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DESCRIPCION
Un nuevo tipo de sistema CRISPR/Cas
Campo técnico

La tecnologia descrita en la presente memoria se relaciona con sistemas CRISPR/Cas nuevos y sintéticos y
componentes de los mismos, vectores, proteinas, complejos de ribonucleoproteinas y métodos de utilizacién del nuevo
sistema y los componentes.

Llamamos al nuevo sistema un sistema CRISPR/Cas “Tipo S".
Antecedentes
Actualmente, se conocen los sistemas CRISPR/Cas Tipos I-VI.

Seria deseable proporcionar un nuevo sistema y componentes del mismo que puedan aumentar la caja de
herramientas y las utilidades para el direccionamiento CRISPR/Cas en general y que puedan aportar nuevos tipos de
funcionalidades para estos sistemas (tiles.

Sumario

La invencion satisface estas necesidades al proporcionar un nuevo sistema, CRISPR/Cas Tipo-S. Los componentes
béasicos de este sistema no se basan en los genes caracteristicos de ninguno de los sistemas Tipo I-VI que ya se han
dilucidado. El Tipo-S no utiliza una Cas3 (la proteina caracteristica de los sistemas Tipo 1), una Cas9 (la proteina
caracteristica de los sistemas Tipo 11}, una Cas10 (la proteina caracteristica de los sistemas Tipo I}, una Cas12 (la
proteina caracteristica de los sistemas Tipo V) o una Cas13 (la proteina caracteristica de los sistemas Tipo VI). Hemos
descrito el nuevo sistema como Tipo-S.

Ademas, identificamos que los componentes basicos (Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5) no comprenden
una nucleasa de ADN guiada por ARN. Sin embargo, descubrimos sorprendentemente que un complejo de
ribonucleoproteina de estos componentes con un ARNcr es capaz de dirigirse de manera eficaz y especifica a un sitio
predeterminado en el ADN. Usando este sistema, también fue sorprendentemente posible modificar una célula sin
inducir roturas de ADNds. Sorprendentemente, también pudimos usar el sistema para inhibir el crecimiento de células
bacterianas. Fusionamos varios componentes basicos del sistema a un editor de bases y descubrimos que era capaz
de realizar la edicion de bases de manera eficaz. También fusionamos varios componentes basicos del sistema a una
nucleasa de ADN y descubrimos que era capaz de realizar el corte del ADN de manera eficaz. Armados con este
conocimiento, podemos ver muchas aplicaciones del nuevo sistema. Es posible, por ejemplo, proporcionar una o mas
proteinas o dominios efectores adicionales (por ejemplo, una nucleasa, un editor de bases o un editor principal) junto
con uno o mas de los componentes del sistema para producir sistemas sintéticos que puedan modificar células y
acidos nucleicos de una manera dirigida por el ARN. La unién al ADN del sistema Tipo-S no requiere la presencia de
todos los componentes basicos (Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5). Cuando se fusiona con un editor de
bases o una nucleasa de ADN, de nuevo, sorprendentemente, el sistema sintético no requiere la presencia de todos
los componentes basicos (Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5) del sistema Tipo-S para realizar de forma
eficaz las funciones de los dominios efectores.

Por lo tanto, el sistema y sus componentes proporcionan nuevos medios para llevar a cabo la edicién de acidos
nucleicos y el direccionamiento celular en entornos ambientales, médicos y de otro tipo.

Becker et al. (Genome Announcements, vol. 3, no. 4, 9 de julio de 2015) se refiere a la secuencia genémica completa
de una cepa de brote de Klebsiella pneumoniae productora de CTX-M-15 de secuencia multilocus tipo 514.

Schliter et al. (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, vol. 58, no. 7, 21 de abril de 2014, paginas 3768-3773) se
refiere a un plasmido de tipo incH que alberga los genes blacrx-u-15, blapsa-1y qnrB4 recuperados de aislados animales.

Young et al. (Communications Biology, vol. 2, 383, 18 de octubre de 2019, paginas 1-7) se refiere a la reutilizacion de
la Cascada de CRISPR tipo IE para la activacién génica en plantas.

Medina-Aparicio et al. (Pathogens and Disease, vol. 76, no. 1, 9 de enero de 2018) se refiere al sistema CRISPR-Cas
en Enterobacteriaceae.

Zheng et al. (Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, vol. 8, 4 de marzo de 2020) se refiere al CRISPR-Cas
tipo | endbgeno: de la defensa del ADN extrafio a la ingenieria procariota.

Declaraciones de la invencion:

La invencién es como se reivindica en las reivindicaciones 1 a 17. La invencién reivindicada requiere la presencia
obligatoria de los acidos nucleicos como se recita en la reivindicacién 3(a) y la reivindicacién 3(b) y la reivindicacion
3(c) juntas en combinacién con un ARNcr como se reivindica; o los polipéptidos como se recita en la reivindicacion
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5(a) y la reivindicacion 5(b} y la reivindicacion 5(c) juntas en combinacién con un ARNcr como se reivindica. Cualquier
parte de la divulgacién relacionada con estos acidos nucleicos y proteinas especificos individualmente no forma parte
de la invencién per se, sino que sirve para la comprensién de la invencién reivindicada.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Componentes de clonacion de un sistema CRISPR Tipo S. Se construyé un plasmido (p1624) que
contenia un origen de replicacién pSC101 y un marcador de resistencia a la tetraciclina, asi como secuencias de ADN
que codificaban una endonucleasa guiada por ARN (rge), dos ORF en 3’ del gen rge, una matriz CRISPR cognada y
cuatro ORF inmediatamente en 5’ de la matriz CRISPR. Se predijo que los ORF 140 y 423 codificarian una ADN
polimerasa propensa a errores, mientras que se predijo que los ORF 624 y 188 codificarian una helicasa y una ARN
endonucleasa, respectivamente. El plasmido diana p1631 se construy6é creando primero un fragmento de ADN
sintético que contenia secuencias similares a espaciadores del sistema CRISPR/Cas Tipo S separadas por la
secuencia PAM predicha (AAG), y luego insertando esta secuencia en un plasmido que contenia un origen de
replicacion p15A, un marcador de resistencia al cloranfenicol (CmR) y el gen amilCP produciendo un color morado.

Figura 2: El sistema CRISPR-Cas inhibe el crecimiento de colonias transformadas con el plasmido diana
p1631. La cepa bSNP3127 se transformé con p1760 (derecha, véase la Figura 3 para ver el contenido), o p1624
(centro, véase la Figura 1 para ver el contenido} o un control sin plasmido (izquierda). Cada una de las cepas
resultantes se transformé con una mezcla 1:1 de plasmidos diana (morado) y no diana (blanco) y se sembré en placas
LB suplementadas con los antibiéticos adecuados para la seleccién. No se observaron colonias moradas en presencia
de p1760.

Figura 3: Representacion esquematica de la biblioteca de plasmidos construida después de la delecién de una
serie de genes en p1760 (véase la Figura 3 para ver el contenido). Los recuadros indican las deleciones de genes.
Las construcciones que mostraron inhibicion del plasmido se indican con *.

Figura 4: Cinco genes y una matriz CRISPR comprenden el sistema CRISPR-Cas Tipo S. Las cepas bSNP3127
que portan algunos de los plasmidos que se muestran en la Figura 3 se transforman con una mezcla 1:1 de plasmidos
p1631 diana (morado) y no diana (incoloros). Las colonias moradas con los plasmidos ensayados se observaron solo
en ausencia de la matriz CRISPR.

Figura 5: El sistema CRISPR-Cas utiliza los cinco genes (S1-S5) y una matriz CRISPR para la inhibicion de
plasmidos. Las cepas b5700 (ACas-S1), b5702 (ACas-S3), b5703 (ACas-S4), b5704 (ACas-S5) portaban plasmidos
con deleciones de un solo gen de los genes CRISPR-Cas Tipo-S. Estas cepas, junto con las cepas b4816 (control
negativo, sin sistema CRISPR-Cas Tipo-S) y b5408 (control positivo, sistema CRISR-Cas Tipo-S completo presente)
se transformaron con el plasmido diana p1631 o el plasmido no diana p144. Las veces de reduccion en las eficiencias
de transformacién de cada cepa se presentan en esta representacion grafica.

Figura 6: La induccion controlada del sistema CRISPR-Cas Tipo S dificulta el crecimiento de colonias con el
plasmido diana p1631.

Figura 7: Ensayos de aclaramiento de plasmidos para la evaluacion de la actividad de direccionamiento de cada
espaciador en la matriz CRISPR Tipo S. Los cuatro espaciadores ensayados muestran una eficiencia de
direccionamiento similar.

Figura 8: El sistema CRISPR-Cas Tipo S no induce roturas letales de ADNds en el cromosoma de E. coli.

Figura 9: Representacion esquematica de las posiciones de los protoespaciadores empleados para los
ensayos de union CRISPR-Cas Tipo S.

Figura 10: El CRISPR-Cas Tipo S se une al ADN cromosomico. Curvas de crecimiento de las cepas derivadas de
bSNP5810 en presencia de concentraciones crecientes de cloranfenicol.

Figura 11: Representacion grafica de las preferencias PAM de CRISPR-Cas Tipo S en forma de 'rueda PAM'
(véase Leenay et al., Technology, 62(1)}, 137-147, 2016, doi: https://doi.org/10.1016/j.molcel.2016.02.031). El anillo
interior corresponde a la posicion del 3¢" nucleétido aguas arriba (5') del protoespaciador, el anillo medio corresponde
a la posicion del 2° nucledtido aguas arriba (5'} del protoespaciador y el anillo exterior corresponde a la posicion del
1¢" nucledtido aguas arriba (5'y del protoespaciador. En la rueda, cada secuencia ocupa un sector, con un area
proporcional al enriquecimiento relativo de la secuencia.

Figura 12: Representacion grafica de la eficiencia del direccionamiento de CRISPR/Cas Tipo S en los PAM mas
preferidos. El eje x indica los PAM de los miembros de la biblioteca p2259 mas diana, segin los datos NGS
generados. El eje y representa las veces de reduccion de lecturas de secuenciacion para cada PAM, al comparar los
datos NGS generados por la cepa b5408 (direccionamiento de Cas-S) con los datos NGS generados por la cepa
b6259 (control Cas-S).

Figura 13: Representacion grafica de la eficiencia de transformacion de b5408 (Tipo-S wt) con cada miembro de la
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biblioteca de plasmidos p1935 en comparacion con su eficiencia de transformacién con el plasmido de control negativo
p2361 (sin PAM). El protoespaciador de tipo salvaje se representa en la parte superior de cada grafico. Las secciones
espaciador-protoespaciador complementarias para cada protoespaciador ensayado se indican con puntos. Las
secciones de protoespaciador mutado se indican con los cédigos de nucleétidos de una sola letra correspondientes.
Su protoespaciador ensayado tiene un cédigo Unico que se indica en el lado izquierdo de los graficos.

(A) Errores de emparejamiento proximales de PAM (cadenas); (B) Errores de emparejamiento distales de PAM
(cadenas); (C) Errores de emparejamiento simples proximales de PAM; (D) Errores de emparejamiento dobles
proximales de PAM; (E) Errores de emparejamiento triples proximales de PAM; (F) Errores de emparejamiento
cuadruples proximales de PAM.

Nota: los simbolos de "cruz(es)" indican la presencia de un numero bajo (cruz simple) o alto (cruz doble) de
"microcolonias” (que no se pueden contar) en las placas de transformacion correspondientes. Las microcolonias
posiblemente indican un direccionamiento ineficiente de CRISPR/Cas Tipo S que no detiene por completo la
replicacion del plasmido. Como resultado, las colonias crecen a una tasa significativamente mas lenta en el medio de
seleccion.

Figura 14: Representacion grafica de los plasmidos utilizados en los Ejemplos 4 y 5. La variante de Tipo-S que
cada plasmido expresa se indica en el lado izquierdo de la figura. El nombre de cada plasmido se indica en el lado
inferior izquierdo de cada plasmido. Los genes de Tipo-S se presentan como recuadros con rellenos sélidos y los
nombres de los genes correspondientes se indican encima de cada recuadro. Las lineas punteadas corresponden a
los genes de Tipo-S delecionados. La expresién de los genes de Tipo-S estaba dirigida por el promotor pBolA, que se
presenta como una flecha que apunta a la direccién de |a transcripcion. La expresion del médulo ARNcr estaba dirigida
por la secuencia 'Lider', presentada como un recuadro lleno con rayas diagonales y esta localizado justo aguas arriba
(5') del médulo de expresion de ARNcr. Las repeticiones CRISPR (SEQ ID No:6) del médulo de expresion de ARNcr
se presentan como triangulos y el espaciador se presenta como un circulo. Las localizaciones de los sitios de
reconocimiento de BsmBI se indican con signos de asterisco (*). El gen del marcador de resistencia a la tetraciclina,
el origen de replicacion SC101 y el gen de la proteina de replicacion repA101 se presentan como recuadros con
rellenos de cuadros, ladrillos y cuadriculas respectivamente.

Figura 15: Representacién esquematica de las posiciones de los protoespaciadores empleados en los ensayos
CRISPRI de Tipo-S para la regulacién a la baja de la expresion de GFP de la cepa b5815 que contiene el gen gfp
integrado cromosomicamente. Cada posicion de protoespaciador se indica con un triangulo y el ID de cada
protoespaciador se indica sobre el triangulo.

Figura 16: Representacion grafica de la actividad CRISPRi cromosomica del sistema Tipo-S de tipo salvaje
sobre la expresion de GFP de la cepa b5815 durante un periodo de 24 horas. Los protoespaciadores
seleccionados estaban localizados A) al comienzo del orf de gfp y en la regién promotora p70a (Protoespaciadores
indicados entre paréntesis: S1F, S1R, S2F, S2R, S3F, S3R), B) al final del orf de gfp y las regiones de 200pb en 5’ y
en 3 de ¢fp (Protoespaciadores indicados entre paréntesis S4F, S4R, S5F, S6F, S6R) C) 1 kb en &
(Protoespaciadores indicados entre paréntesis: U1kF, U1kR) y 2 kb en 5 (Protoespaciadores indicados entre
paréntesis: U2kF, U2kR) del orf de gfp.

Figura 17: Representacion grafica de la actividad CRISPRi cromosomica del sistema AcasS3 Tipo-S sobre la
expresion de GFP de la cepa b5815 durante un periodo de 24 horas. Los protoespaciadores seleccionados
estaban localizados A) al comienzo del orf de gfp y en la region promotora p70a (Protoespaciadores S1F, S1R, S2F,
S2R, S3F, S3R), B) al final del orf de gfp y las regiones de 200 pb en 5’ y en 3’ de gfp (Protoespaciadores S4F, S4R,
S5F, S6F, S6R).

Figura 18: Representacion grafica de la actividad CRISPRi cromosomica del A) sistema AcasS3 Tipo-S, B)
sistema AcasS1AcasS3 Tipo-S y C) sistema AcasS1 Tipo-S sobre la expresién de GFP de la cepa b5815 durante un
periodo de 24 horas. Los protoespaciadores seleccionados estaban localizados al comienzo del orf de gfp y en la
region promotora p70a (Protoespaciadores S1F, S1R, S2F, S2R, S3F, S3R). Los plasmidos empleados para la
transformacion de la cepa b5815 se indican con (3).

Figura 19: Representacion grafica de la actividad CRISPRi en el plasmido del A) sistema AcasS3 Tipo-S, B)
sistema AcasS4 Tipo-S, C) sistema AcasS4 Tipo-S y D) sistema AcasS1AcasS3 Tipo-S sobre la expresién de GFP de
la cepa b6386 durante un periodo de 24 horas. Los protoespaciadores seleccionados estaban localizados al comienzo
del orf de gfp y en la regién promotora p70a (Protoespaciadores S1F, S1R, S2F, S2R, S3F, S3R).

Figura 20: Representacién esquematica de las combinaciones de plasmidos empleadas para los ensayos de edicién
de bases A) CasS1, B) CasS1 (ACasS3), C) CasS3 y D) CasS4. El asterisco (*) indica que el espaciador esta dirigido
contra uno de: un control no dirigido, S1F, S1R, S2F, S2R, S3F o S3R.

Figura 21: Visualizacion basada en mapas de calor de resultados de secuenciacion representativos de los
ensayos de edicion de bases de CRISPR/Cas Tipo-S. La citidina desaminasa PmCDA1 se fusiona al extremo C de
A) la subunidad Cas-S1 del sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje, B) la subunidad Cas-S1 del sistema
CRISPR/Cas Tipo-S ACas-S3, C) la subunidad Cas-S3 del sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje, D) la
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subunidad Cas-S2 del sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje. En la parte superior de cada recuadro se indican
i} el codigo del protoespaciador ensayado y ii) la secuencia de nucleétidos del protoespaciador (resaltada con una
flecha cuadrada que ademas muestra la direccién del protoespaciador) junto con la secuencia de las regiones
genodmicas inmediatamente vecinas donde se detectaron modificaciones de edicion de bases. En el lado inferior de
cada recuadro se indican i) los codigos de resultados de secuenciacién de Sanger Unicos (cada uno de una colonia
distinta) y ii) todas las modificaciones de C a T, o modificaciones de G a A cuando se tom6 como diana y se modificé
la cadena inversa, que se detectaron en los resultados de la secuenciacién. La intensidad del color de cada celda del
mapa de calor representa la abundancia relativade C a T (o G a A) para cada posicién, segun la relacién de altura de
los picos C y T correspondientes de los resultados de la secuenciacion de Sanger. Por ejemplo, los recuadros negros
representan colonias con un genotipo mutado de C a T del 100 % para las posiciones correspondientes, mientras que
los recuadros blanquecinos corresponden a genotipos mutantes mixtos de C a T del 95 % al 5 % (limite confiable de
deteccién para la secuenciacién de Sanger) para las posiciones correspondientes.

Figura 22: Representacion esquematica de las combinaciones de plasmidos empleadas para los ensayos de
direccionamiento del plasmido TevCasS.

Figura 23: Representacion grafica de los resultados de los ensayos de direccionamiento del plasmido
TevCasS. El eje x corresponde a la caida en la eficiencia de transformacién de una cepa MG1655 que expresa
TevCasS1 y estd dirigida a la secuencia diana en un plasmido diana TevCasS en relacion con la eficiencia de
transformacién de una cepa MG1655 que expresa TevCasS1 y no esta dirigida a la secuencia diana en un plasmido
diana TevCasS. El eje y corresponde al tamafio de la secuencia espaciadora |-Tevl en la secuencia diana de un
plasmido diana TevCasS.

Figura 24: Representacion grafica de los resultados de los ensayos de direccionamiento cromosomico de
TevCasS. El eje x corresponde a la caida en la eficiencia de transformacién de una cepa MG1655 que expresa
TevCasS1 y estd dirigida a una secuencia diana cromosémica de TevCasS en relacién con la eficiencia de
transformacién de una cepa MG1655 que expresa TevCasS1 y no esta dirigida a una secuencia diana cromosémica
de TevCasS. El eje y corresponde al tamafio de la secuencia espaciadora I-Tevl en la secuencia diana de una
secuencia diana cromosomica de TevCasS.

Figura 25: Representacion grafica de las preferencias del sitio de escision diana de TevCasS en forma de
‘grafico de Krona'. La secuencia del sitio de escisién diana de TevCasS es 5'CNiN2NsG-3'. El anillo interior
corresponde a Ny, el anillo medio corresponde al nucledtido N2 y el anillo exterior corresponde a Na. En la rueda, cada
secuencia ocupa un sector, con un area proporcional al enriquecimiento relativo de la secuencia.

Descripcion detallada

La tecnologia descrita en la presente memoria se refiere a sistemas CRISPR/Cas nuevos y sintéticos y componentes
de los mismos, vectores, proteinas, complejos de ribonucleoproteinas y métodos de uso del nuevo sistema y los
componentes.

Llamamos al nuevo sistema "CRISPR-S" y nos referimos a él como un sistema "CRISPR/Cas Tipo-S".

Los componentes basicos de este sistema no se basan en los genes caracteristicos de ninguno de los sistemas de
Tipo I-1ll, 0 V 0 VI que ya se han dilucidado. El Tipo-S no utiliza una Cas3 (la proteina caracteristica de los sistemas
de Tipo 1), una Cas9 (la proteina caracteristica de los sistemas de Tipo II}, una Cas10 (la proteina caracteristica de los
sistemas de Tipo Ill}, una Cas12 (la proteina caracteristica de los sistemas de Tipo V) o una Cas13 (la proteina
caracteristica de los sistemas de Tipo VI). Los componentes basicos no comprenden una proteina IscB, IsrB o IshB
(las IscB y las IsrB comparten una historia evolutiva comin con Cas9). Nos referimos al nuevo sistema como Tipo-S.
Por lo tanto, en un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria no codifican una Cas3, 9, 10, 12 y/o 13. El acido
nucleico de la presente memoria puede no codificar una Cas3, 9, 10, 12 y/o 13. El complejo de la presente memoria
puede no comprender una Cas3, 9, 10, 12 y/o 13. El método de la presente memoria puede no utilizar una Cas3, 9,
10, 12 y/o 13. En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos de la presente memoria no codifican una TnpB. En
un ejemplo, los complejos descritos en la presente memoria no comprenden una TnpB. En un ejemplo, el o los vectores
o0 acidos nucleicos de la presente memoria no codifican un dominio de nucleasa HD. En un ejemplo, los complejos de
la presente memoria no comprenden un dominio de nucleasa HD. En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos
de la presente memoria codifican una Cas8. En un ejemplo, los complejos de la presente memoria comprenden una
Cas8.

Como se menciond anteriormente, la invencién reivindicada requiere la presencia obligatoria de los acidos nucleicos
que se indican en la reivindicacién 3(a) y la reivindicacion 3(b) y la reivindicacion 3(c) juntos en combinacién con un
ARNcr como se reivindica; o los polipéptidos que se indican en la reivindicacion 5(a) y la reivindicacién 5(b) y la
reivindicacion 5(c) juntos en combinacion con un ARNcr como se reivindica. Cualquier parte de la siguiente divulgacion
relacionada con estos acidos nucleicos y proteinas especificos individualmente no forma parte de la invencién per se,
pero sirve para la comprension de la invencion reivindicada.

Los complejos pueden comprender una proteina para la identificacion de PAM, una proteina para la interaccion con
una Cas8, una proteina para procesar pre-ARNcr y una proteina de soporte, en donde los complejos comprenden una

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3014020 T3

proteina Cas-S1 a Cas-S5. Los complejos pueden comprender una proteina para la identificacién de PAM, una
proteina para la interaccion con una Cas8 y una proteina de soporte, en donde el complejo comprende una proteina
Cas-S1, Cas-S2, Cas-S4 y Cas-S5.

En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos comprenden una matriz CRISPR para producir el ARNcr. La matriz
puede comprender una 0 mas secuencias repetidas y una o mas secuencias espaciadoras. Las secuencias
espaciadoras pueden ser complementarias (como se define en otra parte de la presente memoria) a una primera
secuencia protoespaciadora. En algunos ejemplos, las secuencias espaciadoras de la matriz pueden ser
complementarias a un segundo, tercer, cuarto... etc. protoespaciador en una secuencia diana, por ejemplo, si se desea
una edicién o modificacién multiplex. Por ejemplo, la secuencia repetida es la SEQ ID NO:6 o SEQ ID No:70 o una
secuencia que es idéntica excepto por 1, 2, 3, 4 0 5 cambios, en particular 1 o 2, por ejemplo, 1 cambio.

El o los vectores o acidos nucleicos de la presente memoria pueden comprender una matriz de Tipo-S, es decir, una
matriz que codifica un ARNcr que es operable con al menos Cas-S1, 2, 3, 4 y 5 para tomar como diana un primer
protoespaciador (o0, por ejemplo, un primer y un segundo protoespaciador) de un acido nucleico o una secuencia diana.
El o los vectores o acidos nucleicos de la presente memoria pueden comprender una matriz de Tipo-S, es decir, una
matriz que codifica un ARNcr que es operable con al menos Cas-S1, 2, 4 y 5 para tomar como diana un primer
protoespaciador (o0, por ejemplo, un primer y un segundo protoespaciador) de un acido nucleico o una secuencia diana.
El o los vectores o acidos nucleicos de la presente memoria pueden comprender una matriz de Tipo-S, es decir, una
matriz que codifica un ARNcr que es operable con al menos Cas-S2, 3, 4 y 5 para tomar como diana un primer
protoespaciador (o0, por ejemplo, un primer y un segundo protoespaciador) de un acido nucleico o una secuencia diana.
El o los vectores o acidos nucleicos de la presente memoria pueden comprender una matriz de Tipo-S, es decir, una
matriz que codifica un ARNcr que es operable con al menos Cas-S2, 4 y 5 para tomar como diana un primer
protoespaciador (o, por ejemplo, un primer y un segundo protoespaciador) de un acido nucleico o una secuencia diana.

El protoespaciador se encuentra en 3’ de un PAM 5'-AAG-3' en el &cido nucleico o secuencia diana. Alternativamente,

- el PAM puede ser AAN, ANG, NAG; o

— el PAM puede ser AAG sin cambio de nucleétido o con un solo cambio de nucleétido.
El PAM no es CGG.
Alternativamente, el PAM puede ser AHN, KAG, AGG, GAC o GTG.

Alternativamente, el PAM se selecciona de 5'-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3', 5'-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-
3, 5'-ACT-3', 5'-ATC-3', 5-ATA-3', 5'-GAG-3', 5-TAG-3', 5'-ACC-3', 5'-AGG-3', 5'-ATT-3', 5-GAC-3' y 5-GTG-3'. Por
ejemplo, el PAM se selecciona de 5'-AAC-3', 5-ATG-3', 5'-AAA-3', 5'-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3', 5"-ACA-3', 5'-ACT-
3, 5-ATC-3', 5'-ATA-3', 5-GAG-3' y 5'-TAG-3'. Por ejemplo, el PAM se selecciona de 5-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3,
5-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3'y 5'-ACA-3', por ejemplo, 5-AAC-3' y 5'-ATG-3". En particular, el PAM es 5’-AAC-3'.

Significativamente, identificamos que los componentes del sistema Tipo-S (Cas-S1, Cas-82, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-
S5) no comprenden una nucleasa de ADN guiada por ARN. Sin embargo, descubrimos sorprendentemente que un
complejo de ribonucleoproteina de estos componentes con un ARNcr es capaz de dirigirse de manera efectiva y
especifica a un sitio predeterminado en el ADN. Usando este sistema, también fue sorprendentemente posible
modificar una célula sin inducir roturas de ADNds, véase el Ejemplo 1.3.4 a continuacién en la presente memoria.
Armados con este conocimiento, podemos ver muchas aplicaciones del nuevo sistema. Es posible, por ejemplo,
proporcionar una o mas proteinas o dominios con actividad efectora (por ejemplo, nucleasa (véase el Ejemplo 5 a
continuacion en la presente memoria), edicion de bases (véase el Ejemplo 4 a continuacion en la presente memoria)
o actividad de prime editing) junto con uno o mas de los componentes del sistema para producir sistemas sintéticos
que pueden modificar células y acidos nucleicos de una manera dirigida por ARN o dirigida por ADN.

Por lo tanto, el sistema Tipo-S y sus componentes proporcionan nuevos medios para llevar a cabo la edicion de acidos
nucleicos y el direccionamiento celular en entornos ambientales, médicos y de otro tipo.

En un primer aspecto de la descripcion detallada, se proporcionan los siguientes aspectos del nuevo sistema Tipo-S:
Una proteina Cas-S1 o un acido nucleico que codifica una Cas-S1.
Una proteina Cas-S2 o un acido nucleico que codifica una Cas-S2.
Una proteina Cas-S3 o un acido nucleico que codifica una Cas-S3.
Una proteina Cas-S4 o un acido nucleico que codifica una Cas-S4.
Una proteina Cas-S5 o un acido nucleico que codifica una Cas-S5.

Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S1, 82, 83, S4 y Sb5.
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Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S4 y S5.

Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S3, S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S2, S3, S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S1, S2, S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S2, S3, S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S2, S4 y S5.

Un vector o acido nucleico que codifica una proteina Cas-S1, 82, 83, S4 y S5, en donde el vector o acido nucleico
comprende la SEQ ID NO: 12 o una secuencia de ADN que es al menos (aproximadamente) un 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % idéntica a la SEQ ID NO:
12.

Un vector de &cido nucleico o un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:12 o una secuencia de ADN que es al
menos (aproximadamente) un 80 % (o al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98 o al menos aproximadamente un 99 %) idéntica a la SEQ ID NO:12.

En un ejemplo, cada una de dichas secuencias esta conectada operativamente a un promotor heterélogo (es decir, un
promotor que no esta conectado operativamente de forma natural a la secuencia). En un ejemplo, cada una de dichas
secuencias esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor eucariota o un promotor de virus (por
ejemplo, fago). El promotor puede ser un promotor constitutivo. El promotor puede ser un promotor inducible. Los
promotores pueden ser como se describe en cualquier opcion o caracteristica descrita en la presente memoria.

Opcionalmente, ninguno del o de los acidos nucleicos o vectores codifica una nucleasa Cas. El o los acidos nucleicos
pueden codificar una proteina o dominio efector que no es Cas, como una nucleasa que no sea una nucleasa Cas.

Se proporciona, en un segundo aspecto:

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende 1, 2, 3, 4 o la totalidad de una proteina Cas-S1, S2, S3,
S4y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S1, S2, S3, S4 y Sb.
Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S4 y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S3, S4 y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-82, S3, S4 y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S1, 82, S4 y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-82, S3, S4 y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S2, S4 y S5.

Opcionalmente, el complejo no comprende una nucleasa Cas. El complejo puede comprender una proteina o dominio
efector que no es Cas, como una nucleasa que no sea una nucleasa Cas.

Las proteinas de Tipo-S son capaces de realizar modificaciones dirigidas por ARN de una secuencia de ADN,
opcionalmente sin crear una ruptura en el ADN. Tal como se utiliza en la presente memoria:

Proteinas Cas-S1: Cas-S1 es una proteina Cas que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente)
un70,71,72,73,74,75,76,77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 %
idéntico a la SEQ ID NO: 1. Preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 80 %. Aun mas
preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 90 o0 95 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos
aproximadamente un 96 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos aproximadamente un 97 %. En otro ejemplo, la
identidad es al menos aproximadamente un 98 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos aproximadamente un 99
%. Preferiblemente, la Cas-S1 es Cas-S1.1. Cas-S1.1 es una proteina Cas que comprende el aminoacido de la SEQ
ID NO: 1.

Proteinas Cas-S2: Cas-S2 es una proteina Cas que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente)
un70,71,72,73,74,75,76,77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 %
idéntico a la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 80 %. Aun mas
preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 90 o0 95 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos
aproximadamente un 96 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos aproximadamente un 97 %. En otro ejemplo, la
identidad es al menos aproximadamente un 98 %. En otro ejemplo, la identidad es de al menos aproximadamente un
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99 %. Preferentemente, la Cas-S2 es Cas-S2.1. Cas-S2.1 es una proteina Cas que comprende el aminoacido de la
SEQ ID NO:2.

Proteinas Cas-S3: Cas-S3 es una proteina Cas que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente)
un 70,71,72,73,74,75,76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 %
idéntico a la SEQ ID NO: 3. Preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 80 %. AUn mas
preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 90 0 95 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos
aproximadamente un 96 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos aproximadamente un 97 %. En otro ejemplo, la
identidad es al menos aproximadamente un 98 %. En otro ejemplo, la identidad es de al menos aproximadamente un
99 %. Preferentemente, la Cas-S3 es Cas-S3.1. Cas-S3.1 es una proteina Cas que comprende el aminoacido de la
SEQ ID NO:3.

Proteinas Cas-S4: Cas-S4 es una proteina Cas que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente)
un 70,71,72,73,74,75,76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 %
idéntico a la SEQ ID NO: 4. Preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 80 %. AUn mas
preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 90 0 95 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos
aproximadamente un 96 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos aproximadamente un 97 %. En otro ejemplo, la
identidad es al menos aproximadamente un 98 %. En otro ejemplo, la identidad es de al menos aproximadamente un
99 %. Preferiblemente, la Cas-S4 es Cas-S4.1. Cas-S4.1 es una proteina Cas que comprende el aminoacido de la
SEQ ID NO#4.

Proteinas Cas-S5: Cas-S5 es una proteina Cas que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente)
un 70,71,72,73,74,75,76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 %
idéntico a la SEQ ID NO: 5. Preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 80 %. AUn mas
preferiblemente, la identidad es al menos (aproximadamente) un 90 0 95 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos
aproximadamente un 96 %. En otro ejemplo, la identidad es al menos aproximadamente un 97 %. En otro ejemplo, la
identidad es al menos aproximadamente un 98 %. En otro ejemplo, la identidad es de al menos aproximadamente un
99 %. Preferentemente, la Cas-S5 es Cas-S5.1. Cas-S5.1 es una proteina Cas que comprende el aminoacido de la
SEQ ID NO5.

Por ejemplo, cualquier porcentaje de identidad en la presente memoria, a menos que se especifique lo contrario, es al
menos (aproximadamente) un 70 %. Por ejemplo, cualquier porcentaje de identidad en la presente memoria, a menos
que se especifique lo contrario, es al menos (aproximadamente) un 80 %. Por ejemplo, cualquier porcentaje de
identidad en la presente memoria, a menos que se especifique lo contrario, es al menos (aproximadamente) un 90 %.
Por ejemplo, cualquier porcentaje de identidad en la presente memoria es al menos un 95 %. Por ejemplo, cualquier
porcentaje de identidad en la presente memoria es al menos aproximadamente un 96 %. Por ejemplo, cualquier
porcentaje de identidad en la presente memoria es al menos aproximadamente un 97 %. Por ejemplo, cualquier
porcentaje de identidad es al menos aproximadamente 98 %. Por ejemplo, cualquier porcentaje de identidad en la
presente memoria es al menos aproximadamente un 99 %.

El porcentaje de identidad de las secuencias de amino&cidos se determina utilizando el algoritmo blastP con los
siguientes parametros:

Los parametros por defecto se ajustan para secuencias de entrada cortas, el umbral esperado se establece en 0,05y
la longitud de la secuencia semilla que inicia una alineacién se establece en 6. Las regiones de baja complejidad
compositiva se enmascaran. La matriz de puntuacién empleada es 'BLOSUMB62', siendo los costos de puntuacion para
crear y extender un hueco de 11 y 1 respectivamente. Se emplea un ajuste condicional de la matriz de puntuacién
compositiva para compensar la composicion de aminoacidos de las secuencias comparadas.

El porcentaje de identidad de las secuencias de nucleétidos se determina utilizando el algoritmo blastn con los
siguientes parametros:

Los parametros por defecto se ajustan automaticamente para secuencias de entrada cortas, el umbral esperado se
establece en 0,05 y la longitud de la secuencia de semillas que inicia una alineacion se establece en 28. Las regiones
de baja complejidad compositiva se enmascaran. La secuencia de consulta se enmascara mientras se producen
secuencias semilla que se utilizan para escanear bases de datos, pero no se enmascara para extensiones. Las
coincidencias se puntian como +1 y las discordancias se puntiian como -2.

Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos descrita en la presente memoria es idéntica a la SEQ ID NO de referencia
exceptopor 1,2, 3,4,5,6,7,8,9 0 10 cambios de aminoacidos, en particular de 1 a 5, por ejemplo, de 1 a 3, tal como
1 0 2, por ejemplo, 1 cambio de aminoacido. Por ejemplo, una secuencia de &acido nucleico descrita en la presente
memoria es idéntica a la SEQ ID NO de referencia excepto por 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 cambios de nucleétidos. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos
del polipéptido es idéntica a la SEQ ID NO: 1 excepto por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 cambios de aminoacidos, en
particular de 1 a 5, por ejemplo, de 1 a 3, tal como 1 o 2, por gjemplo, 1 cambio de aminoacido. Por ejemplo, una
secuencia de aminoacidos del polipéptido es idéntica a la SEQ ID NO: 2 excepto por 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9 0 10
cambios de aminoacidos, en particular de 1 a 5, por ejemplo, de 1 a 3, tal como 1 o 2, por ejemplo, 1 cambio de
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aminoacido. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos del polipéptido es idéntica a la SEQ ID NO: 3 excepto por 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9 0 10 cambios de aminoacidos, en particular de 1 a 5, por ejemplo, de 1 a 3, tal como 1 o 2, por
ejemplo, 1 cambio de aminoacido. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos del polipéptido es idéntica a la SEQ
ID NO: 4 excepto por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 cambios de aminoacidos, en particular de 1 a 5, por ejemplo, de 1 a
3, tal como 1 o0 2, por ejemplo, 1 cambio de aminoacido. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos del polipéptido
es idéntica a la SEQ ID NO: 5 excepto por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 cambios de aminoacidos, en particularde 1 a 5,
por ejemplo, de 1 a 3, tal como 1 o 2, por ejemplo, 1 cambio de aminoacido.

Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos descrita en la presente memoria es idéntica a la SEQ ID NO de referencia,
excepto por un nimero total de cambios de aminoacidos en donde el nimero total no es mas de (aproximadamente)
el 5, 10, 15, 20, 25 o0 30 % del numero de aminoacidos en la secuencia de referencia. Por ejemplo, una secuencia de
nucleétidos descrita en la presente memoria es idéntica a la SEQ ID NO de referencia, excepto por un nimero total
de cambios de nucleétidos en donde el nimero total no es mas de (aproximadamente) el 5, 10, 20, 25 o 30 % del
numero de nucleétidos en la secuencia de referencia. Asi, en un ejemplo, la secuencia de aminoacidos del polipéptido
es la SEQ ID NO:1 o una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ ID NO:1 excepto por un niimero total
de cambios de aminoacidos en donde el nimero total no es mas de (aproximadamente) el 5, 10, 15, 20, 25 0 30 %
del numero de aminoacidos en la SEQ ID NO:1, en particular no mas de (aproximadamente) el 20 %, tal como no mas
de (aproximadamente) el 10 % del nimero de aminoacidos en la SEQ ID NO:1. Asi, en un ejemplo, la secuencia de
aminoacidos del polipéptido es la SEQ ID NO:2 o una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ ID NO:2
excepto por un nimero total de cambios de aminoacidos en donde el nimero total no es mas de (aproximadamente)
el 5,10, 15, 20, 25 0 30 % del numero de aminoacidos en la SEQ ID NO:2, en particular no mas de (aproximadamente)
el 20 %, tal como no mas de (aproximadamente) el 10 % del nimero de aminoacidos en la SEQ ID NO:2. Asi, en un
ejemplo, la secuencia de aminoacidos del polipéptido es la SEQ ID NO:3 o una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a la SEQ ID NO:3 excepto por un nimero total de cambios de aminoacidos en donde el nimero total no es
mas de (aproximadamente) el 5, 10, 15, 20, 25 o0 30 % del nimero de aminoacidos en la SEQ ID NQO:3, en particular
no mas de (aproximadamente) el 20 %, tal como no mas de (aproximadamente) el 10 % del nimero de aminoacidos
en la SEQ ID NO:3. Asi, en un ejemplo, la secuencia de aminoacidos del polipéptido es la SEQ ID NO:4 o una
secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ ID NO:4 excepto por un numero total de cambios de aminoacidos
en donde el nimero total no es mas de (aproximadamente) el 5, 10, 15, 20, 25 o0 30 % del nimero de aminoacidos en
la SEQ ID NO:4, en particular no mas de (aproximadamente) el 20 %, tal como no mas de (aproximadamente) el 10
% del nimero de aminoacidos en la SEQ ID NO:4. Asi, en un ejemplo, la secuencia de aminoacidos del polipéptido
es la SEQ ID NO:5 o una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ ID NO:5 excepto por un niimero total
de cambios de aminoacidos en donde el nimero total no es mas de (aproximadamente) el 5, 10, 15, 20, 25 0 30 %
del numero de aminoacidos en la SEQ ID NO:5, en particular no mas de (aproximadamente) el 20 %, tal como no mas
de (aproximadamente) el 10 % del nimero de aminoacidos en la SEQ ID NO:5.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1, 2, 3, 4y 5.
En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S4 y 5.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S3, 4y 5.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S2, 3, 4y 5.
En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1y 2.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1,2y 3.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1, 2, 3y 4.
En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1, 2, 4y 5.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S2, 4 y 5. En un ejemplo, el o los vectores de
la presente memoria codifican Cas-S1.1, 2.1, 3.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S4.1y 5.1.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S3.1, 4.1y 5.1.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S2.1, 3.1, 4.1y 5.1.
En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1.1y 2.1.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1.1, 2.1y 3.1.

En un ejemplo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1.1, 2.1, 3.2y 4.1.

En un ejempilo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S1.1, 2.1, 4.1 y 5.1.
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En un ejempilo, el o los vectores de la presente memoria codifican Cas-S2.1, 4.1y 5.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1, 2, 3,4y 5.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S4 y 5.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S3, 4y 5.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S2, 3,4 y 5.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1 y 2.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1, 2y 3.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1, 2, 3 y 4.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1, 2,4 y 5.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S2, 4y 5.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1, 3.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S4.1y 5.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S3.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S2.1, 3.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1.1y 2.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1 y 3.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1, 3.1 y 4.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el complejo de la presente memoria comprende Cas-S2.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1, 3.1, 4.1 0 5.1.
En un ejemplo, la proteina de fusion de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1, 3.1, 4.1y 5.1.
En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S4.1y 5.1.

