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PROTEINA QUIMERICA RELAXASA-Cas
Campo de la invencién

La presente invencion se encuadra en el campo general de la biotecnologia y en particular se
refiere a una proteina de fusién relaxasa-proteina Cas y al uso de la misma para la edicién
génica de diferentes células.

Estado de la técnica

Los sistemas CRISPR-Cas (del inglés, Clustered Regularly /nterspaced 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 gendémica . 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 (JARNs),
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 funcidn 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
introduccién 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 reparacion celular, que pueden reparar esa herida introduciendo pequefas
mutaciones, o incorporando moléculas de ADN exdgeno que introduzcan la informacion
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 € incierto proceso de disefo 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
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una secuencia que cuente con la PAM (motivo adyacente de protoespaciador) especifica para

la union de la endonucleasa Cas.

Actualmente todos los sistemas CRISPR-Cas estan englobados en dos clases (Clase | y
Clase II)?, siendo los segundos los mas adecuados para su uso como sistemas de
modificacion genética, debido a que codifican en una sola proteina (la endonucleasa Cas)
todas las funciones necesarias (reconocimiento y unién al gARN, reconocimiento y unién a la
secuencia diana del ADN, y realizacion de corte de doble cadena). A pesar de que Cas9 ® 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 generaciéon de modelos de laboratorio, o para
modificacidn 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 regulacion
génica). Esta versatilidad abre un encrme campo en la aplicacion de estos sistemas °. La
posibilidad de guiar la endonucleasa a un sitio especifico del genoma puede servir para su
localizacion, mutaciéon, modulaciéon epigenética, herramientas de diagnédstico, 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
biotecnologico como "fabricas microbianas", cada vez méas 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
modificacion de Escherichia coli (organismo modelo), especies del género Clostridium
(produccién de acetona, butanol o etanol), Streptomyces (produccién de productos naturales
con actividad antimicrobiana) o Bacterias del Acido Lactico (uso como probiéticos). 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
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Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis o Klebsiella pneumoniae. Otra aplicacién de gran
importancia es su uso como antimicrobianos de nueva generacién, gracias a la elevada
especificidad en su secuencia diana, permitiendo la eliminacion de una poblacion bacteriana
especifica o la eliminacién de un plasmido en concreto dentro de una poblacién 7. Esta
capacidad de eliminar plasmidos de manera especifica le otorga un papel sumamente

importante en su uso para combatir resistencia a antibidticos é.

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 introduccidn de mutaciones
no deseadas. Aungue 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 deteccién 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 adicion de nucleétidos o el truncamiento de
los nucleétidos. Otras estrategias son la adicién de enlaces fosfodiester o la introduccion de
desoxinuclettidos 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,



10

15

20

25

30

WO 2022/043598 PCT/ES2021/070626

4

simple y estable. Una limitacidn importante es el tamario; 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 tamano (caso de los plasmidos), y solo el gen cas9 ya
mide 4.5 Kb aproximadamente. En eucariotas, existe el requerimiento adicional de que el ADN
exdgeno entre en el nucleo para su transcripcién, lo que disminuye la eficiencia de edicion
genomica. Ademas, la introduccién de ADN exdgeno ala célula genera otros problemas como
la probabilidad de integracién del ADN introducido en el genoma diana, ¢ la produccion 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 transcripcién in vitro. Es un método mas directo que el ADN,
ya que no hace falta que ocurra la transcripcion, y, ademas, la expresién es mas transitoria,
lo que disminuye los efectos de toxicidad y off-target. Sin embargo, el ARNm es muy inestable,
y junto con su expresion 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 purificacion 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 mas extendidos son los vectores virales. Consisten en
utilizar un virus para introducir el ADN que codifica para la endonucleasa y el gARN mediante
transduccion. 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
€n ensayos in vivo, tienen las limitaciones ya explicadas por el uso de ADN. En procariotas se
ha explorado también el uso de la transformacion y la conjugacién bacteriana como medio de
introduccién del ADN en bacterias. Las ventajas de este ultimo son que no hay limitacion de
tamario y permite hacer un envio in vivo a un amplio numero de huéspedes (dependiendo del

