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DESCRIPCION

PROTEINA QUIMERICA RELAXASA-Cas
Campo de la invencion

La presente invencidén se encuadra en el campo general de la biotecnologia y en particular se
refiere a una proteina de fusion relaxasa-proteina Cas y al uso de la misma para la edicion

génica de diferentes células.
Estado de la técnica

Los sistemas CRISPR-Cas (del inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats-CRISPR associated proteins) constituyen un sistema inmune adaptativo en la
mayoria de procariotas que confiere resistencia a elementos genéticos externos, y han dado
lugar al desarrollo de una revolucionaria herramienta de edicién genémica '. De manera
general, estos sistemas se basan en una serie de secuencias de ADN CRISPR y proteinas
Cas. Los clusters de secuencias CRISPR estan formados por secuencias espaciadoras,
separadas por secuencias repetidas. Estos espaciadores codifican unos ARNs guia (JARNSs),
que tienen como diana una secuencia de ADN exdgeno. Las proteinas Cas procesan esos
ARNSs, que llevan hasta la secuencia diana a la endonucleasa Cas, que realiza un corte de
doble cadena en dicha secuencia de ADN exdgeno. Su principal funcién biolégica es por tanto
defender a la bacteria hospedadora de invasores externos (elementos genéticos moviles,
como fagos o plasmidos).

El uso de los sistemas CRISPR-Cas como herramienta biotecnolégica se basa en la
introduccion de un corte de doble cadena en cualquier secuencia diana de interés. Este corte,
considerado por la célula como una sefal de peligro, sirve de punto de reclutamiento de los
sistemas de reparacién celular, que pueden reparar esa herida introduciendo pequefas
mutaciones, o incorporando moléculas de ADN exdgeno que introduzcan la informacién
deseada en el genoma receptor. Existian sistemas de nucleasas sitio-especificas, como las
Zinc o las TALEN, que podian ser disefiadas para actuar sobre secuencias especificas, pero
ello conllevaba un laborioso e incierto proceso de disefio y/o evolucion molecular. Lo que ha
convertido a los sistemas CRISPR-Cas en una revolucionaria técnica de edicién genética es
su sencillez, puesto que basta con proporcionar el gARN adecuado a la endonucleasa Cas,
de modo que le guie a la secuencia diana, donde cortara la doble hebra del ADN . De este
modo, solo se necesita disefiar un gARN especifico para un gen en concreto, seleccionando
una secuencia que cuente con la PAM (motivo adyacente de protoespaciador) especifica para

la unién de la endonucleasa Cas.
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Actualmente todos los sistemas CRISPR-Cas estan englobados en dos clases (Clase | y
Clase )2, siendo los segundos los mas adecuados para su uso como sistemas de
modificacién genética, debido a que codifican en una sola proteina (la endonucleasa Cas)
todas las funciones necesarias (reconocimiento y unién al gARN, reconocimiento y union a la
secuencia diana del ADN, y realizacion de corte de doble cadena). A pesar de que Cas9 3 es
la endonucleasa mas utilizada, cada vez mas se estudian otros sistemas CRISPR por las
ventajas y diferencias que pueden tener sobre Cas9, siendo Cas12a * (también conocida
como Cpf1) una de las mas estudiadas.

Aunque en un inicio las aplicaciones de los sistemas CRISPR-Cas se centraron en la edicién
genética de organismos eucariotas (para generacién de modelos de laboratorio, o para
modificacién genética con fines terapéuticos), han ido creciendo las posibilidades que ofrecen.
Actualmente, las aplicaciones de los sistemas CRISPR Cas son practicamente ilimitadas
debido a que podemos utilizar como diana ADN codificante (permitiendo, por ejemplo, una
modificacién génica), ARN (control del "splicing") o promotores (permitiendo una regulacién
génica). Esta versatilidad abre un enorme campo en la aplicaciéon de estos sistemas °. La
posibilidad de guiar la endonucleasa a un sitio especifico del genoma puede servir para su
localizacién, mutacién, modulacién epigenética, herramientas de diagnéstico, estudios de

interaccion de la cromatina, etc.

Su uso en procariotas cada vez tiene un mayor impacto en diferentes campos, como la
ingenieria metabdlica, la biologia sintética, o la medicina ©. El uso de bacterias para un fin
biotecnolégico como "fabricas microbianas", cada vez mas extendido, requiere de su
manipulacion genética para mejorar y potenciar el rendimiento. El desarrollo de la tecnologia
CRISPR-Cas ha supuesto un gran avance en este campo ya que ha facilitado enormemente
la manipulacién tanto de bacterias modelo como no modelo. Algunos ejemplos son la
modificacién de Escherichia coli (organismo modelo), especies del género Clostridium
(produccioén de acetona, butanol o etanol), Streptomyces (produccién de productos naturales
con actividad antimicrobiana) o Bacterias del Acido LActico (uso como probidticos). También
es muy importante la aplicacion de estos sistemas en el campo de la investigacion biomédica,
para modificar genéticamente o estudiar posibles genes esenciales en patégenos como
Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis o Klebsiella pneumoniae. Otra aplicacién de gran
importancia es su uso como antimicrobianos de nueva generacion, gracias a la elevada
especificidad en su secuencia diana, permitiendo la eliminacién de una poblacién bacteriana

especifica o la eliminacién de un plasmido en concreto dentro de una poblacién 7. Esta
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capacidad de eliminar pldsmidos de manera especifica le otorga un papel sumamente

importante en su uso para combatir resistencia a antibiodticos .

A pesar de su alto grado de eficacia y el enorme impacto que ha supuesto, la tecnologia
CRISPR-Cas no carece de limitaciones que hay que solventar para un correcto uso. La
constante mejora se centra en dos aspectos fundamentales: aumentar la especificidad de la
endonucleasa por su diana (disminucion del efecto off-target), y mejorar el sistema de envio
a la célula receptora in vivo, teniendo en cuenta que tanto el gARN como la endonucleasa

tienen que ser enviados a la célula que se quiere modificar.

