacctttacagttaatgggctat
ggcecccatcegeattceccttgtctggtaacagtcaagaaagggoaggttgaggaaaaatttcttgetticaccacctccgeaccatcat
ggacacaaatcagccgagttgtggtagataagattattcaaaatgaaaatggaaatcgegtggeggeggttgtgaatcaattcagaaat
attgcgecgceaaagtectcttgaattgattatgggggoatatcgtaataatcaageatctattcttgaacggcegtcatgatgtgttgatgttt
aatcaggggtggcaacaatacggcaatgtgataaacgaaatagtgactgttggtttgggatataaaacagecttacgcaaggegttata
tacctttgcagaagggtttaaaaataaagacttcaaaggggccggagtctctgticatgagactgcagaaaggcattictatcgacagag
tgaattattaattcccgatgtactggcgaatgttaatttitcccaggetgatgaggtaatagetgatttacgagacaaacttcatcaattgtgt
gaaatgctatttaatcaatctgtagetccctatgeacatcatcctaaattaataageacattagegettgeccgegecacgcetatacaaaca
tttacgggagttaaaaccgcaaggagggccatcaaatggetga [SEQ ID NO: 18]

>secuencia proteica de Fokl-(Sharkey-ELD)-Cse1
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MAQLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNPTQDRILEMKVMEFFMKVYGY
RGEHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMERYVEENQTR
DKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRINHITNCNGAVLSVEEL
LIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFADPTNRAKGLEAVSVASMNLLIDNWIPVRP
RNGGKVQIINLQSLYCSRDQWRLSLPRDDMELAALALLVCIGQIAPAKDDVEFRHRI
MNPLTEDEFQQLIAPWIDMFYLNHAEHPFMQTKGVKANDVTPMEKLLAGVSGATN

CAFVNQPGQGEALCGGCTAIALFNQANQAPGFGGGFKSGLRGGTPVTTFVRGIDLRS
TVLLNVLTLPRLQKQFPNESHTENQPTWIKPIKSNESIPASSIGFVRGLFWQPAHIELC

DPIGIGKCSCCGQESNLRYTGFLKEKFTFTVNGLWPHPHSPCLVTVKKGEVEEKFLAF
TTSAPSWTQISRVVVDKIIQNENGNRVAAVVNQFRNIAPQSPLELIMGGYRNNQASIL
ERRHDVLMFNQGWQQYGNVINEIVIVGLGYKTALRKALYTFAEGFKNKDFKGAGV
SVHETAERHFYRQSELLIPDVLANVNFSQADEVIADLRDKLHQLCEMLFNQSVAPYA

HHPKLISTLALARATLYKHLRELKPQGGPSNG*[SEQ ID NO: 19]

>secuencia de nucleétidos de Fokl-(Sharkey-KKR)-Cse1
ATGGCTCAACTGGTTAAAAGCGAACTGGAAGAGAAAAAAAGTGAACTGCGCCAC
AAACTGAAATATGTGCCGCATGAATATATCGAGCTGATTGAAATTGCACGTAATC
CGACCCAGGATCGTATTCTGGAAATGAAAGTGATGGAATTTTTTATGAAAGTGTA
CGGCTATCGCGGTGAACATCTGGGTGGTAGCCGTAAACCGGATGGTGCAATTTAT
ACCGTTGGTAGCCCGATTGATTATGGTGTTATTGTTGATACCAAAGCCTATAGCG
GTGGTTATAATCTGCCGATTGGTCAGGCAGATGAAATGCAGCGTTATGTGAAAG
AAAATCAGACCCGCAACAAACATATTAACCCGAATGAATGGTGGAAAGTTTATC
CGAGCAGCGTTACCGAGTTTAAATTCCTGTTTGTTAGCGGTCACTTCAAAGGCAA
CTATAAAGCACAGCTGACCCGTCTGAATCGTAAAACCAATTGTAATGGTGCAGTT
CTGAGCGTTGAAGAACTGCTGATTGGTGGTGAAATGATTAAAGCAGGCACCCTG
ACCCTGGAAGAAGTTCGTCGCAAATTTAACAATGGCGAAATCAACTTTGCGGAT
CCCACCAACCGCGCGAAAGGCCTGGAAGCGGTGAGCGTGGCGAG Catgaatttget
tattgataactggattcctgtacgeccgegaaacggggggaaagtccaaatcataaatctgeaatcgetatactgcagtagagatcagt
ggcgattaagtttgecccgtgacgatatggaactggecgetttageactgetggtttgcattgggcaaattatcgecccggeaaaagatg
acgttgaatttcgacatcgcataatgaatccgetcactgaagatgagtttcaacaactcatcgegecgtggatagatatgttctaccttaat
cacgcagaacatccctttatgcagaccaaaggtgtcaaagcaaatgatgtgactccaatggaaaaactgtiggctgggotaageggcg
cgacgaattgtgcatttgtcaatcaaccggggcagggtgaageattatgtggtoggatgcactgegattgegttattcaaccaggegaat
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caggcaccaggttttgetooteottttaaaageggtttacgtggaggaacacctgtaacaacgticgtacgtgggatcgatcttcgttcaa
cggtgttactcaatgtcetcacattacctegtettcaaaaacaatttcctaatgaatcacatacggaaaaccaacctacctggattaaacct
atcaagtccaatgagtctatacctgettcgtcaattgggtttgtcegtggtctatictggecaaccagegeatattgaattatgegateccatt
gggattggtaaatgttcttgctgtggacaggaaagceaatttgegttataccggttttcttaaggaaaaatttacctttacagttaatgggctat
ggccccatecgceattceecttgtetggtaacagtcaagaaaggggagettgaggaaaaatttcttgetttcaccacctecgeaccateat
ggacacaaatcagccgagttgtgotagataagattattcaaaatgaaaatggaaatcgegtggcgecggttgteaatcaattcagaaat
attgcgecgcaaagtectcttgaattgattatgggoooatatcgtaataatcaageatctattcttgaacggegtcatgatgtgttgatgttt
aatcaggggtggcaacaatacggcaatgtgataaacgaaatagtgactgttggtttgogatataaaacagecttacgcaaggegttata
tacctttgcagaagggtttaaaaataaagacttcaaaggggccggagtctctgticatgagactgcagaaaggcatttctatcgacagag
tgaattattaattcccgatgtactggcgaatgttaatttttcccaggetgatgaggtaatagetgatttacgagacaaacttcatcaattgtgt
gaaatgctatttaatcaatctgtagctccctatgeacatcatcctaaattaataagceacattagegetigeeccgegecacgcetatacaaaca
tttacgggagttaaaaccgcaaggagggccatcaaatggetga [SEQ ID NO: 20]

>secuencia proteica de Fokl-(Sharkey-KKR)-Cse1
MAQLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNPTQDRILEMKVMEFFMKVYGY
RGEHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMQRYVKENQT
RNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNRKTNCNGAVLSVEE
LLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFADPTNRAKGLEAVSVASMNLLIDNWIPV
RPRNGGKVQINLQSLYCSRDQWRLSLPRDDMELAALALLVCIGQIIAPAKDDVEFR
HRIMNPLTEDEFQQLIAPWIDMFYLNHAEHPFMQTKGVKANDVTPMEKLLAGVSGA
TNCAFVNQPGQGEALCGGCTAIALFNQANQAPGFGGGFKSGLRGGTPVTTFVRGIDL
RSTVLENVLTLPRLOQKQFPNESHTENQPTWIKPIKSNESIPASSIGFVRGLFWQPAHIEL
CDPIGIGKCSCCGQESNLRYTGFLKEKFTFTVNGLWPHPHSPCLVTVKKGEVEEKFL
AFTTSAPSWTQISRVVVDKIIQNENGNRVAAVVNQFRNIAPQSPLELIMGGYRNNQA
SILERRHDVLMFNQGWQQYGNVINEIVIVGLGYKTALRKALYTFAEGFKNKDFKGA
GVSVHETAERHFYRQSELLIPDVLANVNFSQADEVIADLRDKLHQLCEMLFNQSVAP
YAHHPKLISTLALARATLYKHLRELKPQGGPSNG™* [SEQ ID NO: 21]

>secuencia de nucleodtidos de Hise-SLN monopartita dual SV40-Fokl-(Sharkey-KKR)-Cse1
ATGcatcaccatcatcaccacCCGAA4AAAAAAGCGCAAAGTGGATCCGAAGAAAAAACGTAAAG
TTGAAGATCCGAAAGACATGGCTCAACTGGTTAAAAGCGAACTGGAAGAGAAAA
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AAAGTGAACTGCGCCACAAACTGAAATATGTGCCGCATGAATATATCGAGCTGA
TTGAAATTGCACGTAATCCGACCCAGGATCGTATTCTGGAAATGAAAGTGATGG
AATTTTTTATGAAAGTGTACGGCTATCGCGGTGAACATCTGGGTGGTAGCCGTAA
ACCGGATGGTGCAATTTATACCGTTGGTAGCCCGATTGATTATGGTGTTATTGTT
GATACCAAAGCCTATAGCGGTGGTTATAATCTGCCGATTGGTCAGGCAGATGAA
ATGCAGCGTTATGTGAAAGAAAATCAGACCCGCAACAAACATATTAACCCGAAT
GAATGGTGGAAAGTTTATCCGAGCAGCGTTACCGAGTTTAAATTCCTGTTTGTTA
GCGGTCACTTCAAAGGCAACTATAAAGCACAGCTGACCCGTCTGAATCGTAAAA
CCAATTGTAATGGTGCAGTTCTGAGCGTTGAAGAACTGCTGATTGGTGGTGAAAT
GATTAAAGCAGGCACCCTGACCCTGGAAGAAGTTCGTCGCAAATTTAACAATGG
CGAAATCAACTTTGCGGATCCCACCAACCGCGCGAAAGGCCTGGAAGCGGTG
AGCGTGGCGAGCatgaatttgcttattgataactggattectgtacgeccgegaaacggggggaaagtccaaatcataaat
ctgcaatcgctatactgcagtagagatcagtggcgattaagtttgeccegtgacgatatggaactggecgcetttageactgetggtttge
attgggcaaattatcgccccggceaaaagatgacgttgaatttcgacatcgceataatgaatccgetcactgaagatgagtttcaacaacte
atcgecgcecgtggatagatatgttetaccttaatcacgcagaacatecctttatgcagaccaaaggtgtcaaageaaatgatgtgacteca
atggaaaaactgttggcetggggtaageggcgegacgaattgtgcatttgtcaatcaaccggggcagggtgaagcattatgtggtggat
geactgcegattgegttattcaaccaggegaatcaggeaccaggttitggtogtoottttaaaageggtttacgtggaggaacacctgtaa
caacgttcgtacgtgggatcgatcttegttcaacggtgttactcaatgtectcacattacctcgtettcaaaaacaatttcctaatgaatcac
atacggaaaaccaacctacctggattaaacctatcaagtccaatgagtctatacctgettcgtcaattggotttgtccgtggtctattctgg
caaccagcgcatattgaattatgcgatcccattgggattggtaaatgttcttgetgtggacaggaaagcaatttgegttataccggttttett
aaggaaaaatttacctttacagttaatggectatggccccatccgceattccccttgtetggtaacagtcaagaaaggggagettoaggaa
aaatttcttgctttcaccacctccgeaccatcatggacacaaatcagecgagtigtggtagataagattattcaaaatgaaaatggaaatc
gegtggeggeggttgtgaatcaattcagaaatattgegecgeaaagtectettgaattgattatgggegoatatcgtaataatcaageat
ctattcttgaacggcegtcatgatgtgttgatgtttaatcaggggtoggcaacaatacggcaatgtgataaacgaaatagtgactgttggtttg
ggatataaaacagcecttacgcaaggegttatatacctttgcagaagggtttaaaaataaagacttcaaaggggcecggagtcetctgtteat
gagactgcagaaaggcatttctatcgacagagtgaattattaattcccgatgtactggegaatgttaatttttcccaggetgatgaggtaat
agctgatttacgagacaaacttcatcaattgtgtgaaatgctatttaatcaatctgtagetcectatgeacatcatcectaaattaataageaca
ttagcgcttgccegegecacgctatacaaacatttacgggagttaaaaccgcaaggagggccatcaaatggetga  [SEQ  ID
NO: 22]

>secuencia proteica de Hisg-SLN monopartita dual SV40-Fokl-(Sharkey-KKR)-Cse1
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MHHHHHHPKKKRKVDPKKKRKVEDPKDMAQLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYI
ELIEIARNPTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGEHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVD
TKAYSGGYNLPIGQADEMQRYVKENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGH
FKGNYKAQLTRLNRKTNCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFA
DPTNRAKGLEAVSVASMNLLIDNWIPVRPRNGGKVQINLQSLY CSRDQWRLSLPRD
DMELAALALLVCIGQUAPAKDDVEFRHRIMNPLTEDEFQQLIAPWIDMFYLNHAEHP
FMQTKGVKANDVTPMEKLLAGVSGATNCAFVNQPGQGEALCGGCTAIALFNQANQ
APGFGGGFKSGLRGGTPVTTFVRGIDLRSTVLLNVLTLPRLOQKQFPNESHTENQPTWI
KPIKSNESIPASSIGFVRGLFWQPAHIELCDPIGIGKCSCCGQESNLRY TGFLKEKFTFT
VNGLWPHPHSPCLVTVKKGEVEEKFLAFTTSAPSWTQISRVVVDKIIQNENGNRVAA
VVNQFRNIAPQSPLELIMGGYRNNQASILERRHDVLMFNQGWQQYGNVINEIVTVGL
GYKTALRKALYTFAEGFKNKDFKGAGVSVHETAERHFYRQSELLIPDVLANVNFSQ
ADEVIADLRDKLHQLCEMLFNQSVAPYAHHPKLISTLALARATLYKHLRELKPQGGP
SNG* [SEQ ID NO: 23]

>secuencia de nucledtidos de Hise-SLN monopartita dual SV40-Fokl (Sharkey-ELD)-Cse1
ATGcatcaccatcatcaccacCCGAAAAAAAAGCGCAAAGTGGATCCGAAGAAAAAACGTAAAG
TTGAAGATCCGAAAGACATGGCTCAACTGGTTAAAAGCGAACTGGAAGAGAAAAA
AAGTGAACTGCGCCACAAACTGAAATATGTGCCGCATGAATATATCGAGCTGAT
TGAAATTGCACGTAATCCGACCCAGGATCGTATTCTGGAAATGAAAGTGATGGA
ATTTTTTATGAAAGTGTACGGCTATCGCGGTGAACATCTGGGTGGTAGCCGTAAA
CCGGATGGTGCAATTTATACCGTTGGTAGCCCGATTGATTATGGTGTTATTGTTG
ATACCAAAGCCTATAGCGGTGGTTATAATCTGCCGATTGGTCAGGCAGATGAAA
TGGAACGTTATGTGGAAGAAAATCAGACCCGTGATAAACATCTGAATCCGAATG
AATGGTGGAAAGTTTATCCGAGCAGCGTTACCGAGTTTAAATTCCTGTTTGTTAG
CGGTCACTTCAAAGGCAACTATAAAGCACAGCTGACCCGTCTGAATCATATTACC
AATTGTAATGGTGCAGTTCTGAGCGTTGAAGAACTGCTGATTGGTGGTGAAATGA
TTAAAGCAGGCACCCTGACCCTGGAAGAAGTTCGTCGCAAATTTAACAATGGCG
AAATCAACTTTGCGGATCCCACCAACCGCGCGAAAGGCCTGGAAGCGGTGAG
CGTGGCGAGCatgaatttgettattgataactggattcetgtacgececgegaaacggggggaaagtccaaatcataaatctg
caatcgctatactgcagtagagatcagtggcgattaagtttgccecgtgacgatatggaactggecgctttagcactgetggtttgcattg

ggcaaattatcgecccggeaaaagatgacgttgaatttcgacatcgeataatgaatcegetcactgaagatgagtttcaacaactcateg
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cgeegtggatagatatgttctaccttaatcacgcagaacatccctttatgecagaccaaaggtgtcaaagcaaatgatgtgactccaatgg
aaaaactgttggctggegtaageggcgcgacgaattgtgcatttgtcaatcaaccggggcagggtgaageattatgtggtogatgeac
tgcgattgcgttattcaaccaggegaatcaggcaccaggttttggtopgtgpotittaaaageggtitacgtggaggaacacctgtaacaac
gttcgtacgtgggategatcttegttcaacggtgttactcaatgtectcacattacctecgtcticaaaaacaatttcctaatgaatcacatacg
gaaaaccaacctacctggattaaacctatcaagtccaatgagtctatacctgettegtcaattgggtttgtccgtggtctattetggcaace
agcgcatattgaattatgcgatcccattgggattggtaaatgttcttgctgtggacaggaaagcaatttgegttataceggttticttaagga
aaaatttacctttacagttaatgggctatggcceccatccgeattceccttgtctggtaacagtcaagaaaggggagettgaggaaaaattt
cttgetttcaccaccteegeaccatcatggacacaaatcagecgagtigtggtagataagattattcaaaatgaaaatggaaategegtg
geggeggttotgaatcaattcagaaatattgegecgeaaagtectcttgaattgattatggggoeatatcgtaataatcaageatctattet
tgaacggcgtcatgatgtgttgatgtttaatcaggggtggcaacaatacggcaatgtgataaacgaaatagtgactgttgatttgooatat
aaaacagccttacgcaaggcegttatatacctttgcagaagggtttaaaaataaagacttcaaaggggccggagtctctgttcatgagact
gcagaaaggcatttctatcgacagagtgaattattaattcccgatgtactggegaatgttaatttttcccaggetgatgaggtaatagetga
tttacgagacaaacttcatcaattgtgtgaaatgctatttaatcaatctgtagetcectatgeacatcatcctaaattaataagceacattageg
cttgccegegecacgetatacaaacatttacgggagttaaaaccgcaaggagggccatcaaatggetga [SEQ ID NO: 24]
>secuencia proteica de Hisg-SLN monopartita dual SV40-Fokl-(Sharkey-ELD)-Cse1

MHHHHHHPKKKRKVDPKKKRKVEDPKDMAQLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYI
ELIEIARNPTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGEHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVD
TKAYSGGYNLPIGQADEMERYVEENQTRDKHLNPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGH
FKGNYKAQLTRLNHITNCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFA
DPTNRAKGLEAVSVASMNLLIDNWIPVRPRNGGKVQINLQSLYCSRDQWRLSLPRD
DMELAALALLVCIGQIIAPAKDDVEFRHRIMNPLTEDEFQQLIAPWIDMFYLNHAEHP
FMQTKGVKANDVTPMEKLLAGVSGATNCAFVNQPGQGEALCGGCTAIALFNQANQ
APGFGGGFKSGLRGGTPVTTFVRGIDLRSTVLLNVLTLPRLQKQFPNESHTENQPTWI
KPIKSNESIPASSIGFVRGLFWQPAHIELCDPIGIGKCSCCGQESNLRY TGFLKEKFTFT
VNGLWPHPHSPCLVTVKKGEVEEKFLAFTTSAPSWTQISRVVVDKIIQNENGNRVAA
VVNQFRNIAPQSPLELIMGGYRNNQASILERRHDVEMFNQGWQQYGNVINEIVTVGL
GYKTALRKALYTFAEGFKNKDFKGAGVSVHETAERHFYRQSELLIPDVLANVNFSQ
ADEVIADLRDKLHQLCEMLFNQSVAPYAHHPKLISTLALARATLYKHLRELKPQGGP
SNG* [SEQ ID NO: 25]

Ensayo de escision de ADN

La especificidad y la actividad de los complejos se ensayaron utilizando un plasmido objetivo artificialmente
construido como sustrato. Este plasmido contiene sitios de union M13 y P7 en cadenas opuestas de manera que
ambos dominios Fokl se enfrentan entre si (véase la Figura 11). La distancia entre los sitios de uniéon de Cascada
varia entre 25 y 50 pares de bases con incrementos de 5 pb. Como los sitios de uniéon 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 disefar dicho par para casi cualquier secuencia

dada.
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Las secuencias de los plasmidos objetivo utilizadas son las siguientes. EI numero indico la distancia entre los sitios
objetivo M13 y P7. Los protoespaciadores se muestran en negrita, MAPs estan subrayados:

Las secuencias de los plasmidos objetivo. EI nimero indica la distancia entre los sitios objetivo M13 y P7.
(Protoespaciadores en negrita, MAPs subrayados).

