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sugieren que Nme2Cas9 tiene una tolerancia muy baja para los desajustes, particularmente en su

secuencia semilla.

3. Eficiencia de la edicion gendmica de Nme2Cas9

Nme2Cas9 se uso para dirigirse a cuarenta (40) sitios objetivo diferentes en todo el

5 genoma humano en células HEK293T mediante el uso de transfecciones transitorias. Tabla 4.

Tabla 4: Sitios objetivo Nme2Cas9 de células HEK293T representativas

’ Nombr Indeles con
NuLner g i‘zfol Secuencia Espaciadora PAM Locus rl’fg:rg“gg C’;‘l;);?ig:%r(:gE Cebador FW TIDE Cebador RV TIDE
Cas9 (%)
1 |t GGTTCTGGGTACTTTTATCTGTCC | CCTCCACC | AAVSL 02 AAVSL TIDEL | TGGCTTAGCACCTCTCCAT AGAACTCAGGACCAACTTATTCTG
TAGACGA
2 |t GTCTGCCTAACAGGAGGTGGGGGT | A AAVSL 1 AAVSL TIDEL | TGGCTTAGCACCTCTCCAT AGAACTCAGGACCAACTTATTCTG
GAATATCAGGAGACTAGGAAGGA
3 | 7185 G GAGGCCTA | AAVsL 15 AAVSL TIDEL | TGGCTTAGCACCTCTCCAT AGAACTCAGGACCAACTTATTCTG
LINCO158 LINCO1588_TID
4| Ts6 GCCTCCCTGCAGGGCTGCTCCC CAGCCCAA | 8 20 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
5 | TS10 | GAGCTAGTCTTCTTCCTCCAACCC | GGGCCCTA | AAVSL 35 AAVSLTIDEL _| TGGCTTAGCACCTCTCCAT AGAACTCAGGACCAACTTATICTG
GGGGCCA
6 | TS11 | GATCTGTCCCCTCCACCCCACAGT | © AAVSL 9 AAVSL TIDEL | TGGCTTAGCACCTCTCCAT AGAACTCAGGACCAACTTATTCTG
GGCCCAAATGAAAGGAGTGAGAG
7 |12 |e TGACCCGA | AAVSL 10 AAVSL TIDE2 | TCCGTCTTCCTCCACTCC TAGGAAGGAGGAGGCCTAAG
8 | TS13__ | GCATCCTCTTGCTTTCTITGCCTG | GACACCCC | AAVSL 2 AAVSL_TIDE2 | TCCGTCTTCCTCCACTCC TAGGAAGGAGGAGGCCTAAG
LINCO158 LINCO1588_TID
9 | 7516 | GGAGTCGCCAGAGGCCGGTGGTGG | ATTTCCTC | 8 28 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
LINCO158 LINCO1588_TID
10 | 7517 | GCCCAGCGGCCGGATATCAGCTGC | CACGCCCG | 8 02 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
11| 7518 | GGAAGGGAACATATTACTATIGC | TTTCCCTC | CYBB 1 NTS55_TIDE TAGAGAACTGGGTAGTGTG CCAATATTGCATGGGATGG
12| T519 | GTGGAGTGGCCTGCTATCAGCTAC | CTATCCAA | CYBB 6 NTS55_TIDE TAGAGAACTGGGTAGTGTG CCAATATTGCATGGGATGG
3 | 7520 | GAGGAAGGGAACATATTACTATTG | CTTTCCCT | CYBB 112 | NTS55 TIDE TAGAGAACTGGGTAGTGTG CCAATATTGCATGGGATGG
4| Ts21__| GTGAATTCTCATCAGCTAAAATGC | CAAGCCTT | CYBB 1 NTS55_TIDE TAGAGAACTGGGTAGTGTG CCAATATTGCATGGGATGG
5 25 | GCTCACTCACCCACACAGACACAC | ACGTCCTC | VEGF A 156 | VEGF TIDE3 | GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
6 | 7526 | GGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG | TTTTCCTG | CFTR 2 hCFTR_TIDEL | TGGTGATTATGGGAGAACTGGAGC | ACCATTGAGGACGTTTGTCTCAC
7| 1527 | GCTCAGTTTTCCTGGATTATGCCT | GGCACCAT | CFTR 4 hCFTR_TIDEL _| TGGTGATTATGGGAGAACTGGAGC | ACCATTGAGGACGTTTGTCTCAC
GCGTTGGAGCGGGGAGAAGGCCA
18 71531 |6 GGGTCACT | VEGFA 9 VEGF_TIDE3 | GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
LINCO158 LINCO1588_TID
19 | T34 | seeccececAGATAGCTGCAGGGE | Gaaaecee | 8 0 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
LINCO158 LINCO1588_TID
20 | 7535 | sccecacceescaeeaceTeccTee | AsaeTae | 8 0 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
LINCO158 LINCO1588_TID
21 | 7536 | eceTescascTeATATCCGGCCGE | TaGGCGTC | 8 0 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