Por una parte, existe el problema de la actividad de corte de la endonucleasa en secuencias
distinta de su diana (efecto off-target), lo que puede acarrear la introduccién de mutaciones
no deseadas. Aunque este problema puede verse reducido dependiendo del método de envio
de la proteina, se han buscado otro tipo de soluciones que lo reduzcan directamente. Para
ello, se han centrado todos los esfuerzos en dos direcciones principales. Una consiste en
desarrollar métodos de deteccion de eventos off-target, mediante el desarrollo de programas
informaticos como Cas-OFFinder, CCTop o DISCOVER. La segunda consistiria en generar
sistemas CRISPR-Cas modificados de alta fidelidad °. Para ello, se han usado dos abordajes
principales: modificar la endonucleasa efectora, o modificar el gARN. Actualmente existen
diferentes tipos de Cas9 que han sido disefiadas introduciendo ciertas modificaciones
estructurales que le otorgan una mayor especificidad, como es el caso de SpCas9, HiFiCas9
y HypaCas9. Ademas, se han encontrado en librerias de mutantes de Cas9, endonucleasas
con una mayor especificidad que la nativa, como SnieperCas9. Por otro lado, se han
desarrollado modificaciones en el gARN como la adicién de nucleétidos o el truncamiento de
los nucleétidos. Otras estrategias son la adicién de enlaces fosfodiester o la introduccién de
desoxinucleétidos para generar guias hibridos ADN-ARN °.

Por otro lado, esta el problema del envio del sistema. Existen tres posibles formatos de enviar
la endonucleasa a la célula: enviando la propia proteina, enviando el ARN mensajero (ARNm),
o enviando el gen que la codifica. El envio de ADN se caracteriza por ser un método barato,
simple y estable. Una limitacién importante es el tamafio; la mayoria de vectores, o bien no
admiten grandes cantidades de ADN (como los vectores virales), o baja mucho su eficiencia
de entrada a la célula al aumentar de tamafio (caso de los pldsmidos), y sélo el gen cas9 ya
mide 4.5 Kb aproximadamente. En eucariotas, existe el requerimiento adicional de que el ADN
exogeno entre en el ndcleo para su transcripcion, lo que disminuye la eficiencia de edicién

gendmica. Ademas, la introduccién de ADN exdgeno a la célula genera otros problemas como
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la probabilidad de integracion del ADN introducido en el genoma diana, o la produccién de
proteina durante mas tiempo del necesario, lo que puede dar lugar efectos téxicos, incremento

de la actividad off-target o importantes respuestas inmunes °.

El ARNm es facil de obtener por transcripcion in vitro. Es un método mas directo que el ADN,
ya que no hace falta que ocurra la transcripcion, y, ademas, la expresion es mas transitoria,
lo que disminuye los efectos de toxicidad y off-target. Sin embargo, el ARNm es muy inestable,

y junto con su expresioén transitoria, resulta en una disminucién de la efectividad.

Por ultimo, podemos introducir la proteina Cas directamente. En principio es el método mas
eficiente ya que no hay que transcribir ni traducir el ADN. Ademas, la expresion es también
transitoria lo que disminuye toxicidad y efectos off target. Sin embargo, la purificacién de
proteinas es un proceso costoso y complejo. Ademas, el gran tamario de las proteinas Cas,
que ademas tienen que ser introducidas junto con su ARN guia, dificulta el transporte efectivo
de complejos ribonucleoprotéicos (RNPs).

Tan relevante como el formato de envio es el método utilizado para introducirlo en la célula
diana (el vector). En eucariotas, los méas extendidos son los vectores virales. Consisten en
utilizar un virus para introducir el ADN que codifica para la endonucleasa y el gARN mediante
transduccién. Los mas usados son los Virus Adeno-Asociados (AAV) y lentivirus (LV) ''. A
pesar de que es uno de los sistemas mas utilizado por su facilidad y su posibilidad de utilizarse
en ensayos in vivo, tienen las limitaciones ya explicadas por el uso de ADN. En procariotas se
ha explorado también el uso de la transformacién y la conjugacién bacteriana como medio de
introduccion del ADN en bacterias. Las ventajas de este Gltimo son que no hay limitaciéon de
tamarfio y permite hacer un envio in vivo a un amplio nimero de huéspedes (dependiendo del

sistema conjugativo)'?, aunque mantiene los problemas derivados del envio de ADN.

Oftras formas de envio se basan en métodos fisicos o quimicos 3. Dentro de los mecanismos
fisicos se engloban técnicas como electroporacién, transformacion o inyeccién hidrodinamica.
Estas técnicas permiten el envio de ADN, ARN o proteina, lo cual les da una gran versatilidad.
Han sido muy utilizados en ensayos in vitro o ex vivo; sin embargo, su dificil traslacién a
ensayos in vivo es una importante limitacién en sus usos. Por otro lado, el transporte quimico
se basa en la modificacion o adicién de moléculas complementarias al sistema CRISPR-Cas
para que éste sea capaz de traspasar las barreras celulares o para protegerio de la
degradacién. Algunas formas son la encapsulacion lipidica, la unién a nanoparticulas como
oro o silice, o la modificacién quimica como la adicién de péptidos de penetracién celular
(CPP). La utilizacién de estos sistemas esta cada vez mas extendida en eucariotas, teniendo
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una gran aplicacion en modelos in vivo. Estos mecanismos permiten una proteccién de los
complejos evitando su degradacion y permite introducir la proteina Cas directamente. Sin
embargo, también tienen una serie de limitaciones como es la obtencién y formacién de los
complejos, la dificultad, en ocasiones, de formar complejos entre el gARN y la proteina Cas,
la estabilidad de estos complejos en condiciones fisiolégicas, o la dificultad de acumularlos en
la célula receptora. En procariotas este tipo de mecanismo no esta estudiado practicamente.

Existe pues la necesidad de proporcionar una herramienta de edicién génica basado en el
sistema CRISPR/Cas, que solucione todos los problemas descritos anteriormente.