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

Otras formas de envio se basan en métodos fisicos o quimicos '*. Dentro de los mecanismos
fisicos se engloban técnicas como electroporacion, transformacion o inyeccidn hidrodinamica.
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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 limitacion en sus usos. Por otro lado, el transporte quimico
se basa en la modificacién o adicién de moléculas complementarias al sistema CRISPR-Cas
para que este sea capaz de traspasar las barreras celulares o para protegerlo de la
degradacién. Algunas formas son la encapsulacién lipidica, la unién a nanoparticulas como
oro o silice, o la modificacién quimica como la adicidén de péptidos de penetracién celular
(CPP). La utilizacion de estos sistemas esta cada vez méas extendida en eucariotas, teniendo
una gran aplicacion en modelos in vivo. Estos mecanismos permiten una proteccion de los
complejos evitando su degradaciéon 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 fisiologicas, 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 infeccién 4 o
de complejos nucleoproteicos de una bacteria donadora a otra bacteria receptora
(conjugacion) 'S, La conjugacién 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 genémica '5. Durante la conjugacién, 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 nic y
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 recirculacién 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 secrecidn bacterianos tipo 3 (T3SS)

como sistemas de vacunacion o inmunoterapia, o trabajos de reemplazamientos de proteinas
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defectuosas (también con T3SS) '7. El uso de T4SS abre un importante campo ya que no sélo
permite la translocacién de proteinas, sino también de ADN. En particular, existen diferentes
trabajos en los que se ha intentado unir las ventajas de los sistemas de secrecion con
tecnologias de modificacién genética (CRISPR-Cas o similares): utilizando el T4SS de
Agrobacterium tumefaciens para introducir un plasmido en la célula receptora codificando
Cas9y 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 ultimo, se ha intentado
generar una fusion entre Cas9 y una sefal reconocida por el T3SS de Pseudomonas
aeruginosa, aunque el resultado ha sido negativo debido a la toxicidad de la fusién generada
en la bacteria 2°.

Breve descripcion de la invencién

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 eleccién (la cual debe contener una
secuencia oriT reconocida por la relaxasa de la fusion), que puede codificar tanto el gARN

como el ADN para editar el genoma receptor.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una proteina de fusion (de
aqui en adelante, proteina de fusién de la presente invenciéon que comprende una proteina
relaxasa unida a una proteina Cas).

En la presente invencion 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 funcion 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.
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En otra realizacion particular de la presente invencién, la proteina Cas, es la proteina Cas12a,
(también conocida como Cpf1), mas en particular es la variante AsCas12a originaria de la

bacteria Acidamincccociis 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.

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
aminoacidos obtenidas alineando las dos secuencias. El grado de identidad se expresa como
porcentaje y depende del numero de residuos comunes entre las secuencias alineadas. El
grado de identidad entre secuencias de aminodcidos 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: 1y también se consideran dentro de
la presente invencién. 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, adicion, sustitucion,
delecién o modificacién quimica de un aminoacido, respecto a la proteina de fusion de la

presente invencion.

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

fusion 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 nuclebtidos, polinucleétidos, o acidos nucleicos, que,
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bajo un control de expresién adecuado, es capaz de transcribir y traducir la secuencia

aminoacidica de la proteina de la presente invencién.

En una realizacion mas en particular de la presente invencidn, la secuencia nucleotidica que
codifica para la proteina de fusién comprende una secuencia nucleotidica segun la SEQ 1D
NO: 2.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un vector de expresién (de aqui en
adelantes vector de expresién de la presente invencién) que comprende la secuencia
nucleotidica de |a presente invencion.

En la presente invencidn el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz
de transportar otro acido nucleico al que se ha unido, preferentemente el acido nucleico de la
presente invencion que codifica para la proteina de fusion de la presente invencion y, esta
unido operativamente a nucleétidos adicionales tales como secuencias control, que
proporcionan su expresion. El vector de la presente invencidn, 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 polinucledtidos para ser

transfectados en una célula huésped.

En la presente invencién por “unido operativamente” se refiere a una disposicion 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 invencion) 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 invencidn. La célula de la
presente invencidn se refiere a cualquier tipo de célula que es susceptible de transformacion,
transfeccion, transduccién, conjugacion y translocacion con el acido nucleico de la presente
invencion o con el vector de expresion que comprende dicho acido nucleico, o con la proteina

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

presente invencion.