LINCO158 LINCO1588_TID
22 | 1537 | sccoceeeaceaceTaAGCCAGE | cocaeana | 8 05 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
GGCGCGA | LINCO158 LINCO1588_TID
3 | 1538 | GTeeTccccAGeccaaAccaeeae | © 8 2 E AGAGGAGCCTTCTGACTGCTGCAGA | ATGACAGACACAACCAGAGGGCA
4| Ts4 GTCAGATTGGCTTGCTCGGAATTG | CCAGCCAA | AGA 3 AGA_TIDEL GGCATAAGGAAATCGAAGGTC CATGTCCTCAAGTCAAGAACAAG
5 44| GCTGGGTGAATGGAGCGAGCAGCG | TCTTCGAG | VEGF, 3 VEGF_TIDE3 __| GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
26 4 GTCCTGGAGTGACCCCTGGCCTTC | TCCCCGCT | VEGFA 74 VEGF_TIDE3 __| GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
27 4 GATCCTGGAGTGACCCCTGGCCTT | CTCCCCGC | VEGF 6 VEGF_TIDE3 __| GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
28 4 GTGTGTCCCTCTCCCCACCCGTCC | CTGTCCGG | VEGF 231 | VEGF_TIDE3 | GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
GTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGG
29 |Ts48 |6 GTCACTCC | VEGFA 2 VEGF_TIDE3 | GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
GCGTTGGAGCGGGGAGAAGGCCA
0 |19 |G GGGTCACT | VEGFA 4 VEGF_TIDE3 | GTACATGAAGCAACTCCAGTCCCA | ATCAAATTCCAGCACCGAGCGC
31| TS50 | GTACCCTCCAATAATTTGGCTGGC | AATTCCGA | AGA 6 AGA_TIDEL GGCATAAGGAAATCGAAGGTC CATGTCCTCAAGTCAAGAACAAG
CAAGCCA
32 | TS51 | GATAATTTGGCTGGCAATTCCGAG | A AGA 45 AGA_TIDEL GGCATAAGGAAATCGAAGGTC CATGTCCTCAAGTCAAGAACAAG
Ts58
33 | (os1) | ccacseeccaseTaTeeTTeTeTg | GGCGGCCTC | VEGFA 5 VEGF _TIDE4 ACACGGGCAGCATGGGAATAGTC GCTAGGGGAGAGTCCCACTGTCCA
TS50 GGGGCCA | veora GTAGGGTGTGATGGGAGGCTAAG
34 | (0S12) | GAATGGCAGGCGGAGGTTGTACTG | G 115 | VEGF TIDE5 | CCTGTGTGGCTTTGCTTTGGTCG c
TSE) | GAGTGAGAGAGTGAGAGAGAGAC | CGGGCCA | Uiora GTAGGGTGTGATGGGAGGCTAAG
35 | (os13) | A G 3 VEGF_TIDE5 | CCTGTGTGGCTTTGCTTTGGTCG c
Ts6l GTAGGGTGTGATGGGAGGCTAAG
36 | (0s14) | cTeAccAGGCAccTGTaCCAACAT | GBGCCCEC | VEGFA 35 VEGF_TIDES CCTGTGTGGCTTTGCTTTGGTCG c
Ts62 AGACCGAGTGGCAGTGACAGCAA
37 | (os15) | ceeTeseeseTecaTaccccacee | GGCTCCAT | VEGFA 34 VEGF_TIDEG GGAGGAAGAGTAGCTCGCCGAGG G
TS63 AGGCCCA | veorn
38 | (DS16) | GCATGGGCAGGGGCTGGGGTGCAC | G 16 VEGF_TIDE7 | AGGGAGAGGGAAGTGTGGGGAAGG | GTCTTCCTGCTCTGTGCGCACGAC
Tsed AAGCCCA | Eancy
39 GAAAATTGTGATTTCCAGATCCAC | A 7 Fanc)_TIDES GTTGGGGGCTCTAAGTTATGTAT CTTCATCTGTATCTTCAGGATCA
40 | 7565 | GAGCAGAAAAAATTGTGATTTCC | AGATCCAC | FANCI 0 Fanc)_TIDES GTTGGGGGCTCTAAGTTATGTAT CTTCATCTGTATCTTCAGGATCA
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72 horas después de la transfeccion, las células se recolectaron seguido de la extraccion

de ADNg y la amplificacion selectiva del locus objetivo. Se utilizd un andlisis de Seguimiento

de Indeles mediante descomposicion (TIDE) para medir las tasas de indeles en cada locus. Se
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observo una edicion eficiente por Nme2Cas9, a pesar de que las tasas de indel variaron
significativamente dependiendo de la secuencia objetivo y el locus. Figura 38A. Ademas, la
afinidad de Nme2Cas9 por los sitios objetivo cerca a/en loci terapéuticamente relevantes tales

como CYBB (mutaciones causan la enfermedad granulomatosa cronica ligada al cromosoma X) y

68