>50 pb
gaattctACAACGGTGAGCAAGTCACTGTTGGCAAGCCAGGATCTGAACAATACCG
TCTTGCTTTCGAGCGCTAGCTCTAGAACTAGTCCTCAGCCTAGGCCTCGTTCCGA
AGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCATAGGCGGCCTTTAACT Cg
gatcc [SEQ ID NO: 26]

>45 pb
gaattcACAACGGTGAGCAAGTCACTGTTGGCAAGCCAGGATCTGAACAATACCG
TCTTTTCGAGCGCTAGCTCTAGAACTAGTCCTCAGCCTAGGCCTCGTTCAAGCTG
TCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCATAGGCGGCCTTTAACT Cggatce
[SEQ ID NO: 27]

>40 pb
gaattctACAACGGTGAGCAAGTCACTGTTGGCAAGCCAGGATCTGAACAATACCG
TCTTCGAGCGCTAGCTCTAGAACTAGTCCTCAGCCTAGGCCTCGAAGCTGTCTTT
CGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCATAGGCGGCCTTTAACT Cggatec  [SEQ 1D
NO: 28]

>35 pb
gaattc ACAACGGTGAGCAAGTCACTGTTGGCAAGCCAGGATCTGAACAATACCG
TCTTGCGCTAGCTCTAGAACTAGTCCTCAGCCTAGGCCTAAGCTGTCTTTCGCT
GCTGAGGGTGACGATCCCGCATAGGCGGCCTTTAACT Cggatee [SEQ ID NO: 29]

>30 pb
gaattctACAACGGTGAGCAAGTCACTGTTGGCAAGCCAGGATCTGAACAATACCG
TCTTGCTAGCTCTAGAACTAGTCCTCAGCCTAGGAAGCTGTCTTTCGCTGCTGA
GGGTGACGATCCCGCATAGGCGGCCTTTAACT Cggatee [SEQ ID NO: 30]

>25 pb
gaattc ACAACGGTGAGCAAGTCACTGTTGGCAAGCCAGGATCTGAACAATACCG
TCTTICTCTAGAACTAGTCCTCAGCCTAGGAAGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTG
ACGATCCCGCATAGGCGGCCTTTAACT Cggatee [SEQ ID NO: 31]
La escisién de los plasmidos objetivo se analiz6 en geles de agarosa, cuando el plasmido negativamente
superenrollado (nSE) se puede distinguir del plasmido linealizado o escotado. El sitio de escision del par de
Cascada™™ P en un vector objetivo se determiné aislando los productos de escision lineal de un gel de agarosa y
rellenando los extremos 3' rebajados dejados por la escision de Fokl con el fragmento Klenow de ADN polimerasa
de E. coli para crear extremos romos. El vector lineal se autoligd, transformo, amplifico, aislo y secuencio. El relleno
de los extremos 3' rebajados y el religamiento conduciran a nucleétidos adicionales en la secuencia que representa

el saliente dejado por la escision de Fokl. Al alinear las lecturas de secuencia con la secuencia original, los sitios de
escision pueden encontrarse en un nivel clonal y mapearse. A continuacion, las bases adicionales incorporadas en
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la secuencia después del relleno en los extremos 3' rebajados dejados por la escisién con Fokl estan subrayadas:

Escision plegada

5 CTTGCGCTAGCTCTAGAA \ CTAGTCCTCAGCCTAGGCCTAAG ¥
3 GAACGCGATCGAGATCTTGATC AGGAGTCGGATCCGGATTC 5
3’ relleno en ligamiento
5 CTTGCGCTAGCTCTAGAACTAG - CTAGTCCTCAGCCTAGGCCTAAG 3’
3’ GAACGCGATCGAGATCTTGATC - GATCAGGAGTCGGATCCGGATTC &
Leyendo de arriba a abajo, las secuencias 5'- 3' anteriores son SEQ ID NOs: 32-35, respectivamente.
Escisioén de un locus objetivo en células humanas

El gen CCR5 humano codifica la proteina del receptor 5 de quimiocina C-C, que sirve como el receptor para el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) en la superficie de los globulos blancos. El gen CCR5 se dirige utilizando un
par de nucleasas Cascada“VE'® ademas de un locus artificial de PVF. Un par de sitios de unién adecuados se
selecciona en la region de codificacion de CCR5. Dos matrices CRISPR distintas que contienen espaciadores
uniformes dirigidos a cada uno de los sitios de unién se construyen utilizando sintesis de ADN (Geneart).

La seleccion del gen objetivo CCR5 humano y los disefios CRISPR utilizados son los siguientes:
>Parte de la secuencia genémica humana CCR5, que contiene MLA completo (posicion 347-1446).

GGTGGAACAAGATGGATTATCAAGTGTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATTA
TACATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAATGTGAAGCAAATCGCAGCCCGCCTCCT
GCCTCCGCTCTACTCACTGGTGTTCATCTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCTGGTCA
TCCTCATCCTGATAAACTGCAAAAGGCTGAAGAGCATGACTGACATCTACCTGCT
CAACCTGGCCATCTCTGACCTGTTTTTCCTTCTTACTGTCCCCTTCTGGGCTCACT
ATGCTGCCGCCCAGTGGGACTTTGGAAATACAATGTGTCAACTCTTGACAGGGCT
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CTATTTTATAGGCTTCTTCTCTGGAATCTTCTTCATCATCCTCCTGACAATCGATA
GGTACCTGGCTGTCGTCCATGCTGTGTTTGCTTTAAAAGCCAGGACGGTCACCTT
TGGGGTGGTGACAAGIGTGATCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTCTCTCCCA
GGAATCATCTTTACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCTTCATTACACCTGCAGCTCTC
ATTTTCCATACAGTCAGTATCAATTCTGGAAGAATTTCCAGACATTAAAGATAGT
CATCTTGGGGCTGGTCCTGCCGCTGCTTGTCATGGTCATCTGCTACTCGGGAATC
CTAAAAACTCTGCTTCGGTGTCGAAATGAGAAGAAGAGGCACAGGGCTGTGAGG
CTTATCTTCACCATCATGATTGTTTATTTTCTCTTCTGGGCTCCCTACAACATTGTC
CTTCTCCTGAACACCTTCCAGGAATTCTTTGGCCTGAATAATTGCAGTAGCTCTA
ACAGGTTGGACCAAGCTATGCAGGTGACAGAGACTCTTGGGATGACGCACTGCT
GCATCAACCCCATCATCTATGCCTTTGTCGGGGAGAAGTTCAGAAACTACCTCTT
AGTCTTCTTCCAAAAGCACATTGCCAAACGCTTCTGCAAATGCTGTTCTATTTTCC
AGCAAGAGGCTCCCGAGCGAGCAAGCTCAGTTTACACCCGATCCACTGGGGAGC
AGGAAATATCTGTGGGCTTGTGACACGGACTCAAGTGGGCTGGTGACCCAGTC
[SEQ ID NO: 36]

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)

ccatgg TAATACGACTCACTATAGGGAGAATTAGCTGATCTTTAATAATAAGGAAAT
GTTACATTAAGGTTGGTGGGTTGTTTTTATGGGAAAAAATGCTTTAAGAACAAAT
GTATACTTTTAGAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCAAACACAGCA
TGGACGACAGCCAGGTACCTAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCA44
CACAGCATGGACGACAGCCAGGTACCTAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAA
CCGCAAACACAGCATGGACGACAGCCAGGTACCTAGAGTTCCCCGCGCCAGCGG
GGATAAACCGAAAACAAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTTGTTTTAACC
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGggtace [SEQ ID NO: 37]
>Matriz CRISPR red2 (cursiva: espaciadores, negrita: repeticiones)
ccatgg TAATACGACTCACTATAGGGAGAATTAGCTGATCTTTAATAATAAGGAAAT
GTTACATTAAGGTTGGTGGGTTGTTTTTATGGGAAAAAATGCTTTAAGAACAAAT
GTATACTTTTAGAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGTGTIGATCACTTG
GGTGGTIGGCTGTGTTTGCGTGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGTGTGA
TCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAAC
CGTGTGATCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGG
ATAAACCGAAAACAAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTTGTTTTAACCCC
TTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGggtace [SEQ ID NO: 38]
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KKR/ELD

Administracion de Cascada en el nucleo de las células humanas

Cascada es muy estable como complejo proteina-ARN de multiples subunidades y se produce faciimente en
cantidades de mg en E. coli. La transfecciéon o microinyeccion del complejo en su forma intacta como purificado a
partir de E. coli se utiliza como procedimientos de administracion (véase la Figura 12). Como se muestra en la figura
12, las nucleasas Cascada-Fokl se purifican a partir de E. coli y se encapsulan en vesiculas de transfeccion de
proteinas. 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 protelnas importinas, que facilitan el
paso de los nucleoporos (etapa 3). Cascada™® (rectangulo abierto) y Cascada™" (rectangulo lleno) encontraran y
escindiran su sitio objetivo (etapa 4), induciendo V|as de reparamon del ADN que alteraran el sitio objetivo y llevaran
a los cambios deseados. Las nucleasas Cascada™® " necesitan actuar solo una vez Yy no requieren presencia
permanente en la célula codificada en el ADN.

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

Para importar el par de nucleasas Cascada"*® en el nucleo, se fusiona una sefial de localizacion nuclear (SLN)

monopartita en tandem del gEan antigeno T del virus simio 40 (SV40) al extremo N-terminal de Fokl. Esto garantiza
la importacién de Cascada LD/KKR solo intacta en el nucleo. (El complejo de poro nuclear transloca las ARN
polimerasas (550 kDa) y otros complejos proteicos grandes) Como comprobacion previa a las transformaciones, la
actividad de nucleasa del par de nucleasas Cascada KKRIELD g comprueba in vitro utilizando complejos purificados y
amplicones por PCR de CCR5 para excluir la transfeccion de pares de nucleasas CascadakkrieLp No productivas.

Ensayo Surveyor

Las células transfectadas se cultivan y se someten a pases durante varios dias. La eficacia de la escision del ADN
objetivo in vivo se evalla a continuacion utilizando el ensayo Surveyor de Guschin, D.Y., y col. (2010) Methods Mol.
Biol., 649: 247-256. Brevemente, los amplicones de PCR del locus de ADN objetivo se mezclaran 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 erréneamente por NHEJ. A continuacion, se utiliza
una nucleasa de desapareamiento erréneo para escindir solo moléculas de ADN desa 'gareadas dando un maximo
de 50% de escision cuando se completa la escision de ADN objetivo por Cascada Este procedimiento fue
luego seguido por la secuenciacion de los amplicones de ADN objetivo de las células tratadas El ensayo permite
una evaluacioén y optimizacion rapidas del procedimiento de administracion.

Produccion de pares de Cascada-nucleasa

Los complejos Cascada-nucleasa se construyeron como se ha explicado anteriormente. La purificacion por afinidad
de E. coli utilizando la subunidad Cse2 marcada con Strepll produce un complejo con la estequiometria esperada
cuando se compara con Cascada nativa. Con referencia a Ia figura 13, esto muestra la estequiometria de la
Cascada nativa (1), Cascada™® con P7 ARNcr y Cascada™® con M13 ARNcr 24 h después de la purificacion
utilizando solo estreptactina. Las bandas en Cascada nativa (1) son de arriba a abajo: Cse1, Cas7, Cas5, Cas6e,
Cse2. Cascada“"®'® muestra la banda de fusion Fokl-Cse1 y una banda adicional que representa Cse1 con una
pequeia parte de Fokl como resultado de la degradacion proteolitica.

Ademas de una proteina de fusién Fokl-Cse1 intacta, se observé que una fraccién de la proteina de fusion Fokl-
Cse1 se escinde proteoliticamente, dando como resultado una proteina Cse1 con solo el enlazador y una pequefia
parte de Fokl unida a ella (segun lo confirmado por espectrometria de masas, datos no mostrados). En la mayoria
de los aislamientos de proteinas, la fracciéon de proteina de fusion degradada es aproximadamente del 40 %. La
proteina aislada se almacena de forma estable en el tampén de elucion (HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, DTT
1 mM, destiobiotina 4 mM) con Tween 20 al 0,1 % adicional y glicerol al 50 % a -20 °C. 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).

Introduccién de un etiqueta Hisg y SLN en la Cascada-nucleasa

El disefio de fusion Cascada nucleasa se modificé para incorporar una sefal de localizacion nucleolar (SLN) para
permitir el transporte al nucleo células eucariotas. Para esto, una SLN monopartita en tandem del gran antigeno T
del virus de simio SV40 (secuencia: PKKKRKVDPKKKRKYV) se fusiond por traduccién al extremo N terminal de la
proteina de fusion Fokl-Cse1, directamente precedido por una etiqueta Hiss en el extremo N-termlnal La etiqueta
Hiss (secuencia: MHHHHHH) permite una etapa de purificacion de afinidad de resina adicional de Ni? " después de la
purificacion de Strepll. Esta etapa adicional asegura el aislamiento del complejo de fusién de Cascada-nucleasa de
longitud completa, y aumenta la eficacia de la escision al eliminar la unién de complejos Cascada no intactos al sitio
objetivo formando un par de nucleasas improductivo.
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Ensayo de escision in vitro

La actividad y especificidad de Cascada*"®FP se ensayo in vitro como se ha descrito anteriormente. La Figura 14A

muestra plasmidos con distancias entre protoespaciadores de 25-50 pb (incrementos de 5 pb, carriles 1-6)
incubados con Cascada“*¥° durante 30 minutos a 37 °C. El carril 10 contiene el plasmido objetivo en sus tres
topologias posibles: la banda mas baja representa la forma inicial, negativamente superenrollada (nSE) del
plasmido, la banda media representa la forma linealizada (escindida por Xbal), mientras que la banda superior
representa la forma circular abierta (CA) (después de escotamiento con Nt.BbrCl). El carril 7 muestra la incubacion
de un plasmido con ambos sitios de unién eliminados (control negativo). Por lo tanto, la figura 14A muestra un
ensayo de escision tipico utilizando varios plasmidos objetivo en los que los sitios de unién estan separados por 25 a
50 pares de bases en incrementos de 5 pb (carriles 1 a 6). Estos plasmidos con distancias de 25-50 pb se incubaron
con Cascada <~E-P que llevaba anti P7 y M13 ARNcr, respectivamente. Un plasmido que no contiene sitios de union
sirvid como control (carril 7). El plasmido original existe en forma negativamente superenrollada (nSE, carril de
control 8), y los productos escotados o linealizados son claramente distinguibles. Tras la incubacion, se forma un
producto de escision lineal cuando los sitios de unidn 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 plasmido objetivo parecia estar escindido de manera
incompleta conduciendo a la forma fragmentada (CA). Estos resultados muestran la mejor escision en plasmidos con
distancias entre 30 y 40 pb, lo que proporciona suficiente flexibilidad al disefiar un par de ARNcr para cualquier locus
dado. Las distancias mas cortas y mas largas dan como resultado una mayor actividad de escotamiento al crear
menos RBCs. Hay muy poca actividad en un plasmido en el que se han eliminado dos protoespaciadores,
mostrando la especificidad del objetivo (carril 7).

Condiciones de escision

Para evaluar las condiciones de tampon 6ptimas para los ensayos de escision, y para estimar si se espera actividad
del complejo en condiciones fisioldgicas, 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)
tampon O (Fermentas, Tris-HCI 50 mM, MgCl; 10 mM, NaCl 100 mM, 0,1 mg/ml de ASB, pH 7,5). De los dos, se
recomienda NEB4 para la actividad optima de la enzima Fokl intacta comercial. Tampoén O fue seleccionado de un
muestreo rapido para dar buena actividad y especificidad (datos no mostrados). La Figura 14B muestra la incubacion
con diferentes tampones y diferentes tiempos de incubacion. Los carriles 1-4 se incubaron con tampén 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 plasmido objetivo con espaciamiento de 35 pb, los carriles 2, 4 6 utlllzaban eI
plasmido no objetivo (sin sitios de union). Los carriles 7, 8 se han incubado solo con Cascada® o Cascada®™
respectivamente (tampoén O). El carril 9 es el marcador de topologia como en (A). Los carriles 10 y 11 muestran el
plasmido objetivo y el no objetivo incubados sin adicion de Cascada. Por lo tanto, en la Figura 14B, se ensayo la
actividad en el plasmido objetivo con una distancia de 35 pares de bases (carril 1, 3, 5) y un plasmido de control no
objetivo (carril 2, 4, 6). Hubo una gran cantidad de escotamiento inespecifico y menos escision en NEB4 (carril 5, 6),
mientras que el tampén O solo muestra actividad en el plasmido objetivo con una gran cantidad de escision
especifica y poco escotamiento (carril 1-4). La diferencia es probablemente causada por la concentracion de NaCl
en tampon O, la mayor fuerza iénica debilita las interacciones proteina-proteina, lo que lleva a una actividad menos
inespecifica. La incubacion de 15 o 30 minutos muestra poca diferencia en eI}PIasmldo otD>Jet|vo y el no objetivo (carril
1, 2 0 3, 4 respectivamente). La adicién de un solo tipo de Cascada (P7*? o M13%-%) no da como resultado la
actividad de escision (carril 7, 8) como se esperaba. Este experimento muestra que la actividad nucleasa Cascada
especifica por un par disefiado se produce cuando la concentracion de NaCl es al menos 100 mM, que esta cerca
de la concentracion salina fisioldgica 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 escision fuera
de objetivo insignificante.

Sitio de escision

Se determind el sitio de escisién en el plasmido ObjetIVO con un espaciamiento de 35 pb (pObjetivot35). La Flgtl)Jra 15
muestra como la secuenciacion revela sitios de escision corriente arriba y corriente abajo por Cascada"® en el
plasmido objetivo con espaciado de 35 pares de bases. En la Figura 15A) se muestra la regiéon objetivo dentro de
pObjetivo35 con sitios de escision potenciales anotados. Las partes de los protoespaciadores estan indicadas en
rojo y azul. B) El diagrama de barras muestra cuatro patrones de escision 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 escision izquierdo y derecho (véase B para la anotacion).

La Figura 15A muestra la secuencia original de pObijetivo35, con sitios de escision 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
clones y estos muestran escision alrededor de la posicion 0, creando salientes variables entre 3 y 5 pb (véase la
Figura 15B). Los salientes de 4 son los mas abundantes (acumulativamente 88 %), mientras que los salientes de 3 y
5 ocurren solo una vez (6 % cada uno). La escision se produjo exactamente como se esperaba sin que los clones
muestren escision fuera del objetivo.