En una realizaciébn méas en particular, el sistema CRISPR/Cas de la presente invencion

comprende

— una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

— la proteina de fusion relaxasa-Cas de la presente invencion,

donde la proteina relaxasa-Cas se transloca a una célula receptora a través de un sistema de

secrecién bacteriano tipo IV.

En la presente invencion 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 fusion relaxasa-Cas de la presente invencion.

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 invencidn 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 nucleodtidica 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 é&cido
nucleico para formar enlaces de hidrégeno con ofra secuencia de acido 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%.
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En la presente invencién por “hibridacion” se refiere a una reacciéon en la que uno 0 mas
polinucledtidos reaccionan para formar un complejo que se estabiliza a través de la formacion
de enlaces de hidrogeno entre las bases de los restos de nucleotidos. La formacion de enlaces
de hidrégeno se produce mediante el emparejamiento de bases de segun Watson and Crick,
o de cualquier ofra manera especifica de secuencias, conocido por un experto en la materia.

En una realizacion mas en particular de la presente invencion, el sistema de secrecion

bacteriano tipo 1V es el del plasmido conjugativo R388

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

comprende:

- una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

- la proteina de fusion relaxasa- Cas de la presente invencion

donde la proteina relaxasa-Cas es traslocada a la célula receptora a través del T4SS y, en la
célula receptora se une a la secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia € hibrida
con el ADN diana.

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 invencion,

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 invencion, 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 invencidn, la proteina de fusion relaxasa-

Cas del sistema CRISPR/Cas de la presente invencion, comprende la relaxasa TrwC unida a
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la endonucleasa Cas12a. Mas en particular, comprende la secuencia aminoacidica SEQ 1D
NO: 1.

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

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la proteina de fusién de la presente
invencion, o al sistema CRISPR/Cas de la presente invencion para la translocacion in vivo, de

ADN y/o endonucleasas a células diana a través del T4SS de la presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la proteina de fusion de la presente
invencion y/o al acido nucleico de la presente invencidn, y/o al vector de la presente invencion,
para la edicidén génica en células. En una realizacion particular, para la edicion génica en
células eucariotas. En una realizacion particular, para la edicién génica en células procariotas.

Descripcion de las figuras

La figura 1, muestra los resultados de estabilidad de la proteina de fusién, mediante Western
Blot utilizando un anticuerpo anti-TrwC. La proteina TrwC purificada se utilizé como control
positivo. El lisado celular de HEK293T se usé como control negativo (-). Casi12a y
TrwC:Cas12a corresponden con los lisados celulares tras transfectar los plasmidos pY010 y
pLGO8 respectivamente en HEK293T. Los tamarios 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. Numero de transformantes
tras coelectroporar el plasmido pLG24 (pTET:trwC:cas12a) con diferentes gARNs en
condiciones de induccion (+) y de no induccion. Los datos corresponden a la media 9

experimentos independientes. (**** P<0.0001).

La figura 3 muestra la actividad de la proteina de fusiéon en la bacteria receptora tras su
translocacién por el T4SS mediante conjugacion. TrwC:Cas12a produce un incremento de la
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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 induccion. 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.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion 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 invencién

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
alahora de ser translocadas a través del T4SS, va a ser mas sencillo hacerlo con una proteina

de menor tamaro.

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 #.
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Para generar la proteina de fusidén entre la relaxasa TrwC y la endonucleasa Cas12a, se
construyé el gen adecuado mediante la técnica de isothermal assembly 23, eliminando el coddn
de STOP del gen trwC (amplificado a partir del plasmido pAA12 %2) y colocando a continuacién
el codén de inicio de cas12a amplificado a partir del plasmido pY010 (addgene numero
©9982). Hay que hacer notar que ese gen ha sido optimizado para su expresion en mamiferos,
y codifica para una proteina que contiene una sefial nuclear y una cola de histidinas C-

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

En primer lugar, se comprobo si la proteina de fusién era estable mediante un Western Blot a
partir de lisados celulares de HEK293T. Para ello, se emplazd el gen de fusion en un plasmido

(pLGO8) bajo el promotor CMV, que permite la expresion en eucariotas.

