Table S1: DNA and protein sequences of FoKIl nuclease domain variants

Fokl_WT nuclease domain

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT

ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
[TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGA
[TGAAATGCAACGATATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATATCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
[TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG

VIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMQRYVEENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHITN
CNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF




Fokl nuclease domain mutant DA (Cathoman Lab)*

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGA
TGAAATGCAAGATTATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATGCCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGAADEMQDYVEENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHITN
CNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Fokl nuclease domain mutant RV (Cathoman Lab)*

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCACG
TGAAATGCAACGATATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATATCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATGTCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGQAREMQRYVEENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHVT
NCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF




Fokl nuclease domain mutant EL (Sangamo)?

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGA
TGAAATGGAACGATATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATCTCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMERYVEENQTRNKHLNPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHITN
CNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Fokl nuclease domain mutant KK(Sangamo)?

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGA
TGAAATGCAACGATATGTCAAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATATCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATAAAACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMQRYVKENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHKT
NCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF




Fokl nuclease domain mutant REL (PBPL/JHU)?

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCACG
TGAAATGGAACGATATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATCTCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATATCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGQAREMERYVEENQTRNKHLNPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHITN
CNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Fokl nuclease domain mutant DKK (PBPL/JHU)?

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG

AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGA
TGAAATGCAAGATTATGTCAAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATATCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATAAAACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
[TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMQDYVKENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHKT
NCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF




Fokl nuclease domain mutant RVEL (PBPL/JHU)?

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCACG
TGAAATGGAACGATATGTCGAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATCTCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATETCACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGATT]
AAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGQAREMERYVEENQTRNKHLNPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHVT
NCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Fokl nuclease domain mutant DAKK (PBPL/JHU)?

[DNA Sequence:
CAACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATAT
ATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTGATTACGGTGTGATCGTGGATACTAAAGCTTATAGCGGAGGTTATAATCTGCCAATTGGCCAAGCAGA
TGAAATGCAAGATTATGTCAAAGAAAATCAAACACGAAACAAACATGCCAACCCTAATGAATGGTGGAAAGTCT
ATCCATCTTCTGTAACGGAATTTAAGTTTTTATTTGTGAGTGGTCACTTTAAAGGAAACTACAAAGCTCAGCTTAC
ACGATTAAATCATAAAACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTAATTGGTGGAGAAATGAT
[TAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGATAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
VIVDTKAYSGGYNLPIGAADEMQDYVKENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHKT
NCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF




Fokl nuclease domain variant with Stsl segment
containing REL mutations (PBPL/JHU)?

[DNA Sequence:
GGACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATA
TATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTgattgtgcaattattcttgattcaaaagcttactcagaaggctttccactcactgectcccacacacgagetatggaaagatatttgagg
caatttacagagcgaaaagaagaactcaagccaacgtggtgggatattgctccagaacatttagacaatacatatttcgettacgtttctgggagttt
ttcgggtaattataaggaacagttacaaaaatttaggcaagatACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTA
ATTGGTGGAGAAATGATTAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGA
TAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
\VILDSKAYSEGFPLTASHTRAMERYLRQFTERKEELKPTWWDIAPEHLDNTYFAYVSGSFSGNYKEQLQKFRQDTNCN
GAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Fokl nuclease domain variant with Stsl segment
containing DKK mutations (PBPL/JHU)?

[DNA Sequence:
GGACTAGTCAAAAGTGAACTGGAGGAGAAGAAATCTGAACTTCGTCATAAATTGAAATATGTGCCTCATGAATA
TATTGAATTAATTGAAATTGCCAGAAATTCCACTCAGGATAGAATTCTTGAAATGAAGGTAATGGAATTTTTTATG
AAAGTTTATGGATATAGAGGTAAACATTTGGGTGGATCAAGGAAACCGGACGGAGCAATTTATACTGTCGGATC
TCCTATTgattgtgcaattattcttgattcaaaagcttactcagaaggctttccactcactgectecccacacagatgetatgggagattatttgaaac
Qatttacagagcgaaaagaagaaataaagccaacgtggtgggatattgctccagaacatttagacaatacatatttegettacgtttctgggagtttt
tcgggtaattataaggaacagttacaaaaatttaggcaaaaaACTAATTGTAATGGAGCTGTTCTTAGTGTAGAAGAGCTTTTA
ATTGGTGGAGAAATGATTAAAGCCGGCACATTAACCTTAGAGGAAGTGAGACGGAAATTTAATAACGGCGAGA
TAAACTTTTAA

[Protein Sequence:
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYG
\VILDSKAYSEGFPLTASHTDAMGDYLKQFTERKEEIKPTWWDIAPEHLDNTYFAYVSGSFSGNYKEQLQKFRQKTNCN
GAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Helices a4 and a5 are highlighted in yellow color; Stsl segment incorporated into Fokl nuclease domain is shown
in blue.
1Szczepek et al 2007; *Miller et al 2007; *This artilce