En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S3.1, 4.1y 5.1.

En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S2.1, 3.1,4.1y 5.1.
En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S1.1y 2.1.

En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S1.1, 2.1y 3.1.

En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S1.1,2.1, 3.1y 4.1.
En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S1.1,2.1,4.1y 5.1.
En un ejemplo, la proteina de fusién de la presente memoria comprende Cas-S2.1, 4.1y 5.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S1.1, 2.1, 3.1, 4.1 0 5.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S1.1, 2.1, 3.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S4.1y 5.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S3.1, 4.1y 5.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S2.1, 3.1, 4.1 y 5.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S1.1y 2.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S1.1, 2.1 y 3.1.

En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S1.1, 2.1, 3.1y 4.1.
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En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S1.1, 2.1, 4.1 y 5.1.
En un ejemplo, el método de la presente memoria utiliza Cas-S2.1, 4.1 y 5.1.

En un aspecto, se proporciona uno o0 mas vectores y acidos nucleicos que comprenden una o mas secuencias de
nucleétidos seleccionadas de las SEQ ID NO:7-11.

Se proporciona:-

Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7-11.

Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8-11.

Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:9-11.

Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:10y 11.

Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7, 8, 10y 11.

Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8, 9, 10y 11.

Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8, 10y 11.

Un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:7.

Un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:8.

Un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 9.

Un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 10.

Un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 11.

Un acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:7-11.

Un acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:7,8, 10y 11.

Un acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:8, 9, 10y 11.

Un acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:8, 10y 11.

Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7-11.
Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8-11.
Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:9-11.
Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:10y 11.
Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7, 8, 10y 11.
Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8, 9, 10y 11.
Uno o mas vectores de acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8, 10y 11.
Un vector de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:7.

Un vector de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:8.

Un vector de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:9.

Un vector de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:10.

Un vector de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:11.

Un vector de acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:7-11.

Un vector de acido nucleico que comprende las SEQ ID NO: 7,8, 10y 11.

Un vector de acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:8, 9, 10y 11.

Un vector de acido nucleico que comprende las SEQ ID NO:8, 10y 11.
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Un vector que comprende la SEQ ID NO: 12.
Un &cido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 12.

Opcionalmente, dicha secuencia de nucleotidos recitada o al menos una de dichas secuencias de nucleétidos
recitadas estd conectada operativamente a un promotor que es

a) heter6logo a la(s) secuencia(s) de nucleoétidos;

b) no es un promotor de E- color o Klebsiella;

c) un promotor de células eucariotas;

d) un promotor animal (opcionalmente, un promotor de mamifero o humano};

e) un promotor de planta;

f) un promotor de hongos (opcionalmente, un promotor de levadura);

g) un promotor de insecto;

h}) un promotor de virus (opcionalmente, un promotor de virus, AAV o lentivirus); o
i) un promotor sintético.

Cualquier promotor descrito en la presente memoria se puede utilizar con los vectores y acidos nucleicos descritos en
la presente memoria.

En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos estan comprendidos por una célula que no es una célula de E. coli
o Klebsiella. (por ejemplo, no en una de K. pneumoniae). En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos estéan
comprendidos por una célula que no es una célula de Pseudomonas. En un ejemplo, el o los vectores o acidos
nucleicos estan comprendidos por una célula que no es una célula de E coli o Klebsiella que comprende una secuencia
de nucleétidos endégena que comprende las SEQ ID NO: 7-11. En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos
estan comprendidos por una célula (por ejemplo, una célula bacteriana) que no comprende una secuencia de
nucleétidos endégena que comprende las SEQ ID NO: 7-11. En un ejemplo, el o los vectores o &cidos nucleicos estan
comprendidos por una célula eucariota. En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos estan comprendidos por
una célula humana. En un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos estan comprendidos por una célula animal. En
un ejemplo, el o los vectores o acidos nucleicos estan comprendidos por una célula vegetal. En un ejemplo, el o los
vectores o acidos nucleicos estan comprendidos por una célula fungica.

También se proporciona:

Uno o mas vectores de acido nucleico o uno o mas acidos nucleicos que comprenden al menos una secuencia de
nucleétidos seleccionada de las SEQ ID NO: 7-11, en donde una de dicha secuencia de nucledtidos esta

a) conectada operativamente a un promotor heterélogo, promotor sintético, promotor eucariota o promotor
no bacteriano; y/o

b) comprendida por una célula que es una célula eucariota, una célula no bacteriana o una célula que no
es una célula bacteriana (por ejemplo, una célula de E coli, Pseudomonas o Klebsiella) que comprende
una secuencia de nucleétidos enddégena que comprende las SEQ ID NO:7-11.

Uno o mas vectores de acidos nucleicos o uno o mas acidos nucleicos que comprenden al menos una secuencia de
nucleétidos seleccionada de las SEQ ID NO:7-11, en donde una de dicha secuencia de nucleétidos esta comprendida
por una célula (por ejemplo, una célula bacteriana) que no comprende una secuencia de nucleétidos endbégena que
comprende las SEQ ID NO:7-11.

Opcionalmente, cualquier vector o acido nucleico o secuencia de nucleétidos de la presente memoria esta optimizada
por codones para su uso en una célula humana, animal (por ejemplo, de mamifero, roedor, ratén o rata), vegetal o
fungica. Opcionalmente, cualquier vector o &cido nucleico o secuencia de nucleotidos de la presente memoria esta
optimizada por codones para su uso en una célula eucariota. Los vectores y secuencias de acido nucleico para su uso
en células eucariotas pueden comprender secuencias de localizacién nuclear (NLS). Las NLS facilitan la entrada de
las proteinas y polipéptidos descritos en la presente memoria en las células eucariotas.

Opcionalmente, cualquier vector o acido nucleico o secuencia de nucleétidos de la presente memoria esta optimizada
por codones para su uso en una célula procariota, por ejemplo, una célula bacteriana o de arquea. Por ejemplo, la
célula bacteriana no es una célula de E. coli. Por ejemplo, la célula bacteriana no es una célula de Kiebsiella (por
ejemplo, K. pneumoniae). Por ejemplo, la célula bacteriana no es una célula de Pseudomonas. En un ejemplo, la
célula comprende un ADN o polinucleétido que se modifica o se selecciona como diana mediante los métodos descritos
en la presente memoria.
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En un ejemplo, la célula de la presente memoria es una célula humana, animal (por ejemplo, de mamifero, roedor,
ratén o rata), vegetal o fungica. En un ejemplo, la célula de la presente memoria es una célula de Horno sapiens,
Drosophila melanogaster, Mus musculus, Rattus norvegicus, Caenorhabditis elegans o Arabidopsis thaliana. En un
ejemplo, la célula de la presente memoria es una célula procariota, por ejemplo, una célula bacteriana o de arquea.
Por ejemplo, la célula bacteriana no es una célula de E. coli. Por ejemplo, la célula bacteriana no es una célula de
Klebsiella. Por ejemplo, la célula bacteriana no es una célula de Pseudomonas.

En un ejemplo, un animal o mamifero de la presente memoria es un vertebrado.

Opcionalmente, el ARNcr divulgado en la presente memoria (véase, por ejemplo, el Concepto 10 a continuacién) tiene
una longitud de 15-100 nucleétidos y comprende una secuencia (por ejemplo, una secuencia espaciadora) de al menos
10 nucleétidos contiguos que es complementaria a la secuencia diana. Por ejemplo, el ARNcr tiene una longitud de
15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49 o 50 nucleétidos. Por ejemplo, el ARNcr comprende una secuencia (por ejemplo, una secuencia
espaciadora) de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40
nucleétidos contiguos que es complementaria a la secuencia diana.

En un ejemplo, el ARNcr es como se describe en otra parte de la presente memoria. EI ARNcr puede comprender dos
secuencias repetidas. El ARNcr puede comprender al menos una secuencia repetida que tiene la secuencia de
nucleétidos de la SEQ ID No:6. El ARNcr puede comprender dos secuencias repetidas (por ejemplo, que tienen la
secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:6) y una secuencia espaciadora que se hibrida con una primera secuencia
protoespaciadora en una secuencia diana. El ARNcr puede comprender al menos una secuencia repetida que tiene la
secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:70. EI ARNcr puede comprender dos secuencias repetidas (por ejemplo,
que tienen la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No:70) y una secuencia espaciadora que se hibrida con una
primera secuencia protoespaciadora en una secuencia diana.

La secuencia espaciadora puede tener una longitud de aproximadamente 25 a 39 nuclettidos. La secuencia
espaciadora puede tener una longitud de aproximadamente 29 a 35 (por ejemplo, de aproximadamente 30 a 34, o de
aproximadamente 31 a 33) nucledtidos. La secuencia espaciadora puede tener una longitud de aproximadamente 32
nucleétidos. La secuencia espaciadora puede tener una longitud de 32 nucleétidos. El espaciador puede ser
(aproximadamente) un 70 % (tal como (aproximadamente) un 80 %, o (aproximadamente) un 90 %, o
(aproximadamente) un 95 %) complementario a la secuencia protoespaciadora en la secuencia diana. El espaciador
puede ser 100 % complementario a la secuencia protoespaciadora en la secuencia diana. El espaciador y/o
protoespaciador pueden ser como se describe en el Concepto 10 en la presente memoria.

La secuencia diana puede ser un ARN. La secuencia diana puede ser un ADN monocatenario.

En un ejemplo particular, la secuencia diana puede ser una secuencia de un ADNds. La secuencia diana puede ser
una secuencia en el genoma de un mamifero, por ejemplo, un ser humano. Opcionalmente, la secuencia diana
comprende una secuencia asociada con una enfermedad o trastorno en un sujeto humano o animal.

Opcionalmente, la secuencia diana comprende una mutacion puntual asociada con una enfermedad o trastorno y el
complejo edita una mutacién puntual en la secuencia diana. Alternativamente, la secuencia diana esta compuesta por
un gen cuya expresion es erratica (por ejemplo, esta presente o sobreexpresada) en una enfermedad o trastorno, y el
complejo introduce una mutacién puntual (o introduce una o mas mutaciones en una regién de la secuencia dianay)
que disrumpen o impiden la expresién del gen. La (una o méas) mutacién(es) puntual(es) pueden estar ubicadas entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 20 nucleétidos aguas arriba (5'y de un PAM 5'-AAG-3' en la secuencia diana.
La (una o mas) mutacién(es) puntual(es) pueden estar ubicadas entre aproximadamente 10 y aproximadamente 400
nucleétidos, o entre aproximadamente 10 y 350 nucleétidos, o entre aproximadamente 10 y 300 nucledtidos, o entre
aproximadamente 10 y 250 nucleétidos, o entre aproximadamente 10 y 200 nucleétidos, o entre aproximadamente 10
y 150 nucleotidos aguas arriba (5') o aguas abajo (3') (por ejemplo, aguas abajo) de un PAM en la secuencia diana.
La (una o mas) mutacién(es) puntual(es) pueden estar ubicadas entre aproximadamente 30 y 120 nucleétidos (por
ejemplo, entre aproximadamente 50 y 100 nucleétidos) aguas arriba (5'} o0 aguas abajo (3') (por ejemplo, aguas abajo)
de un PAM en la secuencia diana. Alternativamente, el

— el PAM puede ser AAN, ANG, NAG; o

— el PAM puede ser AAG sin cambio de nucleétido o con un solo cambio de nucleétido.

Alternativamente, el PAM puede ser AHN, KAG, AGG, GAC o GTG.

Alternativamente, el PAM se selecciona de 5'-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3', 5'-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-
3, 5-ACT-3', 5-ATC-3', 5'-ATA-3', 5-GAG-3', 5-TAG-3', 5'-ACC-3', 5'-AGG-3', 5'-ATT-3', 5'-GAC-3'y 5'-GTG-3'. Por
ejemplo, el PAM se selecciona de 5-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3', 5'-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-3', 5'-ACT-
3, 5'-ATC-3', 5'-ATA-3', 5-GAG-3'y 5'-TAG-3'. Por ejemplo, el PAM se selecciona de 5'-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3,
5-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3' y 5'-ACA-3', por ejemplo, 5'-AAC-3'y 5'-ATG-3'. En particular, el PAM es 5'-AAC-3'.
Por ejemplo, la mutacién es una mutacion puntual de C a T (o la una 0 mas mutaciones son mutaciones puntuales de
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C aT), en donde el complejo desamina la mutacién puntual de C diana, y en donde la desaminacién da como resultado
una secuencia que no esta asociada con una enfermedad o trastorno. Por ejemplo, la mutacién puntual de C diana (o
la una 0 mas mutaciones son mutaciones puntuales de C diana) esta(n) presente(s) en la cadena de ADN que no es
complementaria al ARNcr. Por ejemplo, la (una o0 mas) mutacion(es) puntual(es) de C a T se introduce(n) mediante
una citidina desaminasa (por ejemplo, una citidina desaminasa PmCDA1 como se describe en otra parte de la presente
memoria), que esta fusionada (por ejemplo, al extremo C) de una proteina Cas-S1, Cas-S3 o Cas-54, en particular
Cas-S1 o Cas-S3. La proteina de fusién puede comprender todas de Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5.
Alternativamente, la proteina de fusién que comprende la citidina desaminasa fusionada a una proteina Cas-S1 puede
estar desprovista de una proteina Cas-S3. La proteina de fusién puede comprender ademas una proteina UGI.

Por tanto, se proporciona un complejo de proteina de fusién que comprende una proteina de fusién en un complejo
con otras proteinas, y en donde la proteina de fusién comprende una proteina de la formula A-B-C-D-E (en orientacion
5'a 3", en donde:

A es una proteina CasS seleccionada de una Cas-S1, Cas-S3 o Cas-S4 (en particular, Cas-S1);

B esta presente opcionalmente y, cuando esta presente, comprende un conector (por ejemplo, cualquiera de los
conectores como se describe en la presente memoria, en particular un conector XTEN, por ejemplo, que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:17);

C es un editor de bases, tal como una citidina desaminasa (por ejemplo, una citidina desaminasa PmCDA1 como se
describe en otra parte de la presente memotia, por ejemplo, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No:19);

D esta presente opcionalmente y, cuando esta presente, comprende un conector (por ejemplo, cualquiera de los
conectores como se describe en la presente memoria, en particular el conector de 10 aminoacidos de la SEQ ID
No:23);

E es una proteina inhibidora de la uracil ADN glicosilasa (UGI) (como se describe con mas detalle en otra parte de la
presente memoria, por ejemplo, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No: 21); y

las demas proteinas en complejo con la proteina de fusién comprenden una proteina Cas-S2 y una proteina Cas-S5
y una proteina Cas-S1 y/o una proteina Cas-S4 segun se requiera, de modo que el complejo de proteina de fusién
comprende al menos una proteina Cas-S1, Cas-S2, Cas-S4 y Cas-S5.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusién puede comprender ademas una proteina Cas-S3. También se
proporciona un primer vector que expresa la proteina de fusién de férmula A-B-C-D-E y un segundo vector que expresa
las demas proteinas del complejo de proteina de fusién.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusién puede comprender ademas un ARNcr como se describe en otra
parte de la presente memoria.

En otro ejemplo, la mutacién es una mutacién puntual de A a G, en donde el complejo desamina la mutacién puntual
A diana y en donde la desaminacién da como resultado una secuencia que no esta asociada con una enfermedad o
trastorno. Por ejemplo, la mutacién puntual A diana esta presente en la cadena de ADN que no es complementaria al
ARNCcr.

En un ejemplo, se proporciona una composicion aislada, vector(es), acido(s) nucleico(s) o proteina(s), tal como se
describe en la presente memoria. El aislamiento puede significar, por ejemplo, que la composicion, vector(es), acido(s)
nucleico(s) o proteina(s) se proporcionan con exclusién de una célula de E. coli.

Opcionalmente, la secuencia diana esta compuesta por un gen cuya expresion es erratica (por ejemplo, esta presente
0 sobreexpresada) en una enfermedad o trastorno, y el complejo introduce una rotura bicatenaria (0 monocatenaria)
en la secuencia diana, disrumpiendo o impidiendo asi la expresion del gen. Opcionalmente, la secuencia diana esta
compuesta por una bacteria patdégena que causa una enfermedad o trastorno, y el complejo introduce una rotura
bicatenaria (0 o una rotura monocatenaria) en el cromosoma de la bacteria, matando asi (por ejemplo, matando
selectivamente) la bacteria. Opcionalmente, la secuencia diana estd compuesta por un gen de resistencia a antibioticos
compuesto por una bacteria patdgena que causa una enfermedad o trastorno, y el complejo introduce una rotura
bicatenaria (o una rotura monocatenaria) en la secuencia diana, disrumpiendo o impidiendo asi la expresion del gen
del antibiotico y dando como resultado la resensibilizacién de la bacteria al antibiético. La rotura bicatenaria (o rotura
monocatenaria) puede estar ubicada aguas arriba (5') de una secuencia PAM (por ejemplo, entre aproximadamente
29 y aproximadamente 40 nucleétidos (por ejemplo, entre 30 y 32 nucleétidos) aguas arriba (5') de una secuencia
PAM) en la secuencia diana. La secuencia PAM puede ser cualquiera de las descritas en la presente memoria, por
ejemplo, seleccionada de AHN, KAG, AGG, GAC y GTG (véase también el Concepto 39 en la presente memoria). Las
roturas bicatenarias pueden introducirse mediante proteinas de fusién como se describe en otra parte de la presente
memoria en las que Py es una nucleasa (por ejemplo, cualquier nucleasa descrita en la presente memoria). Las roturas
monocatenarias en un cromosoma (0 en ADN bicatenario) pueden introducirse mediante proteinas de fusién como se
describe en otra parte de la presente memoria en las que Py es una nickasa (por ejemplo, cualquier nickasa descrita
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en la presente memoria).

Por ejemplo, la rotura bicatenaria se introduce mediante una nucleasa. Por ejemplo, una rotura monocatenaria se
introduce mediante una nickasa. Por ejemplo, la rotura bicatenaria se introduce mediante una nucleasa I-Tev (por
ejemplo, una nucleasa I-Tevl como se describe en otra parte de la presente memoria), que se fusiona (por ejemplo, al
extremo N) de una proteina Cas-S1 o Cas-S4, en particular Cas-S1. El complejo de proteina de fusion puede
comprender todas de Cas-S1, Cas-S2, Cas-S4 y Cas-S5, y opcionalmente puede comprender ademas una proteina
Cas-S3.

Por tanto, se proporciona un complejo de proteina de fusidon que comprende una proteina de fusién en un complejo
con otras proteinas, y en donde la proteina de fusién comprende una proteina de la formula A-B-C (en orientacion 5'
a 3'), en donde:

A es una nucleasa I-Tev (por ejemplo, cualquiera de las proteinas I-Tevl descritas en la presente memoria, por ejemplo,
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:45);

B esta presente opcionalmente y, cuando estd presente, comprende un conector (por ejemplo, cualquiera de los
conectores como se describe en la presente memoria, en particular un conector XTEN, por ejemplo, que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:17);

C es una proteina CasS seleccionada de Cas-S1 y Cas-S4;y

las demas proteinas en complejo con la proteina de fusién comprenden una proteina Cas-S2 y Cas-S5 y una proteina
Cas-S1 o0 Cas-S4 segun se requiera, de modo que el complejo de proteina de fusién comprende al menos una proteina
Cas-S1, Cas-S2, Cas-54 y Cas-S5.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusion puede comprender ademéas una proteina Cas-S3. También se
proporciona un primer vector que expresa la proteina de fusién de férmula A-B-C y un segundo vector que expresa
las demas proteinas del complejo de proteina de fusién.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusién puede comprender ademas un ARNcr como se describe en otra
parte de la presente memoria.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusién que comprende una nucleasa |-Tev reconoce y escinde una
secuencia diana que comprende, en orientacion 5' a 3"

a) una secuencia de nucleétidos del sitio de escisién de I-Tevl (como se describe en otra parte de la presente
memoria, pero en particular en donde la secuencia de nucleotidos del sitio de escision es 5'-CNNNG-3/, tal
como en donde la secuencia de nucleétidos del sitio de escision de I-Tevl tiene la secuencia de nucleotidos
de la SEQ ID No:42);

b) una secuencia de nucleétidos espaciadora de I-Tevl (como se describe en otra parte de la presente
memoria, pero en particular en donde la secuencia de nuclebtidos espaciadora de I-Tevl tiene
aproximadamente 31 nucleétidos de longitud, por ejemplo, en donde la secuencia de nucleétidos
espaciadora de I-Tevl es al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %})
idéntica a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:43 (por ejemplo, es 100 % idéntica a la secuencia
de nucleoétidos de la SEQ ID No:43));

c) una secuencia PAM (como se describe en otra parte de la presente memoria, pero en particular en donde
el PAM se selecciona de 5'-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3', 5'-AAG-3/, 5-ACG-3', 5'-AAT-3'y 5'-ACA-3', por
ejemplo, 5'-AAC-3'y 5'-ATG-3', por ejemplo, en donde el PAM es 5'-AAC-3’; y

d) una secuencia protoespaciadora (como se describe en otra parte de la presente memoria, pero en particular
en donde el protoespaciador es una secuencia espaciadora que tiene una longitud de aproximadamente 32
nucleotidos.

y opcionalmente en donde las secuencias a) a d} son cada una inmediatamente adyacentes entre si.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusién que comprende una nucleasa I-Tev introduce una rotura bicatenaria
dentro de la secuencia de nucleétidos del sitio de escisién. Por ejemplo, cuando la secuencia de nucleotidos del sitio
de escision comprende la secuencia de la SEQ ID No:42, la proteina de fusion introduce una rotura después de la
segunda C en la cadena directa de la secuencia diana y después de la primera T en la cadena inversa de la secuencia
diana (ya que la secuencia de nucleétidos del sitio de escisién en la cadena inversa comprende la secuencia 5'-
CGTTG-3'). La nucleasa I-Tevl corta la cadena directa inmediatamente después de la segunda C, e inmediatamente
después de la primera T en la cadena inversa. La doble mella del sitio de escisiéon da como resultado una rotura
bicatenaria escalonada del ADN y cada sitio de la rotura alberga salientes de dinucle6tidos monocatenarios; 5'-AC-3'
para la cadena directa y 5-GT-3' para la cadena inversa.

En un ejemplo, el o los vectores, complejos, acidos nucleicos o proteinas no estan comprendidos por una célula, en
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donde la célula comprende secuencias de nucledtidos endégenas que codifican las proteinas Cas-S1, S2, 83, S4y
S5. En un ejemplo, el o los vectores, complejos, acidos nucleicos o proteinas no estan comprendidos por una célula
de una especie seleccionada de las especies en la Tabla 3. Por ejemplo, el 0 los vectores, complejos, acidos nucleicos
o proteinas no estan comprendidos por una célula de E. coli. Por ejemplo, el o los vectores, complejos, acidos nucleicos
o proteinas no estan comprendidos por una célula de Ktedonobacter, por ejemplo, Ktedonobacter racemifer. Por
ejemplo, el o los vectores, complejos, acidos nucleicos o proteinas no estan comprendidos por una célula de
Allochromatium, por ejemplo, Allochromatium warmingii. Por ejemplo, el o los vectores, complejos, acidos nucleicos o
proteinas no estan comprendidos en una célula de /gnatius, por ejemplo, Ignatius tetrasporus.

En un ejemplo, el o los vectores, complejos, acidos nucleicos o proteinas no estan comprendidos por una célula, en
donde la célula comprende secuencias de nucleétidos endégenas que codifican un polipéptido que comprende la SEQ
ID NO: 1, un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 2, un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 3, un
polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 4 y un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 5.

Conceptos:

También se proporcionan los siguientes Conceptos numerados relacionados con el nuevo sistema, sus componentes
y usos. Cualquier Concepto puede combinarse con cualquier opcion o caracteristica divulgada en la presente memoria.

Concepto 1A. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico que comprenden secuencias
de nucledtidos expresables, en donde las secuencias comprenden

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 2;

¢} una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 3;

d) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 4;y

e) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 5.

Concepto 1B. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico que comprenden secuencias
de nuclettidos expresables, en donde las secuencias comprenden

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 94 % (tal como un 95 %) idéntica a la SEQ ID NO: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 98 % (tal como un 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 2;

c) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 99 % (tal como un 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 3;

d) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 98 % (tal como un 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 4;y

e) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 88 % (tal como un 89 %) idéntica a la SEQ ID NO: 5.

Concepto 1C. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico que comprenden secuencias
de nuclettidos expresables, en donde las secuencias comprenden

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 98 % (tal como un 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 2;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 98 % (tal como un 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 4;y
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c) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 88 % (tal como un 89 %) idéntica a la SEQ ID NO: 5.

Concepto 1C-1. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico segun el Concepto 1C, en
donde el o los vectores comprenden ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 94 % (tal como un 95 %) idéntica a la SEQ ID NO:1.

Concepto 1C-2. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico segun el Concepto 1C o
1C-1, en donde el o los vectores comprenden ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 99 % (tal como un 100 %) a la SEQ ID NO:3.

Concepto 1D. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico que comprenden secuencias
de nuclettidos expresables, en donde las secuencias comprenden

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos aproximadamente un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 2;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos aproximadamente un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 4;y

c) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos aproximadamente un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 5.

Concepto 1D-1. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico segun el Concepto 1D, en
donde el o los vectores comprenden ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %)
idéntica a la SEQ ID NO:1.

Concepto 1D-2. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico segun el Concepto 1D o
1D-1, en donde el o los vectores comprenden ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 80 % (tal como aproximadamente
un 90 %) a la SEQ ID NO:3.

En lugar de vector(es) en estos Conceptos, se proporciona alternativamente uno o mas &acidos nucleicos que
comprenden los componentes citados. Las divulgaciones relacionadas con vector(es) en la presente memoria también
deben leerse como aplicables mutatis mutandis a acido(s) nucleico(s). Por ejemplo, el acido nucleico puede estar
comprendido por un cromosoma de una célula, por ejemplo, una célula procariota. Por ejemplo, el acido nucleico
puede estar comprendido por un plasmido. Por ejemplo, la modificacion puede ser la modificacién de dicho cromosoma
o plasmido, en particular el cromosoma. Por lo tanto, el ARNcr puede comprender un espaciador que es capaz de
hibridar con un protoespaciador comprendido por el cromosoma o plasmido, en particular el cromosoma. Por lo tanto,
el ARNcr puede comprender un espaciador que es cognado a un protoespaciador comprendido por el cromosoma o
plasmido, en particular el cromosoma.

Concepto 2. El o los vectores del Concepto 1, en donde al menos una de las secuencias de nucleétidos esta conectada
operativamente a un promotor que es

a) heterélogo para al menos una de las secuencias de nucleétidos;

b) no es un promotor de E. coli o Klebsiella;

c) un promotor de célula eucariota;

d) un promotor animal (opcionalmente, un promotor de mamifero o0 humano};

e) un promotor de planta;

f)  un promotor fungico (opcionalmente, un promotor de levaduray;

g) un promotor de insecto;

h)  un promotor de virus (opcionalmente, un promotor de virus, AAV o lentivirus); o
i) un promotor sintético.

En cualquier caracteristica de la presente memoria relacionada con promotores, el promotor puede ser un promotor
constitutivo. En cualquier opcidén o caracteristica de la presente memoria relacionada con promotores, el promotor
puede ser un promotor inducible. Los promotores adecuados son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los
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promotores inducibles pueden ser particularmente Utiles cuando se desea expresar la(s) proteina(s) y complejos de
Tipo-S solo bajo ciertos parametros definidos. En otras circunstancias en las que se desea producir constantemente
la(s) proteina(s) y complejos de Tipo-S descritos en la presente memoria, se pueden emplear promotores constitutivos.

En cualquier caracteristica de la presente memoria relacionada con promotores, el promotor puede ser un promotor
BolA, por ejemplo, un promotor pBolA que comprende la secuencia de nucleotidos de la SEQ ID No:14. En cualquier
caracteristica de C de la presente memoria relacionada con promotores, el promotor puede ser un promotor p70a, por
ejemplo, un promotor p70a que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No:15. En cualquier opcién o
caracteristica de la presente memoria relacionada con promotores, el promotor puede ser un promotor inducible por
arabinosa, por ejemplo, un promotor pBAD que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:24.

Concepto 3. El o los vectores del Concepto 1 o del Concepto 2, en donde al menos una de las secuencias de
nucleétidos esté conectada operativamente a un promotor constitutivo.

En un ejemplo, todas las secuencias de nucleétidos estan conectadas operativamente a un promotor constitutivo. En
un ejemplo, todos los nucleétidos estan compuestos por un Unico operdn bajo el control de un Unico promotor
constitutivo.

Concepto 4. El o los vectores del Concepto 1 o del Concepto 2, en donde al menos una de las secuencias de
nucleétidos esté conectada operativamente a un promotor inducible.

En un ejemplo, todas las secuencias de nucleétidos estan conectadas operativamente a un promotor inducible. En un
ejemplo, todos los nucleétidos estan compuestos por un Unico operdn bajo el control de un Unico promotor inducible.

Concepto 5. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 1 a 4, en donde el 0 los vectores estan desprovistos
de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de la parte ¢) del Concepto 1A 0 1B.

Concepto 6. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 1 a 5, en donde el o los vectores estan desprovistos
de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la parte a) del Concepto 1A 0 1B.

Concepto 7A: Un vector de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos expresable que comprende

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:2;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 90 % idéntica a la SEQ ID NO4; y

c) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:5.

Concepto 7B. Un vector de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos expresable seleccionada de

a) unasecuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 1;

b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 2;

c) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 3;

d) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 4;y

e) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos (aproximadamente) un 80 % (tal como aproximadamente un 90 %) idéntica a la SEQ ID
NO: 5.

Concepto 8A. El vector del Concepto 7A, en donde el vector comprende ademas una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 90 %
idéntica a la SEQ ID NO:1.

Concepto 8B. El vector del Concepto 7A o 7B, en donde el vector comprende ademas una secuencia de nucleétidos
que codifica un dominio de proteina Cas que es operativo con los polipéptidos de las partes a), b} y ¢) para unirse a
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una secuencia de nucleétidos seleccionada de ADN bicatenario, ADN monocatenario y ARN.

Dichas proteinas Cas pueden seleccionarse de proteinas Cas de complejos CRISPR/Cas de Tipo |, I, lll, IV, V o VI
de origen natural y que son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los métodos proporcionados en la presente
memoria pueden utilizarse para identificar proteinas que sean operativas con las proteinas Cas-S2, Cas-S4 y Cas-S5
para proporcionar actividades adicionales.

Concepto 9. El vector del Concepto 7A o del Concepto 8A u 8B, en donde el vector comprende ademas una secuencia
de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
(aproximadamente) un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:3.

Concepto 10. El o los vectores de cualquier Concepto anterior, en donde el o los vectores comprenden una o mas
secuencias de nucleétidos para producir un ARNcr, en donde el ARNcr comprende un espaciador que es cognado a
un primer protoespaciador en una secuencia diana, opcionalmente en donde el protoespaciador

a) no se encuentra en E coli;
b) es un protoespaciador de célula eucariora; o
c) esun protoespaciador de células animales (opcionalmente humanas), vegetales, de insectos o de hongos.

Es posible que el protoespaciador no se encuentre en una bacteria que comprenda secuencias de nucle6tidos
endégenas que codifiquen los polipéptidos de a) a e}, como se describe en el Concepto 1.

El ARNcr comprende opcionalmente un espaciador que tiene al menos 10 secuencias de nucleétidos consecutivas
que son complementarias al protoespaciador. El ARNcr comprende opcionalmente un espaciador que tiene al menos
15 secuencias de nucledtidos consecutivas que son complementarias al protoespaciador. EI ARNcr comprende
opcionalmente un espaciador que tiene al menos 20 secuencias de nucledtidos consecutivas que son
complementarias al protoespaciador. EI ARNcr comprende opcionalmente un espaciador que tiene al menos 25
secuencias de nuclebtidos consecutivas que son complementarias al protoespaciador. EI ARNcr comprende
opcionalmente un espaciador que tiene al menos 28 secuencias de nucledtidos consecutivas que son
complementarias al protoespaciador.

En cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria relacionada con protoespaciadores y espaciadores, €l
espaciador y el protoespaciador pueden tener una longitud de aproximadamente 10 a 40 nucleétidos. Por ejemplo, el
espaciador y el protoespaciador pueden tener entre aproximadamente 25 y 40 nucledtidos, tal como entre
aproximadamente 25 y 38 nucleétidos, tal como entre aproximadamente 28 y 35 nucleétidos. El espaciador y el
protoespaciador pueden tener una longitud de aproximadamente 25 a 39 nucleétidos. El espaciador y el
protoespaciador pueden tener una longitud de aproximadamente 29 a 35 (por ejemplo, de aproximadamente 30 a 34,
o de aproximadamente 31 a 33) nucleétidos. Por ejemplo, el espaciador y el protoespaciador pueden tener una longitud
de aproximadamente 32 nucleétidos. Por ejemplo, el espaciador y el protoespaciador pueden tener una longitud de
aproximadamente 28 nucleétidos. Por ejemplo, el espaciador y el protoespaciador pueden tener una longitud de 32
nucleétidos. Por ejemplo, el espaciador y el protoespaciador pueden tener una longitud de 28 nucleétidos. El
espaciador y/o el protoespaciador pueden tener cualquiera de las caracteristicas descritas en cualquier opcién o
caracteristica de la presente memoria.

En cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria relacionada con protoespaciadores y espaciadores, €l
espaciador puede ser (aproximadamente) un 90 % complementario al protoespaciador. El espaciador puede ser
(aproximadamente) un 70 % complementario al protoespaciador. El espaciador puede ser (aproximadamente) un 80
% complementario al protoespaciador. El espaciador puede ser (aproximadamente) un 95 % complementario al
protoespaciador. El espaciador puede ser un 100 % complementario al protoespaciador en toda su longitud.

En un ejemplo, cuando el protoespaciador tiene una longitud de aproximadamente 32 (por ejemplo, 32) nucleétidos (o
mas), los nucleétidos 1 a 28 del espaciador, que estan en 5' de la secuencia PAM, son complementarios a la secuencia
del protoespaciador.

En cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria relacionada con ARNcr, el ARNcr comprende al menos
una secuencia repetida. Por ejemplo, el ARNcr comprende dos secuencias repetidas. La secuencia repetida puede
ser cualquier secuencia que sea capaz de formar un bucle de horquilla y ser reconocida por el sistema Tipo-S. La
secuencia repetida puede tener una longitud de aproximadamente 20 a 25 nucleétidos (por ejemplo, 22 o 23
nucleétidos). La secuencia repetida puede ser una secuencia de nucleétidos que sea al menos aproximadamente un
80 %, por ejemplo, aproximadamente un 90 % (tal como al menos aproximadamente un 95, 96, 97 0 98 %) idéntica a
la secuencia de nucleétidos de la SEQ. ID No:6. La secuencia repetida puede ser una secuencia de nucledtidos de la
SEQ ID No:6. La secuencia repetida puede ser una secuencia de nucleétidos que sea al menos aproximadamente un
80 %, por ejemplo, aproximadamente un 90 % (tal como al menos aproximadamente un 95, 96, 97 0 98 %) idéntica a
la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:70. La secuencia repetida puede ser una secuencia de nucleétidos de la
SEQ ID No:70.
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En cualquier acido nucleico o vector descrito en la presente memoria, el ARNcr puede estar codificado por una matriz
CRISPR (por ejemplo, una matriz CRISPR como se describe en otra parte de la presente memoria).

Segln cualquier opcidn o caracteristica de la presente memoria, una planta puede ser monocotiledénea o
dicotiledénea. Opcionalmente, la planta se selecciona del grupo que consiste en maiz, soja, algodoén, trigo, canola,
colza, sorgo, arroz, centeno, cebada, mijo, avena, cafia de azlcar, césped, pasto varilla, alfalfa, girasol, tabaco, mani,
patata, Arabidopsis, cartamo y tomate.

Como sabra el experto en la técnica, "cognado a" o "cognado con" o "complementario a" se refiere a componentes
que pueden funcionar juntos. Por ejemplo, se sabe que un ARNcr funciona con un PAM para guiar a Cas hacia un
protoespaciador en un acido nucleico diana. En este sentido, el ARNcr es cognado al PAM y es cognado al
protoespaciador.

Concepto 11. El o los vectores de cualquier Concepto anterior, en donde el o los vectores comprenden
a) una secuencia de localizacién nuclear (NLS);
b) una secuencia de empaquetamiento de fagos (opcionalmente, un sitio pac o cos);
c) un origen de replicacion de plasmido;
d} un origen de transferencia de plasmido;
e} un nucleo de plasmido bacteriano;
fy  un ndcleo de plasmido eucariota;
g) un gen de proteina estructural de un virus humano (opcionalmente, AAV o lentivirus);
h)  unasecuencia rep y/o cap de un virus (opcionalmente, AAV o lentivirus);
i} un marcador de seleccion o secuencia que codifica un marcador seleccionable;
i) un promotor eucariota; o
k) una secuencia de nucleétidos de un gen humano, animal, vegetal o fungico.

Cuando la secuencia diana estd en una célula eucariota, en cualquier opcién o caracteristica, el o los vectores,
proteinas o complejos de la presente memoria comprenden ademas una NLS. Los expertos en la técnica conocen las
NLS e incluyen, pero no se limitan a, las NLS monopartitas o bipartitas. La secuencia de NLS puede ser de un antigeno
T grande de SV40 (véase Kalderon et al., Cell, 39(3), 499-509, 1984, doi:https://doi.org/10.1016/0092-8674(84)90457-
4), de nucleoplamina, importina a, c-myc, EGL-13, proteina TUS, hnRNP A1 o represor de transcripcion de levadura
Mata?2.

Cualquiera de los vectores descritos en la presente memoria puede administrarse a células bacterianas a través de
una particula de fago. Cualquiera de los vectores descritos en la presente memoria puede administrarse a células
bacterianas a través de una particula de fagémido empaquetada dentro de una particula de fago. Cualquiera de los
vectores descritos en la presente memoria puede administrarse a células bacterianas a través de un plasmido
conjugativo.

Concepto 12. El o los vectores de cualquier Concepto anterior, en donde cada vector es
a) un vector plasmidico (opcionalmente, un plasmido conjugativo)
b) un vector de transposén (opcionalmente, un transposon conjugativo);
c) un vector de virus (opcionalmente, un vector de fago, AAV o lentivirus);
d) un fagémido (opcionalmente, un fagémido empaquetado); o
e} una nanoparticula (opcionalmente, una nanoparticula lipidica).
Concepto 13A. Uno o mas polipéptidos como los enunciados en cualquier Concepto precedente.
Concepto 13B. Uno o mas polipéptidos expresados a partir de los vectores enunciados en cualquier Concepto anterior.

Concepto 13C. Uno o mas polipéptidos como se enuncia en cualquier reivindicacion anterior expresados a partir de
los vectores de cualquier Concepto anterior.

Concepto 14A. Una proteina de fusién que comprende un polipéptido (Px), en donde Px
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a) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntica (por
ejemplo, (aproximadamente) un 90 % idéntica) a una secuencia seleccionada de las SEQ ID No: 1-5; y

b) se fusiona a un polipéptido heterdlogo (Py).

El 14° Concepto también proporciona:

Una proteina de fusién que comprende una Cas-S1 fusionada a un polipéptido heterélogo (Py).
Una proteina de fusién que comprende una Cas-S2 fusionada a un polipéptido heterdlogo (Py).
Una proteina de fusién que comprende una Cas-S3 fusionada a un polipéptido heterélogo (Py).
Una proteina de fusién que comprende una Cas-S4 fusionada a un polipéptido heterdlogo (Py).
Una proteina de fusién que comprende una Cas-S5 fusionada a un polipéptido heterélogo (Py).
Concepto 14B. Un complejo de proteina de fusion que comprende:

(i) un polipéptido de proteina de fusién (Px), en donde Px

a) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntica (por
ejemplo, (aproximadamente) un 90 % idéntica) a una secuencia seleccionada de las SEQ ID No: 1, 3y 4;

y
b) se fusiona a un polipéptido heterblogo (Py);

(i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 80 %
idéntica (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 % idéntica) a la SEQ ID No:2;

(i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 80 %
idéntica (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 % idéntica) a la SEQ ID No: 5;

(iv) un ARNcr que comprende una secuencia espaciadora que es cognada a un primer protoespaciador en una
secuencia diana; y

(v} opcionalmente, un polipéptido que es al menos (aproximadamente} un 80 % idéntico (por ejemplo,
(aproximadamente) un 90 % idéntico) a una secuencia seleccionada de las SEQ ID No: 1,3y 4y no se basaen la
secuencia de aminoacidos del polipéptido citado en la parte (i)a); y

(vi) opcionalmente, un polipéptido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico (por ejemplo,
(aproximadamente) un 90 % idéntico) a una secuencia seleccionada de las SEQ ID No: 1,3y 4y no se basaen la
secuencia de aminoacidos del polipéptido citado en la parte (i)a), y, si esta presente, no se basa en la secuencia de
aminoacidos del polipéptido citado en la parte (v).