El plasmido pLGO08,se construyé mediante el método de clonacién Isothemal Assembly
(Gibson et al, 2009). Para ello, se ensambl6 el gen trwC y el vector pY010. Se amplificd por
PCR la secuencia de trwC del plasmido pAA12 (en él, trwC carece de codon de STOP). El
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 (Cas12a) y pLGO8 (TrwC:Cas12a), y se realizé un lisado celular. A
continuacion, se realizé 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 fusion, indicando que se producia la proteina esperada, y era estable.
Ejemplo 3: Actividad de la proteina de fusion de la presente invencion

A continuacién, se realizé una validacion funcional de las diferentes partes de la fusion, para
comprobar si mantenian las funciones de las proteinas parentales. En primer lugar, se
realizaron conjugaciones bacterianas, en las que se complementé 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 fusion 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? .
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A Complementaci Frecuencia de
Plasmido con T4SS on Relaxasa conjugacion
pSU1445 % pHP159 % TrwC 3.8x10'+0.24
(R388:;’Tmr;gac1 en oG24 Trw(;:aCas1 411040 26

Tabla 1. Frecuencias de conjugacion.

En todos los casos, la bacteria donadora corresponde a la cepa de Escherichia coli D1210 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 fusién, tanto

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

Para la validacion en células eucariotas se utilizd de nuevo el plasmido pLGO8. El gARN se
construyé en un casete de expresidn, bajo el promotor U6, utilizando como diana el gen dnmt1.
Los diferentes elementos se introdujeron por transfeccion a células HEK293T (ATCC® CRL-
3216™) utilizando el kit Lipofectamine® 3000 Reagent de Invitrogen. Las transfecciones

realizadas se muestran en la Tabla 2.

Transfeccion | Plasmido | Proteina Cas | UB::dnmt1sana)
¢ lcodficada |
1 pY010 Cas12a -
2 - - +
3 pY010 Cas12a +
4 pLGO8 TrwC:Cas12a |+

Tabla 2. Transfecciones realizadas para determinar |a 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 realiz6 una PCR amplificando la zona diana y se traté con
el kit Surveyor® Mutation Detection Kits (IDT), el cual detecta la formacién de indels,
pequefas inserciones-deleciones producidas por los sistemas de reparacion no hémologos
de la célula eucariota en respuesta a los cortes generados por Cas12a.

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 realiz6 la comprobacion de la actividad endonucleasa de TrwC-Cas12a en
células procariotas. La mayoria de las bacterias no contienen un sistema de reparacion del
ADN basado en la recombinacion 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,
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pudiendo medir la actividad de Cas12a en un decrecimiento de nuestra poblacion 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) esta muy reprimido, mientras que en presencia de aT¢ 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 construy6é ensamblando la
secuencia de Cas72a-NLS-3Ha (amplificada del plasmido pY010) con el vector pBBRS,

amplificado por PCR, dejando el gen Cas12a en el pBBR6, aguas abajo del promotor lactosa.

El plasmido pLG24 se construyé ensamblando cuatro amplicones: el promotor pTET se
amplifico del plasmido pOSIP-CO-RBS-library-dCas9. La secuencia de trwC se amplificod del
PAA12. El pLG14 se amplificd en dos fragmentos, eliminando el promotor lactosa. El
fragmento de trwC se ensambl6 delante del codon de inicio de cas72ay la secuencia del pTET

se colocé aguas arriba de ambos fragmentos.

Para estos experimentos también se disefiaron dos gARNs que se clonaron bajo el control del
promotor plac (inducible por isopropil-g-D-1-tiogalactopiranésido, IPTG), cuyas dianas son los
genes /acZ (pLG15) o sacB (pLG19). En la tabla 5 se muestran los plasmidos 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 cligonucleotidos 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 lacZ (presente en la cepa
diana) o contra el gen sacB (no presente en la cepa diana). Los transformantes se
seleccionaron en condiciones de inducciéon (aTc 1ug/ml e IPTG 0.5mM) y de no induccion
(Figura 2b). El numero 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 seleccion6 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 invencion, es la recuperacion de la actividad de la proteina de fusién en la célula



10

15

20

WO 2022/043598 PCT/ES2021/070626

16

receptora tras ser translocada a través del T4SS. La translocacién de sustratos a través de
sistemas de secrecion conlleva un desplegamiento total o parcial de los mismos2®2, 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 fusion TrwC:Cas12a.