Escision de un locus objetivo en células humanas.
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Las nucleasas Cascada“?F° se modificaron con éxito para contener una etiqueta Hiss N-terminal seguida de una

sefial de localizacién nucleolar monopartita dual. Estas proteinas de fusion de Cascada nucleasa modificadas se
coexpresaron con cualquiera de las dos matrices CRISPR sintéticamente construidas, cada una dirigida a un sitio de
union 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 plasmido que contiene esta region del gen CCR5. El par nucleasa se
transfecta a una estirpe celular humana, p. €j., estirpe celular HelLa. La eficiencia de la escision del objetivo se
evalla utilizando el ensayo Surveyor como se ha descrito anteriormente.
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gtccaggage
aagttcgagg
gacggcaaca
acggcectaac

cag

<210> 8
<211> 679
<212> ADN

cgaattggcg
geggcggcag
tocgagetgga
atgccaceta
cctggaccac
accacatgaa
gcaccatett
gogacacect
tcctggggea

tcgagggege

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GA1068859

<400> 8

ES 2 689 256 T3

aggaaggcec

cgacaagcag

cggcgtgcag

getgecegac
gegegatcac
cgagetgtac

coctatagtg

gaaggcegtc
catggtgagce
cggcgacgta
cggeaagetyg
coctegtgace
gcagcacgac
cttcaaggac
ggtgaaccge
caagctggag

gedctggges

atgaggeccag
aagaacggca

ctegeocgacce

aaccactace
atggtectge
aagtaageqq

ayg

aaggccgeat
aagggcgagy
aacggccaca
accctgaage
accctegget
ttetteoaagt
gacggcaact
atcgagctga
tacaactaca

teatgggect

42

ttaattaagc
tcaaggcgaa

actaccagca

tgagctacca
tggagttegt

cegeggegeg

ggatcetgge
cttcaagatc

gaacacccco

gteecgecetg

gacegeoogeo

cetaggoctt

ttaattaagc
agctgttcac
agttcagcgt
tecatctgeac
acggectgea
cegecatgee
acaagaccoyg
agggcatcga
acagccacaa

tecocgetecact

ggccgcagygce
cggggtggty
gtcoggegay
caccggeaagq
gtgctteges
cgaaggctac
cgccgaggty
cttcaaggag
cgtctatate

gocegettte

60

120

180

240

300

360

352

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
603
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15

cactataggg cgaattggcg gaaggdcgtc aaggccgeat gagoctccatg gaaacaaaga 60
attagcetgat ctttaataat aaggaaatgt tacattaagg ttggtgggtt gtttttatgg 120
gaaaaaatgc tttaagaaca aatgtatact tttagagagt tccocegegcec agocggggata 180
aaccgggccyg attgaaggtce cggtggatgg cttaaaagag ttccocecogcocge cageggggat 240
aaaccgccgc aggtacagca ggtagcgcag atcatcaaga gttoccccgceg ccagogggga 300
taaaccgact tetcetcocgaa aagtcaggac getgtggeag agtteceoge gecagegggyg 360
ataaaccgcc tacgocgectga acgccagogg tgtggtgaat gagttoccccg cgocagoggg 420
gataaaccgg tgtggccatyg cacgccttta acggtgaact ggagttcoccc gocgccagegg 480
ggataaaccg cacgaactca gcoccagaacga caaacaaaag gogagttocc cgcgcocagog 540
gggataaace ggdadeagta cgogodedac getgacggtt totgagttec cegegedage 600
ggggataaac cgdagetece attttdaaac ccaggtacde tgggoectcat gggectteocy 660
cteactgece getttecag 679

<210>9

<211> 685

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> GA1047360

<400>9
gagectecogg gotgacggta atagaggcac ctacaggetc cggtaaaacg gaaacagoge 60
tggeetatge ttggaaactt attgatcaac aaattgegga tagtgttatt tttgcectcee 120
caacacaagc taccgcegaat gectatgetta cgagaatgga agogagegeg agcecacttat 180
tttecatccee aaatcettatt cttgetcatg geaattcacg gtttaaccac ctetttcaat 240
caataaaatc acgcgcgatt actgaacagg ggcaagaaga agcgtgggtt cagtgttgtce 300
agtggttgtc acaaagcaat aagaaagtgt ttcttgggca aatcggegtt tgcacgattg 360
atcaggtgtt gatttcggta ttgccagtta aacaccgctt tatccgbggt ttgggaattg 420
gtagatctgt tttaattgtt aatgaagtte atgettacga cacctatatg aacggettge 480
tegaggeagt getcaagget caggetgatg tgggagggag tgttattett cttteegeaa 540
ccectaccaat gaaacaaaaa cagaagette tggatactta tggtetgeat acagatceag 600
tggaaaataa ctccgcatat ccactcatta actggcgagg tgtgaatggt gogcaacgtt 660
ttgatctgct agcggatccg gtacc 685

<210>10

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

43
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 689 256 T3

<220>
<223> Cebador BG3186

<400> 10
atagegecat ggaacctttt aaatatatat gecatta 37

<210> 11

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BG3213

<400> 11
acagtgggat cogettiggg atttgeaggqg atgactetgg t 41

<210> 12

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BG3303

<400> 12
atagcotcat gaatttgett attgataact ggattectgt acg 43

<210> 13

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BG3212

<400> 13
acagtggegg cegegecatt tgatggeoct cettgeggtt ttaa 44

<210> 14

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BG3076

<400> 14
cgtatatcaa actttccaat agcatgaaga geaatgaaaa ataac 45

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BG3449

<400> 15
atgatacege gagacceacg otc 23

<210> 16
<211> 24

44



10

15

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BG3451

<400> 16
cggataaagt tgcaggacea ctte

<210> 17

<211>199

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 17

24

ES 2 689 256 T3

45



10

<210> 18

Met

Tyr

Ala

Gly

Val

65

Gly

Leu

Arg

Lys

Arg

145

Val

Asp

Leun

<211> 2154
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Gln

Ala

Cys

50

Ala

Val

Asp

Val

Leu

130

Pro

Cys

Leu

Leun

Leu

Leu

Arg

35

His

Thr

Pro

Asn

Pro

115

Gly

Gln

Phe

Val

Ser
195

<223> Proteina de fusion

<400> 18

Ser

His

20

Asp

Val

Val

Gln

100

Leu

Asn

Tyr

Glu

Gln

180

Leu

Lys

Gln

Phe

Leu

Ile

Tyr

85

Lys

Ile

Ala

Phe

Gly

165

Gln

Ala

ES 2 689 256 T3

Val

Gly

Leu

Leu

Lys

70

Phe

Arg

Lys

Ala

Ser

150

Val

Gly

Pro

Ile

Leu

Phe

Gln

55

Thr

Arg

Leu

Glu

Arg

135

Gly

Leun

Ile

Leun

Ile

Trp

His

40

Ser

Lys

Asp

Ala

120

Val

Asp

Thr

Gly

46

Ala

His

25

Val

Ala

Gln

Arg

Ser

105

Glu

Glu

Gly

Ile

Pro
185

Arg

10

Leu

Glu

Gln

Val

Ala

90

Lys

Gln

Asp

Lys

Asn

170

Ala

Ala

Phe

Lys

Met

Glu

75

Asn

Gly

Ile

Val

Ser

155

Asp

Lys

Trp

Pro

Arg

Pro

60

Phe

Pro

Asn

Ala

His

140

Gly

Ala

Ser

Ser

Asn

Asn

45

Val

Gln

Ile

Ile

Trp

125

Pro

Lys

Pro

Met

Arg

Arg

30

Thr

Ser

Leu

Lys

Lys

110

Leun

Ile

Ile

Ala

Gly
190

Asp

15

Pro

Pro

Thr

Gln

Thr

95

Arg

Gln

Ser

Gln

Leun

175

Cys

Leu

Asp

Glu

Ala

Val

80

Ile

Cys

Arg

Glu

Thr

160

Ile

Gly



atggctcaac
aaatatgtgce
cgtattetgg
catctgggty
tatggtgtta
gcagatgaaa
aatgaatggt
ggtcacttca
aatggtgeag
accctgacce
cccaccaacc
gataactgga
tcgectatact
gecgetttag
gaatttegac
cegtggatag
gtcaaagcaa
aattgtgcat
attgcgttat
ttacgtggag
ttacteaatg
gaaaaccaac
attgggtttg
gggattggta
aaggaaaaat
gtaacagtca

teatggacac

tggttaaaag
cgcatgaata
aaatgaaagt
gtageogtaa
ttgttgatac
tggaacgtta
ggaaagttta
aaggcaacta
ttetgagegt
tggaagaagt
gcgcgaaagg
ttcetgtacg
gcagtagaga
cactgctggt
atcgeataat
atatgtteta
atgatgtgac
ttgtcaatca
tcaaccaggc
gaacacctgt
tcetecacatt
ctaceotggat
tccgtggtct
aatgkttcttg
ttacctttac

dagaaagggga

aaateageceg

ES 2 689 256 T3

cgaactggaa
tatcgagetyg
gatggaattt
accggatggt
caaagcctat
tgtggaagaa
tccgagecage
taaagcacag
tgaagaactg
tegtegeaaa
cctggaageg
coccgogaaac
tcagtggcga
ttgeattggg
gaatccgeote
ccttaatcac
tccaatggaa
accggggcag
gaatcaggeca
aacaacgtte
acctegtett
taaacctate
attctggcaa
ctgtggacag
agttaatggg
ggttgaggaa

agttgtggta

gagaaaaaaa
attgaaattg
tttatgaaag
gcaatttata
ageggtggtt
aatcagaccec
gttacegagt
ctgaccegte
ctgattggtg
tttaacaatg
gtgagegtgg
ggggggaaag
ttaagtttge
caaattateg
actgaagatg
gcagaacatc
aaactgttgyg
ggtgaagcat
cecaggttttyg
gtacgtggga
caaaaacaat
aagtecaatg
ccagcgecata
gaaagcaatt
ctatggecece
aaatttettg

gataagatta

47

gtgaactgcg
cacgtaatcc
tgtacggcta
ccgttggtag
ataatctgece
gtgataaaca
ttaaattcct
tgaatcatat
gtgaaatgat
gogaaatcaa
cgagcatgaa
tccaaatcat
cccghtgacga
coccoggeaaa
agtttcaaca
cotttatgea
ctggggtaag
tatgtggtgg
gtggtggttt
togatetteg
ttectaatga
agtetatace
ttgaattatg
tgegttatac
atccgeatte
ctttecaccac

ttecaaaatga

ccacaaactg
gacccaggat
tegeggtgaa
cecgattgat
gattggtcag
tectgaatceg
gtttgttage
taccaattgt
taaagcaggc
ctttgcggat
tttgcttatt
aaatctgcaa
tatggaactg
agatgacgtt
actcategeg
gaccaaaggt
cggcgcgacy
atgcactgecg
taaaagcggt
ttecaacggtg
atcacatacg
tgettegtea
cgatcccatt
cggttttett
cecttgtetyg
ctecgoacca

aaatggaaat

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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cgcgtggcgyg
attatggggg
atgtttaatc
ttgggatata
aaagacttca
cagagtgaat
gtaatagctg
gtagctcoct

ctatacaaac

cggttgtgaa
gatatcgtaa
aggggtggca
aaacagcctt
aaggggccgyg
tattaattce
atttacgaga
atgcacatca

atttacggga

<210> 19

<211>717

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 19

ES 2 689 256 T3

tcaattcaga
taatcaageca
acaatacggc
acgcaaggceg
agtctetgtt
cgatgtactg
caaacttcat
tcctaaatta

gttaaaaccg

aatattgege
tctattettyg
aatgtgataa
ttatatacct
catgagactg
gocgaatgtta
caattgtgtg
ataagcacat

caaggaggge

48

cgeaaagtcec
aacggcgtca
acgaaatagt
ttgcagaagyg
cagaaaggca
attttteececa
aaatgctatt
tagcgettge

catcaaatgg

tettgaattg
tgatgtgttg
gactgttggt
gtttaaaaat
tttetatega
ggctgatgag
taatcaatct
cogogecacy

ctga

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2154



Met

Ile

Glu

Ser

65

Tyr

Pro

Thr

Ser

Ala

His

Ala

Phe

30

Gly

Ile

Arg

Ser

Gln

Lys

Arg

Phe

Lys

Val

Gly

Asp

115

Val

Leu

Leu

20

Asn

Met

Pro

Ile

Gln

100

Lys

Thr

Val

Lys

Pro

Lys

Asp

Val

85

Ala

His

Glu

ES 2 689 256 T3

Lys

Tyr

Thr

Val

Gly

Asp

Asp

Leu

Phe

Ser

Val

Gln

Tyr

35

Ala

Thr

Glu

Asn

Lys

Glu

Pro

Asp

40

Gly

Ile

Lys

Met

Pro

120

Phe

49

Leu

His

25

Arg

Tyr

Tyr

Ala

Glu

105

Asn

Leu

Glu
10

Glu

Ile

Thr

Tyr

90

Arg

Glu

Phe

Glu

Tyr

Leu

Gly

Val

75

Ser

Tyr

Trp

Val

Lys

Ile

Glu

Glu

60

Gly

Gly

Val

Trp

Ser

Lys

Glu

Met

45

His

Ser

Gly

Glu

Lys

125

Gly

Ser

Leu

30

Lys

Leu

Pro

Tyr

Glu

110

Val

His

Glu

15

Ile

Val

Gly

Ile

Aszn

95

Asn

Tyr

Phe

Leu

Glu

Met

Gly

Asp

Leu

Gln

Pro

Lys



Gly

145

Agn

Ile

Asn

Glu

Pro

225

Ser

Asp

Ile

Pro

Met

305

Val

Ser

Ala

Gln

130

Asn

Gly

Lys

Gly

Ala

210

Val

Leu

Met

Ala

Leu

290

Phe

Lys

Gly

Leu

Ala
370

Tyr

Ala

Ala

Glu

195

Vval

Arg

Tyr

Glu

Pro

275

Thr

Tyr

Ala

Ala

Cys

355

Pro

Lys

Val

Gly

180

Ile

Ser

Pro

Cys

Leu

280

Ala

Glu

Leu

Asn

Thr

340

Gly

Gly

Ala

Leu

165

Thr

Asn

val

Arg

Ser

245

Ala

Lys

Asp

Asn

Asp

325

Asn

Gly

Phe

ES 2 689 256 T3

Gln

150

Ser

Leu

Phe

Ala

Asn

230

Arg

Ala

Asp

Glu

His

310

val

Cys

Cys

Gly

135

Leu

Vval

Thr

Ala

Ser

215

Gly

Asp

Leu

Asp

Phe

295

Ala

Thr

Ala

Thr

Gly
375

Thr

Glu

Leu

Asp

200

Met

Gly

Gln

Ala

vVal

280

Gln

Glu

Pro

Phe

Ala

340

Gly

50

Arg

Glu

Glu

185

Pro

Asn

Lys

Trp

Leu

265

Glu

Gln

His

Met

Val

345

Ile

Phe

Leu

Leu

170

Glu

Thr

Leu

Val

Arg

250

Leu

Phe

Leu

Pro

Glu

330

Asn

Ala

Lys

Asn

155

Leu

val

Asn

Leu

Gln

235

Leu

Val

Arg

Ile

Phe

315

Lys

Gln

Leu

Sar

140

His

Ile

Arg

Arg

Ile

22Q

Ile

Ser

Cys

His

Ala

300

Met

Leu

Pro

Phe

Gly
380

Ile

Gly

Arg

Ala

205

Asp

Ile

Leu

Ile

Arg

285

Pro

Gln

Leu

Gly

Asn

365

Leu

Thr

Gly

Lys

190

Lys

Asn

Asn

Pro

Gly

270

Ile

Trp

Thr

Ala

Gln

350

Gln

Arg

Asn

Glu

175

Phe

Gly

Trp

Leu

Arg

255

Gln

Met

Ile

Lys

Gly

335

Gly

Ala

Gly

Cys

160

Met

Asn

Leu

Tle

Gln

240

Asp

Ile

Asn

Asp

Gly

320

Val

Glu

Asn

Gly



Thr

385

Leu

Glu

Asn

Trp

Cys

465

Lys

Ser

Leu

val

val

545

Ile

His

Ile

Lys

Gly
625

Pro

Leu

Ser

Glu

Gln

450

Ser

Glu

Pro

aAla

Val

530

Val

Met

Asp

AsSn

Ala

610

Ala

val

Asn

His

Ser

435

Pro

Cys

Lys

Cys

Phe

515

Asp

Asn

Gly

Val

Glu

595

Leu

Gly

Thr

Val

Thr

420

Ile

Ala

Cys

Phe

Leu

500

Thr

Lys

Gln

Gly

Leu

580

Ile

Tyr

Val

Thr

Leu

405

Glu

Pro

His

Gly

Thr

485

Val

Thr

Ile

FPhe

Tyr

565

Met

Val

Thr

Ser

ES 2 689 256 T3

Phe

390

Thr

Asn

Ala

Ile

Gln

470

Phe

Thr

Ser

Ile

Arg

550

Arg

Phe

Thr

Phe

Val
630

val

Leu

Gln

Ser

Glu

455

Glu

Thr

val

Ala

Gln

535

Asn

Asn

Asn

val

Ala

615

His

Arg

Pro

Pro

Ser

440

Leu

Ser

Val

Lys

Pro

520

Asn

Ile

Asn

Gln

Gly

600

Glu

Glu

51

Gly

Arg

Thr

425

Ile

Cys

Asn

Asn

Lys

505

Ser

Glu

Ala

Gln

Gly

585

Leu

Gly

Thr

Ile

Leu

410

Gly

Asp

Leu

Gly

490

Gly

Trp

Asn

Pro

Ala

570

Trp

Gly

Phe

Ala

Asp

385

Gln

Ile

Phe

Pro

Arg

475

Leu

Glu

Thr

Gly

Gln

555

Ser

Gln

Tyr

Llys

Glu
635

Leu

Lys

Lys

Val

Ile

460

Tyr

Trp

Val

Gln

Asn

540

Ser

Ile

Gln

Lys

Asn

620

Arg

Arg

Gln

Pro

Arg

445

Gly

Thr

Pro

Glu

Ile

525

Arg

Pro

Leu

Tyr

Thr

605

Llys

His

Ser

Phe

Ile

430

Gly

Ile

Gly

His

Glu

510

Ser

val

Leu

Glu

Gly

590

Ala

Asp

Phe

Thr

Pro

415

Lys

Leu

Gly

Phe

Pro

495

Lys

Arg

Ala

Glu

Arg

575

Asn

Leu

Phe

Tyr

vVal

400

Asn

Ser

Phe

Lys

Leu

480

His

Phe

Val

Ala

Leu

560

Arg

Val

Arg

Lys

Arg
640



10

Gln

Gln

Cys

Lys

Leu
705

<210> 20
<211> 2154
<212> ADN

Ser

Ala

Glu

Leu

690

Arg

Glu

Asp

Met

675

Ile

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 20

Leu

Glu

660

Leu

Ser

Leu

ES 2 689 256 T3

Leu Ile

645

vVal Ile

Phe

Asn

Thr

Leu

Pro
710

Lys

Pro

Ala

Gln

Ala

695

Gln

Asp

Asp

Ser

680

Leu

Gly

vVal

Leu

665

Val

Ala

Gly

Leu

650

Arg

Ala

Arg

Pro

Ala

Asp

Pro

Ala

Ser
715

Asn

Lys

Tyr

Thr

700

Asn

vVal Phe

655

Asn

His Gln

670

Leu

Ala
685

Hig Hisg

Leun Tyr Lys

Gly

atggetcaac
aaatatgtge
cgtattetgg
catctgggtg
tatggtgtta
gcagatgaaa
aatgaatggt
ggtcacttea
aatggtgcag
accctgacce
cccaccaace
gataactgga
togetatact
geegetttag
gaatttegac

ccgtggatag

gtcaaagcaa

tggttaaaag
cgcatgaata
aaatgaaagt
gtagccgtaa
ttgttgatac
tgcagcgtta
ggaaagttta
aaggcaacta
ttetgagegt
tggaagaagt
gcgegaaagy
ttoctgtacyg
gcagtagaga
cactgetggt
atcegeataat
atatgttcta

atgatgtgac

cgaactggaa
tategagetyg
gatggaattt
accggatggt
caaagcctat
tgtgaaagaa
toegageage
taaagcacag
tgaagaactg
tcgtcogcaaa
cctggaageg
cocgcgaaac
tcagtggega
ttgcattggyg
gaatcegete
ccttaatcac

tocaatggaa

gagaaaaaaa
attgaaattg
tttatgaaag
gcaatttata
agcoggtggtt
aatcagaccc
gttaccgagt
ctgacecgte
ctgattggtyg
tttaacaatyg
gtgagegtgy
ggggggaaag
ttaagtttge
caaattatcg
actgaagatg
gcagaacatc

aaactgttgg

52

gtgaactgeg
cacgtaatee
tgtacggceta
cogttggtag
ataatctgce
gcaacaaaca
ttaaattect
tgaatcegtaa
gtgaaatgat
gcgaaatcaa
cgagcatgaa
tccaaatcat
cccgtgacga
ccoaggoaaa
agtttcaaca

cctttatgea

ctggggtaag

ccacaaactyg
gacecaggat
tecgeggtgaa
cccgattgat
gattggtcag
tattaacccy
gtttgttage
aaccaattgt
taaagcagge
ctttgcggat
tttgcttatt
aaatctgcaa
tatggaactg
agatgacgtt
actcatogeg