Concepto 14C. Un complejo de proteina de fusién que comprende:
(i} un polipéptido de proteina de fusion (Px}, en donde Px
a) comprende una proteina Cas-S1, Cas-S3 o Cas-54;y
b) se fusiona a un polipéptido heterélogo (Py);
(i) una proteina Cas-S2;
(iii) una proteina Cas-S5;

(iv) un ARNcr que comprende una secuencia espaciadora que es cognada a un primer protoespaciador en una
secuencia diana; y

(v) opcionalmente, una proteina que se selecciona de una proteina Cas-S1, Cas-S3 y Cas-S4, y es de una clase de
proteina CasS diferente a la proteina citada en la parte (i)a); y

(vi} opcionalmente, una proteina que se selecciona de una proteina Cas-S1, Cas-S3 y Cas-54, y es de una clase de
proteina CasS diferente a la proteina citada en la parte (i)a), y, si esta presente, es de una clase de proteina CasS
diferente a la proteina citada en la parte (v).

En un ejemplo, la proteina de fusion comprende 2 o mas de Cas-S1 a S5, por ejemplo, comprende Cas-S1y S2, 0 S4
y S5.

En cualquier opciéon o caracteristica relacionada con las proteinas de fusién, Py puede fusionarse (directa o
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indirectamente) al extremo N de la proteina CasS. En cualquier opcién o caracteristica relacionada con las proteinas
de fusion, Py puede fusionarse (directa o indirectamente) al extremo C de la proteina CasS.

La fusién puede ser directa o indirecta (por ejemplo, a través de un conector peptidico, tal como un conector (G4S)n,
endonden=1,2,3,4,5,6,7, 8,90 10). Un conector peptidico puede tener una longitud de aproximadamente 10 a
20 aminoacidos (por ejemplo, aproximadamente 16 aminoacidos). Un conector peptidico puede tener una longitud de
aproximadamente 8 a 12 aminoacidos (por ejemplo, aproximadamente 10 aminoacidos). Un conector peptidico puede
tener la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:17. Un conector peptidico puede tener la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID No:23. Los conectores pueden ser como se describe en otra parte de la presente memoria
(por ejemplo, en los Conceptos 27 o 29 de la presente memoria).

Aqui, "heterélogo” se refiere a un polipéptido que no se encuentra naturalmente fusionado a Px. En un ejemplo, Py
comprende una nucleasa I-Tev o proteina mutH.

En cualquier opcidon o caracteristica, Py es una nucleasa I-Tev, tal como una nucleasa I-Tevl, por ejemplo, como se
describe en otra parte de la presente memoria. En un gjemplo, la nucleasa I-Tevl es una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:45. En un ejemplo, la nucleasa |-Tevl esta codificada por una secuencia
de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende los aminoacidos de la SEQ ID:45. En
un ejemplo, la nucleasa |-Tevl esta codificada por una secuencia de acido nucleico de la SEQ 1D:46. En un ejemplo,
la nucleasa I-Tevl es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 80
% idéntica (por ejemplo, es aproximadamente un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 % 0 98 % idéntica) al aminoacido de la
SEQ ID No:45 y es capaz de escindir una secuencia de nucleétidos del sitio de escision de I-Tevl que tiene la secuencia
de nucleétidos de la SEQ ID No:42 y es capaz de reconocer una secuencia de nucleétidos del espaciador de |-Tevl
que tiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No:43.

Generalmente, cuando un componente es heterélogo respecto a otro componente, los componentes no ocurren
naturalmente en la naturaleza, o en la misma célula.

Por ejemplo, la secuencia seleccionada es la SEQ ID NO: 1. Por gjemplo, la secuencia seleccionada es la SEQ ID
NO: 2. Por ejemplo, la secuencia seleccionada es la SEQ ID NO: 3. Por ejemplo, la secuencia seleccionada es la SEQ
ID NO: 4. Por ejemplo, la secuencia seleccionada es la SEQ ID NO: 5.

Py puede comprender un dominio efector. Por ejemplo, el dominio efector es un dominio que comprende actividad de
nucleasa, actividad de nickasa, actividad de recombinasa, transcriptasa inversa, helicasa, actividad de desaminasa,
actividad de metiltransferasa, actividad de metilasa, actividad de acetilasa, actividad de acetiltransferasa, actividad de
activacion transcripcional o actividad de represion transcripcional.

Py puede ser de origen natural. Py puede ser una secuencia sintética. Py puede ser un derivado mutado sintéticamente
de una secuencia de origen natural.

Opcionalmente, el dominio efector es un dominio de edicién de acidos nucleicos. Por ejemplo, el dominio de edicion
de acidos nucleicos comprende un dominio de desaminasa. El dominio de desaminasa puede ser un dominio de
citidina desaminasa. El dominio de citidina desaminasa puede ser una desaminasa de la familia del complejo de edicién
de ARNm de apolipoproteina B (APOBEC). El dominio de citidina desaminasa puede ser al menos (aproximadamente)
un 80 %, al menos (aproximadamente) un 85 %, al menos (aproximadamente) un 90 %, al menos (aproximadamente)
un 92 %, al menos (aproximadamente) un 95 %, al menos (aproximadamente) un 96 %, al menos (aproximadamente)
un 97 %, al menos (aproximadamente) un 98 %, al menos (aproximadamente) un 99 %, o al menos (aproximadamente)
un 99,5 % idéntico al dominio de citidina desaminasa de una cualquiera de las SEQ ID NO:350-389 divulgadas en la
publicacion estadounidense niumero US 2022/0307001 A1 o W02019/168953, secuencias que forman parte de la
divulgacion.

Opcionalmente, Py comprende un dominio inhibidor de la uracil glicosilasa (UGl). El dominio UGI puede comprender
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:500 divulgada en la publicacion estadounidense nimero US
2022/0307001 A1 o W(02019/168953, secuencia que forma parte de la divulgacién. El dominio UGI puede tener la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:21. El dominio UGI puede tener la secuencia de nucleétidos de la SEQ
ID No:20.

Opcionalmente, Py comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:534. Opcionalmente, Py puede
comprender la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:538. Estas secuencias se divulgan en la publicacién
estadounidense nimero US 2022/0307001 A1 0 WO2019/168953, secuencias que forman parte de la divulgacion.

Opcionalmente, Py comprende la proteina de fusion que comprende ademas un segundo dominio UGI.
Opcionalmente, Py comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:540. Opcionalmente, Py comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:541. Estas secuencias se divulgan en la publicaciéon estadounidense
numero US 2022/0307001 A1 o W02019/168953, secuencias que forman parte de la divulgacién.

Opcionalmente, el dominio de desaminasa es un dominio de adenosina desaminasa. La proteina de fusién puede
comprender un segundo dominio de adenosina desaminasa. Por ejemplo, el primer dominio de adenosina desaminasa
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y el segundo dominio de adenosina desaminasa comprenden un dominio ecTadA, o una variante del mismo. El primer
dominio de adenosina desaminasa y el segundo dominio de adenosina desaminasa pueden comprender la secuencia
de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO:400-458. La primera adenosina desaminasa puede comprender
la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:400. La segunda adenosina desaminasa puede comprender la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:458. Opcionalmente, Py comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:535 o 539. Estas secuencias se divulgan en la publicacion estadounidense nimero US 2022/0307001 A1
o0 W02019/168953, secuencias que forman parte de la divulgacion.

Los editores de bases que se pueden utilizar con el sistema Cas-S son bien conocidos en la técnica. Los editores de
bases incluyen sistemas en donde una proteina CasS se fusiona con un dominio de citosina o adenosina desaminasa
y se dirige a la secuencia diana para realizar la modificacién deseada.

En un ejemplo, el editor de bases se selecciona de:
1}  Editores de bases de citosina (CBE) que convierten C:G en T:A (Komar et al., Nature, 533:420-4, 2016)

2) Editores de bases de adenina (ABE) que convierten A:T en G:C (Gaudelli et al., Nature, 551 (7681), 464-471,
2017)

3) Editores de bases de guanina citosina (CGBE) que convierten C:G en G:C (Chen et al., Biorxiv, 2020; Kurt et
al., Nature Biotechnology, 2020)

4) Editores de bases de adenina citosina (CABE) que convierten C:G en A:T (Zhao et al., Nature Biotechnology,
2020)

5) Editores de bases de citosina adenina (ACBE) que convierten A:T en C:G (W02020/181180)
6) Editores de bases de timina adenina (ATBE) que convierten A:T en T:A (W02020/181202)

7) Editor de bases de timina adenina (TABE) que convierte T:A en A:T (W02020/181193 (o US2022/0170013);
w02020/181178; W02020/181195).

Los editores de bases difieren en las enzimas de modificacion de bases. Los CBE se basan en la citidina desaminasa
de ADNss, entre las que se encuentran: APOBEC1, rAPOBEC1, APOBEC1 mutante o versién evolucionada
(evoAPOBEC1) y homologos de APOBEC (APOBECS3A (eA3A), Anc689), citidina desaminasa 1 (CDA 1), evoCDA 1,
FERNY, evoFERNY.

Los ABE se basan en la actividad desoxiadenosina desaminasa de una fusién en tandem TadA-TadA*, donde TadA*
es una versién evolucionada de TadA, una enzima adenosina desaminasa de ARNt de E. coli, capaz de convertir la
adenosina en inosina en ADNss. TadA* incluye TadA-8a-e y TadA-7.10.

Los ejemplos de proteinas editoras basadas en ADN incluyen, pero no se limitan a BE1, BE2, BE3, BE4, BE4-GAM,
HF-BES, Sniper-BE3, Target-AID, Target-AID-NG, ABE, EE-BE3, YE1-BE3, YE2-BE3, YEE-BE3, BE-PLUS, SaBES3,
SaBE4, SaBE4-GAM, Sa(KKH)-BE3, VQR-BE3, VRER-BE3, EQR-BE3, xBE3, Cas12a-BE, Ea3A-BE3, A3A-BES3,
TAM, CRISPR-X, ABE7.9, ABE7.10, ABE7.10*, xABE, ABESa, VQR-ABE, VRER-ABE, Sa(KKH)-ABE, ABE8e, SpRY-
ABE, SpRYCBE, SpG-CBE4, SpG-ABE, SpRY-CBE4, SpCas9-NG-ABE, SpCas9-NG-CBE4, enAsBE1.1, enAsBE1.2,
enAsBE1.3, enAsBE1.4, AsBE1.1, AsBE1.4, CRISPR-Abest, CRISPR-Cbest, eA3A-BE3 y AncBE4.

En un ejemplo, Py es una citidina desaminasa. La citidina desaminasa puede ser una citidina desaminasa PmCDA1.
La citidina desaminasa puede ser de lamprea marina. En un ejemplo, la citidina desaminasa PmCDA1 comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:19. En un ejemplo, la citidina desaminasa PmCDA1 esta codificada por
una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende los aminoacidos de la
SEQ ID No:19. En un ejemplo, la citidina desaminasa PmCDA1 esta codificada por una secuencia de acido nucleico
de la SEQ ID No:18. En un ejemplo, la citidina desaminasa PmCDA1 es una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente un 80 % idéntica (por ejemplo, es aproximadamente un 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 % 0 98 % idéntica) al aminoacido de la SEQ ID No:19 y es capaz de realizar una mutaciéonde Ca T
en el 4cido nucleico diana.

Concepto 15. La proteina de fusién del Concepto 14, en donde la proteina de fusién esta en forma de un complejo de
proteina de fusién que comprende al menos dos polipéptidos adicionales,

en donde los dos polipéptidos adicionales tienen cada uno una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a una secuencia seleccionada de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5,

y en donde el complejo de proteina de fusién comprende secuencias de amino&cidos que son al menos un 90 %
idénticas a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5.

Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID
No:2, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoécidos que es al menos un 90 % idéntica a
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cada una de las secuencias de la SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:4, y los polipéptidos adicionales comprenden una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2 y SEQ
ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la
SEQ ID No:5, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2 y SEQ ID No:4.

Concepto 16. El complejo de proteina de fusion del Concepto 15, en donde el complejo de proteina comprende al
menos 3 polipéptidos adicionales, y en donde el complejo de proteina de fusién comprende secuencias de
aminoacidos que son al menos un 90 % idénticas a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:3,
SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5.

Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID
No:2, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoécidos que es al menos un 90 % idéntica a
cada una de las secuencias de la SEQ ID No:3, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia
de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:3, y los polipéptidos adicionales
comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la
SEQ ID No:2, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un
90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No4, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:3y SEQ
ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la
SEQ ID No:5, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:3 y SEQ ID No:4.

Concepto 17A. El complejo de proteina de fusién del Concepto 15, en donde el complejo de proteina comprende al
menos 3 polipéptidos adicionales, y en donde el complejo de proteina de fusién comprende secuencias de
aminoacidos que son al menos un 90 % idénticas a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:2,
SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5.

Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID
No:1, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoécidos que es al menos un 90 % idéntica a
cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia
de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:2, y los polipéptidos adicionales
comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la
SEQ ID No:1, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un
90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No4, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:2 y SEQ
ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la
SEQ ID No:5, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:2 y SEQ ID No:4.

Concepto 17B. El complejo de proteina de fusién del Concepto 15, en donde el complejo de proteina comprende al
menos 4 polipéptidos adicionales, y en donde el complejo de proteina de fusién comprende secuencias de
aminoacidos que son al menos un 90 % idénticas a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:2,
SEQ ID No:3, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5.

Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID
No:1, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoécidos que es al menos un 90 % idéntica a
cada una de las secuencias de la SEQ ID No:2, SEQ ID No:3, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:2, y los polipéptidos
adicionales comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las
secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:3, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:3, y los polipéptidos adicionales
comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la
SEQ ID No:1, SEQ ID No:2, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que
es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:4, y los polipéptidos adicionales comprenden una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ
ID No:2, SEQ ID No:3 y SEQ ID No:5. Px puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90
% idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:5, y los polipéptidos adicionales comprenden una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a cada una de las secuencias de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:2, SEQ ID No:3 y
SEQ ID No:4.

Concepto 18. La proteina de fusién del Concepto 14, en donde Px comprende una secuencia de aminoacidos que se
selecciona de una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia seleccionada de las
secuencias de las SEQ ID No:1, 3y 4;

en donde la proteina de fusién esta en forma de un complejo de proteina de fusién que comprende al menos dos
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polipéptidos adicionales,

en donde los dos polipéptidos adicionales tienen cada uno una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a una secuencia seleccionada de las secuencias de la SEQ ID No:2y SEQ ID No:5, y

(iy opcionalmente, un polipéptido que es al menos un 90 % idéntico a una secuencia seleccionada de las SEQ
ID No: 1, 3y 4 y no esta basado en la secuencia de aminoacidos del polipéptido citado en la parte I; y

(i) opcionalmente, un polipéptido que es al menos un 90 % idéntico a una secuencia seleccionada de las SEQ
ID No: 1, 3y 4y no esta basado en la secuencia de aminoacidos del polipéptido citado en la parte |, y, si
esta presente, no esta basado en la secuencia de aminoacidos del polipéptido citado en la parte (i).

Concepto 19. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién de uno cualquiera de los Conceptos 14 a 18, en
donde Py esté fusionado al extremo C de la secuencia de aminoacidos de la parte 1.

Alternativamente, Py se fusiona al extremo N de la secuencia de amino&cidos de la parte I.

Concepto 20. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién de uno cualquiera de los Conceptos 14 a 19, en
donde Py es una enzima, seleccionada opcionalmente de una desaminasa (tal como una citosina o0 adenina
desaminasa), un editor de bases, un prime editor, helicasa, una transcriptasa inversa, una metiltransferasa, metilasa,
acetilasa, acetiltransferasa, un activador o desactivador de la transcripciéon, un activador o desactivador de la
traduccién o una nucleasa (tal como una nucleasa de ADN, una nucleasa de ARN, una nickasa o una nucleasa muerta,
por ejemplo, dCas).

En cualquier opcién o caracteristica, Py es una nucleasa, como cualquiera de las nucleasas divulgadas en la presente
memoria, en particular una nucleasa I-Tevl. Py puede ser una nucleasa de ADN. Py puede ser una nucleasa de ARN.
Py puede ser una nickasa o una nucleasa muerta. En un ejemplo, Py es un editor de bases, tal como cualquiera de
los editores de bases divulgados en la presente memoria, en particular una citidina desaminasa PmCDA1. En un
ejemplo, Py es un prime editor.

Concepto 21. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusion del Concepto 20, donde Py es una nucleasa que
es una nucleasa I-Tevl.

En cualquier opcioén o caracteristica, en la Parte |, la nucleasa I-Tevl se fusiona al extremo N de una secuencia de
aminoacidos (por ejemplo, cualquier proteina CasS descrita en la presente memoria). En un ejemplo, en la Parte |, la
nucleasa I-Tevl se fusiona al extremo N de una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 80
% (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %) idéntica a la secuencia de la SEQ ID No:1. La nucleasa I-Tevl puede
ser como se describe en otra parte de la presente memoria (por ejemplo, como en el Concepto 14).

Concepto 22. La proteina de fusion o complejo de proteina de fusién del Concepto 21, en donde la nucleasa I-Tevl no
comprende un dominio de unién al ADN completo.

I-Tevl comprende 245 aminoacidos y consiste en un dominio catalitico N-terminal y un dominio de unién al ADN C-
terminal que estan conectados por un conector largo y flexible. La estructura cristalina del dominio de unién al ADN
de I-Tevl (que comprende los residuos 130 a 245) en complejo con la regién de unién primaria de 20 pb de su ADN
diana, revela la presencia de un dedo de zinc (que comprende los residuos 151 a 167) que hace contactos del nlcleo
con el ADN desde el surco menor, un segmento alargado que contiene una hélice a de unién al surco menor (que
comprende los residuos 183 a 194) y una hélice-giro-hélice (que comprende los residuos 204 a 245). Se mostr6é que
el dominio catalitico N-terminal comprende los residuos 1-92. Los datos bioquimicos han mostrado que el dedo de
zinc no contribuye a la afinidad de unién al ADN ni a la especificidad de la enzima, sino que tiene una funcion novedosa
y actiia como un determinante de distancia que controla las posiciones relativas de los dominios cataliticos y de unién
al ADN, véase, por ejemplo, Roey et al., 2005, DOI:10.1007/0-387-27421-9_7.

Kleinstiver et al., G3 GeneslGenomeslGenetics, 4(6), 1155-1165, 2014, doi:https://doi.org/10.1534/g3.114.011445
mostraron que varios truncamientos del dominio catalitico N-terminal conservan la actividad cuando se fusionan en la
construccion TALEN. La construcciéon mas grande fue la de los residuos 1 a 206 de |-Tevl. La mas pequefia que fue
funcional cuando se fusion6 a una TALEN fue la de los residuos 1 a 162.

Por lo tanto, en un ejemplo, la |-Tevl no comprende un dominio hélice-giro-hélice completo. La I-Tevl puede
comprender la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:45. La I-Tevl puede no comprender un dominio hélice-giro-
hélice. La I-Tevl puede comprender los aminoacidos 1 a 195-203 de la SEQ ID No:45. La I-Tevl puede no comprender
la hélice a de unién al surco menor. La I-Tevl puede comprender los aminoacidos 1 a 167 de la SEQ ID No:45. La |-
Tevl puede no comprender un dominio de dedo de zinc completo. La I-Tevl puede comprender los aminoacidos 1 a
162 de la SEQ ID No:45.

Concepto 23. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién del Concepto 21 o 22, en donde la nucleasa I-
Tevl comprende un dominio catalitico N-terminal.

Por lo tanto, la I-Tevl puede comprender los aminoacidos 1 a 92 de la SEQ ID No:45. La I-Tevl puede comprender la
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secuencia de aminoécidos de la SEQ ID No:45.

Concepto 24. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién de uno cualquiera de los Conceptos 21 a 23, en
donde la nucleasa |-Tevl es una nucleasa I-Tevl de bacteriéfago.

En cualquier opcion o caracteristica, la nucleasa I-Tevl puede ser una I-Tevl de bacteriéfago T4. La nucleasa I-Tevl
puede ser de un bacteriéfago T4. La nucleasa I-Tevl puede estar codificada por el intrén del bacteriéfago T4. La
nucleasa I-Tevl puede comprender los aminoacidos 1 a 206 de una nucleasa I-Tevl de origen natural. La nucleasa |-
Tevl puede comprender una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:45. La nucleasa I-Tevl puede estar codificada
por una secuencia de nucleodtidos de la SEQ ID No:44.

Concepto 25. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién segln la reivindicaciéon 20, en donde Py
comprende un editor de bases seleccionado de un editor de bases de adenina (ABE, por ejemplo, una adenosina
desaminasay), un editor de bases de citosina (CBE, por ejemplo, una citidina desaminasa o una desaminasa de la
familia del complejo de edicion de ARNm de apolipoproteina B (APOBEC)), un editor de bases de citosina guanina
(CGBE), un editor de bases de citosina adenina (CABE}), un editor de bases de adenina citosina (ACBE), un editor de
bases de adenina timina (ATBE), un editor de bases de timina adenina (TABE) y una proteina inhibidora de la uracil
ADN glicosilasa (UGl).

En cualquier opcién o caracteristica de C relacionada con proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusién, Py
es un CBE. En un ejemplo, Py es una citidina desaminasa PmCDA1 (como se describe en otra parte de la presente
memoria, por ejemplo, en el Concepto 14). En un gjemplo, Py es una citidina desaminasa PmCDA1 en combinacién
con una proteina UGI. En un ejemplo, Py es un CBE unido a través de un conector (como se describe en otra parte
de la presente memoria) a una proteina UGI. En un ejemplo, Py es una citidina desaminasa PmCDA1 unida a través
de un conector (como se describe en otra parte de la presente memoria) a una proteina UGI. En un ejemplo, Py es un
CBE unido a través de un conector (como se describe en otra parte de la presente memoria) a una proteina UGI, y el
CBE esta unido a una proteina CasS descrita en la presente memoria a través de un conector (como se describe en
otra parte de la presente memoria). En un ejemplo, Py es una citidina desaminasa PmCDA1 unida a través de un
conector (como se describe en otra parte de la presente memoria) a una proteina UGI, y la PmCDA1 esta unida a una
proteina CasS descrita en la presente memoria a través de un conector (como se describe en otra parte de la presente
memoria). En un ejemplo, Py es un CBE unido a través de un conector (como se describe en otra parte de la presente
memoria) a una proteina UGI, y la proteina UGI esta unida a una proteina CasS descrita en la presente memoria a
través de un conector (como se describe en otra parte de la presente memoria). En un ejemplo, Py es una citidina
desaminasa PmCDA1 unida a través de un conector (como se describe en otra parte de la presente memoria) a una
proteina UGI, y la proteina UGI esta unida a una proteina CasS descrita en la presente memoria a través de un
conector (como se describe en otra parte de la presente memoria). En un ejemplo, la proteina CasS se selecciona de
una proteina CasS1, una proteina CasS3 y una proteina CasS4.

Concepto 26. La proteina de fusion o complejo de proteina de fusién del Concepto 25, en donde el editor de bases es
un editor de bases de lamprea marina.

En cualquier opcion o caracteristica, el editor de bases es una citidina desaminasa PmCDA1 que tiene la secuencia
de aminoécidos codificada por la SEQ ID No:19. En un ejemplo, el editor de bases es de lamprea marina.

Concepto 27. La proteina de fusion o complejo de proteina de fusion del Concepto 25 o Concepto 26, en donde el
editor de bases esta fusionado al extremo C de la secuencia de aminoacidos de la parte I.

En cualquier opcion o caracteristica, el editor de bases (por ejemplo, citidina desaminasa PmCDA1) se fusiona a través
de un conector peptidico a la secuencia de aminoacidos de la Parte |. El conector peptidico puede ser como se describe
en el Concepto 14 o el Concepto 29. En cualquier opcién o caracteristica, el editor de bases (por ejemplo, citidina
desaminasa PmCDA1) se fusiona a través de un conector peptidico a una proteina CasS. El conector puede tener
una longitud de (aproximadamente) 10 a 20 aminoacidos. El conector puede tener una longitud de (aproximadamente)
10 a 22, de (aproximadamente) 11 a 21, de (aproximadamente) 12 a 20, de (aproximadamente) 13 a 19, de
(aproximadamente) 14 a 18, de (aproximadamente) 15 a 17 aminoacidos. El conector puede tener una longitud de
(aproximadamente) 16 aminoacidos. El conector puede ser un conector que tenga la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID No:17. El conector puede ser cualquier conector descrito en la presente memoria.

Concepto 28. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién del Concepto 27, en donde una proteina UGI se
fusiona al editor de bases.

En cualquier opcion o caracteristica, la proteina UGI tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:21. La
proteina UGI puede ser como se describe en otra parte de la presente memoria (por ejemplo, en el Concepto 14). La
proteina UGI puede fusionarse directamente al editor de bases. La proteina UGI puede fusionarse al editor de bases
a través de un conector, por ejemplo, un conector peptidico como se describe en otra parte de la presente memoria.

Concepto 29. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusion del Concepto 28, donde la proteina UGI se
fusiona al editor de bases a través de un conector peptidico.
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En cualquier opcidn o caracteristica, la proteina UGI se fusiona al editor de bases a través de un conector peptidico
con una longitud de (aproximadamente) 8 a 12 aminoacidos. El conector peptidico puede tener una longitud de
(aproximadamente) 9 a 11 aminoacidos. El conector puede tener una longitud de (aproximadamente) 10 aminoacidos.
El conector puede tener la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No:23. El conector puede fusionarse al extremo C
del editor de bases, y la proteina UGl se fusiona al extremo C del conector. El conector puede fusionarse al extremo
N del editor de bases, y la proteina UGI se fusiona al extremo N del conector. El conector puede ser como se describe
en otra parte de la presente memoria (por ejemplo, en el Concepto 14 o 27).

Concepto 30. La proteina de fusién o complejo de proteina de fusién de uno cualquiera de los Conceptos 14 a 29, en
donde la proteina de fusién o complejo de proteina de fusién esta en combinacién con un ARNcr que comprende un
espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana.

La secuencia de ARNcr, espaciador y/o protoespaciador puede tener cualquiera de las caracteristicas descritas en
otra parte de la presente memoria (por ejemplo, en el Concepto 10 o en el Primer Aspecto de la Descripcion Detallada).
En cualquier opcién o caracteristica, el protoespaciador no se encuentra en una bacteria que comprende secuencias
de nucleétidos enddgenas que codifican los polipéptidos de a) a ) como se recita en el Concepto 1A o 1B. En cualquier
opcion o caracteristica, el protoespaciador es un protoespaciador de célula eucariota. En cualquier opciéon o
caracteristica, el protoespaciador es heterdlogo a la fuente de Py. Por ejemplo, cuando Py es un polipéptido de origen
natural, el protoespaciador es de una especie (o0 género) diferente al Py. En cualquier opcidén o caracteristica, el
protoespaciador es un protoespaciador de célula animal (opcionalmente humana), vegetal, de insecto o de hongo.

En un ejemplo, el complejo de proteina de fusién forma un complejo de ribonucleoproteina con un ARNcr que
comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana. En un ejemplo, la
proteina de fusion forma un complejo de ribonucleoproteina con un ARNcr que comprende un espaciador que es
cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana.

Concepto 31. Uno o mas vectores de acido nucleico que comprenden una o mas secuencias de nucleétidos que
codifican una proteina de fusidon o un complejo de proteina de fusién como se recita en uno cualquiera de los
Conceptos 14 a 30.

El o los vectores pueden codificar ademas un ARNcr como se describe en otra parte de la presente memoria (por
ejemplo, en el Primer Aspecto de la Descripcion Detallada, en el Concepto 10 o en el Concepto 30). En un ejemplo,
se proporciona un primer y un segundo vector que codifican un complejo de proteina de fusion como se describe en
otra parte de la presente memoria. En un ejemplo, el primer vector codifica la proteina de fusién Px y el segundo vector
codifica las proteinas adicionales del complejo de proteina de fusion.

El o los vectores pueden codificar un segundo, tercero, cuarto, etc., ARNcr que comprende un espaciador que es
cognado a un segundo, tercero, cuarto, etc., protoespaciador en una secuencia diana. La expresion de multiples ARNcr
puede ser Util para la edicién multiplex, por ejemplo, para dirigirse a multiples genes en una célula u organismo.

Concepto 32. El o los vectores del Concepto 31, en donde la proteina de fusién esta codificada por una Unica primera
secuencia de nucleétidos y en donde los al menos dos polipéptidos adicionales estan codificados por una segunda
secuencia de nucleotidos.

En un ejemplo, las proteinas de fusién descritas en la presente memoria estan codificadas por una Unica primera
secuencia de nucledtidos comprendida por un primer vector, y los al menos dos polipéptidos CasS adicionales del
complejo estan codificados por una segunda secuencia de nucleétidos comprendida por un segundo vector. En un
ejemplo, todos los polipéptidos CasS adicionales de los complejos de proteinas de fusion descritos en la presente
memoria estan codificados por una segunda secuencia de nucleétidos. En un ejemplo, todos los polipéptidos CasS
adicionales de los complejos descritos en la presente memoria estan codificados por una segunda secuencia de
nucleétidos comprendida por un segundo vector.

Concepto 33. El o los vectores del Concepto 31, en donde el complejo de proteina de fusién esta codificado por:

a) una primera secuencia de nucleétidos que codifica Py fusionada a una secuencia de aminoacidos que es
al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %) idéntica a la secuencia
de la SEQ ID No:1, SEQ ID No:3 0 SEQ ID No4; y

b) unasegunda secuencia de nucleétidos que codifica los al menos dos polipéptidos adicionales que codifica
secuencias de amino&cidos que son al menos (aproximadamente un 80 % (por ejemplo,
(aproximadamente) un 90 %) idénticas a las secuencias de las SEQ ID No:1, 2, 3, 4 y/o 5.

En cualquier opcion o caracteristica, los complejos de proteina de fusién descritos en la presente memoria comprenden
polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo,
(aproximadamente) un 90 %) idénticas a cada una de las secuencias de las SEQ ID No:1, 2, 3, 4 y 5. En cualquier
opcion o caracteristica, los complejos de proteina de fusién descritos en la presente memoria comprenden polipéptidos
que comprenden secuencias de aminoacidos al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente)
un 90 %) idénticas a cada una de las secuencias de las SEQ ID No:2, 4 y 5. En cualquier opcidn o caracteristica, los
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complejos de proteina de fusion descritos en la presente memoria comprenden polipéptidos que comprenden
secuencias de aminoacidos al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %}
idénticas a cada una de las secuencias de las SEQ ID No:2, 3, 4 y 5. En cualquier opcién o caracteristica, los complejos
de proteina de fusién descritos en la presente memoria comprenden polipéptidos que comprenden secuencias de
aminoacidos al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %) idénticas a cada una
de las secuencias de las SEQ ID No:1, 2,4y 5.

Concepto 34A. El o los vectores del Concepto 32 o del Concepto 33, en donde el ARNcr esta codificado por la primera
secuencia de nucledtidos.

Concepto 34B. El o los vectores del Concepto 32 o del Concepto 33, en donde el ARNcr o esta codificado por la
segunda secuencia de nucleodtidos.

Cuando se codifican multiples ARNcr para dirigirse a multiples protoespaciadores, todos ellos pueden estar codificados
por la primera secuencia de nucleétidos. Cuando se codifican multiples ARNcr para dirigirse a multiples
protoespaciadores, todos ellos pueden estar codificados por la segunda secuencia de nucleétidos.

Concepto 35A. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucledtidos esta conectada operativamente a un promotor que es heterélogo a la al menos una de las secuencias
de nucleotidos.

Concepto 35B. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleoétidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor de célula eucariota.

El promotor de célula eucariota puede ser cualquiera de los descritos en la presente memoria.

Concepto 35C. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleottidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor animal.

En un ejemplo, el promotor es un promotor de mamifero o humano. El promotor animal, de mamifero o humano puede
ser cualquiera de los descritos en la presente memoria.

Concepto 35D. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleoétidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor vegetal.

El promotor vegetal puede ser cualquiera de los descritos en la presente memoria.

Concepto 35E. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleoétidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor fungico.

En un ejemplo, el promotor es un promotor de levadura. El promotor flingico o de levadura puede ser cualquiera de
los descritos en la presente memoria.

Concepto 35F. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleoétidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor de insecto.

El promotor de insecto puede ser cualquiera de los descritos en la presente memoria.

Concepto 35G. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleotidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor viral.

En un ejemplo, el promotor es un promotor viral, de AAV o lentiviral. EI promotor viral, de AAV o lentiviral puede ser
cualquiera de los descritos en la presente memoria.

Concepto 35H. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 34, en donde al menos una de las secuencias
de nucleoétidos esta conectada operativamente a un promotor que es un promotor sintético.

El promotor sintético puede ser cualquiera de los descritos en la presente memoria.

Concepto 36. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 35, en donde al menos una de las secuencias
de nucleétidos esta conectada operativamente a un promotor constitutivo.

Concepto 37. El o los vectores de uno cualquiera de los Conceptos 31 a 35, en donde al menos una de las secuencias
de nucleétidos esta conectada operativamente a un promotor inducible.

Concepto 38A. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusion o complejos de proteina de fusién descritos en
cualquier opcibn o caracteristica que comprende un ARNcr, en donde el ARNcr comprende dos secuencias repetidas
(por ejemplo, dos secuencias repetidas).

El ARNcr y otras caracteristicas de las secuencias repetidas pueden tener las otras caracteristicas descritas en otras
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partes de la presente memoria (por ejemplo, en el Primer Aspecto de la Descripcién Detallada o en el Concepto 10).

Concepto 38B. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusion o complejos de proteina de fusién descritos en
cualquier opcién o caracteristica que comprende un ARNcr, en donde el ARNcr comprende al menos una secuencia
repetida que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:6.

Concepto 38C. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusién o complejos de proteina de fusién descritos en
cualquier opcién o caracteristica que comprende un ARNcr, en donde el ARNcr comprende dos secuencias repetidas
que comprenden la secuencia de nucleodtidos de la SEQ ID No:6.

Concepto 38D. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusién o complejos de proteina de fusién descritos en
cualquier opcién o caracteristica que comprende un ARNcr, en donde el ARNcr comprende al menos una secuencia
repetida que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:70.

Concepto 38E. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusion o complejos de proteina de fusién descritos en
cualquier opcién o caracteristica que comprende un ARNcr, en donde el ARNcr comprende dos secuencias repetidas
que comprenden la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:70.

Concepto 39. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusidon o complejos de proteina de fusién descritos en cualquier
opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer
protoespaciador en una secuencia diana, en donde el protoespaciador estd inmediatamente adyacente a una
secuencia de Resto Adyacente al Protoespaciador (PAM) en la secuencia diana seleccionada de 5'-AAC-3', 5'-ATG-
3, 5'-AAA-3', 5'-AAG-3', 5-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-3', 5'-ACT-3', 5'-ATC-3', 5-ATA-3', 5'-GAG-3', 5-TAG-3', 5-ACC-
3, 5-AGG-3, 5'-ATT-3', 5'-GAC-3'y 5'-GTG-3".

En cualquier opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un
primer protoespaciador en una secuencia diana, el protoespaciador puede estar inmediatamente adyacente a una
secuencia de Resto Adyacente al Protoespaciador (PAM) en la secuencia diana seleccionada de 5'-AAC-3', 5'-ATG-
3, 5'-AAA-3', 5'-AAG-3, 5-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-3', 5'-ACT-3', 5'-ATC-3', 5'-ATA-3', 5-GAG-3' y 5-TAG-3". En
cualquier opcidn o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer
protoespaciador en una secuencia diana, el protoespaciador puede estar inmediatamente adyacente a una secuencia
de Resto Adyacente al Protoespaciador (PAM) en la secuencia diana seleccionada de 5'-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-
3, 5-AAG-3', 5-ACG-3', 5'-AAT-3' y 5-ACA-3'. En cualquier opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que
comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana, el protoespaciador
puede estar inmediatamente adyacente a una secuencia de Resto Adyacente al Protoespaciador (PAM) en la
secuencia diana seleccionada de 5-AAC-3'y 5-ATG-3'. En cualquier opcion o caracteristica que comprende un ARNcr
que comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana, el
protoespaciador puede estar inmediatamente adyacente a una secuencia de Resto Adyacente al Protoespaciador
(PAM) en la secuencia diana que es 5'-AAC-3'. En cualquier opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que
comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana, el protoespaciador
puede estar inmediatamente adyacente a una secuencia de Resto Adyacente al Protoespaciador (PAM) que tiene
cualquiera de las caracteristicas descritas en otra parte de la presente memoria.

Concepto 40. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusidon o complejos de proteina de fusién descritos en cualquier
opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer
protoespaciador en una secuencia diana, en donde la secuencia espaciadora tiene una longitud de (aproximadamente)
25 a 39 nucleotidos.

La secuencia espaciadora puede tener una longitud de (aproximadamente) 28 a 32 nuclettidos. La secuencia
espaciadora puede tener una longitud de aproximadamente 32 nucleétidos. La secuencia espaciadora puede tener
una longitud de 32 nucledétidos.

En cualquier opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un
primer protoespaciador en una secuencia diana, la secuencia espaciadora puede tener una longitud de 32 nuclettidos
. En cualquier opcioén o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un
primer protoespaciador en una secuencia diana, la secuencia espaciadora puede tener cualquiera de las
caracteristicas descritas en otras partes de la presente memoria (por ejemplo, en el Primer Aspecto de la Descripcion
Detallada, en el Concepto 10 y en el Concepto 30).

Concepto 41. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusidon o complejos de proteina de fusién descritos en cualquier
opcidn o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer
protoespaciador en una secuencia diana, en donde los nucledtidos 1 a 28 del espaciador son idénticos al complemento
de los nucleétidos 1 a 28 de la secuencia del protoespaciador que esta inmediatamente en 5' de la secuencia PAM en
la secuencia diana.

El protoespaciador puede tener cualquiera de las caracteristicas descritas en otras partes de la presente memoria (por
ejemplo, en el Primer Aspecto de la Descripcién Detallada, en el Concepto 10 y en el Concepto 30).
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Concepto 42. El o los vectores, proteinas, proteinas de fusidon o complejos de proteina de fusién descritos en cualquier
opcion o caracteristica que comprende un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer
protoespaciador en una secuencia diana, en donde el espaciador es idéntico al complemento del protoespaciador en
la secuencia diana.

El espaciador puede ser idéntico al complemento del protoespaciador en la secuencia diana a lo largo de toda su
longitud. El espaciador puede ser (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %) idéntico al
complemento del protoespaciador en la secuencia diana a lo largo de toda su longitud. El espaciador puede ser idéntico
al complemento del protoespaciador en la secuencia diana a lo largo de los primeros 1 a 28 nucleétidos que estan
inmediatamente en 5' de la secuencia PAM en la secuencia diana, y (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo,
(aproximadamente) un 90 %) idéntico a lo largo del resto de los nucleétidos en el protoespaciador.

Concepto 43. El o los vectores, proteinas de fusion o complejos de proteina de fusién descritos en cualquier opcién o
caracteristica que comprenden una proteina de fusion en donde Py es una nucleasa que es una nucleasa I-Tevl, en
donde la nucleasa I-Tevl reconoce una secuencia de nucleétidos del sitio de escisién de I-Tevl que esta en 5' o 3' (por
ejemplo, en 5') del protoespaciador en la secuencia diana.

La secuencia de nucleétidos del sitio de escision de |-Tevl puede ser como se describe en otra parte de la presente
memoria. En un ejemplo, la secuencia de nucleétidos del sitio de escision de I-Tevl esta en 5' del protoespaciador en
la secuencia diana. La secuencia de nucleétidos del sitio de escision de I-Tevl puede tener una longitud entre
(aproximadamente) 3 y 7 nucleétidos, por ejemplo, una longitud entre (aproximadamente) 4 y 6 nucledtidos. La
secuencia de nucledtidos del sitio de escision de I-Tevl puede tener una longitud de aproximadamente 5 nucleétidos.
La secuencia de nuclettidos del sitio de escisién de I-Tevl puede comprender el esto 5'-CNNNG-3'. La secuencia de
nucleétidos del sitio de escision de |-Tevl puede seleccionarse de 5'-CCACG-3', 5-CACCG-3', 5-CATAG-3', 5'-
CTAAG-3, 5-CTGAG-3', 5-CTTAG-3, 5-CCTCG-3, 5'-CAGCG-3', 5-CACTG-3', 5'-CGACG-3', 5-CGATG-3, 5'-
CTCCG-3, 5-CTACG-3, 5'-CTGTG-3, 5-CTGCG-3', 5-CCGTG-3', 5'-CCTAG-3, 5-CCATG-3', 5-CAAAG-3, 5'-
CAGAG-3, 5-CATTG-3' y 5'-CATCG-3'. La secuencia de nuclettidos del sitio de escisién de I-Tevl puede
seleccionarse de 5'-CCACG-3', 5'-CACCG-3', 5'-CATAG-3', 5-CTAAG-3', 5-CTGAG-3', 5'-CTTAG-3', 5'-CCTCG-3'y
5'-CAGCG-3', 0 se seleccionade 5'-CCACG-3', 5'-CACCG-3', 5-CATAG-3', 5'-CTAAG-3'y 5'-CTGAG-3'. La secuencia
de nucleétidos del sitio de escision de |-Tevl puede seleccionarse de 5'-CCACG-3', 5-CACCG-3'y 5'-CATAG-3'. La
secuencia de nucleétidos del sitio de escisién de I-Tevl puede seleccionarse de 5'-CCACG-3' y 5-CACCG-3'". La
secuencia de nucledtidos del sitio de escision de I-Tevl puede tener la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No:42.