Para detectar la actividad Cas12a en las bacterias receptoras, se realizaron dos ensayos

distintos: incremento de la sefial SOS y selecciéon de mutaciones en sacB.

Para el primer ensayo, se ha adaptado el ensayo de la induccion 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 sefal 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 induccion de la misma
debida a los cortes producidos por Cas se traduce en produccién de GFP. Se ha adaptado
este ensayo para la deteccidn de la actividad de TrwC:Cas12a en los transconjugantes. Las
bacterias utilizadas en este ensayo se muestran en la Tabla 3. Basicamente, |a idea es realizar
conjugaciones a cepas que tengan un gARN con (/acZ) o sin (sacB) diana en el cromosoma
de la bacteria receptora. La translocacion de TrwC:Cas12a desde la bacteria donadora daria
lugar a su accidén endonucleasa en el cromosoma en el caso de la receptora con el gARN
contra /acZ.

pzASt psulA:gfp +
. 27 .
pSU1445 25 4 R388::Trg>tac1 en SUIQL%-I:EI)S + plaCZIaCZgRNA lacZ
trwC +
pLG24 ) ) pZA31- _
pTET:trwC.cas12a sulglp 77 + pf)ascl'.":; gépR:A -
pLG19 : g

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

'Bacteria donadora: E. coli D1210
2Bacteria receptora: E. coli MG1655 (RecA+)
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Para las conjugaciones, los cultivos bacterianos crecidos en fase estacionaria se diluyeron
1:20 y se indujeron, las donadoras con aTc 1pg/mly las receptoras con IPTG 0.5 mM, durante
3 horas. A continuacion, se realizaron las conjugaciones en filtro, suplementando las placas
de conjugacién con aTc e IPTG. La deteccién de GFP se realiz6 directamente tras 3 horas,
sobre la placa de conjugacion con el lector de placas Azure Biosystems c400 (Figura 3a). A
continuacion, 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 deteccién de GFP en
ausencia de corte por Cas12a, debido a que la propia conjugacion 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 genémica (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 *. De hecho, es una
contraseleccién tan efectiva, que las bacterias que expresan sacB solo sobreviven en un
medio suplementado con sacarosa si pierden la actividad SacB por mutaciéon. No existe
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 #’. De este modo, si se usa como diana de
Cas12aenla célulareceptora 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 encontrara un mayor numero 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.

Relaxasa
TrwC -sacB 7x101 >>

Plasmidos Descripcion
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pSU1445+pHP | R388::Tn5tac? en 3
159 TrwC + oritTrwABC *sacB | 1.2310 0
R388::Tn5fac? en -sacB 1.3x10%3 >>
pSU1445+pLG TrwC + TrwC:Cas1
24 pTET.TrwC:Cas12 2a +sacB 1.27x10 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 nimero 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 fusién. 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 usdé 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 oligonucledtidos
5-CTACCGCACTGCTGGCAG-3(SEQ ID NO: 25) y 5-GATGCTGTCTTTGACAACAG-3”
(SEQ ID NO: 26). En todos los casos se obtuvo la amplificacion 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.
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Los ensayos mostraron que la proteina de fusion de la presente invencion, s una proteina de
fusion funcional TrwC:Cas12a, que permitié 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 expresiéon sostenida en el tiempo de la
endonucleasa. También se evita el riesgo de integracidén del ADN en el genoma diana.

La proteina de fusién de la presente invenciéon 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, Saimonella, Stenotrophomonas
o Shigella %, y probablemente vaya mucho mas alla, puesto que también se ha demostrado

Su conjugacién a cianobacterias *.