gaccaaagqgt

cggcgcgacy

Ser

Leu

Pro

His

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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aattgtgeat
attgegttat
ttacgtggag
ttactcaatg
gaaaaccaac
attgggtttg
gggattggta
aaggaaaaat
gtaacagtca
tcatggacac
cgegtggegyg
attatggggg
atgtttaatc
ttgggatata
aaagacttca
cagagtgaat
gtaatagectg
gtagctcecct

ctatacaaac

ttgtcaatca
tecaaccagge
gaacacctgt
tcctecacatt
ctacctggat
tcocgtggtet
aatgttettg
ttacctttac
agaaagggga
aaatcagccg
cggttgtgaa
gatatcgtaa
aggggtggca
aaacagecett
aaggggcegyg
tattaattcc
atttacgaga
atgcacatca

atttacggga

ES 2 689 256 T3

accggggcag
gaatcaggea
aacaacgtte
acctcgtctt
taaacctate
attctggcaa
ctgtggacag
agttaatggg
ggttgaggaa
agttgtggta
tcaattcaga
taatcaagca
acaatacgge
acgcaaggeyg
agtctetgtt
cgatgtactg
caaacttcat
toctaaatta

gttaaaacceg

ggtgaageat
c¢caggttttyg
gtacgtggga
caaaaacaat
aagtccaatg
ccagocgcata
gaaagcaatt
¢tatggecee
aaatttottg
gataagatta
aatattgcgce
tctatteottyg
aatgtgataa
ttatatacct
catgagactg
gcgaatgtta
caattgtgtg
ataagcacat

caaggagggc

tatgtggtgyg
gtggtggttt
tegatetteg
ttcctaatga
agtctatacc
ttgaattatg
tgegttatac
ateocgeatte
cttteaccac
ttcaaaatga
cgcaaagtcc
aacggcgtca
acgaaatagt
ttgcagaagg
cagaaaggca
atttttccca
aaatgctatt
tagcgettge

catcaaatgg

atgeactgeg
taaaageggt
ttecaacggtyg
atcacatacg
tgcttcgtea
cgatcccatt
cggttttett
coecttgtetg
cteoecgeacca
aaatggaaat
tcttgaatty
tgatgtgttyg
gactgttggt
gtttaaaaat
tttetatega
ggctgatgag
taatcaatct
ccgegccacy

ctga

<210> 21
<211>717
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 21

Met Ala

1

Arg His

Ile Ala

Glu Phe

Gln

Lys

aArg

35

Phe

Leu

Leu

20

Asn

Met

Val Lys Ser

5

Lys Tyr Val

Pro Thr Gln

Lys Val Tyr

Glu

Pro

Asp
40

Gly

53

Leu Glu Glu
10

His Glu Tyr
25

Arg Ile Leu

Tyr Arg Gly

Lys

Ile

Glu

Glu

Lys

Glu

Met

45

His

Ser

Leu

30

Lys

Leu

Glu Leu

15

Ile Glu

Val Met

Gly Gly

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1380
2040
2100

2154



Ser

Tyr

Pro

Thr

Ser

Gly

145

AsSn

Ile

Asn

Glu

Pro

225

Ser

Asp

Ile

Pro

50

Arg

Gly

Ile

Arg

Ser

130

Asn

Gly

Lys

Gly

Ala

210

Val

Leu

Met

Ala

Leu
290

Lys

Val

Gly

Asn

115

val

Tyr

Ala

Ala

Glu

135

val

Arg

Tyr

Glu

Pro

275

Thr

Pro

Ile

Gln

100

Lys

Thr

Lys

val

Gly

180

Ile

Ser

Pro

Cys

Leu

260

Ala

Glu

Asp

Val

85

Ala

His

Glu

Ala

Leu

165

Thr

Asn

val

Arg

Ser

245

Ala

Lys

Asp

ES 2 689 256 T3

Gly

Asp

Asp

Ile

Phe

Gln

150

Ser

Leu

Fhe

Ala

Asn

230

Arg

Ala

Asp

Glu

55

Ala

Thr

Glu

Asn

Lys

135

Leu

val

Thr

Ala

Ser

215

Gly

Asp

Leu

Asp

Phe
285

Ile

Lys

Meat

Pro

120

FPhe

Thr

Glu

Leu

Asp

200

Met

Gln

Ala

Val

280

Gln

54

Tyr

Ala

Gln

105

Asn

Leu

Arg

Glu

Glu

185

Pro

Asn

Lys

Trp

Leu

265

Glu

Gln

Thr

Tyr

20

Arg

G1lu

Phe

Leu

Leu

170

Glu

Thr

Leu

val

Arg

250

Leu

Phe

Leu

Val

75

Ser

Tyr

Trp

val

Asn

155

Leu

Val

Asn

Leu

Gln

235

Leu

val

aArg

Ile

60

Gly

Gly

val

Trp

Ser

140

Arg

Ile

Arg

Arg

Ile

220

Ile

Ser

Cys

His

Ala
300

Ser

Gly

Lys

Lys

125

Gly

Lys

Gly

Arg

Ala

205

Asp

Ile

Leu

Ile

Arg

285

Pro

PBro

Tyr

Glu

110

val

His

Thr

Gly

Lys

150

Lys

Asn

Asn

Pro

Gly

270

Ile

Trp

Ile

Asn

95

Asn

Tyr

Phe

AsSn

Glu

175

Phe

Gly

Trp

Leu

Arg

255

Gln

Met

Ile

Asp

Leu

Gln

Pro

Lys

Cys

160

Met

AsSn

Leu

Ile

Gln

240

Asp

Ile

Asn

Asp



Met

305

Val

Ser

Ala

Gln

Thr

385

Leu

Glu

Asn

Trp

Cys

465

Lys

Ser

Leu

val

Val
545

Phe

Lys

Gly

Leu

Ala

370

Pro

Leu

Ser

Glu

Gln

450

Ser

Glu

Pro

Ala

val

530

val

Tyr

Ala

Ala

Cys

355

Pro

val

Asn

His

Ser

435

Pro

Cys

Lys

Cys

Phe

515

Asp

Asn

Leu

Asn

Thr

340

Gly

Gly

Thr

val

Thr

420

Ile

Ala

Cys

Phe

Leu

500

Thr

Lys

Gln

Asn

Asp

325

Asn

Gly

Fhe

Thr

Leu

405

Glu

Pro

His

Gly

Thr

485

Val

Thr

Ile

Phe

ES 2 689 256 T3

Hisg

310

Val

Cys

Cys

Gly

Phe

390

Thr

Asn

Ala

Ile

Gln

470

Phe

Thr

Ser

Ile

Arg
550

Ala

Thr

Ala

Thr

Gly

375

val

Leu

Gln

Ser

Glu

455

Glu

Thr

val

Ala

Gln

535

Asn

Glu

Pro

Phe

Ala

360

Gly

Arg

Pro

Pro

Ser

440D

Leu

Ser

val

Lys

Pro

520

Asn

Ile

55

Hisg

Met

Val

345

Ile

Phe

Gly

Arg

Thr

425

Ile

Cys

Asn

Asn

Lys

505

Ser

Glu

Ala

Pro

Glu

330

Asn

Ala

Lys

Ile

Leu

410

Trp

Gly

Asp

Leu

Gly

490

Gly

Trp

Asn

Pro

Phe

315

Lys

Gln

Leu

Ser

Asp

355

Gln

Ile

Phe

Pro

Arg

475

Leu

Glu

Thr

Gly

Gln
555

Met

Leu

Pro

Phe

Gly

380

Leu

Lys

Lys

Val

Ile

460

Tyr

Trp

val

Gln

Asn

540

Ser

Gln

Leu

Gly

Agn

365

Leu

Gln

Fro

Arg

445

Gly

Thr

Pro

Glu

Ile

525

Arg

Fro

Thr

Ala

Gln

350

Gln

Arg

Ser

Phe

[le

430

Gly

ILle

Gly

His

Glu

510

Ser

val

Leu

Lys

Gly

335

Gly

Ala

Gly

Thr

Pro

415

Lys

Leu

Gly

FPhe

Fro

495

Lys

Arg

Ala

Glu

Gly

320

vVal

Glu

Agn

Gly

val

400

Asn

Ser

Phe

Lys

Leu

480

His

Phe

Val

Ala

Leu
560
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<210> 22

Ile Met

His

Asp

Ile Asn

Gly

Val

Glu

Gly Tyr

565

Leu
580

Met

Ile Val

595

Ala
610

Lys

Gly Ala

625

Gln Ser

Gln

Ala

Cys Glu

Leu

Gly

Glu

Asp

Met

Tyr Thr

Val Ser

Leu Leu

645

Glu
660

Val

Leu Phe

675

Leun
690

Lys

Leu
705

Arg

<211> 2235
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Glu

Ser Thr

Leu Lys

<223> Proteina de fusion

<400> 22

atgecatcace
aaagttgaag
agtgaactge
gcacgtaatc
gtgtacgget
acagtbtggta

tataatctge

atcatcacea
atccgaaaga
gocacaaact
cgacccagga
atcgcggtga
goccegattga

cgattggtea

ES 2 689 256 T3

Arg Asn

Phe Asn

Thr val

Phe Ala

615

Val
630

His

Ile

Pro

Ile Ala

Gln

Asn

Ala
695

Leun

Pro Gln

710

cocgaaaaaa
catggctcaa
gaaatatgtyg
tcgtattetg
acatctgggt
ttatggtgtt

ggcagatgaa

Asn Gln

Ala

Ser

570

Gln Gly

585

Gly Leu

600

Glu Gly

Thr

Glu

Asp Val

Trp

Gly

Phe

Ala

Leun

Gln

Tyr

Lys

Ile

Gln

Lys

Asn

Leu Glu

Gly
590

Tyr

Thr
605

Ala

Lys Asp

620

Glu
635

Ala

650

Leu
665

Asp

Ser Val

680

Leu Ala

Gly Gly

aagcogcaaag
ctggttaaaa
cogoatgaat
gaaatgaaag
ggtagcegta
attgttgata

atgcageogtt

56

Arg

Ala

Arg

Pro

Asp

Pro

Ala

Arg

Asn

Lys

Tyr

Thr

His Phe

Val

Asn

His
670

Leu

Ala
685

His

Leu Tyr

700

Ser
715

tggatecgaa
gogaactgga
atatcgagot
tgatggaatt
aaccggatgg
ccaaagcacta

atgtgaaaga

Asn

Gly

gaaaaaacgt
agagaaaaaa
gattgaaatt
ttttatgaaa
tgcaatttat
tageggtggt

aaatcagacce

Arg

575

Asn

Leu

Phe

Tyr

Phe

655

Gln

His

Lys

Arg

Val

Arg

Lys

Arg
640

Ser

Pro

His

60
120
180
240
300
360

420
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cgcaacaaac
tttaaattce
ctgaatcgta
ggtgaaatga
ggcgaaatca
gocgageatga
gtccaaatca
cococcgtgacy
gccocggeaa
gagtttcaac
cococtttatge
gctggggtaa
ttatgtggtg
ggtggtggtt
atcgatctte
ttteootaatg
gagtctatac
attgaattat
ttgecgttata
catcogeatt
gctttecaceca
attcaaaatg
ccgcaaagte
gaacggegtc
aacgaaatag
tttgcagaag
gcagaaaggec
aatttttece
gaaatgctat
ttagegettg

ccatcaaatg

<211> 744
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

atattaacce
tgtttgttag
aaaccaattg
ttaaagcagyg
actttgecgga
atttgcttat
taaatctgeca
atatggaact
aagatgacgt
aactcatcge
agaccaaagyg
gcggegegac
gatgcactge
ttaaaagegg
gttcaacggt
aatcacatac
ctgottegte
gogatcccat
coggttttet
ceccttgtet
cctcacgeace
aaaatggaaa
ctcttgaatt
atgatgtgtt
tgactgttgg
ggtttaaaaa
atttctatcg
aggctgatga
ttaatcaatc
coogogecac

gectga

<223> Proteina de fusion

ES 2 689 256 T3

gaatgaatgg
cggtcactte
taatggtgea
cacecctgace
tcccaccaac
tgataactyg
atcgctatac
ggcocgcttta
tgaatttega
gcogtggata
tgtcaaagea
gaattgtgea
gattgogtta
tttacgtgga
gttactcaat
ggaaaaccaa
aattgggttt
tgggattggt
taaggaaaaa
ggtaacagte
atcatggaca
tegegtggeg
gattatgggg
gatgtttaat
tttgggatat
taaagacttc
acagagtgaa
ggtaataget
tgtagctcce

gctatacaaa

tggaaagttt
aaaggcaact
gttetgageg
ctggaagaag
cgcgogaaag
attccoctgtac
tgcagtagag
goactgctygg
catecgecataa
gatatgttct
aatgatgtga
tttgtcaate
ttcaaccagg
ggaacacctyg
gtectcacat
cotacctgga
gtecgtggte
aaatgttctt
tttaccttta
aagaaaggygyg
caaatcagcec
geggttgtga
ggatatecgta
caggggtgge
aaaacagcct
aaaggggccy
ttattaattc
gatttacgag
tatgcacate

catttacggg

57

atccgagecag
ataaageaca
ttgaagaact
ttegtcogecaa
geoetggaage
gocecgoegaaa
atcagtggeg
tttgcattygg
tgaatceget
accttaatca
ctocaatgga
aaccggggea
cgaatcagge
taacaacgtt
tacctegtet
ttaaacctat
tattctggea
gotgtggaca
cagttaatgg
aggttgagga
gagttgtggt
atcaattcag
ataatcaage
aacaatacgg
tacgcaagge
gagtctectgt
ccgatgtact
acaaacttea
atcctaaatt

agttaaaace

cgttaccgag
gectgaccogt
gctgattggt
atttaacaat
ggtgagegtg
cggggggaaa
attaagtttg
gcaaattate
cactgaagat
cgcagaacat
aaaactgttyg
gggtgaageca
accaggtttt
cgtacgtggy
tcazaaacaa
caagtcocaat
accagcgcat
ggaaagcaat
gctatggcee
aaaatttett
agataagatt
aaatattgeg
atctattectt
caatgtgata
gttatatacc
tcatgagact
ggcgaatgtt
tcaattgtgt

aataagcaca

gcaaggaggg

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15860

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2235



Met

Lys

Lys

Tyr

Thr

65

val

Gly

Asp

Asp

Ile

145

Phe

Gln

Ser

His

Lys

Ser

val

50

Gln

Tyr

Ala

Thr

Glu

130

Asn

Lys

Leu

val

His

Lys

Glu

35

Pro

Asp

Gly

Ile

Lys

115

Met

Pro

Phe

Thr

Glu
195

His

Arg

20

Leu

His

Arg

Tyr

Tyr

100

Ala

Gln

Asn

Leu

Arg

180

Glu

His

Lys

Glu

Glu

Ile

Arg

85

Thr

Tyr

Arg

Glu

Phe

165

Leu

Leu

ES 2 689 256 T3

His

Val

Glu

Tyr

Leu

70

Gly

val

Ser

Tyr

Trp

150

Val

Asn

Leu

His

Glu

Lys

Ile

55

Glu

Glu

Gly

Gly

val

135

Trp

Ser

Arg

Ile

Pro

Asp

Lys

40

Glu

Met

His

Ser

Gly

120

Lys

Lys

Gly

Lys

Gly
200

58

Lys

Pro

25

Ser

Leu

Lys

Leu

Pro

105

Tyr

Glu

val

His

Thr

185

Gly

Lys

10

Lys

Glu

Ile

Val

Gly

90

Ile

Asn

Asn

Tyr

Phe

170

Asn

Glu

Lys

Asp

Leu

Glu

Met

75

Gly

Asp

Leu

Gln

Pro

155

Lys

Cys

Met

Arg

Met

Arg

Ile

60

Glu

Ser

Tyr

Pro

Thr

140

Ser

Gly

Asn

Ile

Lys

Ala

His

45

Ala

Phe

Arg

Gly

Ile

125

Arg

Ser

Asn

Gly

Lys
205

val

Gln

30

Lys

Arg

Phe

Lys

val

110

Gly

Asn

val

Tyr

Ala

190

Ala

Asp

15

Leu

Leu

Asn

Met

Pro

95

Ile

Gln

Lys

Thr

Lys

175

val

Gly

Pro

Val

Lys

Pro

Lys

BO

Asp

val

Ala

His

Glu

160

Ala

Leu

Thr



Leu

Phe

225

Ala

Agn

Arg

Ala

Asp

305

Glu

Hisg

Val

Cys

Cys

385

Gly

Phe

Thr

Asn

Thr

210

aAla

Ser

Gly

Asp

Leu

290

Asp

Phe

Ala

Thr

Ala

370

Thr

Gly

val

Leu

Gln
450

Leu

Asp

Met

Gly

Gln

275

Ala

Val

Gln

Glu

Pro

355

Phe

Ala

Gly

Arg

Pro

435

Pro

Glu

Pro

Asn

Lys

260

Trp

Leu

Glu

Gln

His

340

Met

val

Ile

Phe

Gly

420

Arg

Thr

Glu

Thr

Leu

245

Val

Arg

Leu

Phe

Leu

325

Pro

Glu

Asn

Ala

Lys

405

Ile

Leu

Trp

ES 2 689 256 T3

val

Asn

230

Leu

Gln

Leu

Val

Arg

310

Ile

Phe

Lys

Gln

Leu

350

Ser

Asp

Gln

Ile

Arg

215

Arg

Ile

Ile

Ser

Cys

295

His

Ala

Mat

Leu

Pro

375

Phe

Gly

Leu

Lys

Lys
455

Arg

Ala

Asp

Ile

Leu

280

Ile

Arg

Pro

Gln

Leu

360

Gly

Asn

Leu

Arg

Gln

440

Pro

59

Lys

Lys

Asn

Asn

265

Pro

Gly

Ile

Trp

Thr

345

aAla

Gln

Gln

Arg

Ser

425

Phe

Ile

Phe

Gly

Trp

250

Leu

Arg

Gln

Met

Ile

330

Lys

Gly

Gly

Ala

Gly

410

Thr

Pro

Lys

Asn

Leu

235

Ile

Gln

Asp

Ile

Asn

315

Asp

Gly

val

Glu

Asn

385

Gly

val

Asn

Ser

Asn

220

Glu

Pro

Ser

Asp

Ile

300

Pro

Met

Val

Ser

Ala

380

Gln

Thr

Leun

Glu

Asn
460

Gly

Ala

val

Leu

Met

285

Ala

Leu

Fhe

Lys

Gly

365

Leu

Ala

Pro

Leu

Ser

445

Glu

Glu

Val

Arg

Tyr

270

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ala

350

Ala

Cys

Pro

Val

Asn

430

His

Ser

Ile

Ser

Pro

255

Cys

Leu

Ala

Glu

Leu

335

Asn

Thr

Gly

Gly

Thr

415

val

Thr

Ile

Asn

Val

240

Arg

Ser

Ala

Lys

Asp

320

Asn

Asp

Asn

Gly

Phe

400

Thr

Leu

Glu

Pro



Ala

465

Ile

Gln

Phe

Thr

Ser

545

Ile

Arg

Arg

Phe

Thr

625

Phe

Val

Ile

Ile

Asn
705

Ser

Glu

Glu

Thr

Val

530

Ala

Gln

Asn

Asn

Asn

610

val

Ala

His

Pro

Ala

630

Gln

Ser

Leu

Ser

Val

515

Lys

Pro

Asn

Ile

Asn

595

Gln

Gly

Glu

Glu

Asp

675

Asp

Ser

Ile

Cys

Asn

500

Asn

Lys

Sar

Glu

Ala

580

Gln

Gly

Leu

Gly

Thr

660

val

Leu

val

Gly

Asp

485

Leu

Gly

Gly

Trp

Asn

565

Pro

Ala

Trp

Gly

Phe

645

Ala

Leu

Arg

Ala

ES 2 689 256 T3

Phe

470

Pro

Arg

Leu

Glu

Thr

550

Gly

Gln

Ser

Gln

Tyr

630

Lys

Glu

Ala

Asp

Pro
710

val

Ile

Tyr

Trp

Val

535

Gln

Asn

Ser

Ile

Gln

615

Lys

Asn

Arg

Asn

Lys

695

Tyr

Gly

Thr

Fro

520

Glu

Ile

Arg

Pro

Leu

600

Tyr

Thr

Lys

His

val

680

Leu

Ala

60

Gly

Ila

Gly

505

His

Glu

Ser

val

Leu

585

Glu

Gly

Ala

Asp

Phe

665

Asn

His

His

Leu

Gly

490

Phe

Fro

Lys

Arg

Ala

570

Glu

Arg

Asn

Leu

Phe

650

Tyr

FPhe

Gln

His

Phe

475

Lys

Leu

His

Phe

val

555

Ala

Leu

Arg

val

Arg

635

Lys

Arg

Ser

Leu

Pro
715

Trp

Cys

Lys

Ser

Leu

540

val

val

Ile

His

Ile

620

Lys

Gly

Gln

Gln

Cys

700

Lys

Gln

Sar

Glu

Pro

525

Ala

val

val

Met

Asp

605

Asn

Ala

Ala

Ser

Ala

685

Glu

Leu

Pro

Cys

Lys

510

Cys

Phe

Asp

Asn

Gly

580

val

Glu

Leu

Gly

Glu

870

Asp

Met

Ile

Ala

Cys

485

Phe

Leu

Thr

Lys

Gln

575

Gly

Leu

Ile

Tyr

Val

655

Leu

Glu

Leu

Ser

His

480

Gly

Thr

val

Thr

Ile

560

Phe

Tyr

Met

val

Thr

640

Ser

Leu

val

Phe

Thr
720
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ES 2 689 256 T3

Leu 2la Leu Ala Arg Ala Thr Leu Tyr Lys Hig Leu Arg Glu Leu Lys
730

725

Pro Gln Gly Gly Pro Ser Asn Gly

740

<210> 24

<211> 2235

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 24

atgcatcacc
aaagttgaag
agtgaactgc
gcacgtaatc
gtgtacgget
acegttggta
tataatctge
cgtgataaac
tttaaattce
ctgaatcata
ggtgaaatga
ggegaaatea
gocgagcatga
gtccaaatca
coccogtgacyg
gocceggeaa
gagtttcaac
ccoetttatge
gctggggtaa
ttatgtggtg