Concepto 44. El o los vectores, proteinas de fusién o complejos de proteina de fusiéon descritos en cualquier opcién o
caracteristica que comprenden una proteina de fusiéon en donde Py es una nucleasa que es una nucleasa I-Tevl, en
donde la nucleasa I-Tevl reconoce una secuencia de nucleétidos espaciadora de I-Tevl que esta en 5' 0 3' (por ejemplo,
en 5') del protoespaciador en la secuencia diana,

La secuencia de nucleétidos espaciadora de |-Tevl puede ser como se describe en otra parte de la presente memoria.
En un ejemplo, la secuencia de nucleétidos espaciadora de I-Tevl esta en 5' del protoespaciador en la secuencia diana.
La secuencia de nucleétidos espaciadora de |-Tevl puede tener una longitud entre (aproximadamente)} 10 y 35
nucleétidos, tal como una longitud de 15 a 35, o de 20 a 35. La secuencia de nucleétidos espaciadora de I-Tevl puede
tener una longitud entre (aproximadamente) 29 y 33 nucleétidos. La secuencia de nucleétidos espaciadora de |-Tevl
puede tener una longitud entre (aproximadamente) 30 y 32 nucleétidos. La secuencia de nucleétidos espaciadora de
I-Tevl puede tener una longitud de (aproximadamente) 31 nucleétidos. La secuencia de nucledtidos espaciadora de I-
Tevl puede ser al menos (aproximadamente) un 80 % (por ejemplo, (aproximadamente) un 90 %) idéntica a la
secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:43. La secuencia de nucleétidos espaciadora de I-Tevl puede ser un 100
% idéntica a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No: 43.

Concepto 45. El o los vectores, proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion descritos en cualquier opcién o
caracteristica que comprenden una proteina de fusiéon en donde Py es una nucleasa que es una nucleasa I-Tevl, en
donde la secuencia diana comprende, en orientacion 5' a 3":

a) una secuencia de nucledtidos del sitio de escision de I-Tevl;
b) unasecuencia de nucleétidos espaciadora de I-Tevl;

c) unasecuencia PAM;y

d) una secuencia de protoespaciador.

En un ejemplo, las secuencias a) a d) son cada una inmediatamente adyacentes entre si. La secuencia de nucleétidos
del sitio de escisién de |-Tevl es como se describe en otra parte de la presente memoria (por ejemplo, como se describe
en el Concepto 43). La secuencia de nucleétidos espaciadora de |-Tevl es como se describe en otra parte de la
presente memoria (por ejemplo, como se describe en el Concepto 44). La secuencia PAM es como se describe en
otra parte de la presente memoria (por ejemplo, como se describe en el Concepto 39). La secuencia del
protoespaciador es como se describe en otra parte de la presente memoria (por ejemplo, como en el Primer Aspecto
de la Descripcion Detallada, o en el Concepto 10, o en el Concepto 30).
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Concepto 46A. Una célula que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusion
descritos en cualquier opcién o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria.

Concepto 46B. Una célula eucariota que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusién o complejos de proteinas
de fusién descritos en cualquier opcién o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria.

Concepto 46C. Una célula animal, vegetal, de insecto o de hongo que comprende uno o mas vectores, proteinas de
fusion o complejos de proteinas de fusion descritos en cualquier opcidn o caracteristica como se describe en otra parte
de la presente memoria.

Concepto 46D. Una célula procariota que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusién o complejos de proteinas
de fusién descritos en cualquier opcién o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria.

Concepto 46E. Una célula procariota que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusién o complejos de proteinas
de fusidn descritos en cualquier opcidén o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria, en
donde la célula no es una célula bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli, Pseudomonas o Klebsiella) que
comprende secuencias de nucleétidos endoégenas que codifican los polipéptidos de a) a €) como se recita en el
Concepto 1A.

En un ejemplo, la célula es una célula de vertebrado, de mamifero o humana.

Concepto 47A. Una composicién que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusion o complejos de proteinas
de fusién descritos en cualquier opcién o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria.

La composicién puede ser como se describe en otra parte de la presente memoria. En un ejemplo, una composicién
descrita en la presente memoria puede ser una composicion in vitro. En un ejemplo, una composicion descrita en la
presente memoria puede estar contenida en un recipiente médico.

También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusion o
complejos de proteinas de fusién descritos en cualquier opcién o caracteristica como se describe en otra parte de la
presente memoria y que comprende ademas un diluyente, excipiente o vehiculo. Las composiciones farmacéuticas
estan destinadas a utilizarse en cualquiera de los métodos de tratamiento médico descritos en la presente memoria.

También se proporciona uno o mas vectores, proteinas de fusion o complejos de proteinas de fusién descritos en
cualquier opcién o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria para su uso en terapia.

También se proporciona uno o mas vectores, proteinas de fusion o complejos de proteinas de fusién descritos en
cualquier opcion o caracteristica como se describe en otra parte de la presente memoria para su uso en el tratamiento
de cualquier enfermedad descrita en la presente memoria mediante la realizacién de cualquiera de los métodos
descritos en la presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar contenidas en un dispositivo médico (como una ampolla, una jeringa
0 un inhalador). Las composiciones farmacéuticas pueden estar formuladas en una tintura, una cépsula o una
formulacién de liberacién lenta. Las composiciones farmacéuticas pueden ser un comprimido oral contenido en un
envase blister.

En un ejemplo, la composicién farmacéutica que comprende uno o mas vectores, proteinas de fusiéon o complejos de
proteinas de fusién como se describe en la presente memoria se formula para administracion oral o rectal. En un
ejemplo, la composicion farmacéutica se formula para administracién oral. En un ejemplo, la composicién farmacéutica
se formula como una capsula o un comprimido recubierto.

La formulaciéon que comprende el uno o mas vectores, proteinas de fusidn o complejos de proteinas de fusién descritos
en la presente memoria se puede liofilizar antes de la encapsulacién. En un ejemplo, la composicién farmacéutica que
comprende uno o mas vectores, proteinas de fusion o complejos de proteinas de fusién como se describe en la
presente memoria es una formulacion liofilizada. En un ejemplo, la composicién farmacéutica que comprende uno o
mas vectores, proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusién como se describe en la presente memoria es
una formulacién encapsulada para ser liberada en el intestino delgado de un sujeto.

Concepto 47B. Una composicién (opcionalmente, una composicion in vitro o en donde la composicion esta contenida
en un recipiente médico) que comprende un ARNcr o acido nucleico que codifica el ARNcr; y uno, més o todos de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

c) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;
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d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:#4;y
e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5
en donde

A: el ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador, en donde el protoespaciador
f) no se encuentra en E. coli;
o) es un protoespaciador de célula eucariota; o
h) es un protoespaciador de célula animal (opcionalmente, de mamifero o humana), vegetal o flngica;
o}

B: un protoespaciador de una E. coli que carece de secuencias de nucledtidos endégenas que codifican los
polipéptidos citados en las partes a) a e) anteriores.

En un ejemplo, la composicion comprende (a)-(e). En un ejemplo, la composicién comprende (a)-(d). En un ejemplo,
la composicion comprende (a)-(c). En un ejemplo, la composicién comprende (a)-(b). En un ejemplo, la composicién
comprende (d)-(e). En un ejemplo, la composicidon comprende (c)-(e). En un ejemplo, la composicién comprende (b)-

(e)-

En un ejemplo, la composicidon comprende (a). En un ejemplo, la composicion comprende (b). En un ejemplo, la
composicién comprende (c). En un ejemplo, la composicion comprende (d). En un ejemplo, la composicién comprende

(e).

El ARNcr es operativo en una célula para guiar el o los polipéptidos, proteinas, proteinas de fusién y complejos
descritos en la presente memoria a una secuencia diana contenida en un acido nucleico en la célula. Se proporciona
un complejo que comprende uno, mas o todos los polipéptidos (a)-(e) y el ARNcr, en donde el ARNcr es capaz de
guiar el complejo a un protoespaciador contenido en un ADN diana. Por ejemplo, el complejo comprende (a)-(e).

Concepto 47C. Una composicion (opcionalmente, una composicion in vitro o en donde la composicion esta contenida
en un recipiente médico) que comprende un ARNcr o un acido nucleico que codifica el ARNcr; y un &cido nucleico que
codifica uno, méas o todos de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

¢) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;

d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO#4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5

en donde
A: el ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador, en donde el protoespaciador
f) no se encuentra en E. coli;
g) es un protoespaciador de célula eucariota; o
h) es un protoespaciador de célula animal (opcionalmente, de mamifero o humano), vegetal o flngica;
o}

B: un protoespaciador de una E. coli que carece de secuencias de nucleétidos endégenas que codifican los
polipéptidos citados en las partes a) a ) anteriores.

En un ejemplo, la composicién comprende un vector que codifica al menos 2, 3 o0 4 de dichos polipéptidos. En un
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ejemplo, (a)-(e) estan codificados por el mismo vector. En un ejemplo, la composicién comprende un vector que
codifica todos los (a)-(e).

En un ejemplo, el acido nucleico de la composicién codifica (a)-(e). En un ejemplo, el acido nucleico de la composicién
codifica (a)-(d). En un ejemplo, el acido nucleico de la composicion codifica (a)-(c). En un ejemplo, el &cido nucleico
de la composicion codifica (a)-(b). En un ejemplo, el &cido nucleico de la composicion codifica (d)-(e). En un ejemplo,
el &cido nucleico de la composicion codifica (c)-(e). En un ejemplo, el acido nucleico de la composicion codifica (b)-

(e)-

El ARNcr es operativo en una célula para guiar el o los polipéptidos a una secuencia diana contenida en un acido
nucleico en la célula. Se proporciona un complejo que comprende uno, mas o todos los polipéptidos (a)-(e) y el ARNcr,
en donde el ARNcr es capaz de guiar el complejo a un protoespaciador contenido en un ADN diana. Por ejemplo, el
complejo comprende (a)-(e).

También se proporcionan métodos. Cualquier método de la presente memoria puede ser un método in vitro.
Opcionalmente, el método se lleva a cabo en una célula contenida en un sujeto, como un ser humano, un animal (por
ejemplo, un mamifero, por ejemplo, un roedor, ratén o rata), planta, insecto u hongo (por ejemplo, levadura).

En la presente memoria, modificar (por ejemplo, modificar una secuencia diana de un ADN, polinucleétido o célula)
puede ser cuando la modificacién corta, edita, bloquea, marca o etiqueta la secuencia diana.

Concepto 48A. Un método para modificar una secuencia diana de acido nucleico en una célula, comprendiendo el
método

() poneren contacto la célula con uno o mas vectores, proteinas, proteinas de fusién, complejos de proteinas
de fusién o con una composicién como la descrita en cualquier opcién o caracteristica que comprende un
ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia
diana;

(I} permitir la introduccién en la célula de

(i} el o los vectores, proteinas, proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, mediante los
cuales el o los polipéptidos y el ARNcr se expresan en la célula, o

(i) el ARNc de la composicién (o acidos nucleicos que codifican el ARNc mediante lo cual el ARNc se
expresa en la célula) y el acido nucleico de la composicién que codifica el o los polipéptidos o
proteinas, mediante lo cual el o los polipéptidos o proteinas se expresan en la célula;

(1) en donde el ARNcr forma un complejo con el o los polipéptidos o proteinas para guiar el complejo a la
secuencia diana.

Cuando el método comprende la introduccién del o de los vectores que expresan la o las proteinas CasS o la
introduccion de la o las proteinas CasS, la modificacién puede ser la regulacion a la baja de un gen que comprende la
secuencia diana. Cuando el método comprende la introduccién de del o de los vectores que expresan la o las proteinas
CasS o la introduccién de la o las proteinas CasS, la modificacion puede ser la regulacién a la baja de un gen
adyacente a (por ejemplo, a 2 kb de) la secuencia diana.

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusion o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacién puede ser cortar la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py comprende una nucleasa o una nickasa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusion o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificaciéon puede ser la introduccién de una o0 mas mutaciones en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py
comprende una nucleasa, una nickasa, un prime editor o un editor de bases).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser la realizacién de una edicién de bases en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un
editor de bases).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser la realizacion de prime editing en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un prime
editor).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusion o
complejos de proteina de fusién, o la introduccion de la o las proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusion,
la modificacién puede ser la desaminacion de uno o méas nucleétidos en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py
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es una desaminasa, tal como una citosina o adenina desaminasa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusion o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacién puede ser la metilacién de uno o mas nucleétidos en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un
metiltransferasa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusion o
complejos de proteina de fusién, o la introduccion de la o las proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusion,
la modificacién puede ser la metilacion de uno o mas nucleétidos en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es
una metilasa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusion o
complejos de proteina de fusién, o la introduccion de la o las proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusion,
la modificacién puede ser la acetilacién de uno 0 mas nucleétidos en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es
una acetilasa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser someter el ADN de la secuencia diana a la actividad de acetiltransferasa (por ejemplo, cuando
Py es una acetiltransferasa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccion de la o las proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusion,
la modificacién puede ser la transcripcién inversa de la secuencia diana, o la transcripcion inversa de un ARN en la
célula para producir un ADN que se inserta en la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es una transcriptasa
inversa).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser la activacién de la transcripciéon de un gen en la célula, tal como un gen que comprende o es
adyacente a la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un activador de la transcripcién).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser la desactivacién de la transcripcién de un gen en la célula, tal como un gen que comprende o
es adyacente a la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un desactivador de la transcripcion).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser la activaciéon de la traduccion de un gen en la célula, tal como un gen que comprende o es
adyacente a la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un activador de la traduccion).

Cuando el método comprende la introduccion del o de los vectores que expresan la o las proteinas de fusiéon o
complejos de proteina de fusién, o la introduccién de la o las proteinas de fusién o complejos de proteina de fusion, la
modificacion puede ser la desactivacion de la traduccidén de un gen en la célula, tal como un gen que comprende o es
adyacente a la secuencia diana (por ejemplo, cuando Py es un desactivador de |a traduccién).

Concepto 48B. Un método para modificar una secuencia de acido nucleico diana en una célula, comprendiendo el
método

a) poner en contacto la célula con el o los vectores del Concepto 10 o uno cualquiera de los Conceptos 11 a
12 cuando dependan del Concepto 10, o una composicién segin el Concepto 47;

b) permitir la introduccién en la célula de
(i) el olos vectores mediante lo cual se expresan el o los polipéptidos y el ARNcr en la célula, o

(i) el ARNc de la composicién (o acidos nucleicos que codifican el ARNc mediante lo cual el ARNc se
expresa en la célula) y el acido nucleico de la composicién que codifica el o los polipéptidos, mediante
lo cual el o los polipéptidos se expresan en la célula;

c) en donde el ARNcr forma un complejo con el o los polipéptidos para guiar el complejo a la secuencia diana.

Cabe destacar que encontramos que la orientacion de los espaciadores no influye en la eficiencia del sistema CRISPR-
Cas Tipo-S para regular a la baja la transcripcion de un gen seleccionado, lo que no es el caso de otros sistemas
CRISPR-Cas que deben dirigirse a la regién codificante o no codificante de un gen para regular a la baja de manera
eficiente su transcripcién. Por lo tanto, el complejo, por ejemplo, modifica (por ejemplo, corta o edita) una secuencia
diana codificante 0 una secuencia diana no codificante, opcionalmente en donde (i) se modifica una hebra codificante,
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pero no una hebra no codificante de ADN o (ii) se modifica una hebra no codificante, pero no una hebra codificante de
ADN. La modificacién en la presente memoria puede modificar de manera (til (i} una hebra codificante, pero no una
hebra no codificante de ADN o (ii} una hebra no codificante, pero no una hebra codificante de ADN.

Concepto 48C. El método del Concepto 48B, en donde el complejo se guia hasta la secuencia diana y modifica la
secuencia diana, opcionalmente en donde el complejo comprende un componente seleccionado de

a) una nucleasa que corta la secuencia diana;

b) una desaminasa (como una citosina o adenina desaminasa) que lleva a cabo la desaminacién de la
secuencia diana;

c) un editor bases que edita bases de la secuencia diana;
d) un prime editor que realiza la edicion principal de la secuencia diana;

e) una transcriptasa inversa que transcribe de forma inversa la secuencia diana o que transcribe de forma
inversa un ARN en la célula para producir un ADN que se inserta en la secuencia diana;

fy  una metiltransferasa que metila el ADN en la célula;

g) una metilasa que metila el ADN en la célula;

h})  una acetilasa que acetila el ADN en la célula;

i} una acetiltransferasa que somete el ADN de la célula a la actividad acetiltransferasa;

j) un activador de la transcripcion que activa la transcripcion de un gen en la célula, tal como un gen que
comprende 0 es adyacente a la secuencia diana; y

k)  un desactivador de la transcripcidn que desactiva la transcripciéon de un gen en la célula, tal como un gen
que comprende o es adyacente a la secuencia diana;

opcionalmente, en donde el componente esta codificado por el o los vectores o acido nucleico de la composicion.

En cualquier opcién o caracteristica relacionada con la modificacién del ADN o ARN diana, el complejo comprende
ademas un editor de bases (por ejemplo, como se describe en otra parte de la presente memoria).

En cualquier opcién o caracteristica relacionada con la modificacion del ADN o ARN diana, el complejo comprende
ademas un prime editor (por ejemplo, como se describe en otra parte de la presente memoria).

En cualquier opcién o caracteristica relacionada con la modificacion del ADN o ARN diana, el complejo comprende
ademas una nucleasa (por ejemplo, como se describe en otra parte de la presente memoria).

Concepto 49A. El método del Concepto 48C, en donde la célula es una célula eucariota, animal, vegetal, de insecto o
flngica.

Concepto 49B. El método del Concepto 48, en donde la célula es una célula procariota.

En un gjemplo, la célula es una célula procariota en donde la célula no es una célula procariota (por ejemplo, una
célula de E. coli, Pseudomonas o Klebsiella) que comprende secuencias de nucleétidos enddégenas que codifican los
polipéptidos a) a €) como se cita en el Concepto 1.

En cualquier opcioén o caracteristica de la presente memoria, un animal de la presente memoria es un mamifero o
vertebrado no humano. Opcionalmente, una célula animal de la presente memoria es una célula de mamifero o
vertebrado no humano. Opcionalmente, la célula es una célula vegetal, una célula bacteriana, una célula fungica, una
célula de mamifero, una célula de insecto o una célula de arqueas. Una célula de la presente memoria es ex vivo.

En cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria, una célula de la presente memoria es una célula
pluripotente, tal como una célula madre pluripotente. Opcionalmente, una célula de la presente memoria es una célula
madre, tal como una célula madre embrionaria. Opcionalmente, una célula de la presente memoria es una célula
totipotente no humana. En un ejemplo de estas opciones, la célula es una célula humana. Segun la invencion, la célula
no es una célula humana contenida en un ser humano. Segun la invencion, la célula no es un embrién humano.

Ningun método de la presente memoria, segun la invencién, es ninguno de los siguientes:
(a) un proceso para clonar un ser humano;

(b} un proceso para modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano;
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(c) una utilizacién de un embrién humano;

(d) un proceso para modificar la identidad genética de un animal que probablemente le cause sufrimiento
sin ningun beneficio médico sustancial para el ser humano o el animal.

Ningun método de la presente memoria es un método de tratamiento del cuerpo humano o animal. Ningln método de
la presente memoria es un método quirdrgico.

Concepto 50. El método del Concepto 48 o 49, en donde la secuencia diana esta contenida en un cromosoma o
episoma en la célula.

En cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria, la secuencia diana esta contenida en un cromosoma. En
cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria, la secuencia diana esta contenida en un plasmido. En
cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria, la secuencia diana no esta contenida en un plasmido.

Concepto 51. El método del Concepto 50, en donde el método inhibe |a replicacion de cromosomas o episomas en la
célula.

En un ejemplo, la inhibicién es al menos (aproximadamente) del 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o0 95 % en comparacién
con la replicacion en una célula idéntica que no ha sido expuesta al vector o vectores 0 a la composicién. En un
ejemplo, la inhibicién es del 100 %.

Concepto 52. El método de uno cualquiera de los Conceptos 48 a 51, en donde la secuencia diana esta dentro de
(aproximadamente) 2 kb aguas arriba o aguas abajo de un gen de interés.

En cualquier opcion o caracteristica relacionada con una secuencia diana, la secuencia diana esta dentro de
(aproximadamente) 2 kb aguas arriba (5') 0 aguas abajo (3'} de un gen de interés. La secuencia diana puede estar
aguas arriba (5'} del gen de interés. La secuencia diana puede estar aguas abajo (3') del gen de interés. La secuencia
diana puede estar dentro de (aproximadamente) 1,75 kb, dentro de (aproximadamente} 1,5 kb, dentro de
(aproximadamente) 1,25 kb, dentro de (aproximadamente) 1 kb, dentro de (aproximadamente) 0,75 kb, dentro de
(aproximadamente) 0,5 kb 0 dentro de (aproximadamente) 0,25 kb aguas arriba (5') 0 aguas abajo (3') de un gen de
interés. La secuencia diana puede estar dentro de un gen de interés, por ejemplo, puede estar dentro del promotor,
exon(es) y/o intron(es) del gen de interés. En un ejemplo, la secuencia diana esta dentro del promotor del gen de
interés.

Concepto 53. El método del Concepto 52, en donde la secuencia diana del gen de interés esta al menos 2kb aguas
arriba y aguas abajo de cualquier promotor, exén e intrén de cualquier otro gen.

Como se muestra en el Ejemplo 4 de la presente memoria, la proteina CasS3 puede tener una amplia gama de
influencia, mostrandose los efectos de uniéon en un rango de aproximadamente 2 kb a cada lado (es decir, 5'y 3') de
la secuencia del protoespaciador en la secuencia diana. Por lo tanto, para aplicaciones en las que se utiliza el sistema
CasS para CRISPRI (es decir, en cualquier método descrito en la presente memoria de regulacion al alza o regulacion
a la baja de un gen de interés), puede ser beneficioso evitar efectos fuera de la diana si el protoespaciador en la
secuencia diana esta al menos 2 kb aguas arriba (5') y aguas abajo (3') de cualquier otro gen (es decir, promotor, exén
0 intrén).

Concepto 54. El método de uno cualquiera de los Conceptos 48 a 53, en donde la modificacién es una sustitucion,
delecién o insercion de uno o mas nucledtidos.

En un ejemplo, la modificacién es una sustitucién de uno o mas nucleétidos en la secuencia diana. En un ejemplo, la
modificacién es una o mas sustituciones de C a T en los nucleotidos de la secuencia diana cuando Py es un CBE. En
un ejemplo, el CBE es una citidina desaminasa PmCDA1, por ejemplo, como se describe en otra parte de la presente
memoria.

Concepto 55. Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion que esta mediada por células diana en un
sujeto, comprendiendo el método llevar a cabo un método como se describe en cualquier opcidén o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, como se describe en uno cualquiera de los Conceptos 48 a 54) para modificar las
células diana, en donde dicho contacto comprende administrar el o los vectores, proteinas (incluyendo proteinas de
fusion o complejos de proteina de fusidon) o composicién al sujeto y en donde la modificacion trata o previene la
enfermedad o afeccién.

Las células diana pueden ser, por ejemplo, células bacterianas patégenas. Pueden ser células bacterianas resistentes
a los antibioticos y la modificacién vuelve a sensibilizar a la célula bacteriana al antibiotico.

Concepto 56. El método del Concepto 55, en donde el sujeto es un ser humano, un animal o una planta.

Concepto 57. El método del Concepto 56, en donde las células diana son células del sujeto que comprenden un
defecto en el acido nucleico y la modificacién corrige el defecto.
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Por ejemplo, se sabe que ciertas enfermedades estan causadas por polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (por
ejemplo, el sindrome de progeria y la displasia mandibuloacral estan causados por un SNP sin sentido, SNP
¢.1580G>T, en el gen LMNA que codifica la proteina lamina A/C, y un SNP en el gen F5 causa trombofilia del Factor
V Leiden). La correccién de estos SNP por sustituciones de dianas podria usarse para mejorar las enfermedades. En
2012, se demostré que 124 enfermedades genéticas estaban causadas por inserciones de retrotransposones,
incluyendo fibrosis quistica (Alu), hemofilia A (L1) y distonia-parkinsonismo ligado al cromosoma X (SVA), véase
Hancks et al., Curr. Opin. Genet. Dev., 22, 191-203, 2012, doi: 10.1016/j.gde.2012.02.006. Es posible utilizar ciertas
ediciones dirigidas para corregir estos tipos de inserciones y mejorar la o las enfermedades asociadas.

Concepto 58A. El método del Concepto 56 o 57, en donde la modificacion afiade una nueva funcionalidad a las células.

En un ejemplo, la modificacion regula al alza o regula a la baja la expresién de un gen en las células. En un ejemplo,
la modificacion regula a la baja la expresién de un gen en las células. En un ejemplo, la modificacion inhibe la expresién
de un gen en las células. En un ejemplo, la modificacién bloquea la expresién de un gen en las células.

En otro ejemplo, la modificacion es la insercion de un nuevo gen o una nueva via de genes (por ejemplo, un operén),
que se puede utilizar para producir sustancias que son beneficiosas para las células. Por ejemplo, los nuevos genes
pueden producir metabolitos beneficiosos o productos terapéuticos. En otro ejemplo, la modificacion es la insercién
de un nuevo gen o una nueva via de genes (por ejemplo, un operén), que se puede utilizar para eliminar sustancias
que son perjudiciales para las células. Por ejemplo, los nuevos genes pueden metabolizar toxinas nocivas.

Concepto 58B. El método del Concepto 56 o0 57, en donde la modificacién afiade una nueva secuencia de nucleétidos
a los genomas de las células para la expresion de una proteina codificada por la nueva secuencia.

Por ejemplo, la proteina es una proteina heterdloga. Por ejemplo, la proteina es una proteina terapéutica, por ejemplo,
un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo (como un dominio variable Unico de anticuerpo), un sitio de unién de TCR
(receptor de células T), un dominio variable de TCR, una hormona, una incretina, un factor de crecimiento, un agente
anticanceroso, un neurotransmisor o una enzima.

Concepto 58C. El método del Concepto 56 o 57, en donde la modificacién modula la expresiéon de una secuencia de
nucleétidos contenida en un cromosoma o episoma de la célula.

En un ejemplo, la modificacién modula la expresiéon de una secuencia de nucleétidos contenida en un plasmido. En
un ejemplo, la modificacién modula la expresiéon de una secuencia de nucleétidos que no esta contenida en un
plasmido. Por ejemplo, la expresién se regula al alza. Por ejemplo, la expresion se regula a la baja.

Concepto 59. El o los vectores, proteinas (incluyendo proteinas de fusion y complejos de proteina de fusion), células
0 composicién como se describe en cualquier opcidén o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, como se
describe en uno cualquiera de los Conceptos 1-58) para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad
o afeccién en un ser humano o animal, en donde el método es como se describe en cualquier opcidn o caracteristica
de la presente memoria (por ejemplo, como se describe en uno cualquiera de los Conceptos 55 a 58).

Cualquier vector de la presente memoria (en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria) puede ser
a) un vector plasmidico (opcionalmente, un plasmido conjugativo)
b) un vector de transposon (opcionalmente, un transposén conjugativo);
c) un vector de virus (opcionalmente, un vector de fago, AAV o lentivirus);
d) un fagémido (opcionalmente, un fagémido empaquetado); o
e) una nanoparticula (opcionalmente, una nanoparticula lipidica).

Concepto 60. Un método para introducir una edicion dirigida en un polinucleétido diana, comprendiendo el método
poner en contacto el polinucledtido diana con una proteina de fusién o un complejo de proteina de fusién como se
describe en cualquier opcidn o caracteristica de la presente memoria, en donde la proteina o el complejo de proteina
de fusién esta en combinacién con un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer
protoespaciador en una secuencia diana (por ejemplo, como se describe en el Primer Aspecto de la Descripcion
Detallada, Concepto 10 o en el Concepto 30 o en uno cualquiera de los Conceptos 38 a 45 cuando dependan del
Concepto 30)

en donde el primer protoespaciador en la secuencia diana esta contenido en el polinucleétido, en donde el ARNcr se
hibrida con el protoespaciador para guiar la proteina (por ejemplo, el complejo de ribonucleoproteina) mediante lo cual
la proteina (por ejemplo, el complejo de ribonucleoproteina) edita el polinucleétido.

El método puede llevarse a cabo en una célula parental que comprende el polinucleétido. Se proporciona ademas una
célula o un organismo de progenie que se deriva de la célula parental editada, en donde la célula o el organismo de
progenie conserva la edicién en su genoma. El método puede comprender una o mas etapas de cultivo de la célula
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editada para producir dicha célula de progenie o una pluralidad de dichas células de progenie.

Concepto 61A. El método del Concepto 60, en donde el método inserta, deleciona o sustituye una secuencia de bases
0 &cidos nucleicos en el polinucleétido.

Concepto 61B. El o los vectores de los Conceptos 10 o el Concepto 11 o 12 cuando dependen del Concepto 10,
método de uno cualquiera de los Conceptos 48-54, o método del Concepto 60 o 61, en donde el ARNcr es cognado a
un resto adyacente al protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5'-AAG-3".

Alternativamente, el PAM puede ser uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39).

Concepto 62A. Un contenedor que comprende una pluralidad de proteinas operables para su uso con un ARNcr para
formar un complejo de ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido,
comprendiendo la o las proteinas cualquiera de la o las proteinas descritas en cualquier opcidén o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, como se describe en el Concepto 13),

en donde el complejo es operable con cualquiera de los restos adyacentes al protoespaciador (PAM) descritos en
cualquier opcidn o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el
Concepto 39), y el contenedor no es una célula, y las proteinas se mezclan con un tampén in vitro.

Concepto 62B. Un contenedor que comprende una pluralidad de proteinas operables para su uso con un ARNcr para
formar un complejo de ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido,
comprendiendo las proteinas cualquiera de la o las proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusién descritos
en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, como se describe en uno cualquiera de los
Conceptos 14 a 29),

en donde el complejo es operable con cualquiera de los restos adyacentes al protoespaciador (PAM) descritos en
cualquier opcidn o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el
Concepto 39), y el contenedor no es una célula, y las proteinas se mezclan con un tampén in vitro.

Concepto 62C. Un contenedor que comprende una proteina o una pluralidad de proteinas operables para su uso con
un ARNcr para formar un complejo de ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un
polinucleétido, comprendiendo la o las proteinas uno, mas o todos los polipéptidos seleccionados de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

¢) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;

d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5

en donde el complejo es operable con un resto adyacente al protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5'-AAG-
3', el contenedor no es una célula y las proteinas se mezclan con un tampén in vitro.

Alternativamente, el PAM puede ser uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39).

También se proporciona:

Una proteina o pluralidad de proteinas operables para su uso con un ARNcr para formar un complejo de
ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido, comprendiendo la o las
proteinas uno, mas o todos los polipéptidos seleccionados de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

¢) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;
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d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:#4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5

en donde el complejo es operable con un resto adyacente al protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5'-AAG-
3.

Alternativamente, el PAM puede ser uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39).

Concepto 63. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de &cido nucleico como se describe en cualquier
opcion o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, segun uno cualquiera de los Conceptos 1 a 12, o uno
cualquiera de los Conceptos 31 a 45), en donde dicho o dichos polipéptidos o proteinas (incluyendo proteina(s) de
fusion y complejos de proteinas de fusién) codificados por el o los vectores son operables para su uso con un ARNcr
para formar un complejo de ribonucleoproteina para la toma como diana de protoespaciadores en un polinucleétido,
en donde el complejo es operable con cualquiera de los restos adyacentes a protoespaciadores (PAM) descritos en
cualquier opcibn o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tienen una de las secuencias citadas en el
Concepto 39).

En un ejemplo, el resto adyacente al protoespaciador (PAM) tiene la secuencia 5-AAG-3'.
Concepto 64. Un método para tomar como diana un polinucleétido, comprendiendo el método

a) poner en contacto el polinucleétido con la o las proteinas, (incluyendo la o las proteinas de fusién y los
complejos de proteina de fusidon) como se describe en cualquier opcion o caracteristica de la presente
memoria, en donde la o las proteinas estan en combinacién con un ARNcr que comprende un espaciador
que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana;

b) permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la o las proteinas y ARNcr, en
donde el complejo es guiado a una secuencia diana contenida en el polinucleétido para modificar el
polinucleétido o la replicacién del mismo.

La diana puede estar en una célula. La diana puede ser in vitro.
Concepto 65. El método del Concepto 64, en donde el polinucledtido estéa contenido en un cromosoma o un episoma.

En un ejemplo, el polinucleotido esta contenido en un cromosoma. En un ejemplo, el polinucledtido esta contenido en
un plasmido. En un ejemplo, el polinucleétido no esta contenido en un plasmido.

Concepto 66A. El método del Concepto 65, en donde el método inhibe la replicacion del polinucleétido.
Concepto 66B. El método del Concepto 65, en donde el método edita el polinucleétido.

La edicion puede insertar una secuencia de bases o de acidos nucleicos en el polinucleétido. La edicion puede
delecionar una secuencia de bases o de acidos nucleicos en el polinucleétido. La edicién puede sustituir una secuencia
de bases o de acidos nucleicos en el polinucleotido.

Concepto 67A. Un kit que comprende

a) Una o mas proteinas descritas en cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo,
como se describe en el Concepto 13);y

b) Un ARNcr, (o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr), en donde el ARNcr es cognado a
cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier opcidon o caracteristica de la presente memoria (por
ejemplo, un PAM que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39);

en donde dicho o dichos polipéptidos son operativos para su uso con el ARNcr para formar un complejo de
ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido.

Concepto 67B. Un kit que comprende

a) Una o mas proteinas de fusion o complejos de proteinas de fusién descritos en cualquier opcién o
caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, como se describe en uno cualquiera de los Conceptos
14 a 29), o uno o mas acidos nucleicos que codifican dicho(s) polipéptido(s); y

b) un ARNcr, o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr), en donde el ARNcr es cognado a
cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier opcidon o caracteristica de la presente memoria (por
ejemplo, un PAM que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39);
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en donde dicho o dichos polipéptidos son operativos para su uso con el ARNcr para formar un complejo de
ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido.

Concepto 67C. Un kit que comprende

a) Uno o mas vectores como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por
ejemplo, como se describe en uno cualquiera de los Conceptos 1 a 12, o uno cualquiera de los Conceptos
31 a 45), o uno o mas &cidos nucleicos que codifican dicho(s) polipéptido(s); y

b) Un ARNcr, o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr), en donde el ARNcr es cognado a
cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por
ejemplo, un PAM que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39);

en donde dicho dichos polipéptidos son operativos para su uso con el ARNcr para formar un complejo de
ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido.

Concepto 67D. Un kit que comprende

a) Uno o mas polipéptidos como se cita en el Concepto 7, 0 uno o mas acidos nucleicos que codifican
dicho(s) polipéptido(s); y

b) Un ARNcr, (0 uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr, en donde el ARNcr es cognado a PAM
que tiene la secuencia 5-AAG-3 ';

en donde dicho o dichos polipéptidos son operativos para su uso con el ARNcr o ARN guia para formar un complejo
de ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido.

Se proporciona un complejo como se describe en la presente memoria. En un ejemplo, el complejo comprende ademas
una o mas proteinas Cas Cascada, por ejemplo, una, mas o todas las proteinas CasA-E de Tipo |. El complejo puede
comprender ademas una Cas3 y, opcionalmente, una o mas proteinas Cascada de Tipo | cognadas. El complejo
puede comprender ademas una Cas3, 9, 10, 12 o 13. Por lo tanto, la funcién de un sistema o componentes de Tipo-
S se puede proporcionar junto con la funcidon en una o mas proteinas de un Tipo diferente de sistema CRISPR/Cas.
El complejo puede comprender una helicasa fusionada a una nucleasa. La nucleasa puede ser, por ejemplo, una
Cas3, 9, 10, 12 0 13. Por gjempilo, la nucleasa es una Cas3. Por ejemplo, la nucleasa es una Cas9.

En un ejemplo, el complejo comprende ademas una nucleasa Tevl, por ejemplo, un dominio de nucleasa I-Tevl. La I-
Tevl puede ser como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, en el
Concepto 14, o en los Conceptos 21 a 24, o en los Conceptos 43 a 45).

En un ejemplo, el complejo comprende ademas una proteina MutH.

En un ejemplo, el complejo es un complejo aislado. El complejo puede estar presente in vitro. El complejo puede estar
contenido en un recipiente médico, como una bolsa IV, un vial médico o un dispositivo médico de inyeccion.

Concepto 68A. Un complejo de ribonucleoproteina que comprende

a) Una o mas proteinas como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por
ejemplo, como se describe en el Concepto 13); y

b) Un ARNcr que es cognado a cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39).

Concepto 68B. Un complejo de ribonucleoproteina que comprende

a) Una o mas proteinas de fusién o complejos de proteinas de fusién descritos en cualquier opcién o
caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, como se describe en uno cualquiera de los Conceptos
14 a29);y

b) Un ARNcr que es cognado a cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto 39).

Concepto 68C. Un complejo de ribonucleoproteina que comprende

a) Uno o mas polipéptidos como se cita en el Concepto 5, 0 uno o mas acidos nucleicos que codifican
dicho(s) polipéptido(s); y

b) Un ARNcr, o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr), donde el ARNcr es cognado a PAM
que tiene la secuencia 5'-AAG-3'.

Concepto 68D. El complejo del Concepto 68C, en donde el complejo esta desprovisto de
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a) una nucleasa Cas;
b) una nucleasa de ADN o una nucleasa de ARN; 0
C) una nucleasa.

Concepto 69. Un método de control transcripcional o replicacién de un ADN diana, que comprende poner en contacto
el ADN diana con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del
Concepto 68}, en donde el complejo esta desprovisto de una nucleasa de ADN y el complejo se une al ADN diana,
controlando asi la transcripcién o replicacién del ADN diana.

Concepto 70A. Un método para controlar la replicacién de un ARN diana, que comprende poner en contacto el ARN
diana o un ADN que codifica el ARN con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo,
con el complejo del Concepto 68), en donde el complejo se une al ARN o ADN diana, controlando asi la transcripcion
del ARN diana.

Concepto 70B. Un método para controlar la transcripcion de un ARN diana, que comprende poner en contacto el ARN
diana o un ADN que codifica el ARN con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo,
con el complejo del Concepto 68), en donde el complejo se une al ARN o ADN diana, controlando asi la transcripcion
del ARN diana.

Concepto 71. El método del Concepto 69 o 70, en donde el ADN esta contenido en un cromosoma o un episoma
(opcionalmente, un plasmido).

En un ejemplo, el ADN esta contenido en un cromosoma. En otro ejemplo, el ADN esta contenido en un plasmido. En
otro ejemplo, el ADN no esta contenido en un plasmido.

Concepto 72. Un método para editar un ADN diana, que comprende poner en contacto el ADN diana con cualquiera
de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del Concepto 68), en donde el
complejo se une al ADN diana, editando asi el ADN diana.

Concepto 73A. Un método para escindir un ADN bicatenario (ADNds), que comprende poner en contacto dicho ADNds
con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del Concepto 68), en
donde el complejo comprende una proteina de fusién en donde Py comprende una nucleasa, en donde el ADNds
comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por uno cualquiera de los (PAM) descritos
en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en
el Concepto 39), por lo que la nucleasa escinde el ADN en la region definida por la unidén complementaria de una
secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

Concepto 73B. Un método para escindir ARN, que comprende poner en contacto dicho ARN con cualquiera de los
complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del Concepto 68), en donde el complejo
comprende una proteina de fusion en donde Py comprende una nucleasa de ARN, en donde el ARN comprende una
secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por uno cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier
opcidn o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el Concepto
39), por lo que la nucleasa escinde el ARN en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia
espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

Concepto 73C. Un método para escindir un ADN bicatenario (ADNds), que comprende poner en contacto dicho ADNds
con el complejo del Concepto 68C o 68D, en donde el complejo comprende una nucleasa, en donde el ADNds
comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene la secuencia 5-AAG-
3' o un PAM que es idéntico excepto por un cambio de base, por lo que la nucleasa escinde el ADN en la regién
definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

Alternativamente, el
— PAM puede ser AAN, ANG, NAG; o
— PAM puede ser AAG sin cambio de nucleotido o con un solo cambio de nucleétido.

La nucleasa puede ser cualquier nucleasa descrita en la presente memoria (como una nucleasa I-Tevl como se
describe en otra parte de la presente memoria). La nucleasa puede ser una nucleasa de ADN. La nucleasa puede ser
una nucleasa de ARN. La nucleasa puede ser una TALEN. La nucleasa puede ser una proteina con dedos de zinc. La
nucleasa puede ser una nucleasa Cas de cualquier sistema de origen natural. La nucleasa puede ser una nucleasa
Cas sintética.