Los Sistemas de Secrecion Tipo IV (T4SS, por sus siglas en inglés) son complejos
multiproteicos situados en las membranas bacterianas, involucrados en diferentes procesos
como la transferencia de proteinas efectoras a una célula eucariota durante una infecciéon '* o
de complejos nucleoproteicos de una bacteria donadora a otra bacteria receptora
(conjugacion) '°. La conjugacion bacteriana es un mecanismo muy eficiente de transferencia
horizontal de ADN desde una bacteria donadora a una receptora a través de un contacto fisico
entre ambas, confiriéndoles una elevada plasticidad gendmica 5. Durante la conjugacion, la
relaxasa, que es la proteina encargada de iniciar y terminar el proceso, se une a su diana (el
oriT), corta la cadena de ADN a transferir en una zona en concreto conocida como sitio nicy
se une de forma convalente a él formando el complejo relaxasa-ADNmc (ADN
monocatenario), que va a ser reclutado por el T4SS y translocado a la célula receptora, donde
esta relaxasa catalizara la recirculacion de la cadena de ADN transferido 6.

Existen antecedentes del uso de sistemas de secrecion bacterianos con fines terapéuticos.
Hay estudios preclinicos en los que utilizan sistemas de secrecion bacterianos tipo 3 (T3SS)
como sistemas de vacunacién o inmunoterapia, o trabajos de reemplazamientos de proteinas
defectuosas (también con T3SS) . El uso de T4SS abre un importante campo ya que no sélo
permite la translocacion de proteinas, sino también de ADN. En particular, existen diferentes
trabajos en los que se ha intentado unir las ventajas de los sistemas de secrecién con
tecnologias de modificacion genética (CRISPR-Cas o similares): utilizando el T4SS de
Agrobacterium tumefaciens para introducir un plasmido en la célula receptora codificando
Cas9 y el gARN '8, o para introducir nucleasas con dedos de zinc (ZFN). En otro caso, han
fusionado una sefal reconocida por un T3SS con una nucleasa TALEN ', y han sido capaces
de translocarlo a células eucariotas mediante infeccion bacteriana. Por Gltimo, se ha intentado

generar una fusiéon entre Cas9 y una sefal reconocida por el T3SS de Pseudomonas
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aeruginosa, aunque el resultado ha sido negativo debido a la toxicidad de la fusion generada

en la bacteria %°.
Breve descripcion de la invencion

La presente invencion soluciona los problemas descritos en el estado de la técnica puesto
que proporciona una proteina de fusién entre una proteina Cas y una relaxasa conjugativa,
que es reconocida por el T4SS, de tal modo que la proteina Cas es translocada a través del
T4SS a la bacteria receptora. De este modo, los T4SS bacterianos actian como sistemas de
envio in vivo de proteinas Cas. Ademas, la proteina de fusion, debido a su actividad relaxasa,
puede unirse covalentemente a una molécula de ADN de eleccion (la cual debe contener una
secuencia oriT reconocida por la relaxasa de la fusién), que puede codificar tanto el gARN
como el ADN para editar el genoma receptor.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencién se refiere a una proteina de fusion (de
aqui en adelante, proteina de fusion de la presente invencién que comprende una proteina

relaxasa unida a una proteina Cas).

LT

En la presente invencidn los términos “proteina de fusion”, “péptido de fusion” o “polipéptido
de fusion” se consideran equivalentes y se pueden usar indistintamente, y se refiere a una
proteina, péptido o polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica de una relaxasa o
una variante de la misma y de una proteina Cas o una variante de la misma, entendiendo por
variante de la proteina relaxasa, cualquier proteina con funcién relaxasa, y por variante de la

proteina CRISPR/Cas, cualquier proteina Cas con funcién endonucleasa .

En una realizacion particular de la presente invencion, la proteina relaxasa es la relaxasa

TrwC. Mas en particular, la relaxasa es la relaxasa TrwC del plasmido conjugativo R388.

En otra realizacién particular de la presente invencion, la proteina Cas, es la proteina Cas12a,
(también conocida como Cpf1), mas en particular es la variante AsCas12a originaria de la
bacteria Acidaminccoccus sp. BV3LE.

En la presente invencién el término AsCas12a, Cpf1 y Cas12a se utilizaran indistintamente.

En otra realizacion particular de la presente invencion, la endonucleasa Cas12a se une al

extremo C-terminal de la relaxasa TrwC.

En otra realizacion particular, la proteina de fusion de la presente invencion comprende la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1 o una secuencia con al menos un 70% de identidad
con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.
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En la presente invencion los términos "identidad de secuencia”, "identidad", "similitud" e
"idéntico", se consideran equivalentes y se pueden usar indistintamente. Se entiende que el
término "identidad de secuencia" significa el grado de similitud entre dos secuencias de
aminodacidos obtenidas alineando las dos secuencias. El grado de identidad se expresa como
porcentaje y depende del nimero de residuos comunes entre las secuencias alineadas. El
grado de identidad entre secuencias de aminoacidos se determina mediante métodos bien
establecidos en el estado de la técnica, tales como BLAST.

Las proteinas con al menos un 70% de identidad con la secuencia aminoacidica SEQ ID NO:
1 se consideran variantes de la secuencia SEQ ID NO: 1 y también se consideran dentro de
la presente invencion. Concretamente una secuencia con al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100 % de identidad con la SEQ ID NO: 1. Se consideran también dentro la presente invencion
aquellas secuencias analogas, derivadas o equivalentes a la secuencia SEQ ID NO: 1, y que
comprenden al menos un residuo de aminoacido alterado por una, adicién, sustitucién,
delecién o modificacion quimica de un aminoéacido, respecto a la proteina de fusiéon de la

presente invencién.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una secuencia nucleotidica (de
aqui en adelante secuencia nucleotidica de la presente invencion), que codifica la proteina de

fusién de la presente invencién.

En la presente invencion el término “secuencia nucleotidica que codifica para la proteina de
fusion” se refiere a una secuencia de nucleétidos, polinucleétidos, o acidos nucleicos, que,
bajo un control de expresion adecuado, es capaz de transcribir y traducir la secuencia

aminoacidica de la proteina de la presente invencion.

En una realizacion mas en particular de la presente invencion, la secuencia nucleotidica que
codifica para la proteina de fusién comprende una secuencia nucleotidica segun la SEQ ID
NO: 2.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresion (de aqui en
adelantes vector de expresion de la presente invencion) que comprende la secuencia

nucleotidica de la presente invencion.