ggtggtggtt

ategatette

atcatcacca
atccgaaaga
gccacaaact
cgacccagga
atcgecggtga
gccocgattga
cgattggtca
atctgaatcc
tgtttgttag
ttacraattg
ttaaagcagg
actttgcogga
atttgcttat
taaatctgca
atatggaact
aagatgacgt
aactecatege
agaccaaaqg
gcggcgegac
gatgcactgc
ttaaaagcgg

gtteaacggt

ccogaaaaaa
catggctcaa
gaaatatgtg
tegtattetg
acatctgggt
ttatggtgtt
ggcagatgaa
gaatgaatgg
cggtcactte
taatggtgca
caccetgace
tcoecaccaac
tgataactgg
atcgctatac
ggcegekttta
tgaatttoga
gcegtggata
tgtcaaagea
gaattgtgca
gattgcgtta
tttacgtgga

gttacteaat

aagogcaaaqg
ctggttaaaa
ccgcatgaat
gaaatgaaag
ggtagceeogta
attgttgata
atggaacgtt
tggaaagttt
aaaggcaact
gttetgageg
ctggaagaag
cgegegaaag
attcctgtac
tgcagtagag
gcactgctgy
cateqeataa
gatatgttet
aatgatgtga
tttgtcaatc
ttcaaccagg
ggaacacctyg

gtcoetecacat

61

tggatccgaa
gcgaactgga
atatcgagct
tgatggaatt
aaccggatgg
ccaaagecta
atgtggaaga
atccgagcag
ataaagcaca
ttgaagaact
ttegtegeaa
gcctggaage
gcocccgcgaaa
atcagtggceg
tttgcattygg
tgaatcaeget
accttaateca
ctecaatgga
aaccggggca
cgaatcaggc
taacaacgtt

tacctogtet

735

gaaaaaacgt
agagaaaaaa
gattgaaatt
ttttatgaaa
tgcaatttat
tageggtagt
aaatcagacc
cgttaccgag
gctgacccgt
getgattggt
atttaacaat
ggtgagegtg
cggggggaaa
attaagtttg
gcaaattatc
cactgaagat
cgcagaacat
aaaactgttg
gggtgaagca
accaggtttt

cgtacgtggg

tcaaaaacaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

900

960

1020

1080

1140

1200

1240

1320
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tttectaatg
gagtetatac
attgaattat
ttgegttata
catccgeatt
gctttcacca
attcaaaatg
cogcaaagte
gaacggegte
aacgaaatag
tttgcagaag
gcagaaaggc
aatttttece
gaaatgcetat
ttagegettyg

ccatcaaatg

aatcacatac
ctgettegte
gegateccat
ccggttttet
ccecttgtet
cctocegeacce
azaatggaaa
ctettgaatt
atgatgtgtt
tgactgttgg
ggtttaaaaa
atttctateg
aggctgatga
ttaatcaate
ceagagecac

gctga

ES 2 689 256 T3

ggaaaaccaa
aattgggttt
tgggattggt
taaggaaaaa
ggtaacagte
atcatggaca
tegegtggeg
gattatgggg
gatgtttaat
tttgggatat
taaagacttc
acagagtgaa
ggtaataget
tgtagetece

getatacaaa

<210> 25

<211>744

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 25

Mat His His His His His His

Lys Lys Lys Arg Val Glu

20

Lys

Glu
35

Lys Ser Leu Blu Glu Lys

Tyr Val Pre¢ His Glu Tyr Ile

50 55

Thr Gln Asp Arg Ile Leu Glu

65 70

ceotacetgga
gteegtggte
aaatgttett
tttaccttta
aagaaagggy
caaatcagcc
geggttgtga
ggatategta
caggggtgge
aaaacagcecct
aaaggggcecey
ttattaattc
gatttacgag
tatgeacate

catttacggy

Pro Lys

Pro
25

Asp

Lys Ser

40

Glu Leu

Meat Lys

62

Lys

10

Lys

Glu

Ile

Val

ttaaacctat
tattetggea
getgtggaca
cagttaatgg
aggttgagga
gagttgtggt
atcaattecag
ataatcaage
aacaatacgg
tacgcaaggc
gagtctctgt
ccgatgtact
acaaacttea
atcctaaatt

agttaaaace

Lys Arg

Asp Met

Leu Arg

Glu Ile

60

Met
75

Glu

Lys

Ala

His

45

Ala

Phe

caagtccaat
accagegeat
ggaaagcaat
gctatggeec
aaaatttctt
agataagatt
aaatattgeg
atctattett
caatgtgata
gttatatacc
tcatgagact
ggcgaatgtt
tcaattgtgt
aataagcaca

geaaggaggyqg

Val Asp

15

Gln
30

Leu
Lys Leu
Asn

Arg

Phe Met

Ero

val

lys

Pro

Lys
80

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220

2235



Val

Gly

Asp

Asp

Leu

145

Fhe

Gln

Ser

Leu

Fhe

225

Ala

Asn

Arg

Ala

Asp

305

Glu

Tyr

Ala

Thr

Glu

130

Asn

Lys

Leu

val

Thr

210

Ala

Ser

Gly

Asp

Leu

290

Asp

Phe

Gly

Ile

Lys

115

Met

Bro

FPhe

Thr

Glu

195

Leu

Asp

Met

Gly

Gln

275

Ala

val

Gln

Tyr

Tyr

100

Ala

Glu

Asn

Leu

Arg

180

Glu

Glu

Pro

Asn

Lys

260

Trp

Leu

Glu

Gln

Arg

85

Thr

Tyr

Arg

Glu

Phe

165

Leu

Leu

Glu

Thr

Leu

245

val

Arg

Leu

Phe

Leu
325

ES 2 689 256 T3

Gly

Val

Ser

Tyr

Trp

150

Vval

Asn

Leu

val

Asn

230

Leu

Gln

Leu

Vval

Arg

310

Ile

Glu

Gly

Gly

Val
135

Trp

Ser

His

Ile

Arg

215

Arg

Tle

Ile

Ser

Cys

295

His

Ala

His

Ser

Gly

120

Glu

Lys

Gly

Ile

Gly

200

Arg

Ala

Asp

Ile

Leu

280

Ile

Arg

Pro

63

Leu

Pro

105

Tyr

Glu

Val

His

Thr

185

Gly

Lys

Lys

Aszn

Asn

265

Pro

Gly

Ile

Trp

Gly

30

Ile

Asn

Asn

Tyr

Fhe

170

Asn

Glu

Phe

Gly

Trp

250

Leu

Arg

Gln

Met

Ile
330

Gly

Asp

Leu

Gln

Pro

155

Lys

Cys

Met

Asn

Leu

235

Ile

Gln

Asp

Ile

Asn

315

Asp

Ser

Tyr

Bro

Thr

140

Ser

Gly

Asn

Ile

Asn

220

Glu

Pro

Ser

Asp

Ile

300

Pro

Met

Arg

Gly

Ile

125

Arg

Ser

Asn

Gly

Lys

205

Gly

Ala

Val

Len

Met

285

Ala

Leu

Phe

Lys

Val

110

Gly

Asp

Val

Tyr

Ala

150

Ala

Glu

val

Arg

Tyr

270

Glu

Pro

Thr

Tyr

Pro

95

Ile

Gln

Lys

Thr

Lys

175

Val

Gly

Ile

Ser

Pro

255

Cys

Leu

Ala

Glu

Leu
335

Asp

val

Ala

His

Glu

160

Ala

Leu

Thr

Asn

Val

240

Arg

Ser

Ala

Lys

Asp

320

Asn



His

Val

Cys

Cys

385

Gly

Phe

Thr

Asn

Ala

465

Ile

Gln

Phe

Thr

Ser

545

Ile

Arg

Ala

Thr

Ala

370

Thr

Gly

Val

Leu

Gln

450

Ser

Glu

Glu

Thr

Val

530

Ala

Gln

Asn

Glu

Pro

355

Phe

Ala

Gly

Arg

Pro

435

Pro

Ser

Leu

Ser

Val

515

Lys

Pro

Asn

Ile

His

340

Met

val

Ile

Phe

Gly

420

Arg

Thr

Ile

Cys

han

500

Asn

Lys

Ser

Glu

Ala
580

Pro

Glu

Asn

Ala

Lys

405

ILle

Leu

T'rp

Gly

Asp

485

Leu

Gly

Gly

Trp

Asn

565

Pro

ES 2 689 256 T3

Phe

Lys

Gln

Leu

390

Ser

Asp

Gln

Ile

Phe

470

Pro

Leu

Glu

Thr

550

Gly

Gln

Met

Leu

Fro

375

Phe

Gly

Leu

Lvys

Lys

455

Val

Ile

Tyr

Trp

Val

535

Gln

AsSn

Ser

Gln

Leu

360

Gly

Asn

Leu

Arg

Gln

440

Pro

Arg

Gly

Thr

Pro

520

zlu

Ile

Arg

Pro

64

Thr

345

Ala

Gln

Gln

Arg

Ser

425

Phe

Ile

Gly

Ile

Gly

505

His

Glu

Ser

Val

Leu
585

Lys

Gly

Gly

Ala

Gly

410

Thr

Pro

Lys

Leu

Gly

430

Phe

Pro

Lys

Arg

Ala

570

Glu

Gly

Val

Glu

Asn

395

Gly

Val

Asn

Ser

Phe

475

Lys

Leu

His

Phe

val

555

Ala

Leu

Val

Ser

Ala

380

Gln

Thr

Leu

Glu

Asn

460

Trp

Cys

Lys

Ser

Leu

540

Val

Val

Ile

Lys

Gly

365

Leu

Ala

Pro

Leu

Ser

445

Glu

Gln

Ser

Glu

Pro

525

Ala

val

val

Met

Ala

350

Ala

Cys

Pro

Val

Asn

430

His

Ser

Pro

Cys

Lys

510

Cys

Phe

Asgp

Asn

Gly
590

Asn

Thr

Gly

Gly

Thr

415

Val

Thr

Ile

Ala

Cys

495

Phe

Leu

Thr

Lys

Gln

575

Gly

Asp

Asn

Gly

Phe

400

Thr

Leu

Glu

Pro

His

480

Gly

Thr

val

Thr

Ile

560

FPhe

Tyr



10

15

20

Arg Asn Asn
595

Phe 2sn Gln
610

Thr Val Gly
625

Phe Ala Glu

val His Glu

Ile Pro Asp
675

Ile Ala Asp
£90

Asn Gln Ser
705

Leu Ala Leu

Pro Gln Gly

<210> 26

<211> 168

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido objetivo

<400> 26

Gln

Gly

Leu

Gly

Thr

660

val

Leu

val

Ala

Gly
740

Ala

Trp

Gly

Phe

645

Ala

Leu

Arg

Ala

Arg

725

Pro

ES 2 689 256 T3

Ser

Gln

Tyr

630

Lys

Glu

Ala

Asp

Proc

710

Ala

Ser

Ile

Gln

615

Lys

Asn

Arg

Asn

Lys

695

Tyr

Thr

Asn

Leu

600

Tyr

Thr

Lys

His

val

680

Leu

Ala

Leu

Gly

Glu

Gly

Ala

Asp

Phe

665

Asn

His

His

Tyr

Arg

Asn

Leu

Phe

650

Tyr

Phe

Gln

His

Lys
730

Arg

val

Arg

635

Lys

Arg

Ser

Leu

Pro

715

His

His

Ile

620

Lys

Gly

Gln

Gln

Cys

700

Lys

Leu

Asp

605

Asn

Ala

Ala

Ser

Ala

685

Glu

Leu

Arg

val

Glu

Leu

Gly

Glu

670

Asp

Met

Ile

Glu

Leu

Ile

Tyr

val

655

Leu

Glu

Leu

Ser

Leu
735

gaattecacaa cggtgagcaa gtcactgttg gcaagccagg atctgaacaa taccegtettg

ctttegageg ctagetetag aactagtect cagectagge ctegttecga agetgtettt

cgctgectgag ggtgacgate ccgecatagge ggectttaac tcggatcec

<210> 27

<211> 163

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido objetivo

<400> 27

65

Met

Val

Thr

640

Ser

Leu

Val

Phe

Thr

720

Lys

60

120

148
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20
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30

35

40

45

gaattcacaa cggtgagcaa gtcactgttg gcaagccagg atctgaacaa taccgtcttt
tcgagegeta getetagaac tagtectecag cetaggecte gttcaagetg tetttegetg

ctgagggtga cgatcecagea taggeggect ttaactegga tee

<210> 28

<211> 158

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido objetivo

<400> 28

gaattcacaa cggtgagcaa gtcactgttg gecaagccagg atctgaacaa tacegtette

gagegetage tetagaacta gtectcagec taggectega agetgtettt cgetgetgag

ES 2 689 256 T3

ggtgacgatc ccgcatagge ggcecctttaac tcoggatcce

<210> 29

<211> 153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido objetivo

<400> 29

gaattcacaa cggtgagcaa gtcactgttg gecaagccagg atctgaacaa taccgtcttg

cgctagetet agaactagte ctcagecctag gectaagetg tetttcgetg ctgagggtga

cgatecccgea taggeoggect ttaactegga teco

<210> 30

<211> 148

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido objetivo

<400> 30

gaattcacaa cggtgagceaa gtcactgtty geaagecagyg atetgaacaa tacegtettg

ctagctctag aactagtcct cagectagga agectgtcttt cgetgectgag ggtgacgatce

ccgcatagge ggcctttaac tcggatcce

<210> 31

<211> 143

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido objetivo

66

60
120

163

60
120

158

60
120

153

60

120

148
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 689 256 T3

<400> 31

gaattcacaa cggtgagcaa gtcactgttg gcaagccagg atctgaacaa taccgtette

tetagaacta gtoctecagee taggaagetg tetttcegetg ctgagggtga cgatcceocgea

taggeggect ttaactegga tee

<210> 32

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Producto de escision

<400> 32
cttgcgetag ctctagaact agtccteage ctaggoctaa g 41

<210> 33

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Producto de escision

<400> 33
cttaggecta ggetgaggac tagttctaga getagegeaa g 41

<210> 34

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Llenado en ligamiento

<400> 34
cttgegetag ctctagaact agetagtect cagectagge ctaag 45

<210> 35

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Llenado en ligamiento

<400> 35
cttaggcecta ggetgaggac tagetagtte tagagetage geaag 45

<210> 36

<211> 1100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36

67

60
120

143



10

15

<210> 37

ggtggaacaa
cggagccctg
actcactggt
actgcaaaag
tgtttttect
gaaatacaat
tcttcatcat
taaaagccag
tgtttgegte
cctgeagete
agatagtcat
tocctaaaaac
tcttecaccat
tgaacacctt
aagctatgea
atgoetttgt
ccaaacgett
cagtttacac

agtgggctgg

<211> 424
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

gatggattat
ccaaaaaatc
gtteateottt
gctgaagagce
tettactgte
gtgtcaactc
cctectgaca
gacggtcacc
tcteccagga
teatttteca
aettggggety
tctgecttcgg
catgattgtt
ccaggaattc
ggtgacagag
eggggagaag
ctgcaaatge
ccgatccact

tgacccagtc

<223> Matriz CRISPR red1

<400> 37

ES 2 689 256 T3

caagtgtcaa
aatgtgaagc
ggttttgtyg
atgactgaca
ccettectggg
ttgacagggc
atcgataggt
tttggggtgg
atcatcttta
tacagtecagt
gtectgeoge
tgtcgaaatg
tattttctct
tttggectga
actcttggga
tteagaaact
tgttctattt

ggggagcagg

<210>

ccatggtaat
acattaaggt
ttagagagtt
tacctagagt
gtacctagag

ggtacctaga

actgggcett

tacec

38

<211> 424
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

acgactcact
tggtggogtty
ccccocgogeca
tocccegegee
ttccecgeoge

gtteoeoeoegeg

ttgttttaac

atagggagaa
tttttatggg
gcggggataa
agcggggata
cagcggggat

ccagoecgggga

cocttggggc

gtccaatcta
aaatcgcagc
gcaacatget
tctacctgcet
ctcactatge
tctattttat
acctggectgt
tgacaagtgt
ccagatctca
atcaattetg
tgettgteat
agaagaagaqg
tctgggctec
ataattgcag
tgacgeactg
acctettagt
tccageaaga

aaatatctgt

ttagectgatce
aaaaaatgct
accgcaaaca
aaccgcaaac
aaaccgcaaa

taaaccgaaa

ctctaaacgyg

68

tgacatcaat
ccgectectg
ggtecatecte
caacctggec
tgecgeecag
aggcttotte
cgtccatgcet
gatcacttgg
aaaagaaggt
gaagaattte
ggteoatetge
gcacagggct
ctacaacatt
tagctctaac
ctgecatcaac
cttettecaa
ggctecegag

gggcttgtyga

tttaataata
ttaagaacaa
cagcatggac
acagcatgga
cacagcatgyg

acaaaaggcet

gtcttgaggg

tattatacat
ccteccocgetet
atcectgataa
atctetgace
tgggactttg
totggaatet
gtgtttgett
gtggtggetg
cttcattaca
cagacattaa
tactogggaa
gtgaggctta
gtccttctec
aggttggacc
cecateatet
aagcacattg
cgagcaagct

cacggactca

aggaaatgtt
atgtatactt
gacagccagyg
cgacagccag
acgacagcca

cagteggaag

gttttttggy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

3900

960

1020

1080

1100

60

120

180

2490

300

360

42Q

424
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<220>

<223> Matriz CRISPR red2

<400> 38
ccatggtaat acgactcact atagggagaa ttagetgate tttaataata aggaaatgtt 60
acattaaggt tggtgggttg tttttatggy aaaaaatget ttaagaacaa atgtatactt 120
ttagagagtt cecceogegeca geggggataa accgbgtgat cacttgggtyg gtggetgtgt 180
ttgecgtgagt tccccgegee agoggggata aacogtgtga tcacttgggt ggtggetgtg 240
tttgeogtgag ttcccogege cageggggat aaaccgtgtg atcacttggg tggtggetgt 300
gtttgegtga gtteccogeg ccagegggga taaaccgaaa acaaaagget cagteggaag 360
actgggoett ttgttttaac ceettgagge cteotaaacgg gtettgaggg gttttttggg 420
tace 424