Concepto 74A. Un método para escindir un ADN monocatenario (ADNss), que comprende poner en contacto dicho
ADNSss con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del Concepto
68}, en donde el complejo comprende una proteina de fusiéon en donde Py comprende una nickasa, en donde el ADNss
comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por cualquiera de los (PAM) descritos en
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cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias citadas en el
Concepto 39), por lo que la nickasa escinde una Unica cadena del ADNss en la regién definida por la unién
complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

Concepto 74B. Un método para escindir una Unica cadena en un ADN bicatenario (ADNds), que comprende poner en
contacto dicho ADNds con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo
del Concepto 68), en donde el complejo comprende una proteina de fusién en donde Py comprende una nickasa, en
donde el ADNds comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por cualquiera de los (PAM)
descritos en cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las secuencias
citadas en el Concepto 39), por lo que la nickasa escinde una Unica cadena del ADNds en la regién definida por la
unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

Concepto 74C. Un método para escindir un ADN monocatenario (ADNss), que comprende poner en contacto dicho
ADN con el complejo del Concepto 68C o 68D, en donde el complejo comprende una nickasa, en donde el ADN
comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene la secuencia 5-AAG-
3'o un PAM que es idéntico excepto por un cambio de base, por lo que la nickasa escinde una Unica cadena del ADN
en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

La nickasa puede ser cualquier nucleasa descrita en la presente memoria. La nickasa puede ser una nickasa de ADN.
La nickasa puede seleccionarse de Nt.BstNBI, Nb.BsrDI, Nb.Btsl, Nt.Alwl, Nb.BbvClI, Nt.BbvCl y Nb.Bsml (disponibles
en New England BioLabs). La nickasa es una nickasa Cas sintética (por ejemplo, nCas9 o Cas9D10A).

Concepto 75A. Un método para marcar o identificar una regién de un ADN, que comprende poner en contacto dicho
ADN con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del Concepto
68), en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por uno cualquiera de
los (PAM) descritos en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las
secuencias citadas en el Concepto 39), por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por la unién
complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, y opcionalmente en donde el complejo
comprende una proteina de fusién en donde Py comprende un marcador detectable.

Concepto 75B. Un método para marcar o identificar una regién de un ADN, que comprende poner en contacto dicho
ADN con el complejo del Concepto 68C o 68D, en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora
flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene la secuencia 5-AAG-3' o0 un PAM que es idéntico excepto por un
cambio de base, por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por la unién complementaria de una
secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, y opcionalmente en donde el complejo comprende un marcador
detectable.

Concepto 76A. Un método para modificar la transcripcion de una region de un ADN, que comprende poner en contacto
dicho ADN con cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por ejemplo, con el complejo del
Concepto 68), en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por uno
cualquiera de los (PAM) descritos en cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene
una de las secuencias citadas en el Concepto 39), por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por la
unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que el complejo regula al
alza o a la baja la transcripcion de la region de ADN o de un gen adyacente.

Concepto 76B. Un método para modificar la transcripciéon de una regién de un ADN, que comprende poner en contacto
dicho ADN con el complejo del Concepto 68C o 68D, en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora
flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene la secuencia 5-AAG-3' o0 un PAM que es idéntico excepto por un
cambio de base, por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por la unién complementaria de una
secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que el complejo regula al alza o a la baja la transcripcion
de la regién de ADN o de un gen adyacente.

En un ejemplo, el complejo regula a la baja la transcripcion. La regulacion a la baja puede ser de al menos
aproximadamente el 50 % en comparacién con la transcripcion sin el complejo presente. En un ejemplo, la regulacién
a la baja es de al menos aproximadamente el 60 %, 70 %, 80 % 0 90 %. En otro ejemplo, la regulacién a la baja es de
al menos aproximadamente el 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. En otro ejemplo, la regulacién a la baja es del 100 %,
es decir, la transcripcion de la regién de ADN se bloquea por completo.

En algunos ejemplos, la regulacion a la baja puede ser deseable cuando un gen esta sobreexpresado y es causante
de un fenotipo negativo, pero la eliminacién completa de la proteina seria perjudicial. La regulacién a la baja de un
gen diana puede ser Util para generar y estudiar fenotipos de inactivaciéon donde la generacion de una inactivacién
completa seria letal para la célula o el organismo.

En algunos ejemplos, el bloqueo de la transcripcion de un gen esencial en una bacteria patégena se puede utilizar
para matar a la bacteria patégena sin afectar a otras bacterias beneficiosas. Del mismo modo, las bacterias patégenas
se pueden matar bloqueando la transcripcion del origen de replicacion. El bloqueo de genes no esenciales en una
célula u organismo es Util para estudiar inactivaciones y el o los comportamientos fenotipicos.
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Concepto 77A. Un método para modificar un ADNds diana de una célula sin introducir roturas en el ADNds,
comprendiendo el método producir en la célula cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria (por
ejemplo, con el complejo del Concepto 68), en donde el complejo se dirige a un ADNds diana contenido en la célula,
comprendiendo el ADNds diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por uno cualquiera de
los (PAM) descritos en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las
secuencias citadas en el Concepto 39), por lo que el complejo se une al ADNds en la regién definida por la unién
complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por 1o que el ADNds se modifica sin
introducir roturas en el ADNds.

Concepto 77B. Un método para modificar un ADNds diana de una célula sin introducir roturas en el ADNds,
comprendiendo el método producir en la célula el complejo del Concepto 68C o 68D, en donde el complejo se dirige
a un ADN diana contenido en la célula, comprendiendo el ADN diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en
su extremo 5' por un PAM que tiene la secuencia 5'-AAG-3' o un PAM que es idéntico excepto por un cambio de base,
por lo que el complejo se une al ADN en la region definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora
del ARNcr al protoespaciador, por lo que el ADN se modifica sin introducir roturas en el ADN.

Concepto 78. El método del Concepto 77, en donde el método edita el ADN, tal como donde la edicion inserta,
deleciona o sustituye una secuencia de bases o acidos nucleicos en el ADN.

La modificacion puede ser la introduccién de una o mas sustituciones cuando el complejo es un complejo del Concepto
68B y Py es un editor de bases o un prime editor (como cualquiera de los editores de bases 0 prime editors descritos
en otra parte de la presente memoria). La modificacién puede ser la introducciéon de una o mas inserciones y/o
deleciones (INDELS) cuando el complejo es un complejo del Concepto 68B y Py es una nucleasa o nickasay la célula
es una célula que puede reparar la rotura en el ADNds o la rotura en el ADNss a través del mecanismo NHEJ.

Concepto 79A. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacion de una célula sin introducir roturas letales en el
ADNds, comprendiendo el método producir en la célula cualquiera de los complejos descritos en la presente memoria
(por ejemplo, un complejo del Concepto 68), en donde el complejo se dirige a un ADN diana contenido en la célula,
comprendiendo el ADN diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por uno cualquiera de los
(PAM) descritos en cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria, por lo que el complejo se une al ADN en
la regién definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo
que se inhibe la replicacion del ADN sin introducir roturas letales en el ADNds en el ADN, inhibiendo asi el crecimiento
o la proliferacién de una célula.

Concepto 79B. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacién de una célula sin introducir roturas letales en el
ADNds, comprendiendo el método producir en la célula el complejo del Concepto 68C o 68D, en donde el complejo
se dirige a un ADN diana contenido en la célula, comprendiendo el ADN diana una secuencia protoespaciadora
flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene la secuencia 5-AAG-3' o un PAM que es idéntico excepto por un
cambio de base, por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por la unién complementaria de una
secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que se inhibe la replicacion del ADN sin introducir roturas
en el ADN, inhibiendo asi el crecimiento o la proliferaciéon de una célula.

El crecimiento o la proliferacién de una célula se puede inhibir mediante la introduccién de una o mas inserciones y/o
deleciones (INDELS) cuando el complejo es un complejo del Concepto 68B y Py es una nickasa que introduce roturas
monocatenarias en el ADN y la célula es una célula que es capaz de reparar la rotura en el ADNds o la rotura en €l
ADNss a través del mecanismo NHEJ. El crecimiento o la proliferacién de una célula se puede inhibir mediante la
regulacién a la baja o el bloqueo de la transcripcién de un gen esencial en la célula cuando el complejo es un complejo
del Concepto 68A. Los expertos en la técnica conocen bien los genes esenciales. El crecimiento o la proliferacion de
una célula se puede inhibir mediante la regulacion a la baja o el bloqueo de la transcripcién de un origen cromos6émico
de replicacion en la célula cuando el complejo es un complejo del Concepto 68A.

Concepto 80. Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién en un sujeto humano, animal, vegetal o
fungico, comprendiendo el método llevar a cabo el método de uno cualquiera de los Conceptos 69 a 79, en donde las
células del sujeto comprenden dicho ADN o ARN y las células median la enfermedad o afeccion.

Concepto 81A. El método del Concepto 81, en donde el complejo modifica una secuencia diana codificante o una
secuencia diana no codificante.

En un ejemplo, se modifica una cadena de ADN codificante, pero no una cadena de ADN no codificante. En otro
ejemplo, se modifica una cadena de ADN no codificante, pero no una cadena de ADN codificante.

Concepto 81B. El método de uno cualquiera de los Conceptos 69 a 80, en donde el complejo modifica (por ejemplo,
corta, edita, bloquea, marca o etiqueta) una secuencia diana codificante 0 una secuencia diana no codificante,
opcionalmente en donde (i) se modifica una cadena codificante, pero no una cadena no codificante de ADN o (ii) se
modifica una cadena no codificante, pero no una cadena codificante de ADN.

Concepto 82. El método del Concepto 81, en donde la modificacion corta, edita, bloquea, marca o etiqueta la secuencia
diana.
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Cuando el complejo es un complejo del Concepto 68A, la modificacion puede ser de bloqueo. Cuando el complejo es
un complejo del Concepto 68A, la modificaciéon puede ser una regulacion a la baja de la transcripcién de una secuencia
diana codificante. Cuando el complejo es un complejo del Concepto 68B en donde Py es una nucleasa o nickasa, la
modificacién puede ser un corte de una secuencia diana codificante. Cuando el complejo es un complejo del Concepto
68B en donde Py es un editor de bases o prime editor, la modificacién puede ser una edicion de una secuencia diana
codificante. El editor de bases puede introducir una 0 mas sustituciones en la secuencia diana codificante.

Concepto 83A. Uno o mas vectores de acido nucleico o uno o mas acidos nucleicos que comprenden al menos una
secuencia de nucledtidos seleccionada de las SEQ ID NO:7-11, en donde dicha secuencia de nucleétidos esta
conectada operativamente a un promotor heterélogo, promotor sintético, promotor eucariota o promotor no bacteriano.

Concepto 83B. Uno o mas vectores de acido nucleico o uno o mas acidos nucleicos que comprenden al menos una
secuencia de nucledtidos seleccionada de las SEQ ID NO:7-11, en donde dicha secuencia de nucleétidos esta
contenida en una célula que es una célula eucariota, una célula no bacteriana o una célula que no es una célula
bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli, Pseudomonas o Klebsiella) que comprende una secuencia de
nucleétidos endégena que comprende las SEQ ID NO:7-11.

Concepto 83C. Uno o mas vectores de acido nucleico o uno o méas acidos nucleicos que comprenden al menos una
secuencia de nucledtidos seleccionada de las SEQ ID NO:7-11, en donde dicha secuencia de nucleétidos esta
conectada operativamente a un promotor heterélogo, promotor sintético, promotor eucariota o promotor no bacteriano
y dicha secuencia de nucledtidos esta contenida en una célula que es una célula eucariota, una célula no bacteriana
0 una célula que no es una célula bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli, Pseudomonas o Klebsiella) que
comprende una secuencia de nucleétidos endbégena que comprende las SEQ ID NO:7-11.

Concepto 84. Un vector de acido nucleico o un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:12 o una secuencia de
ADN que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:12.

Concepto 85. Uno o mas acidos nucleicos que codifican una pluralidad de proteinas Cas y que comprenden al menos
una secuencia de nucleétidos para producir un ARNcr, en donde las proteinas Cas y el ARN son capaces de formar
un complejo CRISPR/Cas de ribonucleoproteina en donde el ARN es capaz de guiar el complejo a un protoespaciador
contenido en un ADN diana, en donde el extremo §' del protoespaciador esta flanqueado por uno cualquiera de los
restos adyacentes al protoespaciador (PAM) descritos en cualquier opcion o caracteristica de la presente memoria
(por ejemplo, que tienen una de las secuencias citadas en el Concepto 39), en donde

a) elcomplejo carece de una nucleasa de ADN y es capaz de modificar el ADN sin introducir una rotura de
doble cadena en el ADN;

b) las proteinas Cas no comprenden DinG, Cas3y Cas10;y
c) elcomplejo no comprende todas las proteinas Cas de un complejo CRISPR/Cas Tipo I, 11, 11, IV, V o VI.

Concepto 86. El o los acidos nucleicos del Concepto 85, en donde el acido nucleico esta contenido en un vector o los
acidos nucleicos estan contenidos en uno 0 mas vectores.

Concepto 87. El o los acidos nucleicos del Concepto 85 o 86, en donde el ADN esta contenido en un cromosoma.

Concepto 88. Un complejo CRISPR/Cas de ribonucleoproteina que comprende una pluralidad de proteinas Cas y un
ARNcr, en donde el ARN es capaz de guiar el complejo a un protoespaciador contenido en un ADN diana, en donde
el extremo &' del protoespaciador esta flanqueado por uno cualquiera de los restos adyacentes al protoespaciador
(PAM) descritos en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria (por ejemplo, que tiene una de las
secuencias citadas en el Concepto 39), en donde

a) el complejo carece de una nucleasa de ADN y es capaz de modificar el ADN sin introducir una rotura de
doble cadena en el ADN;

b) el complejo esta desprovisto de una Cas 3 y una Cas 10;y
c) elcomplejo no comprende todas las proteinas Cas de un complejo CRISPR/Cas Tipo I, 11, 11, IV, V o VI.

Concepto 89. El o los acidos nucleicos de uno cualquiera de los Conceptos 85-87 o el complejo del Concepto 88, en
donde el ARNcr no es un ARNcr Tipo I, 11, lll, V o VI, respectivamente.

Concepto 90. El o los acidos nucleicos o complejo de uno cualquiera de los Conceptos 85 a 89, en donde el complejo
es capaz de modificar (i) una cadena codificante, pero no una cadena no codificante de ADN o (ii) una cadena no
codificante, pero no una cadena codificante de ADN.

Concepto 91. El o los acidos nucleicos o complejo de uno cualquiera de los Conceptos 85 a 90, en donde el complejo
modifica (por ejemplo, corta, edita, bloquea, marca o etiqueta) una secuencia diana codificante 0 una secuencia diana
no codificante del ADN.
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Concepto 92. El o los acidos nucleicos o complejo de cualquiera de los Conceptos 85 a 91, en donde la pluralidad de
proteinas Cas comprende una Cas-S1, S2, 83, S4 y Sb5.

Por ejemplo, la pluralidad de proteinas Cas comprende Cas-S1.1, $2.1, 83.1, S4.1 y S5.1.

Concepto 93. El o los acidos nucleicos o complejo de cualquiera de los Conceptos 85 a 92, en donde el complejo
comprende ademas un dominio de proteina efectora para modificar ADN, opcionalmente en donde el dominio efector
comprende actividad de nucleasa, actividad de nickasa, actividad de recombinasa, transcriptasa inversa, helicasa,
actividad de desaminasa, actividad de metiltransferasa, actividad de metilasa, actividad de acetilasa, actividad de
acetiltransferasa, actividad de activacion transcripcional o actividad de represién transcripcional.

En un ejemplo, el complejo comprende un componente seleccionado de
a) una nucleasa que corta el sitio diana;

b) una desaminasa (como una citosina o adenina desaminasa) que lleva a cabo la desaminacion del sitio
diana;

c) un editor de bases que edita bases del sitio diana;
d) un prime editor que produce prime editing del sitio diana;

e) unatranscriptasa inversa que transcribe de forma inversa el sitio diana o que transcribe de forma inversa
un ARN en la célula para producir un ADN que se inserta en el sitio diana;

fy  una metiltransferasa que metila el ADN en la célula;

g) una metilasa que metila el ADN en la célula;

h})  una acetilasa que acetila el ADN en la célula;

i} una acetiltransferasa que somete el ADN de la célula a la actividad acetiltransferasa;

i) un activador de la transcripcion que activa la transcripcion de un gen en la célula, tal como un gen que
comprende o0 es adyacente al sitio diana; y

k}  un desactivador de la transcripcion que desactiva la transcripcion de un gen en la célula, tal como un
gen que comprende 0 es adyacente al sitio diana.

Concepto 94. Una célula que comprende el o los acidos nucleicos o complejo de uno cualquiera de los Conceptos 85
a 93, en donde el ADN esta contenido en un cromosoma de la célula.

Concepto 95. Una célula que comprende el o los acidos nucleicos o complejo de uno cualquiera de los Conceptos 85
a 93, en donde el ADN esta contenido en un plasmido en la célula.

Concepto 96. La célula del Concepto 95, en donde el complejo es capaz de inhibir el crecimiento o proliferacion de la
célula.

Concepto 97. Un método para modificar un ADN, comprendiendo el método

a) poner en contacto el ADN con el o los &cidos nucleicos definidos en uno cualquiera de los Conceptos 85
a87y89a93;

b) permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la(s) proteina(s) Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el ADN para modificar el ADN.

Concepto 98. Un método para inhibir la replicacion de un plasmido que comprende ADN, comprendiendo el método

a) poner en contacto el ADN con el o los &cidos nucleicos definidos en uno cualquiera de los Conceptos 85
a87y89a93;

b) permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la(s) proteina(s) Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el ADN para inhibir la replicacion del
plasmido.

Concepto 99. Un método para inhibir la transcripcién de una secuencia de nucleétidos contenida en un ADN,
comprendiendo el método

a) poner en contacto el ADN con el o los acidos nucleicos definidos en uno cualquiera de los Conceptos 85 a
87y 89 a93;
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b) permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la(s) proteina(s) Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en la secuencia de nucleétidos para inhibir la
transcripcién del mismo.

Concepto 100. Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacién de una célula (opcionalmente, una célula
procariota, tal como una célula bacteriana) que comprende ADN, comprendiendo el método

a) poner en contacto el ADN con el o los &cidos nucleicos definidos en uno cualquiera de los Conceptos 85
a87y89a93;

b) permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la(s) proteina(s) Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el ADN para inhibir el crecimiento o la
proliferacion de la célula.

Concepto 101. Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion que esta mediada por células diana en
un sujeto humano o animal, comprendiendo el método llevar a cabo el método de uno cualquiera de los Conceptos 97
a 100 para modificar las células diana, en donde dicho contacto comprende administrar el o los acidos nucleicos al
sujeto y en donde la modificacion trata o previene la enfermedad o afeccién.

Concepto 102. El método del Concepto 101, en donde las células diana son células del sujeto que comprenden un
defecto en el acido nucleico y la modificacién corrige el defecto.

Concepto 103. El método del Concepto 101 o 102, en donde la modificacion

a) afiade una nueva funcionalidad a las células, opcionalmente la modificacién regula al alza o regula a la
baja la expresién de un gen en las células o afiade una nueva secuencia de nucleétidos a los genomas
de las células para la expresién de una proteina codificada por la secuencia; o

b) modula la expresidon de una secuencia de nucleétidos contenida en un cromosoma O episoma
(opcionalmente, un plasmido) de la célula; o

c) inhibe el crecimiento o proliferacién de las células.

La célula puede ser una célula bacteriana de cualquier género o especie de la Tabla 3. El método puede modificar
una célula de cualquier género o especie de la Tabla 3. El ADN o polinucleétido puede estar contenido en una célula
de cualquier género o especie de la Tabla 3. El método puede matar o inhibir el crecimiento o la proliferacién de una
célula de cualquier género o especie de la Tabla 3. La célula puede ser una célula de un género o especie que sea
diferente de uno de los géneros o especies, respectivamente, de la Tabla 3, por ejemplo, la célula no es una célula de
E. coli, o la célula no es una célula de Klebsiella. La célula puede ser una arquea, como un metanégeno. El método
puede matar o inhibir el crecimiento o la proliferacién de la arquea. El método puede editar el genoma de la célula
bacteriana o arquea. Cualquier célula procariota (por ejemplo, célula bacteriana o arquea) o célula flungica de la
presente memoria puede estar contenida en un microbioma, como un microbioma de un ser humano, animal, planta o
entorno (como el suelo o una via fluvial). Por ejemplo, el microbioma esta contenido en el tracto gastrointestinal (tracto
Gl) de un ser humano o animal. Por ejemplo, el microbioma esta contenido en el sistema urinario de un ser humano o
animal, por ejemplo, contenido en una vejiga, un rifibn o una uretra. Por ejemplo, el microbioma esta contenido en la
sangre de un ser humano o animal. Por ejemplo, el microbioma esta contenido en el ojo o nariz u oido de un ser
humano o animal. Por ejemplo, el microbioma esté contenido en el cabello de un ser humano o animal. Por ejemplo,
el microbioma esta contenido en la piel de un ser humano o animal. Por ejemplo, el microbioma esta contenido en una
hoja, raiz, tallo o semilla de una planta.
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Una enfermedad o afecciéon
neurodegenerativa

Una enfermedad o afeccién del cerebro;
Una enfermedad o afeccién del SNC;

Pérdida o deterioro de la memoria;

Una enfermedad o afeccién cardiaca o
cardiovascular, por ejemplo, ataque
cardiaco, accidente cerebrovascular o
fibrilacién auricular

Una enfermedad o afeccién del higado;

Una enfermedad o afeccion renal, por
ejemplo, enfermedad renal croénica
(CKDy);

Una enfermedad o afeccién del
pancreas;

Una enfermedad o afeccién pulmonar,
por ejemplo, fibrosis quistica o EPOC;
Una enfermedad o] afeccién
gastrointestinal;

Una enfermedad o afeccién de la
garganta o de la cavidad oral;

Una enfermedad o afeccién ocular;

Una enfermedad o afeccién genital, por
ejemplo, una enfermedad o afeccion
vaginal, labial, del pene o escrotal;

Una enfermedad o afeccién transmitida
por via sexual, por ejemplo, gonorrea,
infeccion por VIH, sifilis o infeccién por
Clamidia;

Una enfermedad o afeccién del oido;

Una enfermedad o afeccién de la piel;

Neovascularizacion (por ejemplo, de un
tumor o en el 0jo);

Enfriamiento comun;
Epilepsia;

Fibrosis, por ejemplo, fibrosis hepatica
o pulmonar;

Una enfermedad o afeccién flingica,
por ejemplo, candidiasis;

Una enfermedad o] afeccién
metabodlica, por ejemplo, obesidad,

Una enfermedad 0] afeccién
inflamatoria, por ejemplo, artritis
reumatoide, psoriasis, eccema, asma,
colitis ulcerosa, colitis, enfermedad de
Crohn o IBD;

Autismo;

TDAH,;

Trastorno bipolar;

ELA [Esclerosis lateral amiotrofica ];

Osteoartritis;

Un defecto o afeccién congénito o del
desarrollo;

Aborto espontaneo;

Una afeccién de coagulacion de la
sangre;

Bronquitis;

AMD seca o himeda;

Enfermedad de Kawasaki;

Enfermedad de Lyme;

Una alergia, por ejemplo, una alergia a
nuez, hierba, polen, polvo, acaro, pelo
0 caspa de gato o perro;

Malaria, fiebre tifoidea, tuberculosis o
cblera;

Depresion;

Retraso mental;

Microcefalia;
Malnutricién;
Conjuntivitis;
Neumonia;

Embolia pulmonar;
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anorexia, diabetes, diabetes de Tipo | 0
Tipo 1.

. Ulcera(s), por ejemplo, ulceracién
gastrica o ulceracién de la piel;

. Piel seca;

. Sindrome de Sjégren;

. Tormenta de citoquinas;

. Sordera, pérdida o deterioro auditivo;

. Metabolismo lento o rapido (es decir,

Hipertensioén pulmonar;

Un trastorno 6seo;

Sepsis 0 shock séptico;

Sinusitis;

Estrés (por ejemplo, estrés laboral);

Talasemia, anemia, enfermedad de

mas lento o mas rapido que el von Willebrand, o hemofilia;
promedio para el peso, el sexo y edad
del sujeto);

. Trastorno de la concepcién, por e
ejemplo, infertilidad o baja fertilidad;

L Ictericia; .

Herpes zoster o herpes labial;

Menstruacion; y

. Erupcién cutanea; . Recuento bajo de espermatozoides.
. Una enfermedad o afeccién del
corazén;

L Una enfermedad o afeccién nasal;

. Una enfermedad o] afeccién
hematolégica, por ejemplo, anemia, por
ejemplo, anemia de enfermedad crénica o
cancer;

L Una infeccién viral;

] Una infeccion por bacterias patégenas;
L Un cancer;

afeccién

. Una enfermedad o}
autoinmune, por ejemplo, SLE;

Enfermedades o afecciones neurodegenerativas o del SNC para tratamiento o prevencion mediante el método

En un ejemplo, la enfermedad o afeccién neurodegenerativa o del SNC se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Alzheimer, geriopsicosis, sindrome de Down, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob, neuropatia diabética, sindrome de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Machado-Joseph,
esclerosis lateral amiotréfica, neuropatia diabética y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob. Por ejemplo, la enfermedad es
enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, la enfermedad es sindrome de Parkinson.

En un ejemplo, cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria se practica en un sujeto humano o animal
para tratar una enfermedad o afeccion del SNC o neurodegenerativa, el método provoca la regulacion a la baja de las
células Treg en el sujeto, promoviendo asi la entrada de macréfagos derivados de monocitos sistémicos y/o células
Treg a través del plexo coroideo hacia el cerebro del sujeto, por lo que la enfermedad o afeccion (por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer) se trata, se previene o se reduce su progresion. En un ejemplo, el método provoca un
aumento de IFN-gamma en el sistema SNC (por ejemplo, en el cerebro y/o LCR) del sujeto. En un ejemplo, el método
restaura la fibra nerviosa y/o reduce la progresion del dafio de la fibra nerviosa. En un ejemplo, el método restaura la
mielina nerviosa y/o reduce la progresion del dafio de la mielina nerviosa. En un ejemplo, cualquiera de los métodos
descritos en la presente memoria trata o previene una enfermedad o afeccién divulgada en W02015/136541 y/o el
método se puede utilizar con cualquier método divulgado en W02015/136541 (en particular, en relacién con su
divulgacion de dichos métodos, enfermedades, afecciones y agentes terapéuticos potenciales que se pueden
administrar al sujeto para efectuar el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades y condiciones del SNC y
neurodegenerativas, por ejemplo, agentes tales como inhibidores de puntos de control inmunes, por ejemplo, anti-PD-
1, anti-PD-L1, anti-TIM3 u otros anticuerpos divulgados en el mismo).
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Canceres para tratamiento o prevencion mediante el método

Los canceres que pueden tratarse incluyen tumores que no estan vascularizados, o que no estan sustancialmente
vascularizados, asi como tumores vascularizados. Los canceres pueden comprender tumores no sélidos (tales como
tumores hematolégicos, por ejemplo, leucemias y linfomas) o pueden comprender tumores soélidos. Los tipos de
canceres que se van a tratar mediante los métodos, proteina(s) (incluyendo proteina(s) de fusién y complejos de
proteinas de fusion), vector(es), complejos y composicion(es) descritas en la presente memoria incluyen, pero no se
limitan a, carcinoma, blastomay sarcoma, y ciertas malignidades de leucemia o linfoides, tumores benignos y malignos
y malignidades, por ejemplo, sarcomas, carcinomas y melanomas. También se incluyen tumores/canceres en adultos
y tumores/canceres pediatricos.

Los canceres hematolégicos son canceres de la sangre o la médula 6sea. Los ejemplos de canceres hematolégicos
(o hematégenos) incluyen leucemias, incluidas leucemias agudas (como leucemia linfocitica aguda, leucemia
mielocitica aguda, leucemia mielégena aguda y mieloblastos, promielocitica, mielomonocitica, monocitica y
eritroleucemia), leucemias cronicas (como leucemia mielocitica crénica (granulocitica), leucemia mielégena crénica y
leucemia linfocitica crénica), policitemia vera, linfoma, enfermedad de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin (formas
indolentes y de alto grado), mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrdm, enfermedad de la cadena pesada,
sindrome mielodisplasico, leucemia de células pilosas y mielodisplasia.

Los tumores solidos son masas anormales de tejido que, por lo general, no contienen quistes ni areas liquidas. Los
tumores solidos pueden ser benignos o malignos. Los distintos tipos de tumores sélidos reciben su nombre segun el
tipo de células que los forman (como sarcomas, carcinomas y linfomas). Los ejemplos de tumores soélidos, como
sarcomas y carcinomas, incluyen fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, osteosarcoma y otros
sarcomas, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon,
malignidad linfoide, cancer de pancreas, cancer de mama, canceres de pulmoén, cancer de ovario, cancer de prostata,
carcinoma hepatocelular, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma,
carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma medular de tiroides, carcinoma papilar de tiroides, feocromocitomas,
carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, carcinoma medular, carcinoma
broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, tumor de
Wilms, cancer de cuello uterino, tumor testicular, seminoma, carcinoma de vejiga, melanoma y tumores del SNC (como
glioma (como glioma del tronco encefalico y gliomas mixtos), glioblastoma (también conocido como glioblastoma
multiforme), astrocitoma, linfoma del SNC, germinoma, meduloblastoma, Schwannoma, craneofaringioma,
ependimoma, pineaioma, hemangioblastoma, neurinoma acustico, oligodendroglioma, menangioma, neuroblastoma,
retinoblastoma y metéstasis cerebrales).

Enfermedades autoinmunes para tratamiento o prevencion mediante el método
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Encefalomielitis diseminada aguda (ADEM) 35
Leucoencefalitis hemorragica necrotizante aguda
Enfermedad de Addison

Agammaglobulinemia

Alopecia areata

Amilosis 40
Espondilitis anquilosante

Nefritis anti-GBM/anti-TBM

Sindrome antifosfolipido (APS)

Angioedema autoinmune

Anemia aplasica autoinmune 45
Disautonomia autoinmune

Hepatitis autoinmune

Hiperlipidemia autoinmune

Inmunodeficiencia autoinmune

Enfermedad autoinmune del oido interno (AIED) 50
Miocarditis autoinmune

Ooforitis autoinmune

Pancreatitis autoinmune

Retinopatia autoinmune

Purpura trombocitopénica autoinmune (ATP) 55
Enfermedad del tiroides autoinmune

Urticaria autoinmune

Neuropatias axénicas y neuronales

Enfermedad de Balo

Enfermedad de Behcet 60
Penfigoide ampolloso

Miocardiopatia

Enfermedad de Castleman

Enfermedad de celiaquia 65
Enfermedad de Chagas

Sindrome de fatiga crénica

Polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
(CIPD)

50

Ostomielitis multifocal crénica recurrente (CRMO)
Sindrome de Churg-Strauss

Penfigoide cicatricial/penfigoide benigno mucosal
Enfermedad de Crohn enfermedad

Sindrome de Cogans

Enfermedad de aglutinina fria

Bloqueo cardiaco congénito

Miocarditis por Coxsackie

Enfermedad CREST

Crioglobulinemia mixta esencial

Neuropatias desmielinizantes

Dermatitis herpetiforme

Dermatomiositis

Enfermedad de Devic (neuromielitis 6ptica)
Lupus discoide

Sindrome de Dressler

Endometriosis

Esofagitis eosinofilica

Fascitis eosinofilica

Eritema nudoso

Encefalomielitis alérgica experimental
Sindrome de Evans

Fibromialgia

Alveolitis fibrosante

Arteritis de células gigantes (arteritis temporal)
Miocarditis de célula gigante

Glomerulonefritis

Sindrome de Goodpasture

Granulomatosis con Poliangeitis (GPA)
(anteriormente  llamada  Granulomatosis de
Wegener)

Enfermedad de Graves
Sindrome de Guillain-Barre
Encefalitis de Hashimoto

Tiroiditis de Hashimoto
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Anemia hemolitica 35
Purpura de Henoch- Schonlein
Herpes gestacional
Hipogammaglobulinemia
Purpura idiopatica trombocitopénica (ITP)
Nefropatia por IgA 0
Enfermedad esclerosante relacionada con IgG4
Lipoproteinas inmunorreguladoras
Miositis por cuerpos de inclusién
Cistitis intersticial
45
Artritis Juvenil
Diabetes juvenil (diabetes Tipo 1)
Miositis juvenil
Sindrome de Kawasaki
Sindrome de Lambert-Eaton
Vasculitis leucocitoclastica
Liquen plano
Liquen escleroso
Conjuntivitis lefiosa
Enfermedad por IgA lineal (LAD) 55
Lupus (SLE)
Enfermedad de Lyme, crénica
Enfermedad de Méniére
Poliangitis microscopica
Enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD) 60
Ulcera de Mooren
Enfermedad de Mucha-Habermann
Esclerosis multiple
Miastenia grave
Miositis 65
Narcolepsia
Neuromielitis éptica (de Devic)
Neutropenia

Penfigoide cicatricial ocular

51

Neuritis 6ptica

Reumatismo palindrémico

PANDAS (Trastornos neuropsiquiatricos pediatricos

autoinmunes asociados con Streptococcus

Degeneracion cerebelosa paraneoplasica
Hemoglobinuria nocturna paroxismal (PNH)
Sindrome de Parry Romberg
Sindrome de Parsonnage-Turner
Pars planitis (uveitis periférica)
Pénfigo
Neuropatia periférica
Encefalomielitis perivenosa
Anemia perniciosa
Sindrome de POEMS

Poliarteritis nodosa

Sindromes poliglandulares autoinmunes Tipo |, Il

Polimialgia reumatica
Polimiositis

Sindrome post infarto de miocardio
sindrome de postpericardiotomia
Dermatitis por progesterona
Cirrosis biliar primaria

Colangitis esclerosante primaria
Psoriasis

Artritis psoriasica

Fibrosis pulmonar idiopatica
Pioderma gangrenoso

Aplasia pura de globulos rojos
Fenémeno de Raynaud

Artritis reactiva

Distrofia simpatica refleja
Sindrome de Reiter

Policondritis recidivante

Sindrome de piernas inquietas
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Fibrosis retroperitoneal

Fiebre reumatica

Artritis reumatoide

Sarcoidosis

Sindrome de Schmidt

Escleritis

Escleroderma

Sindrome de Sjogren

Autoinmunidad del esperma y testicular
Sindrome de la persona rigida
Endocarditis bacteriana subaguda (SBE)
Sindrome de Susac

Oftalmia simpatica

Arteritis de Takayasu

15

20

25

Enfermedades inflamatorias para tratamiento o
prevencion mediante el método

Enfermedad de Alzheimer
espondilitis anquilosante

artritis  (osteoartritis, artritis reumatoide
artritis psoriasica)

asma
aterosclerosis

enfermedad de Crohn

colitis

colitis ulcerosa.

dermatitis

diverticulitis

fioromialgia

hepatitis

sindrome del intestino irritable (IBS)
lupus eritematoso sistémico (SLE)
nefritis

Enfermedad de Parkinson

(AR),

52

Arteritis temporal/arteritis de células gigantes
Purpura trombocitopénica (TTP)

Sindrome de Tolosa-Hunt

Mielitis transversal

Diabetes Tipo |

Colitis ulcerosa

Enfermedad del tejido conectivo no diferenciado

(UCTD)

Uveitis

Vasculitis

Dermatosis vesiculobullosa
Vitiligo

Granulomatosis de Wegener (ahora denominada

Granulomatosis con Poliangitis (GPA)
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Se proporcionan las siguientes configuraciones y aspectos adicionales de la divulgacion:
En una primera configuracion
En un primer aspecto: -
Una proteina Cas-S1 o un acido nucleico que codifica una Cas-S1.
Una proteina Cas-S2 o un acido nucleico que codifica una Cas-S2.
Una proteina Cas-S3 o un acido nucleico que codifica una Cas-S3.
Una proteina Cas-S4 o un acido nucleico que codifica una Cas-S4.
Una proteina Cas-S5 o un acido nucleico que codifica una Cas-S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S1, S2, S3, S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S3, S4 y S5.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S2, S3, S4 y Sb.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S1y S2.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S1, S2 y S3.
Uno o mas acidos nucleicos que codifican una proteina Cas-S1, 82, S3 y S4.
Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7-11.
Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:8-11.
Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:9-11.
Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:10 y 11.
Uno o més acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7-10.
Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7-9.
Uno o mas acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO:7 y 8.
Un &cido nucleico que comprende la SEQ ID NO:7.
Un &cido nucleico que comprende la SEQ ID NO:8.
Un &cido nucleico que comprende la SEQ ID NO:9.
Un &cido nucleico que comprende la SEQ ID NO:10.
Un &cido nucleico que comprende la SEQ ID NO:11.

Cada una de dichas secuencias puede estar conectada operativamente a un promotor heterélogo (es decir, un
promotor que no esta conectado operativamente de forma natural a la secuencia). Cada una de dichas secuencias
puede estar conectada operativamente a un promotor que es un promotor eucariota o un promotor de virus (por
ejemplo, fago).

En un segundo aspecto:

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende 1, 2, 3, 4 o la totalidad de una proteina Cas-
S1, 82, S3, S4y S5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S1, S2, S3, S4y S5.
Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S4 y S5.
Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S3, S4 y Sb5.

Un complejo de proteina o ribonucleoproteina que comprende una proteina Cas-S2, S3, S4 y Sb.
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En una segunda configuracion
En un primer aspecto:

Un (i) vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico o (ii) un acido nucleico o una
pluralidad de acidos nucleicos, que comprende secuencias de nuclebtidos expresables, en donde las secuencias
comprenden

a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % idéntico a la SEQ ID NO:1;

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % idéntico a la SEQ ID NO:2;

c) una tercera secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es
al menos (aproximadamente) un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % idéntico a la SEQ ID NO:3;

d) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % idéntico a la SEQ ID NO:4;y

e) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % idéntico a la SEQ ID NO:5.

También se proporciona un i) vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico o (ii} un acido
nucleico o una pluralidad de &cidos nucleicos, que comprenden secuencias de nucleétidos expresables, en donde las
secuencias comprenden

a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
un 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntico a la SEQ ID NO:1; y/o

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
un 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntico a la SEQ ID NO:2; y/o

¢) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
un 98 0 99 % idéntico a la SEQ ID NO:3; y/o

d) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
un 99 % idéntico a la SEQ ID NO:4; y

e) unasecuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
un 98 0 99 % idéntico a la SEQ ID NO:5.

En un segundo aspecto:

Un vector de acido nucleico o un &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos expresable
seleccionada de

a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 80 % idéntico a la SEQ ID NO:1;

b) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 80 % idéntico a la SEQ ID NO:2;

¢) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 80 % idéntico a la SEQ ID NO:3;

d) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 80 % idéntico a la SEQ ID NO:4;y

e) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos
(aproximadamente) un 80 % idéntico a la SEQ ID NO:5.

En un tercer aspecto:

Un (i} vector de &cido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico o (ii} un &cido nucleico o una pluralidad
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de acidos nucleicos segun el Primer o Segundo Aspecto, en donde dicho o dichos polipéptidos codificados por el o los
vectores son operativos para su uso con un ARNcr para formar un complejo de ribonucleoproteina para la toma como
diana de protoespaciadores en un polinucleétido, en donde el complejo es operativo con un resto adyacente a
protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5-AAG-3'.

El ARNcr puede ser como se describe en cualquier opcidn o caracteristica de la presente memoria. El PAM puede ser,
alternativamente, uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria.

En un cuarto aspecto:
Un Kit que comprende

a) Uno o mas polipéptidos descritos en la presente memoria, 0 uno o mas acidos nucleicos que codifican
dicho(s) polipéptido(s); y

b) Un ARNcr, o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr), en donde el ARNcr es cognado a PAM
que tiene la secuencia 5-AAG-3';

en donde dicho o dichos polipéptidos son operativos para su uso con el ARNcr para formar un complejo de
ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido.

Los polipéptidos pueden comprender Cas-S1, S2, S3, S4 y S5. Los polipéptidos pueden ser cualquier polipéptido,
proteina, proteina de fusién o complejo descrito en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria. El ARNcr

puede ser como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria. El PAM puede ser,
alternativamente, uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria.

En un quinto aspecto:
Un complejo de ribonucleoproteina que comprende

a) Uno o mas polipéptidos descritos en la presente memoria, 0 uno o mas acidos nucleicos que codifican
dicho(s) polipéptido(s); y

b) Un ARNcr, o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr), donde el ARNcr es cognado a PAM
que tiene la secuencia 5'-AAG-3'.

Los polipéptidos pueden ser cualquier polipéptido, proteina, proteina de fusién o complejo descrito en cualquier opcion
o caracteristica de la presente memoria. El ARNcr puede ser como se describe en cualquier opcion o caracteristica
de la presente memoria. El PAM puede ser, alternativamente, uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién
o caracteristica de la presente memoria.

En un sexto aspecto:

Uno o mas vectores de acido nucleico o uno o mas acidos nucleicos que comprenden al menos una secuencia de
nucleétidos seleccionada de las SEQ ID NO:7-11, en donde dicha secuencia de nucleétidos esta

a) conectada operativamente a un promotor heterélogo, promotor sintético, promotor eucariota 0 promotor
no bacteriano; y/o

b) contenida en una célula que es una célula eucariota, una célula no bacteriana o una célula que no es una
célula bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli, Pseudomonas o Klebsiella) que comprende una
secuencia de nucleotidos endégena que comprende las SEQ ID NO:7-11.