En la presente invencion el término “vector” se refiere a una molécula de 4cido nucleico capaz
de transportar otro acido nucleico al que se ha unido, preferentemente el acido nucleico de la
presente invencién que codifica para la proteina de fusién de la presente invencion y, esta

unido operativamente a nucleétidos adicionales tales como secuencias control, que
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proporcionan su expresion. El vector de la presente invencion, puede comprender moléculas
de acido nucleico monocatenarias, bicatenarias o parcialmente bicatenarias; moléculas de
acido nucleico que comprenden ADN, ARN o ambos; y otras variedades de polinucleétidos
conocidos en el estado de la técnica. Un tipo de vector es un plasmido, que se refiere a un
bucle circular de ADN bicatenario en donde se pueden insertar segmentos de ADN
adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, que comprenden polinucleétidos para ser
transfectados en una célula huésped.

En la presente invencion por “unido operativamente” se refiere a una disposicién de dos o mas
componentes, en donde dichos componentes estan en una relacién que les permite funcionar

de manera coordinada.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula (de aqui en adelante célula de
la presente invencién) que comprende la proteina de fusion de la presente invencién y/o el
acido nucleico de la presente invencién, y/o el vector de la presente invencion. La célula de la
presente invencion se refiere a cualquier tipo de célula que es susceptible de transformacion,
transfeccién, transduccion, conjugacién y translocacién con el acido nucleico de la presente
invencién o con el vector de expresién que comprende dicho acido nucleico, o con la proteina

de fusién de la presente invencién.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al sistema CRISPR/Cas (de aqui en adelante,
sistema CRISPR/Cas de la presente invencién) que comprende la proteina de fusién de la

presente invencién.

En una realizacién mas en particular, el sistema CRISPR/Cas de la presente invencion

comprende

— una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

— la proteina de fusién relaxasa-Cas de la presente invencién,

donde la proteina relaxasa-Cas se transloca a una célula receptora a través de un sistema de
secrecion bacteriano tipo IV.

En la presente invencién por “sistema CRISPR/Cas” se refiere al sistema que comprende los
elementos implicados en la expresion y/o actividad de los genes asociados a CRISPR/Cas,
incluyendo las secuencias nucleotidicas que codifican para el ARN guia, secuencias
nucleotidicas que codifican la proteina de fusién relaxasa-Cas de la presente invencién.
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En la presente invencion por “ARN guia®, se refiere a una secuencia polinucleotidica que
contiene una secuencia repetida, especifica de cada sistema CRISPR y una secuencia
espaciadora con complementariedad con la secuencia diana de tal forma que es capaz de

hibridar con la misma.

En la presente invencion por “secuencia diana”’ se refiere a cualquier secuencia que se
encuentra en la célula receptora, que tiene un motivo adyacente de protoespaciador (PAM,
de sus siglas en inglés) correcto y que es capaz de hibridar con la secuencia guia.

En la presente invencion por “motivo adyacente de protoespaciador (PAM)” se refiere a la
secuencia nucleétidica concreta, situada al lado de la secuencia diana, reconocida por la
endonucleasa Cas.

En la presente invencion por “complementariedad” se refiere a la capacidad de un acido
nucleico para formar enlaces de hidrégeno con otra secuencia de &cido nucleico de forma
tradicional, segun Watson and Crick, o de alguna otra manera. El porcentaje de
complementariedad indica el porcentaje de residuos en una molécula de acido nucleico que
puede formar enlaces de hidrégeno con otra molécula de acido nucleico. “suficientemente
complementario” significa que el grado de complementariedad es de al menos 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99%, 100%.

En la presente invencion por “hibridacion” se refiere a una reaccién en la que uno o mas
polinucleétidos reaccionan para formar un complejo que se estabiliza a través de la formacion
de enlaces de hidrégeno entre las bases de los restos de nucleétidos. La formacién de enlaces
de hidrégeno se produce mediante el emparejamiento de bases de segun Watson and Crick,

o de cualquier otra manera especifica de secuencias, conocido por un experto en la materia.

En una realizacibn mas en particular de la presente invencion, el sistema de secrecién

bacteriano tipo IV es el del plasmido conjugativo R388

En una realizacién mas en particular, el sistema CRISPR/Cas de la presente invencién,
comprende:

- una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

- la proteina de fusion relaxasa- Cas de la presente invencion
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donde la proteina relaxasa-Cas es traslocada a la célula receptora a través del T4SSy, en la
célula receptora se une a la secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia e hibrida
con el ADN diana.

En una realizacion mas en particular, el sistema CRISPR/Cas de la presente invencién,

comprende:

- una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

— la proteina de fusién relaxasa- Cas de la presente invencién,

donde la proteina relaxasa-Cas reconoce una secuencia oriT de vector movilizable que
contiene la secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia y transloca dicha molécula
de ADN unida a la proteina relaxasa-Cas a través del T4SS de la presente invencion a la
célula diana donde el ARN guia hibrida con el ADN diana.

En la presente invencidn, por “vector movilizable” se refiere a cualquier vector el cual contenga
un origen de transferencia (oriT). Se entiende por oriT a una secuencia nucleotidica concreta,
reconocida por la relaxasa del sistema conjugativo y necesaria para la movilizacion del vector

mediante el proceso conjugativo.

En una realizacién mas en particular de la presente invencién, la proteina de fusién relaxasa-
Cas del sistema CRISPR/Cas de la presente invencién, comprende la relaxasa TrwC unida a
la endonucleasa Cas12a. Mas en particular, comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID
NO: 1.

En una realizacién particular de la presente invencion, la célula diana es una célula eucariota.
En otra realizacion particular de la presente invencién, la célula diana es una célula procariota.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la proteina de fusién de la presente
invencién, o al sistema CRISPR/Cas de la presente invencién para la translocacioén in vivo, de
ADN y/o endonucleasas a células diana a través del T4SS de la presente invencién.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere al uso de la proteina de fusion de la presente
invencién y/o al 4cido nucleico de la presente invencién, y/o al vector de la presente invencion,
para la edicién génica en células. En una realizacion particular, para la edicién génica en

células eucariotas. En una realizacidn particular, para la edicion génica en células procariotas.
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Descripcion de las figuras

La figura 1, muestra los resultados de estabilidad de la proteina de fusion, mediante Western
Blot utilizando un anticuerpo anti-TrwC. La proteina TrwC purificada se utiliz6 como control
positivo. El lisado celular de HEK293T se us6é como control negativo (-). Casl2a y
TrwC:Cas12a corresponden con los lisados celulares tras transfectar los plasmidos pY010 y
pLGO08 respectivamente en HEK293T. Los tamafos esperados se muestran en la parte
derecha de la figura. La flecha superior corresponde a 250 kDa y la inferior a 100 kDa.