La proteina de fusién de la presente invencidn, proporciona un vehiculo de introduccién 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 validas 34, Los
ensayos demuestran que la proteina de fusién de la presente invencién mantiene su actividad
de endonucleasa sitio-especifica en células humanas y, habida cuenta que los T4SS también
median la translocacion de proteinas directamente a células de mamifero, puede tener una

posible aplicaciéon en la modificacién genética de mamiferos.

pAA12 pHP159::trwC-RalF | %
7S
pBBR6 Vector de clonacion | 3%
derivado del pBBR1-
MCS
pHP159 pPBBR6:.0ri T %
trwAB*C:.pCMV
eGFP
pLGO8 pY010::trwC-Cas12a | Este trabajo
pLG14 pBBR6:Cas12a Este trabajo
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pLG15 pUC8:plac lacZerna | Este trabajo

pLG19 pUC18:plac Este trabajo
sacBgRNA

pLG24 pPBBRE:pTET::trwC- | Este trabajo
Cas12a Aplac

pOSIP-CO-RBS-library- Contiene pTET 36

dCas9

pSU1445 R388::Tn5tac1 en | ¥
trwC

pUCS8, pUC18 Vectores de | %839
clonacién

pY010 pcDNA3.1:: 4
hAsCas12a

pZA31-sulA-GFP

PZA31:luc.GFP mut2 | #

Tabla 5: Plasmidos utilizados en la presente invencién

U6_crRNA_F

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCT
(SEQ ID NO: 21)

DNMT1_crRNA3
R

GAGTAACAGACATGGACCATCAGATC
TACAAGAGTAGAAATTACGGTGTTTC
GTCCTTTCCACAAG (SEQ ID NO: 22)

Casete de exbrésmn
Ue: :gRNADNMT1 en
eucariotas

NO: 26)

DNMT1_F CTGGGACTCAGGCGGGTCAC (SEQID | Amplificacién  region
NO: 23) dnmt1 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

sacarosa

Tabla 6: Oligonucledtidos usados
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pLGO08

pY010::trwC-
Cas12a

pY010_Trw

C_F

Cpfl_TrwC
R

TTAAGCTTGGTACCGC
CACCATGCTCAGTCAC
ATGGTATTG (SEQ ID
NO:3)
AAGCCCTCGAACTGTG
TCATCCTTCCGGCCTC
CAT (SEQ ID NO: 4)

trwC (pAA12)

Cpfl_1_F
pY010_929
R

GGTGGCGGTACCAAG
(SEQ ID NO: 5)
ATGACACAGTTCGAGG
G (SEQ ID NO: 6)

pY010

pLG14

PBBR6:Cpfi

Cpfl_pBBR
6_F

pLG15_Cpf
1.R

TGAGCGGATAACAATTT
CACACAGGAAACAGCT
ATGACACAGTTCGAGG
G (SEQ ID NO: 7)
TTTAACGCGAATTTTAA
CAAAATATTAACGCGG
CATAGTCGGGGACA
(SEQ ID NO: 8)

Cas12a
(pY010)

pBBR6_14
40_F
pBBR6_10
74 R

GCGTTAATATTTTGTTA
AAATTCG (SEQ ID NO: 9)
AGCTGTTTCCTGTGTGA
AA (SEQ ID NO: 10)

pBBR6

ER

pLG15

pUC8:lacZgr
NA

lacZ-gRNA

GAATTCGTCAAAAGAC

CTTTTTAATTTCTACTCT
TGTAGATCCGACCGCA
CGCCGCATCCAGCGCT
GTCAAAAGACCTTTTTA
ATTTCTACTCTTGTAGA
TAAGCTT (SEQ ID NO:

11)

lacZgrna
(gblock)

puCS

ER

pLG19

pUC18:sacBy

RNA

sacB-gRNA

GAATTCGTCAAAAGAC
CTTTTTAATTTCTACTCT
TGTAGATGGACAGCTG
GCCATTACAAAACGGT
CAAAAGACCTTTTTAAT
TTCTACTCTTGTAGATA
AGCTT (SEQ ID NO: 12)

sacBgrna
(gblock)

puC18

pLG24

pBBR6:pTET
trwC-
Cas12a
Aplac

tetR_F
ptet_ R

TTAAGACCCACTTTCA
CATTTAAG (SEQ ID NO:
13)
TTTTGCCTCCTAACTAG
GTCAT (SEQ ID NO: 14)

pTET (pOSIP-
KH-
pTET_RBS2-
dCas9)

ptet_TrwC_
F

TrwC_Cpfi
R

TATCCGGAGGCATATC
AAATGACCTAGTTAGGA
GGCAAAAATGCTCAGT
CACATGGTATTGA
(SEQID NQO: 15)

twC (pAA12)
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TCACCTGATACAGGTT
GGTAAAGCCCTCGAAC
TGTGTCATTGACCTTCC
GGCCTCCAT (SEQ ID
NO: 16)