En una tercera configuracion
En un primer aspecto:
Una proteina de fusiéon que comprende un polipéptido (Px), donde Px

a) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntica a una
secuencia seleccionada de las SEQ ID No:1-5;y

b) se fusiona a un polipéptido heterélogo (Py).
Py puede ser como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria.
En un segundo aspecto:
Una proteina o pluralidad de proteinas operativas para su uso con un ARNcr para formar un complejo de

ribonucleoproteina para la toma como diana del protoespaciador en un polinucleétido, comprendiendo la(s) proteina(s)
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uno, mas o todos los polipéptidos seleccionados de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

c) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;

d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5;

en donde el complejo es operativo con un resto adyacente al protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5'-AAG-
3.

El ARNcr puede ser como se describe en cualquier opcién o en otras de la presente memoria. El PAM puede ser,
alternativamente, cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcion o en otras de la presente memoria.

En una cuarta configuracion
Una célula, en donde la célula es

a) una célula eucariota que comprende el o los vectores o proteina de la primera, segunda o tercera
configuracion;

b) una célula animal, vegetal, de insecto o de hongo que comprende el o los vectores o proteina de la
primera, segunda o tercera configuracion; o

c) una célula procariota que comprende el o los vectores o proteina de la primera, segunda o tercera
configuracién, en donde la célula no es una célula bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli,
Pseudomonas o Klebsiella) que comprende secuencias de nucledtidos endégenas que codifican los
polipéptidos de las partes a) a €) como se recita en la segunda configuracion.

En una quinta configuracion
En un primer aspecto:

Una composicion (opcionalmente una composicion in vitro o en donde la composicion esta contenida en un recipiente
médico) que comprende un ARNcr o acido nucleico que codifica el ARNcr o ARN guia; y uno, mas o todos de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b)  un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

c) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;

d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5

en donde

A: el ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador, en donde el protoespaciador
f) no se encuentra en E. coli;
g) es un protoespaciador de célula eucariota; o
h)  un protoespaciador de célula animal (opcionalmente, de mamifero o humano), vegetal o flingico; o

B: un protoespaciador de una E. coli que carece de secuencias de nucledtidos endégenas que codifican los
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polipéptidos de a) a e).
El ARNcr puede ser como se describe en cualquiera de las caracteristicas de la presente memoria.
En un segundo aspecto:

Una composicidn (opcionalmente, una composicion in vitro o en donde la composicion esta contenida en un recipiente
médico) que comprende un ARNcr o un acido nucleico que codifica el ARNcr; y un &cido nucleico que codifica uno,
més o todos de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

c) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;

d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5

en donde

A: el ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador, en donde el protoespaciador
f) no se encuentra en E. coli;
g) es un protoespaciador de célula eucariota; o

h) un protoespaciador de células animales (opcionalmente, de mamiferos o0 humanos), vegetales o
fungicas;

[o]

B: un protoespaciador de una E. coli que carece de secuencias de nucledtidos endégenas que codifican los
polipéptidos de a) a e).

El ARNcr puede ser como se describe en cualquiera de las caracteristicas de la presente memoria.
En una sexta configuraciéon

En un primer aspecto:

Un método para modificar un sitio diana de acido nucleico en una célula, comprendiendo el método

a) poner en contacto la célula con el o los vectores, en donde el o los vectores comprenden una 0 mas
secuencias de nucleétidos para producir un ARNcr, en donde el ARNcr comprende un espaciador que
es cognado a un primer protoespaciador, en donde el protoespaciador:

no se encuentra en E. coli; un protoespaciador de célula eucariota; o un protoespaciador de célula animal
(opcionalmente humana), vegetal, de insecto o0 de hongo;

b) permitir la introduccién en la célula de
(i) el o los vectores mediante lo cual se expresan el o los polipéptidos y el ARNcr en la célula, o
(i) el ARNc de la composicién (o acidos nucleicos que codifican el ARNc o el ARN guia mediante

los cuales el ARNc se expresa en la célula) y el acido nucleico de la composicién que codifica el o los
polipéptidos, mediante lo cual el o los polipéptidos se expresan en la célula;

c) en donde el ARNcr guia forma un complejo con €l o los polipéptidos para guiar el complejo al sitio
diana.

El o los vectores y el ARNcr pueden ser como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la presente memoria.
Los polipéptidos pueden ser cualquier polipéptido, proteina, proteina de fusién o complejo descrito en cualquier opcion
o caracteristica de la presente memoria.
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En un segundo aspecto:

Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién que esta mediada por células diana en un sujeto,
comprendiendo el método llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria para modificar
las células diana, en donde dicho contacto comprende administrar el vector o vectores o la composicion al sujeto y en
donde la modificacion trata o previene la enfermedad o afeccién.

El o los vectores y la 0 las composiciones pueden ser como se describe en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un tercer aspecto:

Un método para introducir una edicién dirigida en un polinucleétido diana, comprendiendo el método poner en contacto
el polinucleétido diana con un sistema CRISPR/Cas que comprende ARNcr y un complejo proteico que comprende
uno, mas o todos los polipéptidos seleccionados de

a) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:1;

b)  un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:2;

c) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:3;

d) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO4;y

e) un polipéptido que comprende un aminoacido que es al menos (aproximadamente) un 80 % idéntico a la
SEQ ID NO:5

en donde el ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador contenido en el
polinucleétido, en donde el ARNcr se hibrida con el protoespaciador para guiar el complejo mediante lo cual el complejo
edita el polinucleétido.

En un cuarto aspecto:
Un método para tomar como diana un polinucleétido (opcionalmente en una célula o in vitro), comprendiendo el método

a) poner en contacto el polinucleétido con la o las proteinas y el ARNcr del Segundo Aspecto de la Tercera
Configuracién;

b)  permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la o las proteinas y ARNcr, en
donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el polinucleétido para modificar el polinucleétido
o la replicacién del mismo.

En un quinto aspecto:

Un método de control transcripcional o replicacion de un ADN diana, que comprende poner en contacto el ADN diana
con el complejo, en donde el complejo esta desprovisto de una nucleasa de ADN y el complejo se une al ADN diana,
controlando asi la transcripcion o replicacién del ADN diana.

En un sexto aspecto:

Un método para controlar la replicacion de un ARN diana, que comprende poner en contacto el ARN diana o un ADN
que codifica el ARN con el complejo, en donde el complejo se une al ARN o ADN diana, controlando asi la transcripcién
del ARN diana.

En un séptimo aspecto:

Un método para editar un ADN diana, que comprende poner en contacto el ADN diana con el complejo, en donde el
complejo se une al ADN diana, editando asi el ADN diana.

En un octavo aspecto:

Un método para escindir un ADN bicatenario (ADNds), que comprende poner en contacto dicho ADNds con el
complejo, en donde el complejo comprende una nucleasa, en donde el ADNds comprende una secuencia
protoespaciadora flanqueada en su 5' por un PAM que tiene la secuencia 5'-AAG-3' o un PAM que es idéntico excepto
por un cambio de base, mediante lo cual la nucleasa escinde el ADN en la regién definida por la unién complementaria
de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.
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El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un noveno aspecto:

Un método para escindir un ADN monocatenario (ADNss), que comprende poner en contacto dicho ADN con el
complejo, en donde el complejo comprende una nickasa, en donde el ADN comprende una secuencia
protoespaciadora flanqueada en su 5' por un PAM que tiene la secuencia 5'-AAG-3' o un PAM que es idéntico excepto
por un cambio de base, mediante lo cual la nucleasa escinde una sola hebra del ADN en la region definida por la unién
complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un décimo aspecto:

Un método para marcar o identificar una regién de un ADN, que comprende poner en contacto dicho ADN con el
complejo, en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su 5' por un PAM que tiene la
secuencia 5'-AAG-3' o un PAM que es idéntico excepto por un cambio de base, por lo que el complejo se une al ADN
en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, y
opcionalmente en donde el complejo comprende un marcador detectable.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un undécimo aspecto:

Un método para modificar la transcripcién de una regiéon de un ADN, que comprende poner en contacto dicho ADN
con el complejo, en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su 5' por un PAM que
tiene la secuencia 5'-AAG-3' o un PAM que es idéntico excepto por un cambio de base, por lo que el complejo se une
al ADN en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador,
por lo que el complejo regula al alza o a la baja la transcripcion de la regién de ADN o de un gen adyacente.

El PAM no es CGG. Opcionalmente,
— EIPAM puede ser AAN, ANG, NAG; o
— EI'PAM puede ser AAG sin cambio de nucle6tido o con un solo cambio de nucleétido.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un duodécimo aspecto:

Un método para modificar un ADNds diana de una célula sin introducir roturas en el ADNds, comprendiendo el método
producir en la célula el complejo, en donde el complejo se dirige a un ADN diana contenido en la célula, comprendiendo
el ADN diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en su 5' por un PAM que tiene la secuencia 5'-AAG-3' o un
PAM que es idéntico excepto por un cambio de base, por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por
la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que el ADN se modifica
sin introducir roturas en el ADN.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcidén o caracteristica de la
presente memoria.

En un decimotercer aspecto:

Un método para inhibir el crecimiento o la proliferacién de una célula sin introducir roturas letales en el ADNds,
comprendiendo el método producir en la célula el complejo, en donde el complejo se dirige a un ADN diana contenido
en la célula, comprendiendo el ADN diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en su 5' por un PAM que tiene
la secuencia 5-AAG-3' o0 un PAM que es idéntico excepto por un cambio de base, por lo que el complejo se une al
ADN en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador,
por lo que se inhibe la replicacién del ADN sin introducir roturas en el ADN, inhibiendo asi el crecimiento o la
proliferacién de una célula.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcidén o caracteristica de la
presente memoria.

En un decimocuarto aspecto:
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Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién en un sujeto humano, animal, vegetal o flingico,
comprendiendo el método llevar a cabo el método de cualquiera de los Aspectos Quinto a Decimotercero, en donde
las células del sujeto comprenden dicho ADN o ARN y las células median la enfermedad o afeccién.

En una séptima configuracion

Un vector de &cido nucleico o un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO:12 o una secuencia de ADN que es al
menos (aproximadamente) un 70 u 80 % idéntica a la SEQ ID NO:12.

En una octava configuracion
En un primer aspecto:

Uno o mas acidos nucleicos que codifican una pluralidad de proteinas Cas y que comprenden al menos una secuencia
de nucledtidos para producir un ARNcr, en donde las proteinas Cas y el ARN son capaces de formar un complejo
CRISPR/Cas de ribonucleoproteina en donde el ARN es capaz de guiar el complejo a un protoespaciador contenido
en un ADN diana, en donde el extremo 5' del protoespaciador esta flanqueado por un resto adyacente al
protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5'-AAG-3', en donde

a) el complejo carece de una nucleasa de ADN y es capaz de modificar el ADN sin introducir una rotura
bicatenaria en el ADN;

b) las proteinas Cas no comprenden una DinG, una Cas3y una Cas10;y
¢} el complejo no comprende todas las proteinas Cas de un complejo CRISPR/Cas Tipo |, II, 11, V o VL.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un segundo aspecto:

Un complejo CRISPR/Cas de ribonucleoproteina que comprende una pluralidad de proteinas Cas y un ARNcr, en
donde el ARN es capaz de guiar el complejo a un protoespaciador contenido en un ADN diana, en donde el extremo
5' del protoespaciador esta flanqueado por un resto adyacente al protoespaciador (PAM) que tiene la secuencia 5'-
AAG-3', en donde

a) el complejo carece de una nucleasa de ADN y es capaz de modificar el ADN sin introducir una rotura
bicatenaria en el ADN;

b) el complejo esta desprovisto de una DinG, una Cas3 y una Cas10;y
c) el complejo no comprende todas las proteinas Cas de un complejo CRISPR/Cas Tipo |, II, 1ll, V o VL.

El PAM puede ser alternativamente uno cualquiera de los PAM descritos en cualquier opcién o caracteristica de la
presente memoria.

En un tercer aspecto:

Una célula que comprende el o los &cidos nucleicos o complejo descritos en la presente memoria, en donde el ADN
esta contenido en un cromosoma de la célula.

En un cuarto aspecto:

Una célula que comprende el o los acidos nucleicos o complejo descritos en la presente memoria, en donde el ADN
esta contenido en un plasmido en la célula.

En un quinto aspecto:
Un método para modificar un ADN, comprendiendo el método
a) poner en contacto el ADN con el o los acidos nucleicos o vectores descritos en la presente memoria;

b) permitirla formacion de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la o las proteinas Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el ADN para modificar el ADN.

El ARNcr y la o las proteinas Cas pueden ser como se describe en cualquier opcion o caracteristica de la presente
memoria.

En un sexto aspecto:

Un método para inhibir Ia replicacién de un plasmido que comprende ADN, comprendiendo el método
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a) poner en contacto el ADN con el o los acidos nucleicos o vectores descritos en la presente memoria;

b)  permitirla formacion de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la o las proteinas Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el ADN para inhibir la replicacion del
plasmido.

El ARNcr y la o las proteinas Cas pueden ser como se describe en cualquier opcion o caracteristica de la presente
memoria.

En un séptimo aspecto:

Un método para inhibir la transcripcién de una secuencia de nucleétidos contenida en un ADN, comprendiendo el
método

a) poner en contacto el ADN con el o los acidos nucleicos o vectores descritos en la presente memoria;

b)  permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la o las proteinas Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en la secuencia de nucleétidos para inhibir su
transcripcion.

El ARNcr y la o las proteinas Cas pueden ser como se describe en cualquier opcion o caracteristica de la presente
memoria.

En un octavo aspecto:

Un método para inhibir el crecimiento o la proliferaciéon de una célula (opcionalmente una célula procariota, tal como
una célula bacteriana) que comprende ADN, comprendiendo el método

a) poner en contacto el ADN con el o los acidos nucleicos o vectores descritos en la presente memoria;

b)  permitir la formacién de un complejo de ribonucleoproteina que comprende la o las proteinas Cas y ARNcr,
en donde el complejo es guiado a un sitio diana contenido en el ADN para inhibir el crecimiento o la
proliferacion de la célula.

El ARNcr y la o las proteinas Cas pueden ser como se describe en cualquier opcion o caracteristica de la presente
memoria.

En un noveno aspecto:

Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion que esta mediada por células diana en un sujeto humano
o animal, comprendiendo el método llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria para
modificar las células diana, en donde dicho contacto comprende administrar el o los acidos nucleicos al sujeto y en
donde la modificacion trata o previene la enfermedad o afeccion.

En un décimo aspecto:

Uno o mas acidos nucleicos del Primer Aspecto para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad o
condicion que esta mediada por células diana en un sujeto humano o animal, comprendiendo el método llevar a cabo
cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria para modificar las células diana, en donde dicho contacto
comprende administrar el o los acidos nucleicos al sujeto y en donde la modificacion trata o previene la enfermedad o
afeccion.

Los expertos en la técnica reconoceran, o podran determinar mediante un mero estudio rutinario, numerosos
equivalentes a los procedimientos especificos descritos en la presente memoria.

El uso de la palabra "un" o "una" cuando se utiliza junto con el término "que comprende" en las reivindicaciones y/o la
memoria descriptiva puede significar "uno”, pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al menos
uno" y "uno o mas de uno". El uso del término "o" en las reivindicaciones se utiliza para significar "y/o" a menos que
se indique explicitamente que se refiere inicamente a alternativas o que las alternativas son mutuamente excluyentes,
aunque la divulgacion respalda una definicion que se refiere Unicamente a alternativas e "y/o". A lo largo de esta
solicitud, el término "aproximadamente" se utiliza para indicar que un valor incluye la variacién inherente del error para

el dispositivo, el método que se emplea para determinar el valor o la variacion que existe entre los sujetos del estudio.

Tal como se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones, las palabras "que comprende" (y cualquier
forma de que comprende, como "comprenden" y "comprende"), "que tiene" (y cualquier forma de que tiene, como
"tienen" y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de que incluye, como "incluye" e "incluyen") o "que contiene" (y
cualquier forma de que contiene, como "contiene" y "contienen”) son inclusivas o de extremos abiertos y no excluyen
elementos o etapas de métodos adicionales no citados.

El término "o combinaciones de los mismos" o similar, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a todas las
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permutaciones y combinaciones de los elementos enumerados que preceden al término. Por ejemplo, "A, B, C o
combinaciones de los mismos" pretende incluir al menos unode: A, B, C, AB, AC, BC 0 ABC, y si el orden es importante
en un contexto particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Siguiendo con este ejemplo, se incluyen
expresamente las combinaciones que contienen repeticiones de uno o mas elementos o términos, como BB, AAA,
MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, etc. El experto en la técnica entendera que, tipicamente, no hay limite en
el nimero de elementos o términos en cualquier combinacion, a menos que sea evidente lo contrario por el contexto.

Cualquier parte de esta divulgacion puede leerse en combinacién con cualquier otra parte de la divulgacion, a menos
que sea evidente lo contrario por el contexto.

La presente invencién se describe con mas detalle en los siguientes Ejemplos no limitativos.
Ejemplos

Ejemplo 1

1.1 Resumen ejecutivo

Este Ejemplo describe la identificacién in silico y la caracterizacion funcional in vivo (en E. coli) del sistema CRISPR-
Cas no caracterizado previamente, cuya actividad de direccionamiento no se basa en una endonucleasa Cas guiada
por ARN predicha. Demostramos que el sistema i) se dirige con éxito a ADN plasmidico, con un mecanismo
desconocido, lo que dificulta la resistencia a los antibiéticos inducida por plasmidos, y ii} se une de manera eficiente
al ADN cromosomico sin inducir la muerte celular. Denominamos a este sistema "sistema CRISPR/Cas Tipo-S".

1.1.1 Objetivos

Caracterizar un sistema CRISPR que sea diferente de los sistemas caracterizados funcionalmente conocidos
actualmente.

1.2 Materiales y métodos
1.2.1 Construccién de plasmidos y cepas

Los plasmidos y las cepas utilizadas en este estudio se enumeran en el Apéndice (véase la seccién 1.5 a continuacion).
Los plasmidos se construyeron a partir de fragmentos de ADN generados por PCR mediante clonacion InFusion HD™
(Takara). La insercion de las secuencias diana en el cromosoma de la cepa C-7 de E. coli se realizd mediante
ingenieria recombinante mediada por lambda-red. La cepa resultante es b5451 (AlacZ).

1.2.2 Ensayo de transformacion para la inhibicion de plasmidos especificos de secuencia

Las células se transformaron primero con el plasmido p1624 que se muestra en la Figura 1 y los plasmidos que se
muestran en la Figura 3, que portan componentes de un nuevo sistema CRISPR/Cas (al que denominamos en la
presente memoria, un sistema CRISPR/Cas Tipo-S). A continuacion, para evaluar la funcionalidad de los plasmidos
que portaban componentes del sistema Tipo-S, las células de E. coli se transformaron por separado con estos
plasmidos y posteriormente se transformaron con una mezcla 1:1 de dos plasmidos, p1631 y p892. El plasmido diana
p1631 portaba todas las secuencias diana naturales (5 protoespaciadores) de la matriz CRISPR del sistema y el gen
amilCP, proporcionando un color morado a las colonias que portaban el plasmido. El plasmido p892 sirvié como un
control no diana, tenia el mismo origen de replicacion (p15A) y gen marcador de antibiético (CmR) que el plasmido
diana, pero no portaba las secuencias diana y el gen amilCP.

Las células que no portaban ningin componente del sistema Tipo-S también se transformaron con la mezcla de
plasmidos p1631/p892 como control para evaluar la proporcién de los dos plasmidos en la mezcla.

Las células transformadas se sembraron en placas de agar LB que contenian los antibidticos adecuados para
seleccionar la presencia de los plasmidos. Las placas se incubaron a 37 °C durante la noche y se determiné la
proporcion de colonias moradas y blancas, que portaban el plasmido diana y no diana, respectivamente.

1.2.3 Inhibicién de plasmidos usando expresién controlada de los componentes del sistema Tipo-S

La cepa b5456 que porta el plasmido p1826, que es idéntico al p1793 (Figura 3) pero que contiene el sistema Tipo-S
bajo el control de un promotor inducible por arabinosa (en lugar de pBolA), se transformé por electroporacién con una
mezcla 1:1 de dos plasmidos, p1631 y p892. Se dej6 que las células se recuperaran durante 1,5 horas y se sembraron
en agar LB que contenia antibiéticos apropiados, con y sin arabinosa al 0,2 %.

1.2.4 Ensayo de inhibicion del crecimiento

Se transformé una mezcla 1:1 de células competentes de E. coli C-1y b5451 con el plasmido p1826 que contenia los
componentes requeridos del sistema CRISPR-Cas Tipo-S y se dej6 que se recuperaran durante 1,5 horas antes de
sembrarlas en agar LB que contenia 20 pg/ml de tetraciclina para seleccionar los transformantes que portaban los
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plasmidos. Las placas también contenian X-gal (20 ng/ml) e IPTG (1 mM) para distinguir las colonias de E. coli C-1
(lacZ+, azul) y b5451 (lacZ-, blanco).

1.2.5 Ensayos de aclaramiento de plasmidos

La cepa b5408 se transformo por separado con los plasmidos p1935, p1936, p1937, p1938, p1631 y p144 (véase la
Tabla 2 y la Figura 7). Se sembraron las diluciones seriadas de las soluciones de transformacién recuperadas en
placas de agar LB suplementadas con 10 pg/mL de tetraciclina y 20 pg/mL de cloranfenicol. Las placas se incubaron
durante la noche a 37 °C y se contaron las unidades formadoras de colonias resultantes para calcular el efecto del
sistema Tipo-S en la eficiencia de transformacién de la cepa b5408.

1.2.6 Ensayos de unién cromosomica

La cepa b5872 se transforméd con los plasmidos p1985, p1993, p1994, p1995 y p1996 (véase la Tabla 2). Las mezclas
de transformacién se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 10 ng/mL de tetraciclina y se incubaron
durante la noche a 37 °C. Se utilizaron tres colonias individuales seleccionadas al azar por transformacion para la
inoculacion de cultivos LB suplementados con 10 ng/mL de tetraciclina. Se permitié que los cultivos alcanzaran la fase
estacionaria tardia tras la incubacion a 37 °C durante 20 horas con agitacion rigurosa a 220 rpm. Se afiadio 1 pL de
cada cultivo a 99 pL de medio LB suplementado con 10 ng/mL de tetraciclina y 0 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30
pg/mL o 35 pg/mL de cloranfenicol. Los cultivos se transfirieron a los pocillos de una placa de microtitulacion y se
incubaron en un lector de placas a 37 °C durante 24 horas con agitacién rigurosa (900 rpm). Las densidades 6pticas
de los cultivos se monitorizaron durante todo el periodo de incubacién con lecturas a 600 nm cada 10 minutos.

1.3 Resultados
1.3.1 Sistemas CRISPR/Cas Tipo-S

Clonamos en un plasmido de baja copia ADN que codificaba una endonucleasa guiada por ARN (rge), dos marcos de
lectura abiertos (ORF) aguas abajo del gen rge, una matriz CRISPR cognada y cuatro ORF inmediatamente aguas
arriba (5"} de la matriz CRISPR (Figura 1). Se predijo que los ORF 140 y 423 codificarian una ADN polimerasa propensa
a errores, mientras que se predijo que los ORF 624 y 188 codificarian una helicasa y una ARN endonucleasa,
respectivamente. El plasmido p1624 generado establece los genes insertados bajo el control transcripcional de un
promotor constitutivo. Por otra parte, la matriz CRISPR portaba cinco espaciadores. Los protoespaciadores
correspondientes estaban precedidos por un resto adyacente al protoespaciador (PAM) 5'-AAG-3' del sistema
CRISPR-Cas Tipo-S. Construimos un plasmido diana (p1631), que portaba cuatro de los protoespaciadores predichos
(correspondientes a los espaciadores no. 1, no. 2, no. 4 y no. 5) flanqueados en su extremo 5' por el PAM 5'-AAG-3'
(Figura 1).

Posteriormente, ensayamos la funcionalidad in vivo del sistema en p1624. Los plasmidos p1624 y p1631 se emplearon
para ensayos de inhibicion de plasmidos especificos de secuencia, descritos en la seccién 'Materiales y métodos'
1.2.2. En resumen, las células que portaban el plasmido p1624 se transformaron con una mezcla 1:1 del plasmido
diana p1631 y un plasmido de control (no diana). p1631 expresa una proteina de color morado, lo que facilita el cribado.
Tanto los plasmidos diana como no diana, se transformaron con eficiencias similares, lo que demuestra que la
configuracién actual del sistema no estaba induciendo el direccionamiento del plasmido. Por lo tanto, se planted la
hipétesis de que el sistema requiere subunidades adicionales para ser activo. Ampliamos nuestro estudio clonando
seis ORF adicionales (ORF 83, 135, 136, 162, 145 y 286, véase la Figura 3) en p1624 aguas arriba (5') del ORF 188.
Todos los ORF adicionales se transcribieron en la misma direccion que los ORF clonados previamente y la matriz
CRISPR. Usamos el plasmido p1760 resultante en lugar de p1624 para repetir el ensayo de inhibicion del plasmido.
p1760 inhibi6 el crecimiento de colonias transformadas con el plasmido diana p1631, pero permiti6 el crecimiento de
colonias transformadas con el plasmido no diana, ya que todas las colonias aparecieron blancas (Figura 2). El
resultado indicé que p1760 portaba un sistema CRISPR-Cas activo.

1.3.2 Andlisis de delecién para la identificacién del sistema funcional minimo

Nuestro objetivo fue identificar el nimero minimo de elementos requeridos para la inhibicién/direccionamiento de
plasmidos especificos de secuencia mediante el sistema CRISPR-Cas. Creamos una biblioteca de plasmidos
realizando una serie de deleciones de genes en p1760 (Figura 3) y repetimos el ensayo de inhibicién de plasmidos
(Materiales y métodos, Seccion 1.2.3).

Once de las doce nuevas construcciones que ensayamos mostraron inhibicion del plasmido diana (Figura 4). No se
observ6 inhibicion del plasmido en ausencia de la matriz CRISPR, como lo demostraron los ensayos que utilizaron
p1899 (fila inferior, panel derecho de la Figura 4). Se observd inhibicion del plasmido con los ensayos que utilizaron
p1793 (fila inferior, tercer panel de la Figura 4), que contienen un operdn de solo cinco genes (que codifican Cas que
llamamos Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5).

La delecién por separado de cada uno de estos genes de p1793 dio como resultado la construccién de los plasmidos

p2009 (ACas-S1), p2011 (ACas-S3), p2012 (ACas-S4) y p2013 (ACas-S5) (véase la Tabla 2). Los plasmidos se
transformaron en células de E. coli NEB10b, generando las cepas b5700 (ACas-S1), b5702 (ACas-S3), b5703 (ACas-
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S4) y b5704 (ACas-S5), respectivamente (véase la Tabla 1). Cada una de estas cepas, junto con las cepas de control
de direccionamiento negativo y positivo, b4816 y b5408, se transformaron con el plasmido diana p1631 y se sembraron
en placas de agar con la seleccion de antibidticos adecuada. La eficiencia de transformacién de b5408 disminuy6
aproximadamente 3 6rdenes de magnitud, mientras que la eficiencia de transformacioén de todas las demas cepas no
disminuy6 (véase la Figura 5). Estos resultados demuestran que el sistema CRISPR-Cas Tipo-S requiere las cinco
subunidades para la inhibicién del plasmido. Cabe destacar que no se prevé ningun gen de endonucleasa de ADN
guiada por ARN entre estos cinco genes, lo que indica que el mecanismo de accién del sistema CRISPR-Cas
probablemente no se base en la escisién del ADN.

Para confirmar aun mas la funcionalidad del sistema CRISPR-Cas Tipo-S, clonamos el fragmento de ADN que
contenia el sistema minimo y la matriz CRISPR aguas abajo de un promotor inducible por arabinosa. El plasmido
resultante (p1826) se pudo mantener junto con el plasmido diana p1631 en la misma célula en ausencia de arabinosa
(Figura 6, panel izquierdo). En presencia de arabinosa, el sistema CRISPR-Cas se expres6 dando como resultado la
inhibicion de p1631 y, sorprendentemente, la inhibicion del crecimiento bacteriano (Figura 6, panel derecho).

1.3.3 Los espaciadores en la matriz CRISPR Tipo-S exhiben eficiencias de direccionamiento similares

Evaluamos la eficiencia de direccionamiento de cada espaciador en la matriz CRISPR que utilizamos en estos
experimentos en el sistema CRISPR-Cas Tipo-S. La matriz contenia cinco espaciadores y el plasmido diana p1631
contenia protoespaciadores para 4 de estos 5 espaciadores. Usando p1631 como nuestra base, construimos cuatro
plasmidos diana adicionales, a saber, p1935, p1936, p1937 y p1938, cada uno conteniendo solo un protoespaciador
(véase la Tabla 2 y la Figura 7, panel izquierdo). Transformamos por separado los 5 plasmidos diana y el plasmido no
diana p144 (véase la Tabla 2) en la cepa b5408 y sembramos diluciones seriadas de las mezclas de transformacion
en placas de seleccién apropiadas (Figura 7, panel derecho). Al dia siguiente, se contaron las unidades formadoras
de colonias para el analisis; los 4 espaciadores ensayados demostraron eficiencias de direccionamiento similares, lo
que redujo las eficiencias de transformacion de los plasmidos diana correspondientes en 3 érdenes de magnitud, en
relacion con el plasmido no diana. Ademas, la eficiencia de direccionamiento combinada de los 4 espaciadores no fue
significativamente mayor que la eficiencia de cada espaciador por separado.

1.3.4 El sistema CRISPR-Cas Tipo-S se une al ADN cromosémico

Determinamos que el sistema CRISPR-Cas Tipo-S no contiene una endonucleasa de ADN guiada por ARN prevista.
Por lo tanto, decidimos examinar si las subunidades del sistema contienen un nuevo dominio de escisién de ADNdSs,
que puede introducir de manera eficiente roturas letales en el ADNds en el cromosoma de E. coli. Construimos la cepa
b5451 moviendo los 4 protoespaciadores ensayados previamente de p1631 al cromosoma de E. coli C-1, inactivando
el gen lacZ. La cepa resultante se puede distinguir de la cepa original de E. coli C-1 no diana en placas X-gal ya que
esta Ultima cepa metaboliza X-gal y la convierte en un tinte azul. Tanto el sistema de expresion CRISPR-Cas Tipo-S
constitutivo como el inducible por arabinosa se ensayaron como se describe en la seccién 'Materiales y métodos' 1.2.6.
En resumen, una mezcla 1:1 de células competentes de E. coli C-1y b5451 se transformé con el plasmido p1826, que
contenia el sistema CRISPR-Cas Tipo-S bajo el control de un promotor inducible por arabinosa. La proporcion de
colonias blancas a azules se mantuvo en 1:1 en condiciones adecuadas de seleccién con antibioticos,
independientemente de las condiciones de induccion (Figura 8). Este resultado respaldé ain mas la probable ausencia
de un dominio de endonucleasa de ADNds en el sistema.

Posteriormente, nos preguntamos si el sistema CRISPR-Cas Tipo-S tiene una funcién de unién al ADN o su modo de
accién es a nivel del ARN. Construimos la cepa bSNP5810 introduciendo el gen crm en una region intergénica de E.
coli C-1. Posteriormente, construimos una cepa de control negativo, denominada p1985, y cuatro plasmidos de
direccionamiento a crm, denominados p1993, p1994, p1995 y p1996 (véase la Tabla 2). Para este fin, sustituimos los
espaciadores dentro de la matriz CRISPR de p1793 bien por un espaciador sin direccionamiento o por espaciadores
individuales que se dirigen a cuatro posiciones diferentes en el promotor o la regién codificante del gen crm (Figura
9). Transformamos la cepa bSNP5810 con cada uno de p1993, p1994, p1995 y p1996 y cultivamos las células en
medios suplementados con diferentes concentraciones de cloranfenicol. En ausencia de cloranfenicol, las tasas de
crecimiento de todas las cepas con los espaciadores de direccionamiento a crm fueron similares a la tasa de
crecimiento de la cepa de control (Figura 10, primer grafico). No obstante, las concentraciones de cloranfenicol
crecientes redujeron las tasas de crecimiento de todas las cepas diana de manera proporcional (Figura 10, 2° —4°
graficos). La tasa de crecimiento de la cepa de control no se vio afectada por la presencia de cloranfenicol en el medio.
Estos resultados demuestran que el sistema CRISPR-Cas Tipo-S se une de manera constante al cromosoma y actia
como un inhibidor transcripcional sorprendentemente eficiente. Cabe destacar que la orientacién de los espaciadores
de direccionamiento a crm no influye en la eficiencia de unién del sistema CRISPR-Cas Tipo-S y la posterior regulacion
a la baja de la expresién de crm, lo que no es el caso de otros sistemas CRISPR-Cas conocidos previamente que
deben dirigirse a la region codificante o no codificante (caracteristica dependiente del sistema) de un gen para regular
a la baja de manera eficiente su transcripcidon (véase Qi et al, Cell, 152(5), 1173-1183, 2013,
doi:https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.02.022 , Rath et al, NAR,  43(1), 237 246, 2015,
doi:https://doi.org/10.1093/nar/gku1257 y Luo et al., NAR, 43(1), 674-681, 2015,
doi:https://doi.org/10.1093/nar/gku971).

64



10

15

ES 3014020 T3

1.4 Conclusiones

Se caracterizé un sistema CRISPR-Cas deficiente en nucleasas (al que llamamos CRISPR/Cas Tipo-S) y se
determinaron sus elementos funcionales minimos. Nuestros estudios revelaron que el CRISPR/Cas Tipo-S comprende
cinco proteinas Cas (llamadas Cas-S1 a S5) y una matriz CRISPR cognada. Ninguna de las proteinas Cas mostro
tener una actividad de nucleasa de ADN. Sorprendentemente, el sistema inhibe el crecimiento de células bacterianas
que contienen al menos una secuencia diana adyacente a un PAM AAG. Ademas, el sistema podria programarse para
unirse de manera eficiente a dianas cromosémicas y actuar como un inhibidor transcripcional, sin inducir roturas letales
en el ADNds. Con estos hallazgos, hemos identificado y caracterizado un sistema CRISPR/Cas funcional novedoso
que se puede utilizar en su forma minima para inhibir plasmidos, reducir el crecimiento de células bacterianas e inhibir
la transcripcién de un cromosoma. Podemos ver aplicaciones para Cas individuales del sistema, tales como mediante
la creacion de una fusion de un Cas Tipo-S con un dominio de nucleasa, con el fin de producir un corte dirigido del
ADN. Otros comparieros de fusién incluyen editores de bases, prime editors, desaminasas y transcriptasas inversas.

1.5 Apéndice

Tabla 1: Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

Numero de cepa Caracteristicas relevantes

b5451 E. coli C-1 que porta secuencias diana de p1631 insertadas con cmR en lacZ, lac
b3127 NEB Turbo

b52 Lac+

b5456 P1826

bSNP5810 E coli C-1 con el gen crm (marcador de resistencia al cloranfenicol) integrado en una

region intergénica

b5700 E. coliNEB10b que porta el plasmido p2009

b5702 E. coliNEB10b que porta el plasmido p2011

b5703 E. coliNEB10b que porta el plasmido p2012

b5704 E. coliNEB10b que porta el plasmido p2013

bh4816 E. coliNEB10b que porta el plasmido p1624

b5408 E. coliNEB10b que porta el plasmido p1793

Tabla 2: Plasmidos bacterianos utilizados en este estudio

No. de | Numero de | Caracteristicas relevantes

plasmido cepa huésped

p1624 b4816 Para el contenido génico, véase la Figura 1

p1631 h4818 Plasmido diana, que contiene protoespaciadores diana de los espaciadores 19, 29,
4° y 5° de la matriz CRISPR Tipo-S natural (colonias moradas)

p892 b2685 Plasmido no diana, contiene solo el origen de replicaciéon p15a y el gen marcador
de resistencia al cloranfenicol.

p144 Casi idéntico a p1631, pero no contiene protoespaciadores diana de la matriz
CRISPR Tipo-S natural (colonias blancas)

p1783 b5398 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1784 b5399 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1785 b5400 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1786 b5401 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1787 b5402 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1788 b5403 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1789 b5404 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1790 b5405 Para el contenido génico, véase la Figura 3
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p1791 b5406 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1792 b5407 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1793 b5408 Sistema funcional minimo para el direccionamiento de plasmidos + la matriz
CRISPR Tipo-S natural (Figura 3)

p1899 b5538 Para el contenido génico, véase la Figura 3

p1826 b5456 Sistema de p1793 bajo promotor inducible por arabinosa

p1935 b5647 Plasmido diana, casi idéntico a p1631, pero que contiene solo 1 protoespaciador
diana del 1¢" espaciador de la matriz CRISPR Tipo-S natural (colonias moradas)

p1936 bh5648 Plasmido diana, casi idéntico a p1631, pero que contiene solo 1 protoespaciador
diana del 2° espaciador de la matriz CRISPR Tipo-S natural (colonias moradas)

p1937 b5649 Plasmido diana, casi idéntico a p1631, pero que contiene solo 1 protoespaciador
diana del 4° espaciador de la matriz CRISPR Tipo-S natural (colonias moradas)

p1938 b5650 Plasmido diana, casi idéntico a p1631, pero que contiene solo 1 protoespaciador
diana del 5° espaciador de la matriz CRISPR Tipo-S natural (colonias moradas)

p1985 Casi idéntico a p1793, pero contiene un solo espaciador no dirigido en la matriz
CRISPR y ninguno de los espaciadores naturales de la matriz CRISPR Tipo-S

p1993 Casi idéntico a p1793, pero contiene un solo espaciador (véase el no. 1 en la Figura
9) en la matriz CRISPR y ninguno de los espaciadores naturales de la matriz
CRISPR Tipo-S. El espaciador se dirige a la cadena directa de la regién promotora
del gen crmen la cepa bSNP5810

p1994 Casi idéntico a p1793, pero contiene un solo espaciador (véase el no. 2 en la Figura
9) en la matriz CRISPR y ninguno de los espaciadores naturales de la matriz
CRISPR Tipo-S. El espaciador se dirige a la cadena inversa del gen crm en la cepa
bSNP5810

p1995 Casi idéntico a p1793, pero contiene un solo espaciador (véase el no. 3 en la Figura
9) en la matriz CRISPR y ninguno de los espaciadores naturales de la matriz
CRISPR Tipo-S. El espaciador se dirige a la cadena directa de la regién promotora
del gen crmen la cepa bSNP5810

p1996 Casi idéntico a p1793, pero contiene un solo espaciador (véase el no. 4 en la Figura
9) en la matriz CRISPR y ninguno de los espaciadores naturales de la matriz
CRISPR Tipo-S. El espaciador se dirige a la cadena directa del gen crm en la cepa
bSNP5810

p2009 b5700 Casi idéntico a p1793, pero CasS1 esta delecionada

p2011 b5702 Casi idéntico a p1793, pero CasS3 esta delecionada

p2012 b5703 Casi idéntico a p1793, pero CasS4 esta delecionada

p2013 b5704 Casi idéntico a p1793, pero CasS5 esta delecionada

Ejemplo 2: Identificacion y caracterizacion de PAM para el sistema CRISPR/Cas Tipo-S

2.1 Antecedentes

SNIPR Biome ha identificado y caracterizado un sistema CRISPR/Cas Tipo-S como se describe en el Ejemplo 1.

Se realiz6é de manera interna un analisis in silico de bases de datos genémicas publicas, con el objetivo de identificar
una secuencia PAM potencial para el sistema CRISPR/Cas Tipo-S del Ejemplo 1. Este analisis se basé en los
espaciadores de la matriz CRISPR Tipo-S de tipo salvaje. Se descubrieron algunos protoespaciadores potenciales
que comprendian un resto de secuencia 5'-AAG-3' en su extremo 5', pero ningun resto de secuencia comuin en su
extremo 3'. Se planted la hipbtesis de que este resto 5'-AAG-3' en el extremo 5' de un protoespaciador podria servir
como un PAM valido para el sistema Tipo-S. Esta hipbtesis se confirmé con ensayos de direccionamiento de
plasmidos/muerte (como se describe en los Ejemplos 1.3.1-1.3.3). No obstante, las secuencias PAM de la mayoria de
los sistemas CRISPR-Cas son promiscuas, por lo que se decidié investigar mas experimentalmente la variedad de
secuencias que el CRISPR/Cas Tipo-S reconoce como PAM validos.
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2.2 Diseiio experimental
El proceso de identificacién de PAM del sistema CRISPR/Cas Tipo-S se baso en los siguientes plasmidos:

1. Biblioteca de plasmidos PAM (p2259); cada miembro de esta biblioteca abarca la secuencia
protoespaciadora presente en el plasmido diana p1935 (véase el Ejemplo 1.2.5) y una mezcla de PAM
candidatos de 5 nt de longitud en el extremo 5' del protoespaciador.

2. Plasmido Tipo-S de direccionamiento (p1793); el plasmido expresa el sistema CRISPR/Cas Tipo-S (Cas-
S1 a Cas-S5) y un espaciador que es complementario al protoespaciador de la biblioteca de plasmidos
PAM.

3. Plasmido Tipo-S sin direccionamiento (control) (p1985); el plasmido expresa el sistema CRISPR/Cas
Tipo-S (Cas-S1 a Cas-S5) y un espaciador que no es complementario al protoespaciador de la biblioteca
de plasmidos PAM. Ademas, el espaciador no es complementario a ninguna parte del genoma de E. coli.