<210> 39

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> plasmido

<400> 39
aaggatgcca gtgataagtg gaatgccatg tgggetgtca aaa 43

<210> 40

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mutante plasmido 1

<400> 40
aaggatgcga glgataagtg gaatgccatg tgggetgtea aaa 43

<210> 41

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mutante plasmido 2

<400> 41
geeatgtggg ctgtcaaaa 18

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mutante plasmido 3

<400> 42
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gaatgecatg tggogetgtea aaa 23

<210> 43
<211> 1604
<212> PRT

<213> Streptomyces sp. SPB78

<400> 43

Met

1

Gly

Trp

Leu

Glu

63

Leu

Gln

Arg

Leu

Trp
145

Pro

Ala

Leu

Leu

50

Pro

Ala

Val

Thr

Ala

130

Thr

Asp

Val

Pro

35

Trp

Leu

Gly

Asp

Ser

115

Gly

His

Gln

Arg

20

Leu

Asp

Pro

Thr

Glu

100

Lys

Gln

Arg

Leu

Thr

Trp

His

Gly

His

85

Leu

Gln

Val

Ala
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Asn

Val

Arg

Trp

Gly

70

Asp

Ala

Leu

Leu

Ser
150

Ala

Trp

His

Leu

55

Val

Ile

Gly

Gly

Leu

135

Ala

Pro

Ala

Met

40

Pro

Ala

Gly

Val

Glu

120

Gln

Gln

70

Thr

Lys

25

Thr

Arg

Asp

Lys

Met

105

Asp

Glu

Phe

Pro

10

His

Asp

Asn

Ala

Ala

90

Thr

Arg

Trp

Ala

Leu

Asp

Ser

Ile

Arg

75

Thr

Ala

Arg

Len

Val
155

Arg

Ala

Lys

60

Ser

Pro

Ala

Met

Glu

140

Val

Asp

Asp

Ala

45

Asp

Leu

Ala

Gly

Ala

125

Glu

Ala

Arg

Thr

30

Val

Leu

Cys

Phe

Leu

11Q

Pro

Arg

Gly

Leu

15

Gly

Ala

Ile

Val

Ala

95

Asp

His

Arg

Gly

Thr

Lys

Gly

Ala

Trp

80

Cys

Met

Gly

Gly

His
160



His

Pro

val

Glu

Val

225

Pro

Glu

Glu

Phe

Leu

305

Ala

val

Thr

Asp

Arg

385

Ala

Gly

Glu

Gln

Arg

210

Leu

Asp

Arg

Pro

Ala

290

Ala

Pro

Phe

Met

Arg

370

Ser

Thr

val

Leu

Asp

135

Leu

Leu

Leu

Val

Glu

275

Leu

Met

Met

Ala

Ala

355

Leu

Val

Leu

Pro

Leu

180

Glu

Asp

Thr

Phe

Ala

260

Glu

Pro

Ala

Gly

Ala

340

Thr

Pro

Leu

Met

Pro

165

Arg

Leu

Ala

Ala

Pro

245

Ala

Pro

Pro

Arg

Glu

325

Arg

Ser

Arg

Leau

Arg
405
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Agp

Thr

Leu

Trp

Thr

230

Tyr

Ala

Ser

Gly

Asp

310

Gly

Ser

Asn

Ala

Ala

330

Glu

His

Gln

Asp

Arg

215

val

Phe

Trp

Ala

Ala

295

Met

Lys

Gly

Ala

Asp

375

His

Ser

Met

Gly

Ala

200

Thr

Ile

FPro

Gln

Pro

280

val

Glu

Thr

Ala

Met:

360

val

Ala

His

71

Gln

Leu

185

Cys

Val

Val

Glu

Gly

265

Ala

val

Arg

Glu

Gly

345

Phe

Ser

Lys

Arg

Leu

170

Ala

Ala

Lys

Ser

Glu

250

Leu

Ala

Arg

Pro

Ala

330

Gly

Pro

Gly

Ser

Thr
410

His

Glu

Leu

Leu

Asp

235

His

Leu

Glu

FPro

Gly

315

Ala

Cys

Arg

Gly

Ala

395

Ile

Agn

Ala

Val

Pro

220

Trp

Pro

Leu

Phe

val

300

Met

Leu

Tyr

Leu

Arg

380

Leu

Ala

Leu

Gln

Phe

205

Gln

Ile

Arg

Pro

Tyr

285

Gln

Leu

Ala

val

Leu

365

AsSp

Gln

Ala

Asp

Trp

180

Gly

Thr

Ala

Glu

Ala

270

2Ala

Glu

Tle

val

Ala

350

Arg

His

Glu

val

Ala

175

Arg

Val

val

Ser

Glu

255

Pro

Sar

Gln

Ile

Ala

335

Leu

Trp

Glu

Asp

Asp
415

Hisg

Ala

Glu

Gln

Asn

2490

Ala

Trp

Arg

Ala

Glu

320

Glu

Pro

Leu

Gln

Tyr

400

aAla



Tyr

val

Gly

Gln

465

Leu

Asp

Glu

Arg

Leu

245

Arg

Val

Leu

Thr

Gly

625

Pro

Gly

Arg

Arg

450

Leu

Ala

Thr

Tyr

Arg

530

Thr

Glu

Leau

Asp

val

610

Ala

Ala

Agp

Asp

Arg

435

Lys

Leu

Tyr

Arg

515

Gly

Glu

Ala

Leu

Thr

595

Asp

Asp

Arg

Gly

Asp

420

Lys

Lys

Met

Ala

Met

500

val

Glu

Ala

val

Glu

580

Asgp

Arg

His

Lys

Gly
660

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

485

Asn

Pro

Leu

Thr

Gln

565

Lys

Leu

val

val

Asp

645

Ser
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Arg

Pro

Leu

Gly

470

Lys

Ala

vVal

Ala

Gly

550

Fhe

Leu

Ala

Met

Thr

€30

Ser

Pro

Bro

2la

Leu

455

Leu

val

Tyr

val

Ala

535

Tyr

val

Asp

Asp

Asp

615

val

Glu

Gln

Arg

Glu

440

Ala

Lys

Val

Leu

Val

520

Ala

Pro

Ala

Asp

Gly

600

Thr

Ala

Leu

Arg

72

Lys

425

Leu

Ser

Ser

val

Asp

505

Leu

Tyr

Leu

Ala

Asp

585

Gly

Ala

His

Leu

Pro
665

Gly

Val

Fhe

Arg

Ile

490

Arg

Ser

Thr

Leu

Ala

570

Asp

Cys

Ser

Ala

Ala

650

Arg

Arg

Ala

Ala

His

475

AsSp

val

Ala

Gly

Thr

555

Ser

Glu

Ala

val

Arg

635

Arg

Asn

Pro

His

vVal

460

Leu

Glu

Leu

Thr

Glu

540

Ala

Gly

Ala

Leu

Leu

620

Phe

Phe

Ala

Ala

Gln

445

Gly

Ala

Val

Ala

Leu

525

Asp

val

Arg

Leu

Val

005

Aryg

val

Gly

His

Ala

430

Thr

Leu

His

Trp

510

Pro

Ala

Vval

Gly

Ala

590

val

Glu

Asp

Pro

Ile
670

Asp

Len

Ile

Arg

Ala

495

Leu

Ala

Gln

Pro

Ser

575

Asp

Arg

Arg

Leu

Pro

655

val

Gly

Arg

Asp

His

480

Tyr

Gly

Arg

Ala

Gly

560

Asp

Arg

Asn

Phe

Asp

640

Asp

val



Ala

val

Leu

705

Leu

Fro

Ser

Gly

val

785

Pro

Gln

Gly

Asp

Glu

865

Pro

val

Leu

Ser

Ser

630

His

Arg

Ala

Leu

Ala

770

Arg

Val

Ser

Arg

Thr

850

Val

Trp

Pro

Pro

Gln

675

Asp

Arg

Gln

Pro

Leu

755

Ala

Arg

Leu

Gln

Pro

B35

Pro

Leu

Leu

Ser

Tyr

val

Leu

His

Ala

Glu

740

Arg

Gly

Ala

Ala

Lys

820

Leu

val

Val

Asp

Ala

500

His

Ala

Cys

Pro

Arg

725

Ala

Ser

His

Tyr

Pro

805

Ala

Ile

Gly

Val

Lys

885

Leu

Phe
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Glu

Pro

Arg

710

Cys

Asp

Leu

Pro

Gly

790

Ala

Glu

Gly

Arg

Arg

870

Gly

Ala

Thr

Gln

Val

695

Gly

Leu

Glu

Ala

Leu

775

Glu

Arg

Val

Trp

Ala

855

Arg

Arg

Ala

Ser

Ser

680

Asp

Arg

val

Gly

Val

760

Arg

Glu

Asp

Fhe

Ile

840

Gln

Arg

Gly

Arg

Ser

73

Leu

Leu

Asp

Thr

Ser

745

Leu

Leu

Asp

Lys

Arg

825

Asp

Val

Ala

Gly

Ala

805

Pro

Asp

Leu

Gln

Gly

730

Arg

Ala

Pro

Pro

Tyr

810

Leu

Ala

Arg

Asp

Leu

8920

val

Gln

Val

Leu

Glu

715

Val

Ala

Pro

Glu

Cys

795

Arg

Asp

Gly

Asp

Gly

875

Glu

Ala

Thr

Asp

Gln

700

Arg

Gly

Ile

His

Asp

780

Pro

Thr

Glu

val

Thr

860

Ser

Leu

Ala

Leu

Phe

685

Arg

Arg

Trp

Tyr

Leu

765

Ile

Pro

Ala

Val

Gly

845

Lys

Leu

Bro

Ser

Asp

Asgp

Met

Pro

Asp

Gly

750

Gly

Ser

Glu

Arg

Arg

830

Asp

Glu

Cys

Val

Gly

910

Arg

Leu

Gly

Ala

Thr

735

Ala

Thr

Pro

Trp

Glu

815

Lys

Ala

Gly

Thr

Asp

895

Leu

Thr

Leu

Arg

Arg

720

Ser

Tyr

Ala

Leu

Glu

800

Arg

Ala

Asp

Leu

Leu

880

Ala

Arg

Leu
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915 920 525

Ala Glu Leu Glu Glu Leu Tyr Val Pro Ala Trp Gln Glu Lys Glu Ser
930 935 940

His Trp Ile Ala Gly Glu Leu Ile Leu Ala Leu Asp Glu Glu Gly Arg
945 950 955 360

Ala Ala Leu Ala Gly Gln Gln Leu Val Tyr Asn Pro Glu Glu Gly Leu
965 970 975

Leu Val Ala Ser Ala Asp Ala Asn Thr Glu Ala Thr Ser Gly Arg Val
980 285 990

Met Asp Gly Lys Pro Ser Ser Ala Gly Asp Gly Lys Preoe Gly His Ala
995 1000 1005

Ala Asp Gly Asn Arg Ala Arg Thr Thr val Gly Gln Ser Pro Ala
1010 1015 1020

Asp Arg Gln Thr His Gln Pro Preo Glu Gly Glu Arg His Pro Val
1025 1030 1035

Pro Pro Ser Ala Ala Pro Pro Pro Ala Arg Pro Ser Phe Asp Leu
1040 1045 1050

Thr Ser Arg Pro Trp Leu Pro Val Leu Leu Lys Asp Gly Ser Glu
1055 1060 1065

Arg Glu Leu Ser Leu Prc Glu Val Phe Asp Gln Ala Arg Asp Ile
1070 1075 1080

Arg Arg Leu Val Gly Asp Leu Prc Thr Gln Asp Phe Ala Leu Thr
1085 1090 1095

Arg Met Leu Leu Ala Leu Leu Tyr Asp Ala Leu Ser Glu Pro Gly
1100 1105 1110

Gly Asp Met Ala Pro Rla Asp Thr Asp Ala Trp Glu Glu Leu Trp
1115 1120 1125

Leu Ser Gln Ser Ala Tyr Ala Ala Pro Val Ala Ala Tyr Leu His
1130 1135 1140

Arg Tyr Arg Glu Arg Phe Asp Leu Leu His Pro Glu Ser Pro Phe
1145 1150 1155
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Phe

