GGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGT

Sequsence primer

ACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAG

%

Bbsl Bbsl
GA CGAAAvCACCGGG TCTTCGAGAAGACCTvGTTTTAGAGCTAGAAA TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA

gRNA cloning site

U6 terminator

Xbal
AAATAAGGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCTCTAGAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGA

[Human U6 promoter S

CTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTG

{Human U6 promoter 24

GCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCATCGTACGCGTACG TGTTGTTTTAGAGCTAGAAATAG CAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGG TGCTTTTTTGT

U6 terminator

{Human U6 promoter

Kpnl _
TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCGGTACCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTG

(cBh ¢