La figura 2, muestra la actividad de Cas12a.

a) TrwC:Cas12a muestra actividad endonucleasa en eucariotas. Gel de agarosa tras tratar las
muestras con el Surveyor Mutation Detection kit. La actividad de Cas12a se mide por la
generacion de diferentes bandas de digestion producidas por la surveyor endonucleasa.

b) TrwC:Cas12a muestra actividad endonucleasa en procariotas. Nimero de transformantes
tras coelectroporar el plasmido pLG24 (pTET:trwC:casi12a) con diferentes gARNs en
condiciones de induccién (+) y de no induccién. Los datos corresponden a la media 9
experimentos independientes. (***,P<0.0001).

La figura 3 muestra la actividad de la proteina de fusién en la bacteria receptora tras su
translocacién por el T4SS mediante conjugacion. TrwC:Cas12a produce un incremento de la
sefial SOS en la célula receptora en presencia de un gARN con diana en el cromosoma
bacteriano. a) En la imagen se observan los filtros de conjugacion tras 3 horas de conjugacion
en condiciones de induccién. En el filtro de la parte derecha de la imagen (con diana para el
gARN) se observa un incremento en la fluorescencia con respecto al de la parte izquierda (sin
diana para el gARN). b) En la parte derecha se muestran los valores de GFP/OD obtenidos
con el TECAN Infinite M200 Pro tras detener la conjugacion. (***, P<0.0005)

La figura 4 muestra el alineamiento de la secuencia del gen sacB de los diferentes mutantes.
En la imagen se muestra una zona del alineamiento del gen sacB, en el que se comparan 6
transconjugantes mutantes resistentes a sacarosa (EcLG1-6) con la cepa MG1655:sacB. En
la parte inferior del alineamiento se marca la PAM (subrayada) y el espaciador utilizados para
generar el gARN.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona una proteina de fusién TrwC-Cas12a estable y funcional,
que es reconocida a través de un Sistema de Secrecion Tipo IV bacteriano (T4SS) y

translocada a una célula receptora, manteniendo su actividad.
Ejemplo 1: Disefio y construccion de la proteina de fusion de la presente invencion

La proteina Cas12a (también conocida como Cpf1), en concreto la variante AsCas12a tiene
actividad tanto en células procariotas como eucariotas®. Esta proteina tiene una serie de
diferencias importantes con respecto a Cas9 (la proteina modelo por excelencia), como la
PAM que reconoce (5'-TTTN-3' en lugar de 5-NGG-3') o el tipo de doble corte que produce
en la hebra de ADN (extremos cohesivos en lugar de romos). Ademas, Cas12a tiene un peso
molecular de 127kDa, mientras que Cas9 de 163 kDa. Esta diferencia es importante, ya que
ala hora de ser translocadas a través del T4SS, va a ser mas sencillo hacerlo con una proteina

de menor tamano.

Con respecto al sistema conjugativo, se utilizé el del plasmido R388, por tratarse de un
sistema bien caracterizado y de muy amplio rango de huéspedes ?'. La relaxasa conjugativa
de este sistema, la proteina TrwC, se trata de una proteina que permite la fusién de dominios

en su extremo C terminal sin afectar a su funcién en la conjugacion 2.

Para generar la proteina de fusion entre la relaxasa TrwC y la endonucleasa Cas12a, se
construyé el gen adecuado mediante la técnica de isothermal assembly 22, eliminando el codén
de STOP del gen trwC (amplificado a partir del plasmido pAA12 ?2) y colocando a continuacion
el coddn de inicio de cas12a amplificado a partir del plasmido pY010 (addgene numero
69982). Hay que hacer notar que ese gen ha sido optimizado para su expresién en mamiferos,
y codifica para una proteina que contiene una sefal nuclear y una cola de histidinas C-

terminal.
Ejemplo 2: Estabilidad de la proteina de fusion de la presente invencion

En primer lugar, se comprob6 si la proteina de fusion era estable mediante un Western Blot a
partir de lisados celulares de HEK293T. Para ello, se emplazé el gen de fusién en un plasmido
(pLGO8) bajo el promotor CMV, que permite la expresion en eucariotas.

El plasmido pLGO08,se construyé mediante el método de clonacion Isothemal Assembly
(Gibson et al, 2009). Para ello, se ensambl6 el gen trwC'y el vector pY010. Se amplificé por
PCR la secuencia de trwC del plasmido pAA12 (en él, trwC carece de codbn de STOP). El
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vector pY010 se amplificé por PCR. El fragmento de trwC fue ensamblado delante del codén
de inicio de Cas12a en el pY010, bajo el control del promotor CMV. Se transfectaron los
plasmidos pY010 (Casl12a) y pLGO8 (TrwC:Casi2a), y se realizd un lisado celular. A
continuacion, se realiz6 el Western Blot utilizando un anticuerpo anti TrwC (Figura 1). Los
resultados mostraron como la mayoria de la proteina se encontraba en el tamafio esperado

para la fusién, indicando que se producia la proteina esperada, y era estable.
Ejemplo 3: Actividad de la proteina de fusion de la presente invencion

A continuacion, se realizé una validacién funcional de las diferentes partes de la fusién, para
comprobar si mantenian las funciones de las proteinas parentales. En primer lugar, se
realizaron conjugaciones bacterianas, en las que se complementd un plasmido derivado de
R388 carente de una proteina TrwC funcional, con TrwC o con TrwC:Cas12a. Las frecuencias
de conjugacién obtenidas en ambos casos fueron muy similares (Tabla 1). Estos datos no
solo muestran que TrwC:Cas12a mantiene la actividad de TrwC, sino que, ademas, la proteina
de fusién es reconocida y translocada a través del T4SS a la célula receptora, puesto que se
sabe que la relaxasa se requiere en la bacteria receptora para completar el proceso

conjugativo®* .