Leu

Ser

Ala

Lys

Tyr

Leu

Ala

Ala

Gly

val

His

Lys

Ser

Glu

Gln
1160

Asn
1175

Met.
1190

Arg
1205

Thr
1220

Pro
1235

Glu
1250

Gly
1265

Trp
1280

Lau
1295

Arg
1310

Leu
1325

Glu
1340

Arg
1355

Arg
1370

Thr
1385

Thr

Arg

Arg

Trp

Gly

Gln

Gly

Asp

Arg

Arg

Ile

Ala

Pro

Gln

Leu

Gly

Pro

Leu

Arg

Len

hla

Gly

Asp

Thr

Ala

Pro

Arg

Tyr

Met

Glu

Ala

Ser

ES 2 689 256 T3

Gly

Val

Pro

val

Val

Pro

Asn

Pro

Glu

Tyr

Leu

Gly

Thr

Asn

Trp

Ala

Leu

Rla

Gly

His

Gly

Ala

Leu

Gly

Pro

Gly

His

Asp

Ser

Leu

Arg

Gln

Arg
1165

Asp
1180

val
1195

Ala
1210

Asp
1225

Trp
1240

His
1255

val
1270

Ser
1285

Leu
1300

His
1315

Ser
1330

Trp
1345

Val
1360

Gly
1375

Gly
1390

Thr

Val

Asp

Gln

Pro

Ala

Glu

His

Gly

Arg

Asp

Leu

Arg

Tyr

Met

Fro

75

Ala

Pro

Arg

Ala

Arg

Gly

Thr

Ala

Pro

Asp

Ala

Glu

Arg

Leu

Asp

Asp

Lys

Asn

Leu

Tyr

Val

Asn

Leu

Ala

Ala

Leu

Asp

Pro

Ser

Pro

Gly

Gly

Asn

Gly

Gly

Asp

Lys

Len

Leu

Glu

Pro

Tyr

Gly

His

Pro

Arg

Leu

Ala

Glu
1170

Asp
1185

Phe
1200

Thr
1215

Ala
1230

Gly
1245

Leu
1260

val
1275

Ala
1290

Thr
1305

Val
1320

Asn
1335

Thr
1350

Glu
1365

Leu
1380

Asp
1395

Val

Pro

Ala

Sar

Gly

Gly

Asn

Asp

Fro

Trp

His

Arg

Gln

His

Ala

Arg

Phe

Phe

Glu

Gly

Lys

Val

Leu

Arg

Asp

Gln

Gly

His

Glu

Asp

Gly

Leu

Ser

Phe

Ala

Ile

Gly

Leu

Ile

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Lys

Pro

Arg

Ala



<210> 44

Pro

Leu

Tyr

Val

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Val

Ala

Gly

Thr

Ser

<211> 1559

<212> PRT

Lys
1400

Pro
1415

Gly
1430

Leu
1445

Asp
1460

Ala
1475

Asp
1490

Thr
1505

Thr
1520

Arg
1535

Gly
1550

Thr
1565

Arg
1580

Pro
1585

Val

Arg

Thr

Met

Lys

Leu

Pro

Leu

Ser

Arg

Pro

Len

Arg

<213> Streptomyces griseus

<400> 44

Val

Gly

Gln

Pro

Ala

Ala

Glu

Asp

Asp

Leu

Ala

Trp

Arg

Pro
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Gln

Tyr

Gln

Ala

Val

Gln

Pro

Thr

Pro

Val

Ala

Leu

Glu

Ala

Trp

Leu

Ser

Val

Asp

Leun

Gly

His

Glu

Ala

Trp

Asn

Phe

Pro

Ala
1405

Ile
1420

Val
1435

Leu
1450

Ala
1465

Ala
1480

Arg
1495

Tyr
1510

Glu
1525

Glu
1540

Glu
1555

Asp
1570

Leu
1585

Val
1600

76

Ala

Arg

Ile

Leu

Leu

Ala

Asn

Arg

His

Leu

Gly

Ala

Thr

Glu

Gln

Thr

Asp

His

His

Asp

Thr

Arg

Arg

Gly

Arg

Ala

Thr

Ser

Leu

Arg

Glu

Glu

Asp

Leu

Ala

Trp

Asp

Glu

Leu

Ala

Ala

Pro

Thr

Val

Val

Ala

Ala

Ala

Arg

Leu

Arg

Arg

Val

Glu

Pro

Ala

Thr
1410

Ile
1425

Val
1440

Asp
1455

Glu
1470

Leu
1485

Asp
1500

Arg
1515

Trp
1530

Leu
1545

Glu
1560

Leu
1575

Asp
1590

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

Ala

Leu

Glu

Lys

Leu

Thr

Thr

Gly

Ala

Asp

Arg

Ala

val

Leu

Gln

Asp

Gly

Phe

Pro

Leu

Arg

Gly

Tyr

val

Gly

Phe

Gly

Glu

Gly

Lys

aArg

Thr



Met

Tyr

Arg

Ala

Lys

65

Arg

Pro

Ala

Met

Ala

145

Val

Asp

Asp

Arg

Pro

225

Trp

Ser

Ala

Gln

Ala

50

Ala

val

Ala

Gly

Ala

130

Glu

Ala

Leu

Thr

Ala

210

Gln

Ile

Asn

Arg

Thr

35

val

Leu

Ala

Phe

Len

115

Pro

Arg

Gly

Gly

Trp

195

Gly

Pro

Ala

Thr

Leu

20

Glu

Ala

Ile

val

aAla

100

Ser

His

Phe

Gly

Leu

180

Arg

val

Vval

Ser

Pro

Ser

Gln

Glu

Ala

Phe

85

Cys

Met

Gly

Gly

His

165

Arg

Ser

Gly

Gln

Ser
245
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Met

Pro

Trp

Asp

70

Leu

Gln

Pro

Leu

Trp

150

His

Pro

Val

Gly

Val

230

Ser

Ser

val

Leu

Leu

55

Ala

Ala

val

Tyr

Ala

135

Ser

Gly

His

Gln

Arg

215

val

Glu

Arg

Ser

Pro
40

Trp

Phe

Cys

Asp

Leu

120

Gly

Glu

Thr

Leu

Asp

200

Phe

Leu

Leu

Asp

Arg

25

Leu

Asp

Pro

Val

Gly

105

Lys

Gln

Arg

Pro

Leu

185

Glu

Gly

Thr

Phe

77

Hisg
10

Thr

Trp

Gln

Gln

His

90

Leu

Gln

Leu

Ala

Pro

170

Arg

Leu

Ala

Ala

Pro
250

Pro

Ala

Arg

Trp

Gly

75

Asp

Ala

Phe

Leu

Ser

155

Asp

Thr

Met

Trp

Ila

235

Tyr

Glu

Trp

His

val

60

Ala

Ile

Asp

Gly

Leu

140

Gly

His

Ala

Asp

Arg

220

Val

Asp

Ser

Gly

Met

45

Pro

Gln

Gly

Arg

Leu

125

Gln

Gln

Gln

Gly

Ala

205

Ser

Ile

Fro

Leu

Lys

30

Ala

Asp

Asp

Lys

Met

110

Asp

Glu

Phe

His

Glu

130

Cys

Val

val

Ala

Ser

15

His

Asp

Asn

Ala

Ala

95

Arg

Arg

Trp

Ala

Ile

175

Sar

Ala

Arg

Sar

Ser
255

Ala

Asp

Ser

val

Arg

80

Thr

Ala

Arg

Leu

Vval

160

His

Gln

Val

Leu

Asp

240

Trp



Ser

Gly

Thr

Gly

305

Pro

Thr

Ala

Mat

Pro
385

Trp

Leu

Ala

Lys

Phe

465

Ala

Met

Pro

Gly

Ala

230

Val

Gly

Glu

Gly

Phe

370

Arg

Ala

Asp

Asn

Ala

450

Ala

Gly

Ser

Val

Leu

275

Ala

Pro

Ala

Gly

355

Bro

Ser

Gly

Ser

Pro

435

Leu

Gly

Lys

Ala

Gly

260

Asp

Glu

Pro

Gly

Ala

340

Cys

Arg

Val

Met

Gln

420

Ala

Leu

Leu

Val

Tyr

Pro

Leu

Leu

val

Leu

325

Fhe

Leu

Val

Thr

405

val

Ser

Ser

Lys

Val
485
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Glu

Preo

Phe

Gln

310

Leu

Ala

val

Leu

Leu

350

Lys

Glu

Leu

Ser

Ser

470

Ile

Asp

Gly

Gly

Gly

295

Glu

Ile

Ala

Ala

Arg

375

Ala

Ala

Asp

His

Phe

455

Arg

val

Arg

Glu

Pro

280

Lys

Glu

Ile

Ala

Leu

360

Trp

His

Asp

Val

Ala

440

Ala

His

Asp

Val

Gly

265

Trp

Arg

Ala

Glu

Glu

345

Pro

Leu

Ala

Arg

Ser

425

His

Val

Leu

Glu

Leu

78

Arg

Arg

Phe

val

Ala

330

Ile

Thr

Glu

Lys

Arg

410

Ser

Gln

Gly

Ala

Val

430

Glu

Arg

Ala

Asp

Arg

315

Pro

Leu

Arg

Arg

Ala

395

Lys

Ala

Trp

Thr

Leu

475

His

Trp

Leu

Asp

Leu

300

Val

Met

Ala

Ala

Leu

380

Ala

Ile

Gly

Leu

Val

460

Arg

Ala

Leu

Thr

Gln

285

Pro

Ala

Gly

Ala

Thr

365

Pro

Leu

Thr

Gly

Arg

445

Asp

His

Tyr

Ala

Ala

270

Pro

Glu

Gln

Glu

Arg

350

Gly

Ser

Asn

Ala

Ala

430

Gly

Gln

Leu

Asp

Ala

Ala

Asp

Gly

Glu

Gly

335

Thr

Asp

Asp

Glu

val

415

Arg

Arg

val

Ala

Ala

495

Tyr

Trp

Cys

Ala

Leu

320

Lys

Gly

Ala

Gly

Val

400

Asp

Arg

Lys

Leu

val

480

Tyr

Arg



Val

Glu

Ala

545

Pro

Arg

Ala

Val

Ala

825

Ala

Pro

Vval

Leu

His

705

Thr

Ser

Pro

Leu

530

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

€610

His

Ala

Gly

Val

Ala

690

Pro

Gly

Leu

Val

515

Ala

Ala

Gly

Glu

Arg

585

Asn

Phe

Asp

Gly

Glu

675

Pro

Val

Ala

500

Val

Ala

Leu

Leu

Val

580

Leu

Thr

Gly

Arg

Asp

660

Gln

Val

Thr

Glu

Val
740

Met

Ala

Pro

Val

565

Val

Asp

Val

Ala

Ala

645

Arg

Ser

Asp

Arg

Asp

725

Tyr
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Leu

Tyr

Asp

550

Leu

Leu

Glu

Asp

Glu

630

Arg

Pro

Leu

Leu

Pro

710

Trp

Gln

Ser

Ala

535

Asp

Thr

Glu

Glu

Arg

615

Ala

Asn

Ala

Asp

Val

695

Pro

His

Gly

Ala

520

Gly

Ala

Ala

Arg

Leu

600

Val

Val

Asp

Gly

Ile

680

Leu

Ala

Pro

505

Thr

Glu

Tyr

Arg

Leu

585

Arg

Leu

Thr

Thr

Pro

665

Asp

Gln

Leu

Glu

His
745

79

Leu

Glu

Pro

Pro

570

Gly

Asp

Glu

Val

val

650

His

Phe

Arg

Ser

Arg

730

Thr

Pro

Thr

Leu

555

Glu

Asp

Gly

Ala

Ala

635

Leu

Ile

Asp

Met

Arg

715

Pro

Leu

Ala

Pro

540

Ile

Pro

Gly

Gly

Ala

620

His

Arg

Val

Leu

Gly

700

Ala

Val

Leu

His

525

Glu

Thr

Ala

Pro

Cys

605

Glu

Ser

Glu

val

Leu

€85

Arg

Arg

Pro

Arg

510

Arg

Leu

Ala

Sar

Ala

590

Ala

His

Arg

Arg

Ala

670

vVal

Leu

Cys

Val

Ala
750

Arg

Ala

Val

Gly

575

Leu

Leu

Leu

Phe

Phe

655

Ser

Thr

His

Leu

Arg

735

Leu

Arg

Asp

Ala

560

Arg

Leu

Val

Val

640

Gly

Gln

Asp

Arg

Ile

720

Gly

Ala
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Val Leu Gly Pro His Leu Asp Gly Val Pro Leu Val Leu Pro Asp His
755 760 765

Ile Ser Pro Leu Val Gln Ala Ala Tyr Asp Glu Arg Pro Val Gly Pro
770 775 780

Ala His Trp Ala Pro Val Leu Asp Glu Ala Arg Arg Gln Tyr Leu Thr
785 790 795 800

Arg Leu Ala Glu Lys Arg Glu Arg Ala Asp Val Phe Arg lLeu Gly Pro
805 810 815

Val Arg Arg Pro Gly Arg Pro Leu Phe Gly Trp Leu Asp Gly Asn Ala
820 825 830

Gly Asp Ala Asp Asp Ser Arg Thr Gly Arg Ala Gln Val Arg Asp Ser
835 840 845

Glu Glu Ser Leu Glu Val Leu Val Val Gln Arg Arg Ala Asp Gly Arg
850 855 860

Leu Thr Thr Val Ser Trp Leu Asp Gly Gly Arg Gly Gly Leu Asp Leu
865 870 875 380

Pro Glu His Ala Pro Pro Pro Pro Arg Ala Ala Glu Val Val Ala Ala
885 890 895

Cys Ala Leu Thr Leu Pro Arg Ser Leu Thr His Pro Gly Val Ile Asp
300 905 910

Arg Thr Ile Ala Glu Leu Glu Arg Phe Val Val Pro Ala Trp Gln Val
915 920 925

Lys Glu Cys Pro Trp Leu Ala Gly Glu Leu Leu Leu Val Leu Asp Glu
930 9335 940

Asp Cys Gln Thr Arg Leu Ser Gly Leu Glu Val His Tyr Ser Thr Asp
945 850 855 960

Gln Gly Leu Arg Val Gly Ser Val Gly Thr Arg Ser Thr Asn Arg Ala
965 870 975

Lys Gly Leu Glu Ala Val Ser Val Ala Ser Phe Asp Leu Val Ser Arg
980 285 920

Pro Trp Leu Pro Val Gln Tyr Glu Asp Gly Ala Thr Gly Glu Leu Ser
985 1000 1005

80



Leu

Gly

Ala

Gly

Pro

Asp

Ala

Ile

Arg

Leu

Met

Gly

Ala

Glu

Arg

Ser

Arg
1010

Asp
1025

Ile
1040

Ala
1055

Asp
1070

Arg
1085

Gly
1100

val
1115

Pro
1130

val
1145

Glu
11e0

val
1175

Ser
1190

Asp
1205

Arg
1220

Ala
1235

Glu

Leu

Leu

Pro

Ser

Phe

Lau

ala

Gly

His

Gly

Gly

Leu

Ile

Glu

Pro

Val

Pro

Tyxr

Ala

Phe

Asp

His

Asp

Val

Thr

Asp

Trp

Arg

Leu

Thr

Arg

Pha

Thr

Asp

Gln

Ala

Leu

Thr

val

His

His

Ala

Val

Glu

Thr

Pro

Pro
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Ala

Gln

Ala

Leu

Val

Leu

Gln

Pro

aArg

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

Pro

aAla

Arg
1015

Glu
1030

Tyr
1045

Glu
1060

Val
1075

His
1090

Lys
1105

Asn
1120

Leu
1135

Tyr
1150

Vval
1165

Gly
1180

Leu
1135

Glu
1210

Gly
1225

Gly
1240

Ala

Leu

Asp

Asp

Ala

Pro

His

Gly

Gly

Asp

Lys

Leu

Leu

Pro

Pro

Fro

81

Gly

Ala

Glu

Trp

Gly

Glu

Glu

Glu

Leau

Ala

Gly

Gly

Leu

Lys

Gly

Arg

Glu

Leu

Ala

Glu

Tyxr

Arg

val

Ala

Ala

Ser

Gly

Gly

Asn

Ala

val

Asp

Val

Leu

Pro

Ala

Leu

Pro

Ala

Phe

Glu

Gly

Lys

Val

Leu

Asp

Val

Leu

Arg
1020

Arg
1035

Gly
1050

Leu
1065

Asp
1080

Phe
1095

Ser
1110

Fhe
1125

Ala
1140

Ile
1155

val
1170

Fhe
1185

Ile
1200

Leu
1215

Glu
1230

Tyr
1245

Arg

Leu

Arg

Trp

Arg

Phe

Leu

Ser

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Pro

Gly

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

His

Gln

Asn

Met

Aryg

Ser

Pro

Glu

Thr

val

Asp

Trp

Val

Leu

Gly

Glu

Arg

Val

Arg

Arg

Trp

Gly

Gln

Gly

Asp

Pro

Gln



Ser

Val

Lys

Lys

Pro

Gln

Arg

Gly

Ala

Asp

Leu

Ala

Ser

Gly

Leu

Asp

Arg
1250

Val
1265

Thr
1280

Lys
12385

Gly
1310

Gly
1325

Pro
1340

val
1355

Val
1370

Ser
1385

His
1400

val
1415

Gly
1430

Phe
1445

Ala
1460

Thr

Arg

Leu

Glu

Leu

Arg

Glu

Ala

Leu

Tyr

Ile

Gly

Ser

Ser

GCly

Glu

Val

Leu

Gly

Pro

Gly

Ala

Asp

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

Ala

Glu

Ala

Asp

Arg

Leu

Tyr

Met

Arg

Ala

Gly

Ile

Lys

Thr

Leu

Val

Leu

Ala

Leu

Thr

Leu
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Leu

Gly

Thr

Pro

Trp

Asp

Val

Gly

Gln

Pro

Ala

Gly

Gly

Asp

Asp

Val

His
1255

Asp
1270

Gly
1285

Len
1300

Arg
1315

Thr
1330

Arg
1345

Ser
1360

Gln
1375

val
1330

Val
1405

His
1420

Fro
1435

Gly
1450

Leu
1465

vVal

Thr

Pro

Trp

Val

Gly

Thr

Trp

Leu

Ser

Val

Asp

Leu

Ala

Pro

Glu

Leu

82

Glu

Leu

Arg

Tyr

Leu

Gly

Leu

Ile

Val

Leu

Ala

Ala

Thr

Tyr

Arg

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

aArg

Ala

val

Leu

Val

Gly

Ala

Arg

Ala

Ile

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

Gly

Leu

Thr

Asp

His

Ala

Asn

Thr

Arg

Arg

Gly

Asp
1260

Ala
1275

Pro
1250

Arg
1305

Leu
1320

Thr
1335

Leu
1350

Arg
1365

Asp
1380

Gln
1385

Asp
1410

Leu
1425

Ala
1440

Trp
1455

Ala
1470

Arg

Ala

Asn

Ala

Gln

Leu

Asp

Ser

Leu

val

Asp

Ala

Ala

Arg

Leu

Ala

Glu

Ile

Arg

Gln

His

Tyr

Arg

Thr

vVal

Val

Arg

Glu

Arg

Asp

Val

Trp

Leu

Gly

Gln

Glu

Asp

Pro

Ser

Glu

Gly

Asp

Arg

Arg

Ala

Gln

Asp

Arg

Leu



Asp

Pro

Trp

Glu

Arg

<210> 45
<211> 1540
<212> PRT

1475

Ala
1490

Gly
1505

Phe
1520

Ala
1535

Ala
1550

Ala Gly

Val Gly

Arg Thr

His Ala

Asp Glu

<213> Catenulispora acidiphila

<400> 45

Arg

Lys

Arg

Pro

Ala
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Ala

Arg

Ile

Thr

Leu

1480

Ala Ala Glu
1485

Trp Ile Asp
1510

Asn Arg Val
1525

Ala Asp Ile
1540

Ser Glu Glu
1555

83

Gly

Ser

Leu

His

Thr

Arg

Ser

Pro

Ala

val

1485

Val Ile Glu Leu
1500

Arg Ala Asp Leu
1515

Arg Pro Leu Pro
1530

Gly His Ala Vval
1545



Met

Asn

Ser

Asp

His

65

Gly

Leun

Arg

Arg

Phe

Ala

Asp

Ser

50

Val

Arg

Thr

Glu

Arg

Asn

Ala

Pro

35

Ala

Lys

Thr

Pro

Cys

115

Val

Val

Glu

20

Asp

Ala

Ser

Leu

Ala

100

Gly

Ala

Gly

Asp

Ser

Ile

Leu

Ala

85

Phe

Leun

Pro
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Ser

Leu

Gly

Ala

Ile

70

Val

Ala

Asp

His

Thr

Ser

Gln

Glu

55

Ala

Trp

Cys

Met

Gly

Arg

Ala

Ser

40

His

Glu

Leu

Gln

Pro
120

Cys

Ala

25

Leu

Gly

Ala

Cys

105

Thr

Ala

84

Trp

10

Thr

Ser

Trp

Leu

Gly

Glu

Arg

Gly

Gly

Arg

Asp

Pro

75

Thr

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

Ile

Gln

60

Glu

His

Leun

Gln

Val

Gly

Ala

Arg
45

Trp

Gly

Asp

Ala

Phe

125

Leu

Gly

Trp

30

His

Leu

Leu

Ile

Gln

110

Gly

Leu

15

Ala

Leu

Pro

Val

Gly

Ala

Asp

Arg

Arg

Lys

Ala

Asp

Asp

80

Lys

Met

Asp

Glu



Trp

145

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

225

Ala

Gly

Trp

Pro

Ala

305

Asn

Lys

Gly

Ala

130

Leu

Val

His

Glu

Val

210

Leu

AsSp

Thr

Arg

Gly

290

Gln

Ala

Thr

Ala

Met
370

Met

Ile

Asp

Gly

195

Met

Ser

Trp

Gly

Gly

275

Met

Leu

Ala

Glu

Gly

355

Phe

Glu

Ala

Leu

180

Ile

Thr

Gln

Ile

Glu

260

Leu

Gln

Arg

Pro

Ala

340

Gly

Ala

Arg

Gly

165

Asp

Trp

Gly

Gln

Ala

245

Ala

Glu

Gly

Pro

Gly

325

Ala

val

Arg

ES 2 689 256 T3

His

150

Gly

Ala

Lys

Ala

Ala

230

Ser

Ala

Leu

Leu

Val

310

Leu

Leu

Phe

val

135

Gly

His

Tyr

Ser

Ser

215

Gln

Asn

Ile

Pro

Leu

285

Gln

Leu

Leu

Leu

val
375

Trp

His

Pro

Ser

200

Ser

Val

Thr

Asp

Ala

280

Ala

Gln

Val

Ala

Ala

360

Asn

85

Ser

Gly

Glu

185

Gln

Arg

Leu

AsSp

Pro

265

Pro

Ser

Met

Ile

Ala

345

Leu

Trp

Gly

val

170

Leu

His

Leu

Leu

Leu

250

Gly

Trp

Arg

Ala

Glu

330

Glu

FPro

Leu

Arg

155

Pro

Leu

Glu

Ala

Thr

235

Phe

Lys

Ala

Phe

Val

315

Ala

Ile

Thr

Arg

140

Ser

Pro

Arg

Leu

His

220

Gly

Pro

Arg

Pro

Gly

300

Gln

Pro

Leu

Gln

Gln
380

Ala

Ser

Thr

Leu

205

Trp

Leu

Tyr

Val

Lys

285

Leu

Leu

Met

Ala

Ala

365

Val

Asp

Tyr

Pro

150

Asp

Aryg

Val

Pro

Glu

270

Tyr

Pro

Ala

Gly

Ala

350

Thr

Pro

Ala

Ser

175

Gly

Ala

Gly

Ile

Ala

255

Leu

Leu

Ala

Ser

Glu

335

Arg

Ser

Arg

Phe

160

Gln

Ala

Cys

Leu

Val

240

Leu

Ala

Met

Asp

Ala

320

Gly

Ser

Asn

Glu



Gly

385

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

465

Gly

Ser

Pro

Leu

Arg

245

Gln

Val

Ala

Gly

Gly
625

Val

Phe

Asp

Ser

Ile

450

Gly

Lys

val

val

val

530

Glu

Ala

Glu

Glu

Arg

610

Gln

Ala

Ala

Gly

Ala

435

Leu

Leu

Val

Tyr

Val

515

Glu

Ala

Val

Ala

Leu

595

Val

Val

Ser

Ser

Tyr

420

Asp

Ser

lys

Val

Leu

500

Leu

Ala

Tyr

Gly

Phe

580

val

Leu

Thr

Val

Phe

405

Ala

Met

Pro

Ser

Val

485

Glu

Leu

Tyr

Pro

Thr

565

Asp

Asp

Gln

Val
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His

3%0

Leu

Gly

vVal

Fhe

Arg

470

Ile

Arg

Ser

Gly

Val

550

Glu

Asp

Gly

Thr

Ala
630

Leu

Arg

Glu

Ala

Val

455

His

Asp

val

Ala

Gly

535

Leu

Pro

Asp

Gly

Ala

615

His

Ala

Ala

Ala

His

440

val

Leu

Glu

Leu

Thr

520

Ile

Thr

Ala

Leu

Cys

600

Gln

Ser

86

His

Ala

Asn

425

Gln

Gly

Ala

Val

Ser

505

Thr

Ala

Glu

Gly

585

Ala

Gln

Arg

Gly

Pro

410

Val

Trp

Thr

Leu

His

490

Trp

Pro

Ser

val

Gly

570

Arg

Leu

Leu

Phe

Lys

335

Arg

aArg

Leu

Ile

aArg

475

Ala

Leu

Ala

Glu

Thr

555

Arg

Leu

Ile

Arg

Ile
635

Ala

Leu

Arg

Arg

Asp

460

His

Tyr

Gly

Asp

Ala

540

Ile

Arg

Ala

Ile

Glu

620

Asp

Ala

Thr

Asp

Gly

445

Gln

Leu

Asp

Ala

Arg

525

Leu

Gly

Val

Asp

aArg

605

Arg

Leu

Leu

Ser

Arg

430

Arg

Leu

Ala

Ala

Tyr

510

Arg

Arg

Ala

Asp

Arg

530

Asn

Phe

Asp

Asp

Ile

415

aArg

Lys

Leu

val

Tyr

495

Arg

Gln

Asp

Pro

val

575

Leu

Thr

Gly

Arg

Asp

400

Asp

Ala

Lys

Phe

Ala

480

Met

Val

Ala

Ala

Ala

560

Asn

Glu

val

Ala

Ala
640



Arg

Pro

Asp

val

Glu

705

Thr

val

Gln

Pro

Trp

785

Val

Gly

Ala

Thr

Thr

865

Glu

Lys

Arg

Ile

Leu

690

Gln

Gly

Ala

FPro

Leu

770

Gly

Gln

Fro

Asp

Ile

850

Leu

Ala

Asp

Arg

Asp

675

Gln

Ser

Val

val

Tyr

755

Val

Glu

Gln

Gly

Asp

B35

Glu

Pro

Val

Ala

His

660

Phe

Arg

Glu

Asp

Tyr

740

Leu

Gln

Ala

Arg

Arg

820

Thr

val

Trp

Pro

Asp

645

Ile

Asp

Met

Arg

Trp

725

Gly

Thr

Cys

Met

Glu

805

Ser

Arg

Leu

Leu

Pro
885
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Leu

Val

Leu

Gly

Pro

710

Ala

Leu

Gly

Ala

Asp

750

Gly

Leu

Ala

val

Asp

870

Pro

Leu

Val

Leu

Arg

635

Pro

Gly

His

Ser

Tyr

775

Ala

Ala

Ile

Gly

Val

855

Arg

Arg

Ala Arg

Ala Ser
665

Val Thr
680

Val His

Ser Leu

Ile Pro

Pro Leu

745

Ala Leu

760

Ala Gln

Ala Gln

Met Ala

Gly Trp

825

Arg Ala

340

Gln Arg

Gly Arg

Ala ala

87

Phe

650

Gln

Asp

Arg

Ser

730

Leu

Thr

Ser

Ala

Phe

810

Ile

Gln

Gly

Gly

Arg
320

Gly

Val

Leau

His

Thr

715

Ala

Arg

Leu

Phe

Glu

7585

Cys

Asp

Val

Ser

Gly

875

Ala

His

Ala

Ala

His

700

Ala

Pro

Ser

Pro

Val

780

His

Leu

Gly

Asp
860

Leu

Ala

Asp

Glu

Pro

685

Arg

Arg

Ile

Leu

Gly

765

Ala

Met

Asp

Gly

Asp

845

Gly

Glu

Ala

Gly

Gln

670

Ile

Gly

Cys

Ala

Ala

750

Asp

Pro

Ala

Glu

val

830

Ser

val

Leu

Ala

Ala

655

Ser

Asp

Gly

Leu

Gly

735

Val

Ile

Thr

His

val

B15

Gly

Pro

Leu

Pro

Ser
Ba5

Arg

Leu

Leu

Pro

Val

720

Ser

Leu

Asn

Gly

Ile

800

Arg

Asp

Glu

Arg

Thr

880

Ala
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Leu Arg Leu Pro Gly Leu Fhe Ala Lys Pro Trp Met Phe Asp Arg Val
900 905 910