Las etapas del ensayo de identificacion de PAM son los siguientes:
1. Construccion de la biblioteca de plasmidos PAM, denominada p2259 (véase la seccién a continuacion).

2. Construccién de la cepa de direccionamiento E. coli NEBTurbo (b5408), mediante la transformacién de
la cepa NEB Turbo b3127 (NEB) con el plasmido p1793 (direccionamiento Tipo-S).

3. Construccién de la cepa sin direccionamiento E. coli NEBTurbo (b6259) mediante la transformacién de
la cepa NEB Turbo b3127 (NEB) con el plasmido p1985 (Tipo-S control).

4. Transformacion de b5408 (direccionamiento Tipo-S) y b6259 (Tipo-S control) con la biblioteca de plasmidos
p2259 y cultivo en condiciones de seleccion de antibidticos adecuadas.

5. Aislamiento de la biblioteca de plasmidos p2259 de ambos cultivos y preparacién de fragmentos NGS que
contienen la regién protoespaciadora PAM.

6. NGS y analisis de los resultados de la secuenciacion.
2.2.1 Etapa 1: Construccién de la biblioteca PAM

El plasmido p2259 de la biblioteca PAM se disefi¢ para contener una region PAM variable de 5 nt de longitud en el
extremo 5' del protoespaciador. Por lo tanto, la biblioteca deberia estar compuesta por 4° (1.024) PAM diferentes.

La construccion del plasmido p2259 de la biblioteca PAM se basé en el plasmido diana p1935 descrito previamente
(véase el Ejemplo 1.2.5). El plasmido p1935 se emple6 como el molde de amplificaciéon por PCR, con cebadores
disefiados apropiadamente. Se utilizé la premezcla de PCR CloneAMP (Takara) para la reaccion de PCR. El cebador
directo se disefi6 para introducir una secuencia degenerada de 5 nt de longitud en el extremo 5' del protoespaciador
presente en el plasmido p1935. El producto de PCR purificado en gel se utilizd para la clonacion In-Fusion, empleando
5 x premezcla de enzima In-Fusion HD (Takara). Se transformaron 5 pL de la reaccién de clonacién In-Fusion por
electroporacién en 50 L de células electrocompetentes NEB10b (NEB). Posteriormente, se dejé que las células se
recuperaran en medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Las células
recuperadas se transfirieron a 500 mL de medio liquido LB, suplementado con 20 ug/mL de cloranfenicol. Se retiraron
100 pL del cultivo de 500 mL y se sembraron en una placa de agar LB, suplementada con 20 pug/mL de cloranfenicol.
El cultivo y la placa se incubaron durante la noche a 37 °C con agitacion rigurosa (200 rpm). Al dia siguiente, se
contaron 536 colonias en la placa y posteriormente se calculd que se afiadieron 2.680.000 células transformadas con
éxito al cultivo de 500 mL. Para este calculo, se utilizé la Ecuacién 1.

Ecuacion 1:

L ) Yotunren del cuthiva . . B
No. de células transformadas en el cultive = * Mo. de colonias en i3 placa de seleccion
Sotumen det cuttiva sembradeo

Este numero de células transformadas en el cultivo corresponde a una cobertura de 2.617x de los miembros de la
biblioteca PAM, segun la Ecuacion 2.

Ecuacioén 2:

Ntmers de silules iransformadas on of culthes

Cobertura de la biblicteca de plasmidos =
e de miembros de Ia bibtioieca do plasmides distintos

Después de preparar las soluciones madre de glicerol a partir del cultivo de 500 mL, la biblioteca de plasmidos p2259
construida se aisl6 del cultivo restante utilizando el kit de Qiagen plasmid midi.
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2.2.2 Etapa 2: Transformacién de la cepa b5408 (direccionamiento CRIPSR-S) y b6259 (Tipo-S control} con la
biblioteca de plasmidos p2259

Se espera que algunos miembros de la biblioteca de plasmidos p2259 contengan PAM que sean reconocidos por el
sistema CRISPR/Cas Tipo-S. Estos plasmidos positivos para PAM seran dianas exitosas y su replicacién sera
obstaculizada por el sistema Tipo-S. Por lo tanto, las células b5408 (direccionamiento Tipo-S) transformadas con los
miembros positivos para PAM de la biblioteca de plasmidos p2259 no deberian sobrevivir en un medio suplementado
con cloranfenicol, ya que la biblioteca de plasmidos p2259 porta el gen marcador de resistencia al cloranfenicol. Por
otra parte, las células b5408 (direccionamiento Tipo-S) transformadas con miembros negativos para PAM de la
biblioteca de plasmidos p2259 deberian sobrevivir en un medio suplementado con cloranfenicol. Por el contrario,
ninguno de los plasmidos p2259 de la biblioteca sera la diana del sistema CRISPR/Cas Tipo-S expresado en la cepa
b6259 (Tipo-S control) y sobreviviran en el medio suplementado con cloranfenicol.

La biblioteca de plasmidos p2259 se electroporé en células electrocompetentes b5408 (direccionamiento Tipo-S) y
b6259 (Tipo-S control), respectivamente. Las células electrocompetentes de ambas cepas se prepararon utilizando el
protocolo descrito en (https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Se realizaron cinco
reacciones de transformacion por cepa, utilizando 40 ng de la biblioteca de plasmidos p2259 por reaccién. Se dejo
que las células se recuperaran en 500 pyL de medio SOC durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Las
recuperaciones de cada cepa se combinaron y cada una de las dos recuperaciones finales (una por cepa) se utilizé
para la inoculacion de 500 mL de cultivos de medio liquido LB, suplementado con 20 pg/mL de cloranfenicol y 10
ug/mL de tetraciclina. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C con agitacién rigurosa a 200 rpm. Al dia
siguiente, se prepararon soluciones madre de glicerol de cada cultivo y se aislaron las bibliotecas de plasmidos p2259
de cada cepa utilizando el kit de Qiagen plasmid midi.

El aislamiento de plasmidos de cultivos de b5408 (direccionamiento Tipo-S) transformados con p2259, seguido de
NGS, mostrara cuales de las secuencias PAM no son reconocidas por el sistema CRISPR/Cas Tipo-S v,
posteriormente, cuales son las secuencias PAM que requiere el sistema. El aislamiento de plasmidos de cultivos 6259
(Tipo-S control) transformados con p2259, seguido de NGS, indicara la abundancia de cada miembro del plasmido en
la biblioteca p2259. Esta informacion se utilizara para la normalizaciéon de los resultados de NGS de la cepa b5408
(direccionamiento Tipo-S).

2.2.3 Etapa 3: Identificacién de PAM mediante NGS

El p2259 aislado de b6259 (Tipo-S control} debe contener todos los miembros de la biblioteca PAM p2259,
proporcionando informacién cuantitativa sobre la abundancia de cada plasmido PAM en la biblioteca.

Los plasmidos p2259 aislados de b5408 (direccionamiento Tipo-S) y b6259 (Tipo-S control) se sometieron a NGS. La
12 etapa de amplificacién por PCR de NGS en ambas preparaciones de p2259 se realiz6 utilizando cebadores
disefiados adecuadamente en 50 uL de reacciones KAPA HiFi Hotstart ReadyMix (Roche) (25 ciclos, 30 s de
desnaturalizacién, 20 s de hibridacion, 15 s de extensién). Los productos de reaccion se purificaron con reactivo
AMPure XP (Beckman Coulter). Posteriormente, se afiadieron indices de lllumina y secuencias de unién de celdas de
flujo a los productos purificados con una 22 etapa de amplificacién por PCR de NGS. El 1" producto de PCR de NGS
de la cepa b5408 (direccionamiento Tipo-S) se someti6 a la 22 etapa de amplificacion por PCR de NGS utilizando
cebadores disefiados adecuadamente. El 1¢" producto de PCR de NGS de la cepa b6259 (CRISPR-S control) se
sometié a una 22 etapa de amplificacién por PCR de NGS utilizando cebadores disefiados adecuadamente. Ambas
amplificaciones fueron reacciones de 50 L de KAPA HiFi Hotstart ReadyMix (Roche) (10 ciclos, 20 ng de ADN molde,
30 s de desnaturalizacién, 20 s de hibridacién, 15 s de extension).

Ambos productos de reaccién se purificaron con el reactivo AMPure XP (Beckman Coulter). Los productos purificados
se secuenciaron utilizando lllumina MiSeq® con 150 ciclos de extremo Unico.

2.3 Resultados

Los datos de NGS se utilizaron para comparar la abundancia relativa de cada miembro de la biblioteca p2259 en las
cepas b5408 (direccionamiento Tipo-S) y b6259 (control). El analisis de los datos reveld una clara preferencia del
sistema CRISPR/Cas Tipo-S por las siguientes secuencias PAM (Figuras 11y 12):

5'-AHN-3'
5'- KAG-3'
5'- AGG-3'
5'-CAG-3'
5-GTG-3'
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Ejemplo 3: Tolerancia al error de emparejamiento con el protoespaciador en el sistema CRISPR/Cas Tipo S
3.1 Antecedentes

Los sistemas CRISPR/Cas presentan diversos requisitos de complementariedad entre espaciador-protoespaciador
para la unién y direccionamiento a ADN/ARN. Por ejemplo, el sistema CRISPR/Cas Tipo |-E de Escherichia coli tolera
errores de emparejamiento espaciador-protoespaciador fuera de la region de la "semilla" sin comprometer su funcion
como un sistema inmune (véase Semenova et al, PNAS, 108(25), 10098-10103, 2011,
doi:https://doi.org/10.1073/pnas.110414410), y Cas9 de Streptococcus pyogenes requiere una complementariedad
espaciador-protoespaciador de 15 nt para la escision del ADN in vitro (véase Jinek et al., Science, 337(6096), 816-
821, 2012, doi:10.1126/science.12258), pero tolera multiples errores de emparejamiento espaciador-protoespaciador
(hasta 15 nucleétidos) para la unién del ADN en bacterias (véase Ciu et al., Nature Comm., 9(1912), 2018,
doi:https://doi.org/10.1038/s41467-018-04209-5).

El sistema CRISPR/Cas Tipo-S no contiene un dominio de nucleasa de ADNds predicho. Se ha mostrado previamente
que la actividad de aclaramiento de plasmidos del sistema CRISPR/Cas Tipo-S requiere la presencia de la subunidad
de helicasa Cas-S3 (véase el Ejemplo 1.2.5). Se espera que los errores de emparejamiento espaciador-
protoespaciador afecten negativamente la estabilidad de unién a la diana de ADN del complejo CRISPR-Cas del
sistema CRISPR/Cas Tipo-S pre-helicasa (el complejo CRISPR-Cas Tipo-S sin la subunidad de helicasa, que
comprende las siguientes subunidades: Cas-S1, S2, S4 y S5). Se espera que la reduccién de la eficiencia de unién al
ADN del sistema CRISPR/Cas Tipo-S dé como resultado un aclaramiento reducido del plasmido. Por lo tanto, los
ensayos descritos en este Ejemplo fueron disefiados para emplear la eficiencia de curacién/transformacion de
plasmidos como el resultado mensurable del efecto que tienen los errores de emparejamiento espaciador-
protoespaciador sobre la eficiencia de direccionamiento CRISPR-Cas del sistema CRISPR/Cas Tipo-S.

3.2 Disefio experimental

El plasmido p1935 se disefid previamente (véase el Ejemplo 1.2.5) y se construyd para contener un protoespaciador
de 32 pb y una secuencia PAM (5'-AAG-3') que es la diana del sistema CRISPR/Cas Tipo-S. En este Ejemplo, se
disefiaron y construyeron diferentes variantes del plasmido p1935, que contenian varias combinaciones de mutaciones
en la regién del protoespaciador. Estas mutaciones disrumpen parcialmente la complementariedad del
protoespaciador con el espaciador dirigido. Los graficos de eficiencia de transformacién adjuntos (Figura 13)
representan estas mutaciones en detalle.

Las diversas mutaciones del protoespaciador se introdujeron en la secuencia del protoespaciador del plasmido p1935
mediante mutagénesis dirigida al sitio Q5® (NEB) utilizando cebadores disefiados apropiadamente. Los productos de
PCR resultantes se circularizaron utilizando reacciones de mezcla enzimatica KLD (NEB). Las mezclas de reaccion
KLD se transformaron en células electrocompetentes NEB-108 (NEB). Posteriormente, se dejé que las células se
recuperaran en medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Las células
recuperadas se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 20 ug/mL de cloranfenicol para la seleccién del
plasmido. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C. Se inocularon colonias individuales de cada placa en
cultivos de medio liquido LB de 10 mL suplementados con 20 ug/mL de cloranfenicol para la seleccion del plasmido.
Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C con agitacion rigurosa (200 rpm). Se tomaron muestras de cada
cultivo para preparar las soluciones madre de glicerol, que se almacenaron a -80 °C. El contenido restante del cultivo
se utilizé para el aislamiento de plasmidos utilizando el minikit de plasmidos de Qiagen.

b5408 es una cepa NEB Turbo de E. coli que contiene el plasmido p1793 (que contiene el sistema CRISPR/Cas Tipo-
S de tipo salvaje, Cas-S1 a Cas-S5, incluida la matriz CRISPR Tipo-S). Se electroporaron 50 ng de cada miembro de
la biblioteca de plasmidos p1935 en células electrocompetentes b5408 (Tipo-S wt). Las células electrocompetentes
de ambas cepas se prepararon utilizando el protocolo descrito en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Se dejé que las células se recuperaran en
500 pL de medio SOC durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Las recuperaciones de cada cepa se utilizaron
para la preparacion de diluciones seriadas, que posteriormente se sembraron en placas de agar LB suplementadas
con los antibiéticos apropiados, 20 pg/mL de cloranfenicol y 10 ug/mL de tetraciclina, para la seleccién de plasmidos.
Las transformaciones se realizaron en triplicados biolégicos. Se contaron las colonias formadas a partir de cada
transformacion, y la reduccion en la eficiencia de transformacion de la cepa b5408 (Tipo-S wt), en comparacion con
su eficiencia de transformacién cuando se transformo con un plasmido de control negativo (no diana), indicé cémo los
errores de emparejamiento espaciador-protoespaciador correspondientes afectaban la eficiencia de direccionamiento
del sistema CRISPR/Cas Tipo-S (véase la Figura 13).

Controles :

* E| plasmido original p1935 es el plasmido de control positivo, que siempre generd casi ningun transformante
(solo mutantes de escape).

* E| plasmido p2361 es el plasmido de control negativo. Es idéntico a p1935, excepto por la secuencia PAM 5'-
AAG-3' aguas arriba (5'} del protoespaciador, que se intercambia con la secuencia 5'-CGG-3' que no se prevé
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que sea un PAM de CRISPR/Cas Tipo-S (véase el Ejemplo 2). Por lo tanto, la eficiencia de transformacion
de p2361 (control negativo) deberia ser la mas alta de todos los miembros de la biblioteca mencionados en
este Ejemplo.

3.3 Resultados

La Figura 13 muestra el analisis de la eficiencia de transformacion para cada uno de los errores de emparejamiento.
Un examen cuidadoso de los graficos rindié las siguientes conclusiones, con respecto a como los errores de
emparejamiento espaciador-protoespaciador afectan la eficiencia de aclaramiento del plasmido del sistema
CRISPR/Cas Tipo-S:

1.  Se toleran bien cinco errores de emparejamiento distales de PAM consecutivos.
2. 8 errores de emparejamiento distales de PAM consecutivos eliminan por completo el direccionamiento.

3. Los errores de emparejamiento individuales en las posiciones 12 o 22 proximales de PAM reducen el
direccionamiento en 3 6rdenes de magnitud.

4. Los errores de emparejamiento individuales en las posiciones 32 a 102 proximales de PAM reducen el
direccionamiento entre 0 y 1 érdenes de magnitud.

5. Los errores de emparejamiento dobles en las posiciones 12 a 32 proximales de PAM reducen el
direccionamiento entre 3 y 4 érdenes de magnitud.

6. Los errores de emparegjamiento dobles en las posiciones 42 a 102 proximales de PAM reducen el
direccionamiento entre 0 y 1 érdenes de magnitud.

I

7. Los errores de emparejamiento triples en las posiciones 12 a 5
direccionamiento entre 3 y 4 érdenes de magnitud.

proximales de PAM reducen el

I

8. Los errores de emparejamiento triples en las posiciones 42 a 9
direccionamiento entre 0 y 1 érdenes de magnitud.

proximales de PAM reducen el

9. Los errores de emparejamiento triples en las posiciones 82 a 102 proximales de PAM reducen el
direccionamiento en 4 6rdenes de magnitud.

10. Los errores de emparejamiento cuadruples en las posiciones 12 a 82 proximales de PAM reducen el
direccionamiento entre 3 y 4 érdenes de magnitud.

11. Los errores de emparejamiento cuadruples en las posiciones 62 a 92 proximales de PAM reducen el
direccionamiento en 1 orden de magnitud.

12. Los errores de emparejamiento cuadruples en las posiciones 72 a 102 proximales de PAM reducen el
direccionamiento en 5 érdenes de magnitud.

Ejemplo 4: El sistema CRISPR/Cas Tipo-S para aplicaciones CRISPRi
4.1 Objetivo

Este estudio evalud i) la eficiencia del sistema CRISPR/Cas Tipo-S para unirse a dianas cromosomicas y plasmidicas
de E. coli, actuando como una herramienta CRISPRI, ii) qué subunidades son esenciales para la unién al ADN.

4.2 Introduccion

Previamente, demostramos que el sistema CRISPR/Cas Tipo-S dirige la inhibicidon dependiente de ARNcr de la
replicacion de plasmidos (véase el Ejemplo 1.3.2 y 1.3.3) mientras que carece de un dominio de nucleasa de ADN. La
actividad de unién al ADN guiada por ARNcr del sistema CRISPR/Cas Tipo-S se puede explotar para el desarrollo de
una herramienta de interferencia CRISPR (CRISPRI) en E. coli. Esperamos que también se pueda utilizar en otros
tipos de células. En este Ejemplo, se evalué el potencial de CRISPRI del sistema CRISPR/Cas Tipo-S a través de la
regulacién a la baja dirigida de la transcripcion y la posterior traduccion de un gen informador de proteina fluorescente
verde (gfp). El gen gfp diana estaba integrado cromosomicamente o era portado por un plasmido. Ademés, este
Ejemplo revel6 qué subunidades del sistema CRISPR/Cas Tipo-S son esenciales para la actividad de unién al ADN
del sistema CRISPR/Cas Tipo-S.

4.3 Métodos y resultados
Se ensayaron cinco variaciones del sistema CRISPR/Cas Tipo-S para su potencial de CRISPRIi;

iy el sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje (wt)
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i}y el sistema CRISPR/Cas Tipo-S mutante con delecién de Cas-S1 (ACas-S7)
i) el sistema CRISPR/Cas Tipo-S mutante con delecién de Cas-S3 (ACas-S3)
iv) el sistema CRISPR/Cas Tipo-S mutante con delecién de Cas-S4 (ACas-S4)
vi) el sistema CRISPR/Cas Tipo-S mutante con delecién doble de Cas-S1/Cas-S3 (ACas-S1 ACas-S3).

Todas las variantes se colocaron bajo el control transcripcional del promotor pBolA (SEQ ID No:14) y se clonaron junto
con un moédulo de expresion de ARNcr no dirigido, generando los plasmidos p1985 (wt), p2062 (ACas-S7), p2064
(ACas-83), p2065 (ACas-S4) y p2160 (ACas-S1 ACas-S3), respectivamente (Figura 14). El extremo 5' y 3' del
espaciador del médulo de ARNcr contenia sitios de reconocimiento para la enzima de restriccion BsmBl-v2 (NEB), lo
que facilito la clonacion de los espaciadores dirigidos (Figura 14). Todos los plasmidos contenian el gen de la proteina
de replicacion repA101, el origen de replicacion de bajo nimero de copias SC101 y el gen marcador de resistencia a
la tetraciclina tetR (Figura 14).

4.4 CRISPRi cromosémico

Las cepas MG1655 y b5815 (cepa gfp positiva) se emplearon para los ensayos CRISPRI del sistema CRISPR/Cas
Tipo-S cromosémico. b5815 es un derivado de E. coli MG1655, construido para contener el gen gfp bajo el control del
promotor p70a (SEQ ID No:15) y posicionado entre los genes ybcB e ybeC (Figura 15). Dieciséis protoespaciadores
dentro o cerca del gen gfp de la cepa b5815 (gfp positiva) se seleccionaron y tomaron como diana para los ensayos
CRISPRi cromosémicos (Figura 15, Tabla 4, Seq ID No:25 a 41). Ocho de los protoespaciadores estaban localizaos
en la cadena codificante de gifp (a saber, Protoespaciador U2kF, U1kF, S1F, S2F, S3F, S4F, S5F, S6F) y ocho en la
cadena no codificante (a saber, Protoespaciador U2kR, UTkR, S1R, S2R, S3R, S4R, S5R, S6R).

4.4.1 Métodos

La construccion de los plasmidos que expresaban las diferentes variantes del sistema CRISPR/Cas Tipo-S y que
tenian como diana los protoespaciadores antes mencionados se realizé digiriendo los plasmidos p1985 (wt), p2062
(ACas-S1), p2064 (ACas-S3), p2065 (ACas-S4) y p2160 (ACas-S1 ACas-S3) con la enzima de restriccién BsmBi-v2
(NEB) y luego ligando oligos de ADNss complementarios prehibridados que codificaban los espaciadores
correspondientes en los plasmidos digeridos utilizando la ADN ligasa T4 (NEB). Se transformaron 5 pL de cada
reaccion de ligacion con electroporacion en 50 L de células electrocompetentes NEB10B (NEB). Posteriormente, se
dej6 que las células se recuperaran en medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200
rpm. Se extrajeron 100 pL de cada recuperacién y se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 20 pug/mL
de cloranfenicol. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se utilizaron para la inoculacion de cultivos de 10 mL
de medio liquido LB suplementado con 10 pg/mL de tetraciclina. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacion rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se prepararon soluciones madre de glicerol para cada cultivo y los cultivos restantes se usaron para
el aislamiento de plasmidos con el mini kit de plasmidos de Qiagen. Cada plasmido se verificé por secuenciacién con
NGS. Cada uno de los plasmidos se transformo6 en células electrocompetentes b5815 (cepa positiva para gfp). Las
células electrocompetentes se prepararon utilizando el protocolo descrito en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Las reacciones de transformacion se
realizaron utilizando 40 ng de cada plasmido por reaccién. Se dejo que las células se recuperaran en 500 pL de medio
SOC durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se sembraron 100 pL de cada recuperacion en placas de agar LB
suplementadas con 10 pg/mL de tetraciclina. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar tres colonias individuales de cada transformacion y se utilizaron para inocular
5 mL de cultivos de medio minimo M9 suplementado con glicerol (0,4 % p/v) y 10 ug/mL de tetraciclina. Los cultivos
se incubaron durante la noche a 37 °C con agitacién rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se transfirieron 2 UL de cada cultivo a 198 uL de medio M9 suplementado con glicerol (0,4 % p/v)y
10 pug/mL de tetraciclina. Los cultivos de 200 pL resultantes se transfirieron a distintos pocillos en placas de fondo
optico de 96 pocillos Thermo Scientific™ Nunc microWell con base de polimero. Las placas se sellaron con
membranas de sellado Breathe-Easy® (Sigma-Aldrich) y se cargaron en lectores de microplacas Synergy H1 (Biotek)
para incubacion a 37 °C con agitacion continua. Las densidades 6pticas (absorbancia a 600 nm) y las emisiones de
fluorescencia verde (excitacion a 485 nm, emisién a 516 nm) de los cultivos se midieron en intervalos de 10 minutos
durante un periodo de 24 horas. Los datos de emisiones de fluorescencia de cada cultivo y cada punto de tiempo se
normalizaron con los datos de DO600 nm correspondientes. Los datos normalizados de los cultivos que pertenecen a
triplicados biolégicos se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar correspondientes. Los datos finales
se representaron en los graficos presentados en la Figura 16.
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4.4.2 Resultados

El sistema CRISPR/Cas Tipo-S reguld a la baja la expresién de GFP desde los niveles de b5815 (cepa positiva para
gfp) hasta la cepa de control sin fluorescencia (b230), cuando se toman como diana los protoespaciadores al comienzo
del orf de gfo y en la regidn promotora p70a (Protoespaciadores S1F, S1R, S2F, S2R, S3F, S3R) (Figura 16A) o
protoespaciadores al final del orf de gfpy las regiones de 200 pb aguas arriba y aguas abajo de gfp (Protoespaciadores
S4F, S4R, S5F, S6F, S6R) (Figura 16B), lo que demuestra un rendimiento de CRISPRi extremadamente eficiente y
ajustado. La Unica excepcion fue la toma como diana del protoespaciador S5R, que regulé a la baja la expresion de
GFP en aproximadamente un 50 %. La expresién de GFP también se regul6 a la baja cuando el sistema CRISPR/Cas
Tipo-S se dirigié a los protoespaciadores ubicados 1 kb aguas arriba del orf de gfp (Protoespaciadores U1kF, U1kR),
mientras que la expresion de GFP no se vio afectada en absoluto para los protoespaciadores 2 kb aguas arriba del orf
de gfp (U2kF, U2kR) (Figura 16C).

El sistema CRISPR/Cas Tipo-S ACas-S3 deficiente en helicasa reguld a la baja de forma extensa o completamente la
expresion de GFP de b5815 (cepa positiva para gfp) cuando se dirigio a la region del promotor p70a o a la cadena
directa en el orf de gip (Protoespaciadores S1F, S1R, S2F, S2R, S3F), pero no afecté la expresion de GFP cuando se
dirigié a la cadena inversa en el orf de gfp (Protoespaciador S3R) (Figura 17A). Aqui, se demostré que Cas-S3 no
puede desenrollar el ADN y, por consiguiente, bloquear la transcripcion de genes que residen a una distancia de 2 kb
del protoespaciador diana.

Para confirmar que la funcién CRISPRI del sistema CRISPR/Cas Tipo-S depende de Cas-S3 cuando se toman como
diana protoespaciadores en el extremo final de, o fuera de, el orf de un gen, se repitieron los ensayos de
direccionamiento en los protoespaciadores S4F, S4R, S5F, S5R, S6F y S6R empleando el sistema CRISPR/Cas Tipo-
S ACas-S3 (Figura 17B). De hecho, la expresion de GFP de b5815 (cepa positiva para gfp) no se vio afectada para
las dianas seleccionadas en ausencia de Cas-S3. Estos resultados indican que Cas-S3 no es esencial para la
formacion del complejo RNP del sistema CRISPR/Cas Tipo-S y su unién al ADN diana.

El sistema CRISPR/Cas Tipo-S ACas-S4 no afecto la expresion de GFP de b5815 (cepa positiva para gfp), lo que
indica que la subunidad es esencial para la formacion del complejo RNP del sistema CRISPR/Cas Tipo-S y/o su unién
al ADN diana (Figura 18A).

El sistema CRISPR/Cas Tipo-S ACas-S1 y el sistema CRISPR/Cas Tipo-S ACas-S1, ACas-S3 redujo la expresion de
GFP de b5815 (cepa positiva para gfp) de manera similar y solo cuando se dirigieron (completa o parcialmente) a la
cadena inversa del promotor p70a (Figura 18B, 18C). Estos resultados indican que Cas-S1 no es esencial para la
formacion del complejo RNP del sistema CRISPR/Cas Tipo-S y su unién al ADN diana, aunque es importante para su
estabilidad y/o la eficiencia de su actividad de unién al ADN. Ademas, estos resultados indican que Cas-S1 es vital
para la carga de Cas-S3 al complejo.

4.5 CRISPRI plasmidico

Se empled la cepa b6386 para los ensayos CRISPRI del sistema CRISPR/Cas Tipo-S plasmidico. b6386 es una cepa
de E. coli MG1655 transformada con el plasmido p2370 que contiene el gen gfp (bajo el control del promotor p70a,
SEQ ID No:15), el origen de replicacion p15a y el gen marcador de resistencia al cloranfenicol cmR. Solo cuatro de
las cinco variantes de Tipo-S ensayadas para CRISPRi cromosémico en el Ejemplo 4.4 también se ensayaron para
CRISPRI plasmidico. El sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje que comprende Cas-S1-Cas-S5 no se ensayé
debido a su actividad demostrada para inhibir la replicaciéon del plasmido (véase el Ejemplo 1.3.2 y 1.3.3). Se
seleccionaron seis protoespaciadores dentro de la region promotora p70a y el gen gfp en b6386 y se tomaron como
diana para los ensayos CRISPRI en plasmido, al igual que para los ensayos CRISPRi cromosémicos; tres de los
protoespaciadores estaban localizados en la cadena codificante de gfp (a saber, Protoespaciador S1F, S2F, S3F) y
tres en la cadena no codificante (a saber, Protoespaciador S1R, S2R, S3R) (véase la Figura 15).

4.5.1 Métodos

La construccion de los diversos plasmidos que expresan Tipo-S que se dirigen a estos protoespaciadores se realizé
como se describio previamente en el Ejemplo 4.4.1.

La transformacion de los plasmidos se realizé como se describe en el Ejemplo 4.4.1, con los dos cambios siguientes:

1. Se sembraron 100 pyL de cada recuperaciéon en placas de agar LB suplementadas con 20 ug/mL de
cloranfenicol, en lugar de 10 pg/mL de tetraciclina.

2. Los cultivos de inoculacién se suplementaron con 20 pg/mL de cloranfenicol, en lugar de 10 pg/mL de
tetraciclina.

3. Los datos finales se representaron en los graficos presentados en la Figura 19.
4.5.2 Resultados

El Tipo-S ACas-S3 regulé a la baja, de manera completa o eficiente (pero no completa), la expresion de GFP de b6386
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(cepa positiva para gfp) solo cuando se dirigié a los protoespaciadores dentro de la regién del promotor p70a (S1F y
S1R), independientemente de la orientaciéon de la cadena diana (Figura 19A). Ninguna de las oftras variantes
ensayadas reguld a la baja la expresion de GFP (Figura 19B, 19C, 19D). Esto contrasta completamente con los
resultados obtenidos mediante los experimentos CRISPRi cromosémicos.

Ejemplo 5: Sistema CRISPR/Cas Tipo-S en aplicaciones de edicion de bases
5.1 Introduccion

Las herramientas de edicién de bases CRISPR/Cas desarrolladas y reportadas actualmente se basan en los médulos
efectores de subunidad unica de diferentes sistemas CRISPR/Cas de Clase 2. Los sistemas CRISPR/Cas de Clase 1
tienen modulos efectores con multiples subunidades, lo que complica el desarrollo de herramientas de edicion de
bases. En consecuencia, las capacidades de edicién de bases de los editores de bases de Clase 1, en lo que respecta,
por ejemplo, a la especificidad, eficiencia y ventana de edicién, han permanecido sin explorar.

En este Ejemplo, se estudié6 ampliamente el potencial del sistema CRISPR/Cas Tipo-S para transformarse en una
plataforma de edicién de base flexible. Se disefid y construyé una coleccién de editores de bases fusionando, con un
conector XTEN de 16 aminoacidos de longitud (SEQ ID No:16 y 17, véase Schellenberger et al., Nat. Biotechnol.,
27(12), 1186-1190, 2009, doi:10.1038/nbt.1588), |a citidina desaminasa PmCDA1 de lamprea marina (SEQ ID No:18
y 19, véase Nishida et al., Science, 353(6305), aaf8729, 2016, doi:10.1126/science.aaf8729) al extremo N o C de las
subunidades Cas-S1, Cas-S3 o Cas-54 del sistema CRISPR/Cas Tipo-S. La proteina inhibidora de la uracil ADN
glicosilasa (UGI) (SEQ ID No:20 y 21, véase Mol et al., Cell, 82(5), 701-8, 1995, doi:10.1016/0092-8674(95)90467-0)
se fusioné al extremo C de cada quimera con un conector de 10 aminoacidos de longitud (SEQ ID No:22 y 23).
Posteriormente, se ensayo la capacidad de estos editores de bases para generar modificaciones cromosémicas
dirigidas de Ca .

5.2 Disefio experimental
5.2.1 Descripcion general de la cepa de cribado y los plasmidos:

Se inserté un gen gip en el cromosoma de E. coli MG1655 bajo el control transcripcional del promotor p70a (SEQ ID
No:15). La cepa b5815 resultante (positiva para gfp) se empledé como cepa de ensayo para todos los ensayos de
edicién de bases. Los seis protoespaciadores diana para los ensayos de edicién de bases se seleccionaron para que
tuvieran un PAM 5'-AAG-3' en su extremo 5'y se ubicaran dentro de una region de 249 pb de largo, compuesta por
los ultimos 52 pb del promotor p70a y los primeros 197 pb de la secuencia de gfp. Tres de los protoespaciadores
estaban en la cadena molde (con respecto a la transcripcion) y tres estaban en la cadena no molde (Figura 15).

Se disefiaron y construyeron dos categorias de plasmidos para los ensayos de edicién de bases:

La 12 categoria contenia los plasmidos “editores de bases” responsables de la expresion del gen pm_cda? que se
fusioné al extremo N o C del gen de Cas-S1, Cas-S3 o Cas-S4 (véase la Figura 20, lado izquierdo). La expresion de
las quimeras se establecié bajo el control transcripcional del promotor inducible por arabinosa (peap, SEQ ID No:24,
véase Guzman et al., J. Bacteriol., 177(14), 4121-4130, 1995, doi: 10.1128/jb.177.14.4121-4130.1995). El nucleo de
los plasmidos contenia el gen marcador de resistencia al cloranfenicol (crm”, para la seleccion con el antibidtico
cloranfenicol, y el origen de replicacion p15a.

Todas las reacciones de PCR se realizaron con la Mezcla Maestra Q5 Hi Fi 2X (NEB), con cebadores y moldes de
PCR disefiados apropiadamente para construir los plasmidos. Los fragmentos de PCR se emplearon para las
reacciones de la Mezcla Maestra de Ensamblaje de ADN NEBuilder® HiFi. Se transformaron 5 L de cada reaccién de
ensamblaje con electroporacion en 50 L de células electrocompetentes NEB10p (NEB). Posteriormente, se dejo que
las células se recuperaran en medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se
retiraron 100 pL de cada recuperacién y se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 20 pug/mL de
cloranfenicol. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se utilizaron para la inoculacién de cultivos de 10 mL
de medio liquido LB suplementado con 20 pg/mL de cloranfenicol. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacioén rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se prepararon las soluciones madre de glicerol para cada cultivo y los cultivos restantes se utilizaron
para el aislamiento de plasmidos con el mini kit de plasmidos de Qiagen. La secuencia de cada plasmido se verifico
con NGS.

La 22 categoria contenia los plasmidos "guia” responsables de la expresion de i) los médulos de expresién de ARNcr
(uno para cada uno de los controles no dirigidos, S1F, S1R, S2F, S2R, S3F y S3R) y ii) diferentes versiones del operén
Cas Tipo-S con la delecién de los genes Cas-S1, Cas-S3 o Cas-S4 (véase la Figura 20, plasmidos de la derecha). La
expresién de los ARNcr se establecio bajo el control de la secuencia lider (promotora) original tal como se encontro
en el locus CRISPR del sistema CRISPR/Cas Tipo-S. La expresion de los operones se establecié bajo el control
transcripcional del promotor constitutivo del gen bolA (SEQ ID No:14) presente en el genoma de E. coli (pvoa). El
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nlcleo de los plasmidos contiene el gen marcador de resistencia a la tetraciclina (tet®), para la seleccion con el
antibiético tetraciclina, y el origen de replicacion pSC101.

La metodologia de construccién para los plasmidos "guia” fue la misma que para la 12 categoria, excepto que (i) se
utilizaron 10 pg/mL de tetraciclina para la siembra en agar LB, en lugar de 20 pg/mL de cloranfenicol y (ii) se utilizaron
10 pg/mL de tetraciclina para la inoculacion del medio liquido LB, en lugar de 20 ug/mL de cloranfenicol.

Posteriormente, los plasmidos p2062 (control no dirigido, ACas-S1), p2064 (control no dirigido, ACas-S3), p2065
(control no dirigido, ACas-S4) y p2160 (control no dirigido, ACas-S1, ACas-S3) se sometieron a digestion de restriccion
con BsmBI-v2 (NEB) y los productos de digestion se purificaron en gel con el kit de Recuperacién de ADN en Gel
Zymoclean (Zymoresearch). Los oligos disefiados adecuadamente se hibridaron y se ligaron en los plasmidos
digeridos con ADN ligasa T4 (NEB). Se transformaron 5 pL de cada reaccién de ligacion con electroporacién en 50 uL
de células electrocompetentes NEB10B (NEB). Posteriormente, se dejé que las células se recuperaran en medio SOC
(volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se retiraron 100 uL de cada recuperacién y
se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 10 pg/mL de tetraciclina. Las placas se incubaron durante la
noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se utilizaron para la inoculacion de cultivos de 10 mL
de medio liquido LB suplementado con 10 pg/mL de tetraciclina. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacioén rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se prepararon las soluciones madre de glicerol para cada cultivo y los cultivos restantes se utilizaron
para el aislamiento de plasmidos con el mini kit de plasmidos de Qiagen. Se verifico la secuencia de cada plasmido
con NGS.

5.2.2 Ensayos de edicion de bases

Cada uno de los 6 plasmidos "editores de bases" que tenian la citidina desaminasa PmCDA1 fusionada al extremo N
o C de cada una de las subunidades Tipo-S wt Cas-S1, Cas-S3 y Cas-S4 (véase la Figura 20, lado izquierdo) se
transformé en células electrocompetentes b5815. Las células electrocompetentes se prepararon utilizando el protocolo
descrito en  https:/barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Las reacciones de
transformacién se realizaron utilizando 40 ng de cada plasmido por reaccién. Se dej6 que las células se recuperaran
en 500 pL de medio SOC durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se sembraron 100 pL de cada recuperacién
en placas de agar LB suplementadas con 20 pg/mL de cloranfenicol. Las placas se incubaron durante la noche a 37
°C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se utilizaron para la inoculacién de cultivos de 10 mL
de medio liquido LB suplementado con 20 pg/mL de cloranfenicol. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacioén rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se prepararon células electrocompetentes para cada una de las seis cepas b5815 producidas con los
plasmidos editores de bases, segln el protocolo descrito en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Posteriormente, cada una de las seis cepas
se electro-transformé con el grupo correspondiente de plasmidos guia, como se presenta en el lado derecho de la
Figura 20. Estos plasmidos eran responsables de la expresién de i} subunidades Tipo-S que no son expresadas por
los plasmidos editores de bases de apareamiento y ii) ARNcr de direccionamiento y no direccionamiento. Las
reacciones de transformacién se realizaron utilizando 40 ng de cada plasmido por reaccién. Se dejé que las células
se recuperaran en 500 pL de medio SOC durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se sembraron 100 pL de cada
recuperacion en placas de agar LB suplementadas con 20 pg/mL de cloranfenicol, 10 pg/mL de tetraciclina y arabinosa
al 0,2 % v/p. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se las sometié a PCR de colonias con cebadores
especificos del genoma disefiados apropiadamente. Los productos de PCR se secuenciaron mediante secuenciacion
de Sanger y los resultados se analizaron para detectar modificaciones de C a T o modificaciones de G a A cuando se
tomaba omo diana y se modificaba la cadena inversa.

5.3 Resultados
Los resultados representativos de los ensayos de edicion de bases se presentan en la Figura 21.

A continuacién, se proporciona un analisis detallado de los datos de secuenciacién de Sanger de todos los ensayos
de edicion de bases:

5.3.1 PmCDAT1 ligado al extremo N de
] Cas-S1 (Tipo-S WT): sin edicion de bases

] Cas-S3 (Tipo-S WT): mutacién unicade C a T en solo 1 de los protoespaciadores diana
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Cas-S4 (Tipo-S WT): mutacién tnica de C a T en solo 1 de los protoespaciadores diana (igual que para
el CDA N term de Cas-S3)

5.3.2 PmCDAT1 ligado al extremo C de

Cas-S1:

(0]

(0]

Protoespaciador S1F: Sin edicién de bases
Protoespaciador S1R: Sin edicién de bases

Protoespaciador S2F: Edicion de bases de multiples posiciones (ventana de edicién de 105 nt) con
diferentes niveles de eficiencia para cada posicién. No solo conversiones de C a T, sino también
algunas conversiones de G a A

Protoespaciador S2R: 4 posiciones con edicion de bases (ventana de edicién de 29 nt) con diferentes
niveles de eficiencia para cada posicion. No solo conversién de G a Asino también 1deCaT

Protoespaciador S3F: 8 posiciones con edicién de bases (ventana de edicion de 35 nt) con diferentes
niveles de eficiencia para cada posicién. No solo conversién de C a T sino también 1 de Ga A

Protoespaciador S3R: pocas posiciones con edicion de bases (fuera de la regiéon del
protoespaciador) con baja eficiencia. El rayado mejoré la eficiencia y extendio la ventana de edicién
(96 nt). Se detect6é una mezcla de conversiones de CaTyde Ga A.

Cas-S1 (en ausencia de Cas-S3: Tipo-S_ACas-S3):

(0]

(0]

Protoespaciador S1F: Sin edicién de bases
Protoespaciador S1R: Modificacion Unica de G a A dentro del protoespaciador

Protoespaciador S2F: Se modificaron miltiples posiciones de C a T, con diferentes niveles de
eficiencia, dentro y 7 nt aguas abajo de la region del protoespaciador. Se detectaron 2 conversiones
de C a T adicionales dentro de una ventana de edicién de 102 nt aguas arriba del extremo 5' del
protoespaciador.