Complementaci Frecuencia de

Plasmido con T4SS . Relaxasa . -,
én conjugacion
pSuU1445 25 pHP159 26 TrwC 3.8x107'+0.24
(R388::Tn5tac1en TrwC:Cas1 4
trwC) pLG24 4 4.1x10+0.26

Tabla 1. Frecuencias de conjugacion.

En todos los casos, la bacteria donadora corresponde a la cepa de Escherichia coliD1210 y

la receptora a DH5a. Los datos corresponden a la media de 4 experimentos independientes.

Por otra parte, se validé la actividad endonucleasa de Cas12a en la proteina de fusion, tanto

en células eucariotas como en células procariotas (Figura 2).

Para la validacién en células eucariotas se utiliz6 de nuevo el plasmido pLGO08. El gARN se
construy6 en un casete de expresién, bajo el promotor U6, utilizando como diana el gen dnmt1.
Los diferentes elementos se introdujeron por transfeccién a células HEK293T (ATCC® CRL-
3216™) utilizando el kit Lipofectamine® 3000 Reagent de Invitrogen. Las transfecciones
realizadas se muestran en la Tabla 2.
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Transfeccion | Plasmido Proteina Cas | U6::dnmt1,ana)
codificada

1 pY010 Casi12a -

2 - - +

3 pY010 Casi12a +

4 pLGO8 TrwC:Casl12a |+

Tabla 2. Transfecciones realizadas para determinar la actividad de Cas12a en eucariotas.

Tras tres dias, se extrajo el ADN gendmico con el kit GenElute™ Mammalian Genomic DNA
Miniprep Kits (Sigma Aldrich). Se realizdé una PCR amplificando la zona diana y se traté con
el kit Surveyor® Mutation Detection Kits (IDT), el cual detecta la formacién de indels,
pequefias inserciones-deleciones producidas por los sistemas de reparacion no hémologos
de la célula eucariota en respuesta a los cortes generados por Casi2a.

Los resultados mostraron que TrwC:Cas12a era capaz de generar estos indels, al igual que
Cas12a. Con esto, demostramos que Cas12a en la proteina de fusién mantiene su actividad
(Figura 2a).

Por otro lado, se realizé la comprobacién de la actividad endonucleasa de TrwC-Cas12a en
células procariotas. La mayoria de las bacterias no contienen un sistema de reparacién del
ADN basado en la recombinacién no homéloga (NHEJ en inglés) por lo que si Cas12a corta
el ADN de forma eficaz, producira cortes en la doble cadena de ADN y la bacteria morira,
pudiendo medir la actividad de Cas12a en un decrecimiento de nuestra poblacién bacteriana
27 Para estos experimentos se generd el plasmido pLG24 que expresa el gen de fusion
trwC:cas12a bajo el control del promotor pTet, el cual, en ausencia del inductor
anhidrotetraciclina (aTc) estd muy reprimido, mientras que en presencia de aTc es muy activo,
permitiendo una regulacién muy estricta de la cantidad de TrwC:Cas12a.

El plasmido pLG14 es el plasmido en el que se basa el pLG24. Se construyé ensamblando la
secuencia de Cas12a-NLS-3Ha (amplificada del plasmido pY010) con el vector pBBR6,
amplificado por PCR, dejando el gen Cas72a en el pBBR6, aguas abajo del promotor lactosa.

El plasmido pLG24 se construyé ensamblando cuatro amplicones: el promotor pTET se
amplificé del plasmido pOSIP-CO-RBS-library-dCas9. La secuencia de trwC se amplifico del
pAA12. El pLG14 se amplific6 en dos fragmentos, eliminando el promotor lactosa. El
fragmento de trwC se ensambl6 delante del codon de inicio de cas12ay la secuencia del pTET
se coloc6 aguas arriba de ambos fragmentos.
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Para estos experimentos también se disefiaron dos gARNs que se clonaron bajo el control del
promotor plac (inducible por isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido, IPTG), cuyas dianas son los
genes lacZ (pLG15) o sacB (pLG19). En la tabla 5 se muestran los pldsmidos utilizados en la
presente invencion. En la tabla 6 se muestra la construccion detallada de los plasmidos y en
la tabla 7 se muestra el listado de oligonucleétidos utilizados en la presente invencion.

Los experimentos se realizaron coelectroporando en la cepa de Escherichia coli D1210 el
plasmido pTet:TrwC:Cas12a (pLG24) con un gARN contra el gen /acZ (presente en la cepa
diana) o contra el gen sacB (no presente en la cepa diana). Los transformantes se
seleccionaron en condiciones de induccion (aTc 1ug/ml e IPTG 0.5mM) y de no induccion
(Figura 2b). El niumero de transformantes cay6 drasticamente solamente en los casos en los
que se coelectroporaron los plasmidos con el gARN cuya diana se encontraba presente en la
bacteria (/lacZ) y se seleccion6é en condiciones de induccién, demostrando la actividad
endonucleasa de TrwC:Cas12a también en procariotas.

Ejemplo 4: Actividad de TrwC:Cas12a tras ser translocada por un T4SS

Uno de los problemas planteados en el estado de la técnica y que se han superado en la
presente invencién, es la recuperacion de la actividad de la proteina de fusién en la célula
receptora tras ser translocada a través del T4SS. La translocacidén de sustratos a través de
sistemas de secrecion conlleva un desplegamiento total o parcial de los mismos?*®. La
actividad de las proteinas tras haber perdido parte de su configuracion tridimensional es muy
variable e imposible de saber a priori. Se sabe que las relaxasas recuperan su funcionalidad
en la célula receptora, pero no se podia prever qué ocurriria con la actividad endonucleasa de
la fusién TrwC:Cas12a.

Para detectar la actividad Cas12a en las bacterias receptoras, se realizaron dos ensayos
distintos: incremento de la sefial SOS y seleccion de mutaciones en sacB.

