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Figure S2. Sequence alignments of 101 bp region of all indel-containing amplicons from Cas9/gRNA-
ex11-treated cells arranged in order of (a) increasing deletion size and (b) decreasing insertion size. The
wild-type (WT) DNA sequence and corresponding amino acid sequence of this region is shown at the top
of each list, PAM sequence in red, gRNA target region in blue, insertions highlighted in green.
Nucleotides in intron 10 are shown in lowercase, and nucleotides in exon 11 are shown in uppercase.
Note that the two essential guanosine residues of the S. pyogenes Cas9 NGG PAM sequence are the first
two nucleotides of the glycine codon at position 480 in CFTR.

a) List of gRNA-ex11 deletions

Me t M MetGly roSerGluGLyLysIleLysHisSerGlyArgIleSerPheCysSerGln
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG  WE

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG . AGCCTTCAGAGGGTARAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG ~01
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTT . AGAGGGTARAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG ~01

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTARR . TTAAGCACAGTGGAAGAATT . CATTCTGTTCTCAG ~02
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCT . . AGAGGGTARAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG ~02
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCT . . AGAGGGTARAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG ~02

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGEEACAACTG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGE
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGE
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGE
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGEAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAR
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACT

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
qqttttatttccaqACTTCACTTCTAATGATGATTATGGFxFTAF”FFACCC
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACT
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGE .. . TAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG GAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACT GGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG -13

b) List of gRNA-ex11 insertions

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG  WE
PEEEEEEEEEEE e e bl R R AR AN

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTJCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG +01
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTECAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG +01
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGGACTGGAGCCGTHCA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTRCAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG AGCCTTRCAGA

AGCCTT|
AGCCTT|
AGCCTT|
AGCCTTfCA
AGCCTTfCA
AGCCTTfCA
AGCCTTfCA

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG

TAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG +01
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTRCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG +01
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTRCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG +01
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ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTERAG

B8 -EEE~ ~HTE7B8ACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAG +02

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACT

qqttttatttccaqAcTTcAcTTcTAATGATGATTATGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAR

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG

qqttttatttccaqACTTCACTTCTAATGATGATTATGGFWFAtF“FFtCFC““

ggttttatttocaghCTICACTTCTAMTGATGATTATGGE

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT.ATG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT .ATG. CTGGAG
ggttttatttccagACTTCACTICTAATGATGATTATGECACAA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAR
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGG

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTAT. .
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTAT. .
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGE,
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTAT. .

qqttttatttccaqACTTCACTTCTAATGATGATTATGGFWF
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATG. .
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATG. .
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATG. .

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAR
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT. . . ..
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT
ggttttatttocagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGEAGAA
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAR
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG! ACTG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGC
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT. . . ..
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGAT
ggttttatttccagACTTCACTTCT. . ...... .
gt tttatt tocagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!

ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!
qqttttatttccaqAcTTcAcTTcTAATGATGATTATGGFxf«
ggttttatttccagACTTCACTTCT
gt tEtatt tocagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGEAG
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGG!
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG. .C
ggttttatttccagACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAG

cagttta..tcaa
cagttta..tcaa
ggttttatttocaghCTTCAC
ggttttatttccagACTTCACTT. .
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SNP SNP Xhol v  PAM Fsos clal

Donor attofalggc-69bp-ATGEIGATTATGGGAGAACT[CIGAGCCTTCAGAGGGTAARATTAAG 6 9bp-AT[CTTTGGTGTTTCCTATGATGAATAT[CIGATAC
|
No. of |
Amplicons |
18 [lgc-690p-ATGETGATTATGGGAGAACT|CIGAGCCTTC AGAGGGTARAATTARG- 6 9bp-AT[CTT|TGGTGTTTCCTATGATGAATAT[]
1 logc-690p-ATAETGATTATGGGAGAACT|CIGAGCCTEAGAGGGTAAAATTARG- 6 9bp-AT[CTT|TGGTGTTTCCTATGATGAATAT[]
2 logc-690p-ATGETGATTATGGGAGAACT|CIGAGCCTTCE=T|GGGTAAAATTARG- 6 9bp-AT[CTT|TGGTGT TTCCTATGATGAATAT[]]
2 logc-690p-ATCETGATTATGGGAGAACT|CIGAGCCE=TAGAGGGTAAAATTARG- 6 9bp-AT[CTT|TGGTGT TTCCTATGATGAATAT[]]
1 [logc-690p-ATGETGATTATGGGAGAACT|CIGAGCCTTC AGAGGGTAAAATTARG- 6 9bp-AT[CTTHGGTGTTTCCTATGATGAATAT[]]
2 lgc-690p-ATAETGATTATGGGAGAACTIC[GAGCCTTCAGAGGGTARAATTARG- 6 9bp-AT[CTTTGGTGTTTCCTATGATGAATAT[C]
1 lgc-690p-ATAETGATTATGGGAGAACT]C[GAGCCTTCAGAGGGTARAATTARG- 6 9bp-AT[CTTTGGTGTTTCCTATGATGAATAT[C]
|
1 [ErGATTATGGGAGAACT[C|GAGCCTTC AGAGGGTAARATTAAG 6 9bp-AT[CTT|TGGTGTTTCCTATGATGAATAT[]
2 [ErGATTATGGGAGAACT[CGAGCCTTC AGAGRGTAARATTARG- 6 9bp-AT[CTT|TGGTGT TTCCTATGATGAATAT[]
|
3 AGAGGGTAARATTAAG-69bp-AT[CTTTGGTGTTTCCTATGATGAATAT
2 [—|2GAGGGTAAAATTAAG- 6 9bp-ATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATAT[]]
|
4 AGAGGGTAAAATTAAG-69bp-ATCTT|
|
7 [lgc-690p-ATGETGATTATGGGAGAACT]C[GAGCCTTC
1 lgc-690p-aTadreaTTaTcccAGAACTClGAGCCET]
4 Blgc-690p-ATEdreaTTATGGGAGRACT]ClGAGCCTEE Tmmm ===
3 lgc-690p-aTddreaTTaTGEGAGAACTC[GAGCCTTC
2 lgc-690p-aTddreaTTATGGGAGAACTC[GAGCCTTCH
|
1 [grearTaTeecacancTfgsacecTTd |
1 [grearraTeeeacaacTdeaccetf=
|
1 [CleacecTTcfg
1 [ClercecTTcfg
|
1 [CleaceeTTe
|
2 Bl
1

Figure S3. Sequence alignments of selected amplicons from Cas9/gRNA-ex11/donor-treated cells
arranged in same order as Figure 2. Residues boxed in yellow are sequence differences in donor
which are incorporated into the genome by HDR. Residues boxed in green and blue are insertions
and deletions due to NHEJ repair respectively. Two 69bp regions, one either side of the gRNA
target site, are identical to target sequence in all amplicons and omitted for clarity.