Cpfl_F ATGACACAGTTCGAGG pLG14
pLG14_ R | GCT (SEQ ID NO: 17)
pLG14_F | GCGTAGCACCAGGCGT
pLG14_2_ | (SEQID NO: 18)

R ACCAATAGGCCGACTG
CGAT (SEQ ID NO: 19)
CGGATTAGAAAAACAA
CTTAAATGTGAAAGTGG
GTCTTAATTAGGTGGC
GGTACTTGGGTCG
(SEQ ID NO: 20)

Tabla 7: Construccién detallada de los plasmidos
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REIVINDICACIONES

1. Proteina de fusién que comprende una proteina relaxasa unida a una proteina CRISPR-
Cas.

2. Proteina de fusién segun la reivindicacion 1, donde la proteina relaxasa es la relaxasa TrwC.

3. Proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la proteina CRISPR-
Cas, es la proteina Cas12a.

4. Proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la endonucleasa
Cas12a se une al extremo C-terminal de la relaxasa TrwC.

5. Proteina de fusiéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que comprende la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

6. Secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

7. Secuencia nucleotidica segun la reivindicacion 6, que comprende una secuencia
nucleotidica segun la SEQ ID NO: 2.

8. Vector de expresion que comprende la secuencia nuclectidica segun cualquiera de las

reivindicaciones 6-7.

9. Célula que comprende una proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y/o un
acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 6-7, y/o un vector segun la
reivindicacion 8.

10. Sistema CRISPR/Cas que comprende la proteina de fusion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

11. Sistema CRISPR/Cas segun la reivindicacion 10 que comprende:

— una secuencia nucleotidica que codifica para el ARN guia,

— una proteina de fusién relaxasa-Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5,

donde la proteina relaxasa-Cas se transloca a una célula receptora a través de un sistema de

secrecién bacteriano tipo 1V.
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12. Sistema CRISPR/Cas segun la reivindicacién 11, 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

13. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 10-11, 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 de un sistema de secrecion bacteriano tipo IV a la

célula diana donde el ARN guia hibrida con el ADN diana.

14. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 10-13, que comprende la

secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

15. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 10-14, donde la célula

diana es una célula eucariota.

16. Sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 10-14, donde la célula

dianas es una célula procariota.

17. Uso de una proteina de fusidén segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o un sistema
CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 10-16 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.

18. Uso de una proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, y/o un acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 6-7, y/o un vector segun la reivindicacion 8,
y/o un sistema CRISPR/Cas segun cualquiera de las reivindicaciones 10-16 para la
modificacion genética de las células diana.
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Bases de datos electrénicas consultadas durante la btisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de

TrwC Specifically Affects Recruitment by Its Conjugative

Type IV Secretion System". Journal of Bacteriology, 31/10/2013,

Vol. 195, N° 22, pdginas 4999-5006 [en linea] [recuperado el 27/05/2021].
[SSN 0021-9193(print) ISSN 1098-5530(electronic),

<DOI: 10.1128/JB.00367-13> todo el documento.

bisqueda utilizados)
EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, EMBASE/Elsevier, MEDLINE/NML, EMBL-EBI, XPESP y Bases de
Texto TXT
C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
. o . Relevante para las
Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°
A ALI ZAHIR et al. "Fusion of the Cas9 endonuclease and the 1-18
VirD2 relaxase facilitates homology-directed repair for precise
genome engineering in rice". Communications Biology, 23/01/2020,
Vol. 3, N° 1, pdginas Article No.: 44 [en linea]
[recuperado el 27/05/2021].
ISSN 2399-3642(clectronic), <DOI: 10.1038/s42003-020-0768-9>
todo el documento.
A ALPERI ANABEL et al. "A Translocation Motif in Relaxase 1-18

B £n 1 continuacion del recuadro C se relacionan otros documentos [ Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

*

||An

vE"

"

||On

npr

Categorias especiales de documentos citados:

documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacion internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacién, a una exposicién o a cnalquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacion
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

nTn

nxn

"y

g

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprension del principio o teoria que constituye la base
de la invencion.

documento  particularmente  relevante; la  invencidn
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento  particularmente  relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de 1a misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional.