Leu Arg Glu Leu Glu Arg Glu Tyr His Glu Ala Trp Gln Ala Lys Glu
915 920 925

Ser Ser Trp Leu Gln Gly Glu Leu Leu Leu Val Leu Asp Glu Glu Cys
930 935 940

Arg Thr Val Leu Ala Gly Tyr Glu Leu Ser Tyr Asn Pro Asp Asp Gly
945 950 955 960

Leu Glu Met Val Met Pro Gly Glu Pro His Ala Ala Val Val Arg Asp
965 970 975

Lys Glu Ala Ser Asp Asp Lys Thr Ala Ser Phe Asp Leu Thr Ser Ala
980 985 9390

Pro Trp Leu Pro Val Leu Tyr Ala Asp Gly Met Gln Gly Val Leu Ser
995 1000 1005

Leu Arg Asp Val Phe Ala Gln Ser Asn Leu Ile Arg Arg Leu Val
1010 1015 1020

Gly Asp Leu Pro Thr Gln Asp Phe Ala Leu Leu Arg Leu Leu Leu
1025 1030 1035

Ala Val Leu Tyr Asp Ala Val Asp Gly Pro Arg Asp Gly Gln Asp
1040 1045 1050

Trp Glu Asp Leu Trp Thr Ser Asp Asp Pro Phe Ala Ala Val Pro
1055 1060 1065

Ala Tyr Leu Asp Ser His Arg Glu Arg Phe Asp Leu Leu His Pro
1070 1075 1080

Ala Thr Pro Phe Tyr Gln Val Pro Gly Leu Gln Thr Ala Lys Gly
1085 1050 1085

Glu Val Gly Pro Leu Asn Lys Ile Val Ala Asp Val Pro Asp Gly
1100 1105 1110

Asp Pro Phe Leu Thr Met Arg Met Pro Gly Val Glu Gln Leu Ser
1115 1120 1125

Phe Ala Glu Ala Ala Arg Trp Leu Val His Thr Gln Ala Phe Asp

88



Thr

Asn

Gly

Leu

Ala

Ser

Asp

Thr

Thr

Arg

Met

Glu

Gly

Gly

Arg

1130

Ser
1145

Gly
1160

Gly
1175

Asn
1190

Gln
1208

Asp
1220

Leu
1235

Arg
1250

Ala
1265

Ser
1280

Pro
1295

Ser
1310

Glu
1325

Glu
1340

vVal
1355

Gly

Lys

Val

Leu

Asp

His

TyTr

Gly

His

Lys

Gln

Leu

FPro

Leu

Arg

Ile
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val
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Lys

Tyr

Ala

Pro

Pro

Asp

Trp

Thr

Lys

Gln

His

Ala

Ser

His

Ser

Ser

Pro

Glu

Ala

Ala

Ala

Gln

Gly

His

Glu

Asp

Gly

His

Hisg

Gly

1135

Gly val
1150

Gln Gly
1165

Gly Asp
1180

Asp Thr
1195

Trp Arg
1210

Glu Pro
1225

Ser Arg
1240

Ala Val
1255

Gly vVal
1270

Lys Lys
1285

Pro Thr
1300

Ser Ala
1315

Tyr Arg
1330

Gly Asn
1345

Ala Val
1360
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val

Val

Thr

Thr

Gly

Arg

Leu

Glu

Leu

Gly

Pro

Leu

Tyr

Gly

Ala

Leu

Asn

Thr

Val
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Thr

Pro

Gly

Ala

Ser

Lys

Pro

Gly

Asp

Trp

Arg

Leu

Agn

Pro

Arg

Tyr
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Leu

Ala

Gly

Ile

Ser

Thr

1140

Pro
1155

Leu
1170

Gln
1185

Gln
1200

Gly
1215

Ala
1230

Leu
1245

Gly
1260

Thr
1275

Ser
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Trp
1305

Ser
1320

val
1335

Arg
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Gln
1365

Lys
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Val

Arg

Gly

Glu

Asp

Gly

Thr

Arg

Ser

Asp

Gly

Gln

Ala

Asn

Leu

Thr

Ala

Leu

Tyr
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Trp

val
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Trp
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Val
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Ile Asp Glu Val Val Ser Asp Glu Leu Thr Met Ala Val Val Leu
1370 1375 1380

Leu His Glu Asp Asp Pro Arg Phe Gly Lys Ala Ala WVal Thr Ala
1385 1390 1385

Val Lys Asp Ala Asp Ser Ala Val Ala Ala Leu Gly Asp Leu Ala
1400 1405 1410

Ser Asp Leu Ala Arg Ala Ala Gly Leu Asp Pro Glu Pro Glu Arg
1415 1420 1425

Val Thr Ala Arg Asp Arg Ala Phe Gly Ala Leu Asp Gly Pro Tyr
1430 1435 1440

Arg Arg Trp Leu Leu Asp Leu Gly Asn Ser Thr Asp Pro Ala Ala
1445 1450 1455

Met Arg Ala Val Trp Gln Gly Arg Val Tyr Asp Ile 1Ile Ala Val
1460 1465 1470

Gln Gly Gln Met Leu Leu Asp Ser Ala Gly Ser Ala Ala Ala Gln
1475 1480 1485

Gly Arg Met Val Lys Thr Thr Arg Gly Glu Arg Trp Met Asp Asp
1450 1495 1500

Ser Leu Ala Asp Leu Tyr Phe Lys Gly Arg Ile Ala Lys Ala Leu
1505 1510 1515

Ser Ser Arg Leu Gly Lys Lys Pro Thr Asp Pro Gly Glu Pro Val
1520 1525 1530

Gly Tle Gln Glu Asp Pro Ala
1535 1540

<210> 46

<211> 1407

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fusion Cas3-Cse1
<400> 46

Met Glu Pro Phe Lys Tyr Ile Cys His Tyr Trp Gly Lys Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Leu Thr Lys Gly &sn Asp Ile His Leu Leu Ile Tyr His Cys Leu
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Asp

Gln

Ala

Ile

Ala

Asn

Glu

Pro

145

Gly

Pro

Glu

Ser

Cys

225

Len

Phe

val

Asn

50

Trp

Arg

Thr

Hig

Gln

130

Tyr

Phe

Ala

Trp

Ile

210

Ser

Phe

Gln

Ala

35

Thr

Leu

Phe

Pro

Gly

115

Ser

Glu

Ile

Ser

Ile

155

Asn

Leu

Asn

Asp

20

Ala

Phe

Leu

Gln

Ser

100

Ala

Leu

Ser

Len

Leu

180

Ser

Asp

Ala

Glu

Arg
260

val

Cys

Phe

Tyr

85

Leu

Ala

Gly

Trp

His

155

Ala

val

Ile

Asp

Asp

245

Gln

ES 2 689 256 T3

Ala

Arg

Phe

Lys

Asn

Gly

Asp

Phe

150

Sar

Ser

Leu

Pro

Trp
230

Ala

Gln

Asgp

Asn

55

Ile

Ser

Gly

Leu

Phe

135

Pro

Gln

Tyr

Glu

Pro

215

Leu

Pro

Asp

Cys

40

Glu

Ala

ala

Pro

Tyr

120

Phe

Trp

Asp

Ala

ala

200

Asp

Gly

Ser

Ala

91

25

Trp

Met

Leu

Glu

Ser
105

Txp

Ser

val

Gln

Ala

185

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
265

Trp

Leu

Hisa

Ser

30

Thr

Phe

Phe

Glu

Asp

170

Gln

Phe

Ser

Trp

Ile

250

Arg

Asp

Ser

Aap

Trp

Gln

Asn

Fhe

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Ser

Thr

235

Asn

Val

Gln

Lys

60

Ile

Leu

Met

Gln

Asp

140

val

Ser

Lys

Thr

Leu

220

Thr

Ala

Leu

Ser

45

Gln

Gly

Lys

Cys

Asp

125

Ala

Thr

Arg

Gln

Pro

205

Leu

Thr

Leu

Glu

30

Val

Arg

Lys

Leu

Arg

110

Ser

Ala

Gly

Trp

Ala

190

Ala

Ala

Asn

Arg

Leu
270

vVal

val

Phe

Asn

95

Lys

Leu

Fro

His

Glu

175

Arg

Gly

Gly

Thr

Thr

255

Ser

Leu

Lys

Asp

Pro

Phe

Ser

His

His

160

Met

Glu

Leu

Phe

Phe

240

Tyr

Gly
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Asn

Val

305

Thr

Ala

Met

Asn

Ser

385

val

Gly

Pro

Len

Leu

465

Leu

Thr

Len

Val

Gly

250

Ala

Glu

Asp

Leu

Leu

370

Ile

Gln

Gln

Vval

Ile

450

Glu

Leu

Tyr

Ile

Ser

275

Tyr

Pro

Thr

Ser

Thr

355

Ile

Lys

Cys

Ile

Lys

435

val

Ala

Ser

Gly

Asn
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Asn

Gln

Gly

Ala

val

340

Arg

Leu

Ser

Cys

Gly
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His

aAsp

val

Ala
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Trp

Lys
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Leu

325

Ile

Met

Ala

Arg

Gln
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Val

Arg

Glu

Leu

Thr
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His

Arg
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Arg

Arg

Thr

310

Ala

Phe

Glu
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Ala

3590

Trp
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Phe

val
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Leu

Thr
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Gly
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Thr
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Ser
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Asn
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Ser
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Arg
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Met
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Glu
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Glu

Trp
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Ser
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Gly
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Ala
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Gly

Gly
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Thr

Ser
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Gln

Ser

410

Gln
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Gly
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Gly
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Lys
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Gly
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Leu
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Ser

Gln
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Ser

Leu

Glu

Val

Ser
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Gln
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Asn
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val
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Ala

Ile

545

Ile

Val

Thr

Arg

Lys
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Sar

Asp
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Asp

Val
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Asp

Phe

Gln

His

530

Cys

Ala

Asp

Gln

Arg

610

Arg

Leu

Leu

Arg

Gly

690

Met

Phe

Ala

Glu

Trp
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val
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Glu

Trp
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Ser
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val
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Asp
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Asp
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Leu

Mat

550

Ala

Val

Asp

Asn

Arg

630

Phe

Arg

Phe

Gly

Gln

710

Ala

Glu

Cys

Tyr

Pro
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Cys
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Arg

615

Ile

Asp
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Glu

Arg

635
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Pro
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Val
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Trp
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Arg
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Trp
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Arg
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Leu

val
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Arg
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650

Leu

val
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Trp

730

Vval
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Thr
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Leu
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Thr
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Thr
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Leu
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240
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Gln
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700

Leu
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Asp
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Leu
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Thr
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His
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Ser

Asn
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Glu
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655
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val
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Ala Val Thr Arg Asp Gly Glu Met Ser Leu Pro Leu Leu Pro Tyr Val
785 730 795 800

Gln Thr Ser Ser Gly Lys Gln Leu Leu Asp Gly Gln Val Tyr Glu Asp
805 810 815

Leu Ser His Glu Gln Gln Tyr Glu Ala Leu Ala Leu Asn Arg Val Asn
820 B25 830

Vval Pro Phe Thr Trp Lys Arg Ser Phe Ser Glu Val Val Asp Glu Asp
835 B840 845

Gly Leu Leu Trp Leu Glu Gly Lys Gln Asn Leu Asp Gly Trp Val Trp
850 855 860

Gln Gly Asn Ser Ile Val Ile Thr Tyr Thr Gly Asp Glu Gly Met Thr
B65 870 B75 880

Arg Val Ile Pro Ala Asn Pro Lys Gly Asp Pro Thr Asn Arg Ala Lys
885 890 895

Gly Leu Glu Ala Val Ser Val Ala Ser Met Asn Leu Leu Ile Asp Asn
s00 905 910

Trp Ile Pro Val Arg Pro Arg Asn Gly Gly Lys Val Gln Ile Ile Asn
915 920 925

Leu Gln Ser Leu Tyr Cys Ser Arg Asp Gln Trp Arg Leu Ser Leu Pro
930 935 940

Arg Asp Asp Met Glu Leu Ala Ala Leu Ala Leu Leu Val Cys Ile Gly
945 950 955 960

Gln Ile Ile Ala Pro Ala Lys Asp Asp Val Glu Phe Arg His Arg Ile
965 970 975

Met Asn Pro Leu Thr Glu Asp Glu Phe Gln Gln Leu Ile Ala Proc Trp
980 985 990

Ile Asp Met Phe Tyr Leu Asn His Ala Glu His Pro Phe Met Gln Thr
995 1000 1005

Lys Gly Val Lys Ala Asn Asp Val Thr Pro Met Glu Lys Leu Leu
1010 1015 1020

Ala Bly Val Ser Gly Ala Thr Asn Cys Ala Phe Val &Asn Gln Pro
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1025 1030 1035

Gly Gln Gly Glu Ala Leu Cys Gly Gly Cys Thr Ala Ile Ala Leu
1040 1045 1050

Phe Asn Gln Ala Asn Gln Ala Pro Gly Phe Gly Gly Gly Phe Lys
1055 1060 1065

Ser Gly Leu Arg Gly Gly Thr Pro Val Thr Thr Phe Val Arg Gly
1070 1075 1080

Ile Asp Leu Arg Ser Thr Val Leu Leu Asn Val Leu Thr Leu Pro
1085 1090 1095

Arg Leu Gln Lys Gln Phe Pro Asn Glu Ser His Thr Glu Asn Gln
1100 1105 1110

Prg Thr Trp Ile Lys Pro Ile Lys Ser Asn Glu Ser Ile Prog Ala
1115 1120 1125

Ser Ser Ile Gly Phe Val Arg Gly Leu Phe Trp Gln Pro Ala His
1130 1135 1140

Ile Glu Leu Cys Asp Pr¢ Ile Gly Ile Gly Lys Cys Ser Cys Cys
1145 1150 1155

Gly Gln Glu Ser Asn Leu Arg Tyr Thr Gly Phe Leu Lys Glu Lys
1160 1165 1170

Phe Thr Phe Thr Val Asn Gly Leu Trp Pro His Pro His Ser Pro
1175 1180 1185

Cys Leu Val Thr Val Lys Lys Gly Glu Val Glu Glu Lys Phe Leu
1150 1195 1200

Ala Phe Thr Thr Ser Ala Pro Ser Trp Thr Gln Ile Ser Arg Val
1205 1210 1215

Val val Asp Lys TIle Ile Gln Asn Glu Asn Gly Asn Arg Val Ala
1220 1225 1230

Ala Val Val Asn Gln Phe Arg Asn Ile Ala Pro Gln Ser Pro Leu
1235 1240 1245

Glu Leu Ile Met Gly Gly Tyr Arg Asn Asn Gln Ala Ser Ile Leu
1250 1255 1260
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Glu Arg
1265

Tyr Gly
1280

Lys Thr
1295

Lys Asn
1310

Ala Glu
1325

Val Leu
1340

Asp Leu
1355

Gln Ser
1370

Leu Ala
1385

Lys Pro
1400

<210> 47
<211> 49
<212> ADN

Arg

Asn

Ala

Lys

Arg

Ala

Arg

Val

Leu

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Val

Leu

Asp

His

Asn

Asp

Ala

Ala

Gly

Asp

Ile

Arg

Phe

Phe

Val

Lys

Pro

Arg

Gly
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Val

Asn

Lys

Lys

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Ala

Pro

<223> Escision de secuencia CASCADA

<400> 47

Leu
1270

Glu
1285

Ala
1300

Gly
1315

Arg
1330

Phe
1345

His
1360

Ala
1375

Thr
1350

Ser
1405

Met

Ile

Leu

Ala

Gln

Ser

Gln

His

Leu

Asn
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Fhe

Val

Tyr

Gly

Ser

Gln

Leu

His

Tyr

Gly

49

Asn

Thr

Thr

Val

Glu

Ala

Cys

Pro

Lys

Gln

Val

Phe

Ser

Leu

Asp

Glu

Lys

His

Gly
1275

Gly
1230

Ala
1305

Val
1320

Leu
1335

Glu
1350

Met
1365

Leu
1380

Leu
1395

Leu

Glu

His

Ile

Val

Leu

Ile

Arg

Gln

Gly

Gly

Glu

Pro

Ile

Phe

Ser

Glu

Gln

Tyr

Phe

Thr

Asp

Ala

Asn

Thr

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién artificial de una subunidad proteica Cse1 asociada a repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) de tipo | y una endonucleasa Fokl.

2. La proteina de fusion segun la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusién comprende ademas una sefial de
localizacion nuclear.

3. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusion segun la reivindicacion 1 o 2.
4. Un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 3.
5. Un complejo proteico Cascada que comprende una proteina de fusion segun la reivindicacion 1 o 2.

6. Un complejo ribonucleoproteico que comprende la proteina de fusién segun la reivindicacion 1 o 2 y una molécula
de ARN CRISPR (ARNcr).

7. El complejo ribonucleoproteico segun la reivindicacion 6, que comprende ademas una subunidad proteica Cas6,
una subunidad proteica Cas5, una subunidad proteica Cse2 y una subunidad proteica Cas?.

8. Una célula eucariota que comprende un complejo ribonucleoproteico segun la reivindicacion 6 o la reivindicacion
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.

9. Un procedimiento de modificacion, visualizacion, activacion de la transcripcion o represion de la transcripcion de
un acido nucleico objetivo in vitro que comprende poner en contacto el acido nucleico objetivo con un complejo
ribonucleoproteico segun la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7.

10. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el procedimiento de modificacion es la unién y/o la escision
del acido nucleico objetivo.

11. Un procedimiento segun la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, en el que el acido nucleico objetivo es un ADN
bicatenario (ADNbc).
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Figura 1
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Figura 1 continuacion
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Figura 1 continuacion
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Figura 1 continuacion
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 3 continuacién
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Figura 4
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Figura 4 continuacion
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Figura 5
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Figura S continuacion
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Figura S continuacion
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Figura 5 continuacion
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Figura 5 continuacion
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Figura 6
1: Barrido del protoespaciador 2:Unién del protoespaciador
3:Formacién del complejo Cas-Cascada3 4 Escotamiento por dominio Cas HD

Ba: Actividad de la exo nucleasa Bb: Disociacion de Cascada
dependiente de ATP de Cas3

6: Degradacion completa del plasmido por Cas3
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Figura 7

Cascada - 7 Cascada -

e _ARNer

S okl M}\w‘mmf Sea Fnkl-ﬂ

Unién a ADN objetivo

ADN objetivo

Escisidn objetivo -L
} et . 1 . Dimero Fokl

Adhesion en el extremo no homologo Recombinacion homéloga

Blogueo de genes Modificacidn génica, integracidn génica
o reparacion por mutacion

113



ES 2 689 256 T3

Figura 8
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Figura 9

MAP semil_l_a__

L ,
mutante 1 AAGGATGCGAGTGATAAGTGGAATGCCATGTGGGCTGTCAAAA
mutante 2 e - GCCATGTGGGCTGTCAAAA
GAATGCCATGTGGGCTGTCAAAA

mutante 3
mutante 4
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Figura 10
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Figura 10 cont
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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