Para el primer ensayo, se ha adaptado el ensayo de la induccién de la sefial SOS propuesto
por Lun Cui y David Bikard ?’. En este trabajo, demuestran como los cortes de doble cadena
producidos por Cas9 en el cromosoma bacteriano generan una activacion de la sefial SOS en
cepas RecA+. Para demostrarlo, generan el plasmido pZA31-sulA-GFP (nimero en addgene:
78493), que tiene el gen que codifica la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control del
promotor del gen sulA, involucrado en la respuesta SOS; por tanto, una induccién de la misma
debida a los cortes producidos por Cas se traduce en produccién de GFP. Se ha adaptado
este ensayo para la deteccion de la actividad de TrwC:Cas12a en los transconjugantes. Las
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bacterias utilizadas en este ensayo se muestran en la Tabla 3. Basicamente, la idea es realizar
conjugaciones a cepas que tengan un gARN con (lacZ) o sin (sacB) diana en el cromosoma
de la bacteria receptora. La translocacion de TrwC:Cas12a desde la bacteria donadora daria
lugar a su accién endonucleasa en el cromosoma en el caso de la receptora con el gARN

contra lacZ.

pZA312—7 psulA:gfp +
SSU1445 % 5 R388:TnStact en SUIngc;ﬁ)s * | placlacZgma | 134
trwC +
pLG24 PpTET:trwC:cas12a pZ.A31 , psulA:gfp +
sulA:gfp 2 + sacB
pLG1 9 plac:sacBgrna

Tabla 3. Plasmidos utilizados para la deteccion de la sefial SOS en transconjugantes

'Bacteria donadora: E. coliD1210
2Bacteria receptora: E. coli MG1655 (RecA+)

Para las conjugaciones, los cultivos bacterianos crecidos en fase estacionaria se diluyeron
1:20 y se indujeron, las donadoras con aTc¢ 1ug/mly las receptoras con IPTG 0.5 mM, durante
3 horas. A continuacion, se realizaron las conjugaciones en filtro, suplementando las placas
de conjugacion con aTc e IPTG. La deteccién de GFP se realizé directamente tras 3 horas,
sobre la placa de conjugacion con el lector de placas Azure Biosystems ¢c400 (Figura 3a). A
continuacién, se detuvo la conjugacion y se midieron los valores de fluorescencia de GFP (los
valores de excitacion y emision fueron 515nm y 475nm respectivamente) y de OD (600nm)
utilizando el TECAN infinite M200 Pro (Figura 3b).

En los experimentos realizados, se observd un ruido de fondo en la deteccion de GFP en
ausencia de corte por Cas12a, debido a que la propia conjugacién induce la sefial SOS .
Por encima de ese ruido, se observé un incremento de GFP especificamente cuando en la
cepa receptora estaba presente el gARN y su diana gendémica (lacZ), confirmando la actividad
Cas12a procedente de la proteina TrwC:Cas12a translocada desde las donadoras.

Para el segundo ensayo de actividad de Cas12a se seleccionaron cambios en el fenotipo de
los transconjugantes. El gen elegido como diana fue sacB. La expresion de sacB en presencia
de sacarosa hace que la bacteria que lo esté expresando muera 3'. De hecho, es una
contraseleccion tan efectiva, que las bacterias que expresan sacB solo sobreviven en un

medio suplementado con sacarosa si pierden la actividad SacB por mutacién. No existe
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bibliografia acerca de los reordenamientos que se puedan producir como consecuencia del
corte de Cas12a en el cromosoma bacteriano, sin embargo, esta descrito que cortes por Cas9
en el cromosoma, pueden dar lugar a deleciones producidas por eventos de recombinacion
entre secuencias homélogas o con microhomologias que se encuentren distanciadas en el
cromosoma, de una manera recA dependiente 2. De este modo, si se usa como diana de
Cas12aen la célula receptora el gen sacB, y se siembra en medio suplementado con sacarosa
los transconjugantes resultantes de la conjugacion, si Cas12a ha introducido cortes en el gen
sacB, se encontrard un mayor nimero de mutantes resistentes a sacarosa debido a las

deleciones producidas en el gen por el corte de Cas12a y posteriores recombinaciones.

Las donadoras y receptoras utilizadas en los experimentos se muestran en la Tabla 4.

Plasmidos Descripcién Relaxasa
pSU1445+pHP | R388::Tn5fact en WG -sacB 7x10" >>
159 TrwC + oritTrwABC +sacB 1.23x10°3 0
R388::Tn5tact en -sacB 1.3x103 >>
pSU1445+pLG TrwC + TrwC:Cas1
24 pTET:TrwC:Cas12 2a +sacB 1.27x107 11
a

Tabla 4. Seleccion de transconjugantes resistentes a sacarosa. Los datos corresponden
a un experimento.

*Las cepas receptoras utilizadas fueron MG1655 (-sacB) y MG1655::sacB (+sacB). Ambas
cepas contienen los plasmidos pZA31-sulA:gfp 27 y pLG19 (plac:sacBgRNA)

**Numeros de transconjugantes en la dilucién 0 en placas suplementadas con sacarosa 1%.

>> significa incontables (crecimiento continuo).

En este caso, se compararon los datos ensayando de forma paralela TrwC con TrwC:Cas12a.
De esta manera, se puede comparar el numero de mutantes resistentes a sacarosa cuando
se transloque a la célula receptora (que contiene el gARN contra sacB) la relaxasa sola, o la
proteina de fusion. Tras realizar los ensayos de conjugacion en las condiciones de induccion
(iguales que las explicadas anteriormente) se seleccionaron transconjugantes en medio
suplementado con sacarosa al 1% y sin sacarosa. En el caso de las conjugaciones en las que
se usé MG1655 como receptora, en todos los casos crecieron receptoras resistentes a
sacarosa 1%. Por el contrario, cuando la cepa utilizada como receptora fue MG1655::sacB,
unicamente en el caso de TrwC:Cas12a se obtuvieron mutantes resistentes a sacarosa. Estos

mutantes fueron analizados amplificando por PCR la regién de sacB con los oligonucleétidos
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5-CTACCGCACTGCTGGCAG-3'(SEQ ID NO: 25) y 5-GATGCTGTCTTTGACAACAG-3’
(SEQ ID NO: 26). En todos los casos se obtuvo la amplificacién del producto del tamario
esperado, que fue utilizado para determinar la secuencia de ADN. En los 6 transconjugantes
analizados se observaron deleciones en la zona donde el gARN va dirigido (Figura 4). Este
resultado mostré6 de manera inequivoca la actividad de Cas12a en la bacteria receptora,
demostrando que la proteina es activa tras ser translocada a través de un T4SS. Por lo tanto,
se confirma que, Cas12a se puede tranlocar a través de un T4SS bacteriano uniéndola
covalentemente a una relaxasa conjugativa, y que una vez que llega a la bacteria receptora,
es capaz de recuperar su actividad de endonucleasa sitio-especifica guiada por el gARN
adecuado.