18/10/2021

Fecha de expedicion del informe de biisqueda internacional.

20 de octubre de 2021 (20/10/2021)

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada de la
busqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
M. Garcia Coca

N° de teléfono 91 3493411
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C (Continuacion).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

A

GUZMAN-HERRADOR DOLORES L et al. "DNA Delivery

and Genomic Integration into Mammalian Target Cells through

Type IV A and B Secretion Systems of Human Pathogens".

Frontiers In Microbiology, 22/08/2017,

Vol. 8, paginas Article No.: 1503 [en linea][recuperado el 27/05/2021].
ISSN 1664-302X(print) ISSN 1664-302X (electronic),

<DOI: 10.3389/fmicb.2017.01503> todo el documento.

FERNANDEZ-GONZALEZ ESTHER et al. "Transfer of R388
Derivatives by a Pathogenesis-Associated Type IV Secretion System into
both Bacteria and Human Cells". Journal of Bacteriology (print),
20111101 American Society For Microbiology, Us., 01/11/2011,

Vol. 193, N° 22, paginas 6257 - 6265 [en linea]

[recuperado el 27/05/2021].

ISSN 0021-9193, <DOI: 10.1128/1B.05905-11> todo el documento.

GUGLIELMINIJULIEN et al. "Key components of the eight classes

of type IV secretion systems involved in bacterial conjugation

or protein secretion”. Nucleic Acids Research 2014, 30/11/2013,

Vol. 42, N° 9, paginas 5715-5727 [en linea] [recuperado el 10/06/2021].
ISSN 0305-1048(print) ISSN 1362-4962(electronic),

<DOI: 10.1093/nar/gku194>

todo el documento.
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Recuadro I Secuencia(s) de nucleétidos y/o de aminodcidos (continuacién del punto 1.c de la primera hoja)

1. Con respecto a las listas de secuencias de nucleétidos y/o de aminoicidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para la
invenci6n reivindicada, la biisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de una lista de secuencias:

a que forma parte de la solicitud internacional tal y como se presento:
X en formato de archivo de texto segtin Anexo C/ST.25.
O en formato papel o en formato de archivo de imagen.

resentada junto con la solicitud internacional de acuerdo a la Regla 13.fer.1a) de exclusivamente a los fines de la
bl:lp da j la solicitud i ional d do alaRegla 13 la) del PCT exclusi los fi del
" biisqueda, en formato de archivo de texto segfin Anexo C/ST.25.

¢. [ presentada con posterioridad a la fecha de presentacién tinicamente a los fines de la biisqueda internacional:

O en formato de archivo de texto segin Anexo C/ST.25 (Regla 13ter.1a)).
D en formato papel o en formato de archivo de imagen (Regla 13zer.1b) e Instrucciones Administrativas, seccidén 713).

24 Ademds, en caso de que se haya presentado mds de una version o copia de una lista de secuencias se ha entregado la declaracion
requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la que formaba parte de la
solicitud tal y como se presentd o no va mds alld de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Enero 2015)
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Recuadro 11 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n°:
se refieren a un objeto con respecto al cnal esta Administracion no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. B Las reivindicaciones n*: 1-3, 6,8-18
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una bisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones 1-3, 6 y 8-18 no estin correctamente basadas en la descripcion, puesto que en la
solicitud no se demuestra que cualquier relaxasa pueda formar una proteina fusiéon funcional con la
proteina Casl2a, ni que cualquier proteina Cas pueda formar una proteina fusién funcional con
cualquier relaxasa. Por lo tanto, estas reivindicaciones se han buscado de forma parcial, en la medida
en que incluyen el objeto de la reivindicacion 4 o dependan de dicha reivindicacion.

3. O Las reivindicaciones n*;
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pédrrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro ITI Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de 1a Busqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. O pado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
bisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. [ bado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n”:

4. 0O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de buisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n™:

Indicacion en cuanto a la protesta D Se acompand a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompand a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaiiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Enero 2015)
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