Protoespaciador S2R: 4 posiciones con edicion de bases (ventana de edicién de 48 nt) con diferentes
niveles de eficiencia para cada posicion. Solo 1 modificacion débil de G a A en la posicién proximal
de 3 PAM y 3 modificaciones eficientes de C a T aguas abajo del protoespaciador

Protoespaciador S3F: multiples modificaciones muy débiles

Protoespaciador S3R: se detectaron algunas modificaciones muy débiles (mezcla de conversiones
de CaTyde G aA), asi como 1 modificacion de C a T muy eficiente 40 nt aguas abajo del extremo
3' del protoespaciador.

Cas-S3:

Protoespaciador S1F: Sin edicién de bases

Protoespaciador S1R: La posicién dominante Unica con edicién de bases en la mitad del
protoespaciador y algunas mas fueron editadas de manera ineficiente. El rayado extendio la ventana
de edicion de bases (50 nt), mientras que se detectaron conversiones no solo de G a A sino también
algunas conversionesde CaT

Protoespaciador S2F: Sin edicion de bases

Protoespaciador S2R: Miiltiples posiciones con edicion de bases de manera ineficiente en una
ventana de edicién amplia (hasta 208 nt). No solo se detectaron conversiones de G a A, sino
principalmente de C a T. El rayado mejoro la eficiencia, ya que dio como resultado 3 conversiones
limpias (tanto de G a A como de C a T) dentro de una ventana de 178 nt.

Protoespaciador S3F: Multiples posiciones con edicién de bases (ventana de edicién de 388 nt). Las
conversiones dentro de la region del protoespaciador fueron las mas limpias. Solo se detectaron 2
posiciones con conversiones de G a A.

Protoespaciador S3R: Inicialmente no se detecté edicidén de bases, pero el rayado generd multiples
conversiones de G a Ay de C a T dentro de una ventana de ediciéon de 388 nt.
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L Cas-S4:

o Todos los protoespaciadores diana se editaron en multiples posiciones dentro de la region del
protoespaciador. La excepcién fue S2R, que también se editd aguas abajo de la regién del
protoespaciador, y S3R, que tenia una Unica mutacién de G a A en la 22 posicion distal de PAM del
protoespaciador.

o Los protoespaciadores S1F y S2R tenian mezclas de modificaciones de C a Ty de G a A, mientras
que el resto de los protoespaciadores tenian modificaciones de C a T o de G a A, dependiendo de
la direccion del protoespaciador.

5.4 Conclusiones

Este ejemplo gener6 la primera plataforma CRISPR/Cas de Clase | reportada para una edicién de bases eficiente. Los
siete editores de bases desarrollados emplearon la citidina desaminasa PmCDA1. Seis de los editores de bases
emplearon el sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje y uno de los editores de bases emple6 el sistema
CRISPR/Cas Tipo-S ACas-S3.

La fusién de PmCDA1 al extremo N de Cas-S1 no generd ninguna modificacion detectable.

La fusion de PmCDA1 al extremo N de Cas-S4 y Cas-S3 generd solo una Unica modificacion detectable y mixta
(genotipo de tipo salvaje/mutante) para uno de los espaciadores ensayados. Estos sistemas podrian utilizarse cuando
se requieren mutaciones puntuales muy especificas, pero el bajo nimero de espaciadores que se pueden utilizar
restringe la aplicabilidad de estos sistemas.

La fusion de PmCDAT1 al extremo C de Cas-S1, Cas-S4 y Cas-S3 generd tres sistemas de edicién de bases con
resultados de ediciéon de bases muy diferentes (ventanas de edicion, eficiencias de edicién y posiciones editadas)
incluso en los mismos protoespaciadores. En general, los editores de bases basados en Cas-S1 y Cas-S3 tenian
ventanas de edicién muy amplias y pueden ser muy valiosos en la generacion de bibliotecas de aminoacidos para una
sola proteina o la introduccién de codones de parada. En ausencia de Cas-S3, la ventana de edicién del editor de
bases basado en Cas-S1 se redujo y se observo un desplazamiento en las posiciones editadas. El editor de bases
basado en Cas-S4 tenia una ventana de edicién de bases mas estrecha y fue el Unico editor de bases que introdujo
modificaciones en todos los protoespaciadores diana.

Ejemplo 6: Funcionalizacion del sistema CRISPR/Cas Tipo-S para la escision de ADNds
6.1 Objetivo

El Tipo-S es un sistema CRISPR-Cas deficiente en nucleasas que no posee dominios de nucleasa predichos
bioinformaticamente ni determinados experimentalmente (veanse los Ejemplos 1 y 4 en la presente memoria) en
ninguna de sus subunidades. El objetivo de este estudio fue expandir el repertorio de reactivos de edicion del genoma
mediante la creacién de nucleasas de ADN guiadas por ARNcr sintéticas al fusionar el dominio de nucleasa de la
endonucleasa de localizacion I-Tevl (SEQ ID No: 44 y 45) con los extremos N de las subunidades CasS1 y CasS4 del
sistema Tipo-S deficiente en helicasas (ACasS3, véase la Figura 22). Las quimeras desarrolladas se ensayaron en
dianas de ADN cromosomicas y portadas por plasmidos y se establecié un conjunto de reglas para la escision eficiente
del ADNds.

6.2 Introduccion

I-Tevl es una endonucleasa dirigida que se compone de un dominio de nucleasa N-terminal (1-92 aminoacidos (aa)),
un dominio espaciador que contiene dedos de zinc (92-169 aa) y un dominio de unién al ADN (169-245 aa) (véase
Edgell et al., PNAS, 98(14), 7898-7903, 2001, doi: https://doi.org/10.1073/pnas. 141222498 y Kleinstiver et al., PNAS,
109(21), 8061-8066, 2012, doi:https://doi.org/10.1073/pnas.111798410). |-Tevl se une a su ADN diana como un
monémero e introduce un corte en el ADNds escalonado especifico de secuencia en la escision de |-Tevl a través del
resto GIY-YIG presente en su dominio de nucleasa N-terminal. La secuencia del sitio de escisién de |-Tevl de origen
natural es 5'-CAACG-3' (cadena directa)/5'-CGTTG-3' (cadena inversa). Sin embargo, se ha reportado que [-Tevl
reconoce un sitio de escision de I-Tevl 5'-CNNNG-3' (cadena directa)/5'-CNNNG-3' (cadena inversa) mas flexible
(véase Edgell et al., 2001 y Kleinstiver et al. 2012, ambos supra). Se planted la hipbtesis de que al fusionar los dominios
N-terminal y de dedo de zinc/conector de I-Tevl al extremo N de CasS1 o CasS4, seria posible crear nucleasas de
ADN guiadas por ARNcr TevCasSx (x=1 0 4} sintéticas.

En el Ejemplo 4 se demostr6 -mediante experimentos CRISPRI- que el sistema Tipo-S ACasS3 deficiente en helicasa
retiene una fuerte actividad de unién al ADN. Ademas, en el mismo ejemplo, se demostré que el sistema Tipo-S
ACasS1 que expresa helicasa muestra la misma eficiencia de unién a CRISPRI/ADN que el sistema Tipo-S ACasS3
deficiente en helicasa, mientras que el sistema Tipo-S ACasS1ACasS3 muestra una actividad de unién a
CRISPRIi/ADN reducida. Estos resultados respaldan un modelo en donde CasS1 esta involucrada en el reclutamiento
de CasS3 al complejo Tipo-S. Por lo tanto, se decidié emplear el sistema Tipo-S ACasS3 deficiente en helicasa para
la construccion de las nucleasas sintéticas TevCasSx, con el objetivo de evitar el impedimento de la actividad nucleasa
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de las quimeras TevCasSx por el reclutamiento o la actividad helicasa de CasS3.
6.3 Disefio experimental
6.3.1 Ensayos de escisiéon del ADN del plasmido por TevCasS

Se disefiaron, construyeron y emplearon tres categorias de plasmidos para los ensayos de escisién de ADN plasmidico
por TevCasS; i) los plasmidos diana de TevCasS, ii) los plasmidos que expresan TevCasSx vy iii) los plasmidos guia
Tipo-S.

Se disefiaron 23 plasmidos diana de TevCasS (denominados p2497 - p2510, p2575 - p2578 y p2655 - p2659, véase
la Figura 22, plasmidos de la derecha) para contener varios sitios diana de TevCasS (SEQ ID No: 46 a 68,
respectivamente, véase la Tabla 4) clonados por separado en una estructura de plasmido de bajo nimero de copias,
compuesta por el replicon pBBR1 de bajo nimero de copias y el gen marcador de resistencia a la kanamicina. El 1¢
plasmido diana de TevCasS, denominado p2497 (Tabla 4), se disefié para abarcar un sitio diana de 71 nt de longitud
con la siguiente estructura -en direccion 5' a 3'-: i) el sitio de escision de |I-Tevl de 5 nt de longitud 5'-CAACG-3' (SEQ
ID No:42) seguido de ii) la secuencia espaciadora de ADN natural de |-Tevl de 31 nt de longitud 5'-
CTCAGTAGATGTTTTCTTGGGTCTACCGTTA-3' (SEQ ID No:46), que interactiia con el dominio de dedo de zinc de
I-Tevl, seguido de iii} la secuencia PAM Tipo-S de 3 nt de longitud 5'-AAG-3' (SEQ ID No:13) seguida de iv} la secuencia
protoespaciadora de 32 nt de longitud 5-TCGTGTTGTCCACGGTTACCCGCTGGCTGGAA-3' (SEQ ID No:69), que
es complementaria a la secuencia del 1¢" espaciador en la matriz CRISPR natural del sistema CRISPR-Cas Tipo-S.
Los sitios diana de los plasmidos diana de TevCasS adicionales (Tabla 4, SEQ ID No: 46 a 68) tenian el mismo sitio
de escisién de I-Tevl, porciones PAM y protoespaciador que la diana en el plasmido p2497, pero sus porciones de
espaciador de ADN |-Tevl eran diferentes; se eliminaron o afiadieron varios numeros de nucleétidos al extremo 3' de
la secuencia espaciadora de ADN I|-Tevl de p2497, lo que resultd en la construccion de plasmidos diana con
secuencias espaciadoras de ADN de I-Tevl con una longitud de 5nt (SEQ ID No:59), 7nt (SEQ ID No:58), 9nt (SEQ ID
No:57), 11nt (SEQ ID No:56), 13nt (SEQ ID No:55), 15nt (SEQ ID No:54), 17nt (SEQ ID No:53), 19nt (SEQ ID No:52),
21nt (SEQ ID No:51), 23nt (SEQ ID No:50), 25nt (SEQ ID No:49), 27nt (SEQ ID No:48), 28nt (SEQ ID No:64), 29nt
(SEQ ID No:47), 30nt (SEQ ID No:65), 31nt (SEQ ID No: 46), 32nt (SEQ ID No: 66), 33nt (SEQ ID No: 60), 34nt (SEQ
ID No: 67), 35nt (SEQ ID No: 61), 36nt (SEQ ID No: 68), 37nt (SEQ ID No: 62) o0 39nt (SEQ ID No: 63).

Para la construccién de los plasmidos diana de I-Tevl, todas las reacciones de PCR se realizaron con Mezcla Maestra
Q5 Hi Fi 2x (NEB) y cebadores y moldes de PCR disefiados apropiadamente. Los fragmentos de PCR se emplearon
para las reacciones de Mezcla Enzimatica KLD (NEB). Se transformaron 5 puL de cada reaccién con electroporacion
en 50 L de células electrocompetentes NEB10B (NEB). Posteriormente, de dejé que las células se recuperaran en
medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se retiraron 100 pL de cada
recuperacion y se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 50 pg/mL de kanamicina. Las placas se
incubaron durante la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se utilizaron para la inoculacion de cultivos de 10 mL
de medio liquido LB suplementado con 50 pg/mL de kanamicina. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacion rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se prepararon las soluciones madre de glicerol para cada cultivo y los cultivos restantes se utilizaron
para el aislamiento de plasmidos con el mini kit de plasmidos de Qiagen. La secuencia de cada plasmido se verificé
con NGS.

Los plasmidos que expresaban TevCasS1 (p2461) y TevCasS4 (p2462) (véase la Figura 22, plasmidos del medio) se
disefiaron para tener los 618 pb iniciales del gen /-tevi (SEQ ID No:44), que expresan los 206 aminoacidos N-
terminales de la nucleasa I-Tevl (SEQ ID No:45), ligados al extremo N de los genes casS71y casS4 con una secuencia
que expresa el conector XTEN (SEQ ID No:16 y 17). La expresién de las quimeras se establecié bajo el control
transcripcional del promotor inducible por arabinosa (psap, SEQ ID No:24) (véase Guzman et al., J. Bacteriol., 177(14),
4121-4130, 1995, doi:10.1128/jb.177.14.4121-4130.1995). La estructura principal de los plasmidos construidos
contenia el gen marcador de resistencia al cloranfenicol (crm®), para la seleccion con el antibiético cloranfenicol, y el
origen de replicacién p15a.

La metodologia de construccion para los plasmidos de expresién fue la misma que para los plasmidos diana, excepto
que (i) se utilizo la Mezcla Maestra de Ensamblaje de ADN HiFi NEBuilder® en lugar de la Mezcla Enzimatica KLD
(NEB), (ii} se utilizaron 20 pg/mL de cloranfenicol para la siembra en agar LB, en lugar de 50 ug/mL de kanamicina, y
(iii) se utilizaron 20 pg/mL de cloranfenicol para la inoculacion del medio liquido LB, en lugar de 50 pg/mL de
kanamicina.

Se disefiaron cuatro plasmidos guia Tipo-S (véase la Figura 22, plasmidos de la izquierda); dos controles no dirigidos
(negativos) y dos plasmidos dirigidos. Los plasmidos guia fueron responsables de la expresion de i) los moédulos de
expresién de ARNcr (ya sea un ARNcr de control no dirigido o un ARNcr que se dirige al protoespaciador dentro de la
secuencia diana de TevCasS) y i} la versidon ACasS1 ACasS3 o la versién ACasS1 ACasS4 del operén Cas Tipo-S
(Tabla 2). La expresion de los ARNcr se establecié bajo el control de la secuencia lider (promotora) original tal como
se encontrd en el locus CRISPR del sistema CRISPR/Cas Tipo-S de tipo salvaje. La expresién de los operones se
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establecié bajo el control transcripcional del promotor constitutivo del gen bolA (SEQ ID No:14) presente en el genoma
de E. coli (pbolA). Los plasmidos guia comparten la misma estructura principal, que contiene el gen marcador de
resistencia a la tetraciclina (tetR), para la seleccion con el antibiético tetraciclina, y el origen de replicacién pSC101 de
bajo nimero de copias.

La metodologia de construccion para los plasmidos guia fue la misma que para los plasmidos de expresion, excepto
que (i) se utilizaron 10 pg/mL de tetraciclina para la siembra en agar LB, en lugar de 20 pug/mL de cloranfenicol y (ii)
se utilizaron 10 ug/mL de tetraciclina para la inoculacién del medio liquido LB, en lugar de 20 pg/mL de cloranfenicol.

Para los ensayos de escision del ADN plasmidico por TevCasS, las siguientes combinaciones de plasmidos se
transformaron con electroporacion en la cepa de E. coli MG1655 (véase también la Figura 22, lado izquierdo):

1. p2461 (que expresa TevCasS1) y p2160 (guia de control no dirigido)
p2461 (que expresa TevCasS1) y p2511 (guia dirigida de TevCasS)
p2462 (que expresa TevCasS4) y p2460 (guia de control no dirigido)

> 0D

p2462 (que expresa TevCasS4) y p2512 (guia dirigida de TevCasS)

Las células electrocompetentes MG1655 se prepararon utlizando el protocolo descrito en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Las reacciones de transformacion se
realizaron utilizando 40 ng de cada plasmido por reaccién. Posteriormente, se dejo que las células se recuperaran en
medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se retiraron 100 pL de cada
recuperacion y se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 20 ug/mL de cloranfenicol y 10 pg/mL de
tetraciclina. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias
individuales y se utilizaron para la inoculacién de cultivos de 10 mL de medio liquido LB suplementado con 20 pg/mL
de cloranfenicol y 10 pg/mL de tetraciclina. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C con agitacién rigurosa
(200 rpm). Al dia siguiente, se prepararon soluciones madre de glicerol para cada cultivo y los cultivos se utilizaron
para la preparacion de plasmidos de células electrocompetentes segin el protocolo descrito en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/Protocols ElectrocompetentCells). Cada una de las cuatro cepas se transformo
con cada uno de los plasmidos diana (Figura 22 lado derecho) y el plasmido de control p2027, que es idéntico a los
plasmidos diana, pero no contiene ninguna secuencia diana de TevCasS. Las recuperaciones de cada cepa se
utilizaron para la preparacion de diluciones seriadas, que posteriormente se sembraron en placas de agar LB
suplementadas con 20 pug/mL de cloranfenicol, 10 pg/mL de tetraciclina y 50 ug/mL de kanamicina, para la seleccién
de plasmidos. Las transformaciones se realizaron en triplicados biolégicos. La introduccién exitosa de una rotura en
ADNds en un plasmido diana daria como resultado la eliminacion del plasmido y, posteriormente, la inhibicién del
crecimiento en presencia de kanamicina.

Se contaron las colonias formadas a partir de cada transformacion. La reduccién en las eficiencias de transformacion
de las dos cepas que expresan el ARNcr de direccionamiento, en comparacién con las dos cepas que expresan el
ARNcr no de direccionamiento, se calculd en 2 etapas: 1) Normalizacién de la eficiencia de transformaciéon de cada
cepa para cada plasmido diana por divisién por la eficiencia de transformacién correspondiente del plasmido de control
p2027, y 2) Divisién de las eficiencias de transformacion normalizadas de las cepas con el ARNcr de direccionamiento
por las eficiencias de transformacion normalizadas correspondientes de las cepas con el ARNcr no de
direccionamiento.

6.3.2 Ensayos de escision de ADN cromosémico por TevCasS

Las secuencias diana de TevCasS con espaciadores |-Tevl con una longitud de 29 nt (SEQ ID No:47), 30 nt (SEQ ID
No:65), 31 nt (SEQ ID No:46), 32 nt (SEQ ID No:66) y 33 nt (SEQ ID No:60) se insertaron en el cromosoma de la cepa
de E. coli MG1655, generando cinco cepas diana cromosomicas de TevCasS, cada una conteniendo una diana
diferente. Todas las cepas construidas se transformaron con el plasmido p2461 (que expresa TevCasS1). Las células
electrocompetentes se prepararon utilizando el protocolo descrito en
(hitps://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Las reacciones de transformacion se
realizaron utilizando 40 ng de cada plasmido por reaccién. Posteriormente, se dejo que las células se recuperaran en
medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Se retiraron 100 pL de cada
recuperacion y se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 20 pg/mL de cloranfenicol. Las placas se
incubaron durante la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar colonias individuales y se utilizaron para la inoculacion de cultivos de 10 mL
de medio liquido LB suplementado con 20 pg/mL de cloranfenicol. Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacion rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se prepararon soluciones madre de glicerol para cada cultivo y los cultivos se utilizaron para la
preparacién de plasmidos de células electrocompetentes segun el protocolo  descrito  en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Cada una de las cepas resultantes se
transformé con los plasmidos p2160 (guia de control no dirigida) y p2511 (guia dirigida de TevCasS) (véase la Figura
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22). Las recuperaciones de cada cepa se utilizaron para la preparacion de diluciones seriadas, que posteriormente se
sembraron en placas de agar LB suplementadas con 20 pug/mL de cloranfenicol y 10 pg/mL de tetraciclina. Las
transformaciones se realizaron en triplicados biologicos. La introduccion exitosa de roturas en el ADNds en las dianas
cromosomicas de TevCasS serian letales y darian como resultado una reducciéon en el nimero de colonias
sobrevivientes después de la siembra.

Se contaron las colonias formadas a partir de cada transformacion. Las eficiencias de transformacion de las cepas
transformadas con el plasmido guia de ARNcr de direccionamiento se dividieron por las eficiencias de transformacion
de las cepas transformadas con el plasmido guia de ARNcr de direccionamiento. Estas divisiones revelaron la
reduccién en las eficiencias de transformacion de las cepas y, posteriormente, la eficiencia de direccionamiento del
sistema TevCasS1 sobre dianas cromosémicas.

6.3.3 Identificacién del sitio de escisién de TevCasS

I-Tevl reconoce un sitio de escision flexible 5'-CNNNG-3' (cadena directa)/5-CNNNG-3' (cadena inversa). Se decidio
identificar los sitios de escisién de I-Tevl que TevCasS1 reconoce y escinde, mediante un ensayo de aclaramiento de
plasmidos similar al descrito en el Ejemplo 2 para la identificacién de PAM Tipo-S.

Se disefié y construyé una biblioteca de plasmidos diana de TevCasS; cada miembro de esta biblioteca es idéntico al
plasmido diana p2497, excepto por la secuencia del sitio de escision de I-Tevl, que, en lugar de 5'-CAACG-3' es 5'-
CNNNG-3', donde N es cualquier nucleétido. Por lo tanto, la biblioteca deberia estar compuesta por 43 (64) sitios de
escision de |-Tevl diferentes.

Para la construccion de la biblioteca, p2497 se amplificé por PCR (premezcla de PCR CloneAMP) con cebadores
disefiados apropiadamente. El producto de PCR purificado en gel se utilizd para la reaccion InFusion (Takarabio) y 5
UL de la mezcla de reaccién se transformaron en 50 pL de células electrocompetentes NEB10B (NEB). Las células
transformadas se recuperaron en medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y 200 rpm y
posteriormente se transfirieron a 500 mL de medio LB suplementado con 50 pg/mL de kanamicina. 100 pL del cultivo
de 500 mL se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 50 pg/mL de kanamicina. El cultivo y la placa se
incubaron durante la noche a 37 °C, el primero con agitacién rigurosa (200 rpm).

Al dia siguiente, se contaron las colonias en la placa (180 colonias) y se calculé que se afiadieron 900.000 células
transformadas al cultivo de 500 mL, utilizando la Ecuacién 1.

Con este numero de células transformadas en el cultivo, la cobertura de los miembros de |a biblioteca se calculé en
14.062x segun la Ecuacion 2.

Se prepararon soluciones madre de glicerol a partir del cultivo de 500 mL y se realizaron preparaciones midi para
aislar la biblioteca de plasmidos diana de TevCasS1. La biblioteca de plasmidos se transformé posteriormente en las
cepas de E. coliMG1655 que albergan las siguientes combinaciones de plasmidos:

Cepa no. 1. p2461 (que expresa TevCasS1) y p2160 (guia de control no dirigido)
Cepa no. 2. p2461 (que expresa TevCasS1) y p2511 (guia dirigida de TevCasS)

Se espera que algunos o todos los miembros de la biblioteca de plasmidos diana contengan sitios de escisién que
sean reconodios por TevCasS1. Estos plasmidos diana deberian ser atacados de manera eficiente tras la
transformacién en la cepa no. 2, dificultando el crecimiento de las células transformadas en condiciones adecuadas
de seleccion con antibidticos. Ninguno de los miembros de la biblioteca diana deberia ser atacado tras la
transformacion de |a biblioteca en la cepa no. 1.

El aislamiento de plasmidos de cultivos de la cepa no. 2 transformada con la biblioteca de plasmidos diana, seguido
de NGS, muestra qué secuencias del sitio de escision de TevCasS no son reconocidas por TevCasS y, posteriormente,
cuales son las secuencias que el sistema reconoce y escinde.

El aislamiento de plasmidos a partir de cultivos de la cepa no. 1 transformados con la biblioteca de plasmidos diana,
seguido de NGS, indicara la abundancia de cada miembro plasmidico en la biblioteca de plasmidos diana. Esta
informacién se utilizara para la normalizacion de los resultados de NGS de la cepa no. 2.

Experimentalmente, se prepararon células electrocompetentes para ambas cepas utilizando el protocolo descrito en
(https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsElectrocompetentCells). Se realizaron cinco reacciones de
transformacién por cepa, utilizando 40 ng de la biblioteca de plasmidos por reaccién. Posteriormente, se dej6é que las
células se recuperaran en medio SOC (volumen final de 500 pL) durante 1 hora a 37 °C y agitando a 200 rpm. Las
células recuperadas de cada cepa se combinaron y se utilizaron para la inoculaciéon de cultivos de 500 mL de LB
suplementados con 50 pg/mL de kanamicina (un cultivo por cepa). Los cultivos se incubaron durante la noche a 37 °C
con agitacioén rigurosa (200 rpm). Al dia siguiente, los cultivos se utilizaron para la preparacion de soluciones madre
de glicerol y se sometieron a aislamiento de plasmidos. Los plasmidos aislados se emplearon para la preparacion de
muestras de NGS, siguiendo el proceso descrito en el Ejemplo 2, y las muestras preparadas se sometieron a NGS.
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6.4 Resultados
6.4.1 Ensayos de direccionamiento de TevCasS en dianas plasmidicas

Las cepas que expresan la quimera TevCasS1 y el ARNcr de direccionamiento o el ARNcr no de direccionamiento se
transformaron con los plasmidos diana de TevCasS y se compararon sus eficiencias de transformacién (Figura 23).
La eficiencia de transformacion de la cepa diana cay6:

i) 4 6rdenes de magnitud cuando se transforma con plasmidos diana con espaciadores |-Tevl de 30 nty
31 nt de longitud,

i) 3 ordenes de magnitud cuando se transforma con el plasmido diana con espaciador |-Tevl de 32 nt de
longitud,

iiiy 2 6rdenes de magnitud cuando se transforma con el plasmido diana con espaciador |-Tevl de 33 nt de
longitud, y

iv) 1 orden de magnitud cuando se transforma con el plasmido diana con espaciador I-Tevl de 29 nt de
longitud (Figura 23).

Ninguno de los plasmidos diana restantes fue diana de manera eficiente (al menos 1 orden de magnitud de caida en
la eficiencia de transformacion) por la quimera TevCasS1. Ninguno de los plasmidos diana fue diana de manera
eficiente (al menos 1 orden de magnitud) por la quimera TevCasS4. Por lo tanto, la quimera TevCasS1 es altamente
eficiente en la seleccién de dianas de TevCasS portadas por plasmidos.

6.4.2 Ensayos de direccionamiento de TevCasS en dianas cromosémicas

Cinco cepas con integracién cromosémica de dianas de TevCasS, que también portaban el plasmido que expresa
TevCasS1, se transformaron con el plasmido guia de direccionamiento o con el plasmido guia sin direccionamiento y
se compararon sus eficiencias de transformacién (Figura 24). Las eficiencias de transformacién de las cepas con
dianas de TevCasS que tienen:

iy espaciadores I-Tevl de 30 nt, 31 nt y 32 nt de longitud se redujeron en 4 6rdenes de magnitud cuando
se transformaron con el plasmido guia de direccionamiento.

i) espaciadores |-Tevl de 29 nt y 33 nt de longitud se redujeron en 1 orden de magnitud cuando se
transformaron con el plasmido guia de direccionamiento.

Por lo tanto, la quimera TevCasS1 es muy eficiente para tomar como diana, dianas cromosémicas de TevCasS.
6.4.3 Identificacion del sitio de escision de TevCasS

Los datos generados por NGS se utilizaron para comparar la abundancia relativa de cada miembro de la biblioteca de
plasmidos diana en las cepas no. 1 y no. 2. Este analisis revel6 las preferencias de TevCasS por secuencias 5'-
CNNNG-3' especificas (Figura 25):

5'-CASHG-3'
5-CATNG-3'
5-CAAMG-3'
5-CCAYG-3'
5-CCTHG-3'
5-CCGTG-3'
5-CTDHG-3'
5-CTCCG-3'
5-CGGCG-3'
5-CGAYG-3'
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de acido nucleico o una pluralidad de vectores de acido nucleico que comprenden secuencias de
nucleétidos expresables, en donde las secuencias comprenden

a)

b)

e)

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:1;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:3;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:4;y

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:5;

en donde el o los vectores comprenden una o mas secuencias de nucleétidos para producir un ARNcr, en donde el
ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana.

2. El o los vectores de la reivindicacién 1, en donde:

(a) al menos una de las secuencias de nucleétidos esta conectada operativamente a un promotor que

i.
ii.
iii.
iv.
v.
vi.

Vii.

viii.

iX.

es heter6logo a la o las al menos una secuencia de nucleotidos;

no es un promotor de E. coli, Pseudomonas o Klebsiella;

es un promotor de célula eucariota;

es un promotor animal (opcionalmente, un promotor de mamifero o humano);

es un promotor vegetal;

es un promotor flngico (opcionalmente, un promotor de levadura);

es un promotor de insecto;

es un promotor de virus (opcionalmente, un promotor de virus, AAV o lentivirus); o

€s un promotor sintético; y/o

(b) al menos una de las secuencias de nucleétidos esta conectada operativamente a (i) un promotor constitutivo; o (ii)
un promotor inducible.

3. Un vector de &cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos expresable que comprende

a)

b)

c)

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:4;y

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:5

en donde el vector comprende ademas una o mas secuencias de nucleétidos para producir un ARNcr, en donde el
ARNcr comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana, vy
opcionalmente en donde:

el vector comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:1; y/o

el vector comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO:3.
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4. El o los vectores de cualquier reivindicacién anterior, en donde

(a) el protoespaciador

(0

(if)
(i)
(iv)

no se encuentra en E coli, Pseudomonas y/o Klebsiella;

no se encuentra en una bacteria que comprende secuencias de nucleétidos endégenas que codifican
los polipéptidos de a) a e) como se cita en la reivindicacién 1;

es un protoespaciador de célula eucariota; o

es un protoespaciador de célula animal (opcionalmente, humana), vegetal, de insecto o fungica;

(b) el o los vectores comprenden

(i)
(i)

(xi)

una secuencia de localizacion nuclear (NLS);

una secuencia de empaquetamiento de fagos (opcionalmente, un sitio pac o cos);
un origen de replicacién plasmidico;

un origen de transferencia plasmidico;

una estructura de plasmido bacteriano;

una estructura de plasmido eucariota;
un gen de proteina estructural de un virus humano (opcionalmente, AAV o lentivirus);

una secuencia rep y/o cap de un virus (opcionalmente, AAV o lentivirus);
un marcador de seleccidén o secuencia que codifica un marcador seleccionable;
un promotor eucariota; o

una secuencia de nucleétidos de un gen humano, animal, vegetal o fungico; y/o

(c) cada vector es

un vector plasmidico (opcionalmente, un plasmido conjugativo)

un vector de transposén (opcionalmente, un transposoén conjugativo);
un vector de virus (opcionalmente, un vector de fago, AAV o lentivirus);
un fagémido (opcionalmente, un fagémido empaquetado); o

una nanoparticula (opcionalmente, una nanoparticula lipidica).

5. Un complejo aislado de proteina y ARNcr que comprende:

a)

b)

e)

un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ
ID NO:2;y

un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ
ID NO:4;y

un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la SEQ
ID NO:5;y

opcionalmente, un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a la SEQ ID NO:1;y

opcionalmente, un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %
idéntica a la SEQ ID NQO:3;

y un ARNcr que comprende un espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana.

6. El o los vectores de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o el complejo de la reivindicacién 5, en donde:

(a) el ARNcr comprende dos secuencias repetidas, y/o en donde el ARNcr comprende una secuencia repetida que
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No:6 o SEQ ID No:70; y/o
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(b) el protoespaciador esta inmediatamente adyacente a una secuencia de resto adyacente al protoespaciador (PAM)
en la secuencia diana seleccionada de 5'-AAC-3', 5-ATG-3, 5'-AAA-3', 5'-AAG-3, 5'-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-3', 5'-
ACT-3', 5'-ATC-3', 5-ATA-3', 5-GAG-3, 5-TAG-3', 5-ACC-3, 5-AGG-3', 5-ATT-3', 5-GAC-3' y 5-GTG-3/, por
ejemplo, seleccionada de 5-AAC-3', 5'-ATG-3', 5'-AAA-3', 5-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-AAT-3', 5'-ACA-3', 5'-ACT-3', 5'-
ATC-3', 5'-ATA-3', 5'-GAG-3' y 5'-TAG-3', tal seleccionada de 5'-AAC-3', 5'-ATG-3/, 5'-AAA-3!, 5'-AAG-3', 5'-ACG-3', 5'-
AAT-3'y 5'-ACA-3', por ejemplo, 5'-AAC-3' y 5'-ATG-3', y en particular el PAM es 5'-AAC-3'; y/o

(c) la secuencia espaciadora tiene una longitud de 25 a 39 nucleétidos (por ejemplo, una longitud de de 28 a 32
nucleétidos), o tiene una longitud de aproximadamente 32 nucleétidos (por ejemplo, tiene una longitud de 32
nucleétidos); opcionalmente, en donde los pares de bases 1 a 28 del espaciador son idénticos al complemento de los
nucleétidos 1 a 28 de la secuencia protoespaciadora que esta inmediatamente en 5' de la secuencia PAM en la
secuencia diana; y/o

(d) el espaciador es idéntico al complemento del protoespaciador en la secuencia diana.
7. Una célula, en donde la célula es
A. una célula eucariota que comprende el o los vectores o complejo de cualquier reivindicacion anterior;

B. una célula animal, vegetal, de insecto o flngica que comprende el o los vectores o complejo de cualquier
reivindicacién anterior; o

C. una célula procariota que comprende el vector o los vectores o complejo de cualquier reivindicacion
anterior, en donde la célula no es una célula de Klebsiella (opcionalmente, en donde la célula no es una
célula bacteriana, por ejemplo, una célula de E coli o Pseudomonas) que comprende secuencias de
nucleétidos endoégenas que codifican los polipéptidos de a) a €) como se cita en la reivindicacion 1.

8. Una composicién (opcionalmente, una composicion in vitro o en donde la composicién esta contenida en un
recipiente médico) que comprende el o los vectores citados en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 0 6, o €l
complejo citado en la reivindicacion 5 o 6, o la célula citada en |a reivindicacion 7.

9. Vector(es), complejo, célula(s) o composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en un
método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién en un ser humano, animal o planta, en donde el método
comprende

I)  poner en contacto la célula con el o los vectores, complejo, células o composiciéon de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8;

II)  permitir la introduccion en la célula del o de los vectores o complejo, mediante lo cual los polipéptidos y el ARNcr
se expresan en la célula;

en donde el ARNcr forma un complejo con el o los polipéptidos para guiar el complejo a la secuencia diana; en donde
el complejo modifica las células diana, en donde dicho contacto comprende administrar el o los vectores, complejo,
células o composicion al sujeto y en donde la modificacién trata o previene la enfermedad o afeccion;

opcionalmente, en donde:
el sujeto es un ser humano o un animal, y/o

la modificacion: (i) afiade una nueva funcionalidad a las células, opcionalmente la modificacién regula al alza o regula
a la baja (en particular, regula a la baja, por ejemplo, bloquea) la expresién de un gen en las células; o (i} modula la
expresion de una secuencia de nucleétidos contenida en un cromosoma o episoma (opcionalmente, un plasmido) de
la célula.

10. Un método in vitro para tomar como diana un polinucleétido (opcionalmente, en una célula), comprendiendo el
método

a) poner en contacto el polinucledtido con el complejo de la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6;

b) en donde el complejo es guiado a una secuencia diana contenida en el polinucleétido para modificar el
polinucleétido o la replicacién del mismo; opcionalmente

en donde el polinucleétido esta contenido en un cromosoma o un episoma (opcionalmente, un plasmido); ademas,
opcionalmente, en donde el método inhibe la replicacion del polinucleétido.

11. Un kit que comprende

a) los polipéptidos como se citan en la reivindicacidén 5 o la reivindicacion 6; o el o los vectores como se citan
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;y
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b) un crRNA, o uno o mas acidos nucleicos que codifican un ARNcr, en donde el ARNcr comprende un
espaciador que es cognado a un primer protoespaciador en una secuencia diana, y en donde el ARNcr
es cognado a un PAM que tiene una de las secuencias citadas en la reivindicacién 6(b);

en donde dichos polipéptidos son operativos para su uso con el ARNcr para formar un complejo de ribonucleoproteina
para tomar como diana el protoespaciador en un polinucleétido.

12. Un método in vitro de control transcripcional o replicacion de un ADN diana, que comprende poner en contacto el
ADN diana con el complejo de la reivindicacion 5 o |a reivindicacién 6, en donde el complejo estéd desprovisto de una
nucleasa de ADN y el complejo se une al ADN diana, controlando de este modo la transcripcion o replicacion del ADN
diana; opcionalmente, en donde el ADN esta contenido en un cromosoma o un episoma (opcionalmente, un plasmido).

13. Un método in vitro para controlar la transcripcién de un ARN diana, que comprende poner en contacto el ARN
diana o un ADN que codifica el ARN con el complejo de la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6, en donde el complejo
se une al ARN o ADN diana, controlando de este modo la transcripcion del ARN diana; opcionalmente, en donde el
ADN esta contenido en un cromosoma o0 un episoma (opcionalmente, un plasmido).

14. Un método in vitro para modificar la transcripcién de una region de un ADN, que comprende poner en contacto
dicho ADN con el complejo de la reivindicacién 5 o la reivindicacién 6, en donde el ADN comprende una secuencia
protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene una de las secuencias citadas en la reivindicacion
6(b), por lo que el complejo se une al ADN en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia
espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que el complejo regula al alza o a la baja la transcripcion de la regién
de ADN o de un gen adyacente, en particular regula a la baja la transcripcion.

15. Un método in vitro para modificar un ADNds diana de una célula sin introducir roturas en el ADNds, comprendiendo
el procedimiento producir en la célula el complejo de la reivindicaciéon 5 o la reivindicacién 6, en donde el complejo se
dirige a un ADNds diana contenido en la célula, comprendiendo el ADNds diana una secuencia protoespaciadora
flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene una de las secuencias citadas en la reivindicacion 6(b), por lo que
el complejo se une al ADNds en la regién definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del
ARNCcr al protoespaciador, por lo que el ADNds se modifica sin introducir roturas en el ADNds.

16. Un método in vitro para inhibir el crecimiento o la proliferacién de una célula sin introducir roturas letales en el
ADNds, comprendiendo el procedimiento producir en la célula el complejo de la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6,
en donde el complejo se dirige a un ADN diana contenido en la célula, comprendiendo el ADN diana una secuencia
protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene una de las secuencias citadas en la reivindicacion
6(b), por lo que el complejo se une al ADN en la region definida por la unién complementaria de una secuencia
espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que se inhibe la replicaciéon del ADN sin introducir roturas letales en
el ADNds en el ADN, inhibiendo de este modo el crecimiento o la proliferacién de una célula.

17. Un complejo de la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6 para su uso en un método para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién en un sujeto humano, animal, vegetal o fungico, comprendiendo el método:

(a) un método de control transcripcional o replicacién de un ADN diana, que comprende poner en contacto el ADN
diana con el complejo, en donde el complejo esta desprovisto de una nucleasa de ADN y el complejo se une al ADN
diana, controlando de este modo la transcripcion o replicacién del ADN diana; opcionalmente, en donde el ADN esta
contenido en un cromosoma o un episoma (opcionalmente, un plasmidoy);

(b) un método para controlar la transcripcién de un ARN diana, que comprende poner en contacto el ARN diana o
un ADN que codifica el ARN con el complejo, en donde el complejo se une al ARN o ADN diana, controlando de este
modo la transcripcion del ARN diana; opcionalmente, en donde el ADN esta contenido en un cromosoma o un episoma
(opcionalmente, un plasmido);

(¢) un método para modificar la transcripcion de una region de un ADN, que comprende poner en contacto dicho
ADN con el complejo, en donde el ADN comprende una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por
un PAM que tiene una de las secuencias citadas en la reivindicacién 6(b), por lo que el complejo se une al ADN en la
region definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que
el complejo regula al alza o a la baja la transcripcion de la region de ADN o de un gen adyacente, en particular regula
a la baja la transcripcion;

(d) un método para modificar un ADNds diana de una célula sin introducir roturas en el ADNds, comprendiendo el
método producir en la célula el complejo, en donde el complejo se dirige a un ADNds diana contenido en la célula,
comprendiendo el ADNds diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por un PAM que tiene
una de las secuencias citadas en la reivindicacion 6(b), por lo que el complejo se une al ADNds en la regién definida
por la unidbn complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que el ADNds se
modifica sin introducir roturas en el ADNds; o

(e) un método para inhibir el crecimiento o la proliferacién de una célula sin introducir roturas letales en el ADNds,
comprendiendo el método producir en la célula el complejo, en donde el complejo se dirige a un ADN diana contenido
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en la célula, comprendiendo el ADN diana una secuencia protoespaciadora flanqueada en su extremo 5' por un PAM
que tiene una de las secuencias citadas en la reivindicacién 6(b), por lo que el complejo se une al ADN en la regién
definida por la unién complementaria de una secuencia espaciadora del ARNcr al protoespaciador, por lo que se inhibe

la replicacién del ADN sin introducir roturas letales en el ADNds en el ADN, inhibiendo de este modo el crecimiento o
la proliferacién de una célula;

en donde las células del sujeto comprenden dicho ADN o ARN vy las células median la enfermedad o afeccién.
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