Los ensayos mostraron que la proteina de fusién de la presente invencién, es una proteina de
fusion funcional TrwC:Cas12a, que permitid la translocacion de la endonucleasa sitio-
especifica Cas12a a través de un sistema de secrecion bacteriano tipo IV. Con este sistema,
se lleva directamente la endonucleasa Cas a la célula receptora, con los beneficios que esto
aporta, como son una mayor eficiencia y rapidez en el sistema, sin necesidad de purificacion
de la misma. Ademas, al trabajar con proteinas y no con ADN o mARN, se disminuye el riesgo
de actividad off-target y toxicidad, derivadas de la expresion sostenida en el tiempo de la
endonucleasa. También se evita el riesgo de integracién del ADN en el genoma diana.

La proteina de fusion de la presente invencion puede ser utilizada como herramienta de
modificacién genética de cualquier bacteria que actle como receptora conjugativa del
plasmido R388, cuyo rango de huéspedes abarca una gran variedad de bacterias Gram-
negativas como Escherichia coli o del género Pseudomonas, Salmonella, Stenotrophomonas
o Shigella *2, y probablemente vaya mucho més alla, puesto que también se ha demostrado

su conjugacion a cianobacterias 3.

La proteina de fusion de la presente invencion, proporciona un vehiculo de introduccion de las
herramientas CRISPR/Cas en bacterias no modelo, que representan el grueso de nuestra
microbiota, cuyo papel en nuestra salud se estd mostrando cada vez mas relevante, y para
las que las herramientas genéticas convencionales generalmente no son vélidas 4. Los
ensayos demuestran que la proteina de fusion de la presente invencién mantiene su actividad
de endonucleasa sitio-especifica en células humanas y, habida cuenta que los T4SS también
median la translocacién de proteinas directamente a células de mamifero, puede tener una

posible aplicacién en la modificaciéon genética de mamiferos.
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pBBR6 Vector de clonacién | %
derivado del pBBR1-
MCS
pHP159 pBBR6::ori T 2%
trwAB*C::;pCMV
eGFP
pLGO8 pY010::irwC-Cas12a | Este trabajo
pLG14 pBBR6:Casi12a Este trabajo
pLG15 pUCS8:plac lacZyana Este trabajo
pLG19 pUC18:plac Este trabajo
sacBgana
pLG24 pBBR6:pTET::trwC- | Este trabajo
Cas12a Aplac
pOSIP-CO-RBS-library- Contiene pTET 36
dCas9
pSU1445 R388::Tn5tac1t  en | ¥
trwC
pUCS8, pUC18 Vectores de | 383
clonacién
pY010 pcDNA3.1:: 4
hAsCasi2a

pZA31-sulA-GFP

pZA31:luc:GFP mut2 | >

Tabla 5: Plasmidos utilizados en la presente invencion

U6_crRNA_F GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCT Casete de expresion
(SEQ ID NO: 21) U6::gRNADNMT en
DNMT1_crBRNA3 | GAGTAACAGACATGGACCATCAGATC | eucariotas
R TACAAGAGTAGAAATTACGGTGTTTC
GTCCTTTCCACAAG (SEQ ID NO: 22)
DNMT1_F CTGGGACTCAGGCGGGTCAC (SEQ ID | Amplificacion  regién
NO: 23) anmt1 para el
DNMT1_R CCTCACACAACAGCTTCATGTCAGC Surveyor Assay
(SEQ ID NO: 24)
SacB_F CTACCGCACTGCTGGCAG (SEQ ID | Analisis de
NO: 25) transconjugantes
SacB_R GATGCTGTCTTTGACAACAG (SEQ ID | resistentes a
NO: 26) sacarosa

Tabla 6: Oligonucleétidos usados
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REIVINDICACIONES

1. Proteina de fusién que comprende una proteina relaxasa unida a una proteina
CRISPR-Cas, donde la proteina relaxasa es la relaxasa TrwC y la proteina CRISPR-
Cas es la proteina Cas12a, y donde la endonucleasa Cas12a se une al extremo C-

terminal de la relaxasa TrwC.

2. Proteina de fusion segun la reivindicacion 1 que comprende la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 1.

3. Secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusion segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 o 2.

4. Secuencia nucleotidica segun la reivindicacién 3, que comprende una secuencia
nucleotidica segun la SEQ ID NO: 2.

5. Vector de expresion que comprende la secuencia nucleotidica segun cualquiera de

las reivindicaciones 3 0 4.

6. Célula que comprende una proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2
y/0 una secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones 3 o0 4, y/o un

vector segun la reivindicacion 5.

7. Sistema CRISPR/Cas que comprende la proteina de fusion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, donde dicho sistema comprende:

- una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

- una proteina de fusién relaxasa-Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2,
donde la proteina relaxasa-Cas se transloca a una célula receptora a través de un
sistema de secrecion bacteriano tipo |V, donde el sistema de secrecion bacteriano tipo

IV es el plasmido conjugativo R388.
8. Sistema CRISPR/Cas segun la reivindicacion 7, donde la proteina relaxasa-Cas en la

célula receptora se une a la secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia donde
hibrida con el ADN diana.
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9. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, donde la
proteina relaxasa-Cas reconoce una secuencia oriT de un vector movilizable que
comprende la secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia y transloca dicha
molécula de ADN unida a la proteina relaxasa-Cas a través del sistema de secrecién

bacteriano tipo |V a la célula diana donde el ARN guia hibrida con el ADN diana.

10. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, que

comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

11. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, donde la

célula diana es una célula procariota.

12. Uso de una proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, o un
sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 para la
translocacion de endonucleasas y/o endonucleasas unidas a moléculas de ADN, a

células diana a través del sistema de secrecion bacteriano tipo V.

13. Uso de una proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, y/o
una secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, y/o un vector
segun la reivindicacion 5, y/o un sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 11 para la modificacién genética de las células diana.
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