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Figure S1. Characterization of dCas9-EGFP knock-in mice.

(A) Genotyping results of the dCas9-EGFP knock-in mouse strain. (B) RNA

expression analysis of dCas9 in different dCas9-EGFP mouse tissues by RT-gPCR.

The data are presented as relative expression level after normalization with GAPDH.

(C) The Western blotting analysis of dCas9-EGFP protein expression in different

mouse tissues. The o-tubulin was used as a loading control. (D) FACS gating

strategies for mouse bone marrow, spleen, and thymus. (E) FACS detection of GFP

fluorescence in different immune cells from dCas9-EGFP mice. The data were

obtained from at least two mice for each experiment.

Figure S2. Visualizing telomere dynamics in dCas9 knock-in mouse liver.

(A) The schematic of in vivo CRISPR imaging of telomeres in dCas9-EGFP mouse

livers. (B) Representative images for control gRNA and without gRNA in dCas9-EGFP

mouse liver. (C) Representative trajectories of telomeres in one hepatocyte of

dCas9-EGFP mouse liver (scale bar, 5 ym) and trajectories of three individual

telomeres with different confined regions (scale bars, 200 nm). The trajectory length is

474 frames. See also Movie S1. The data were obtained from at least two mice for

each experiment.

Figure S3. CRISPR in vivo imaging of major satellites and a single genomic

locus in X chromosome in dCas9-EGFP knock-in mice.

(A) Labeling of major satellite in hepatocytes of dCas9-EGFP mice. TagBFP-TRF1

was used as control. Histograms of major satellite foci number distribution in individual

nucleus (lower panel). (B) Labeling of a single genomic locus in X chromosome in



dCas9-EGFP mice. Representative images for labeling in male and female mice (left

panel). Histograms of foci number distribution in individual nucleus of male and

female mice (lright panel). The data were obtained from at least two mice for each

experiment.

Figure S4. Compare the telomere dynamics in vivo and in vitro.

(A) The schematic of CRISPR imaging and interference (CRISPRIi) strategy in

dCas9-EGFP mouse. (B) RT-gPCR analysis of TRF1 repression by CRISPRI. The

data are presented as relative expression fold change comparing TRF1 gRNA and

control gRNA injected dCas9-EGFP mice. (C) MSD curves of individual telomeres

(colored curves) and the average MSD curves (bold black curve with shaded area

indicating = SE) as a function of time interval between observations. The upper red

dashed line: slope=0.5. The bottom red dashed line: slope=0. (D) The left panel is

MSD curves of individual telomeres (colored curves) and the average MSD curves

(bold black curve with shaded area indicating + SE) as a function of time interval

between observations for HepG2 cells in matrix gel cultured for 72 hours. The upper

red dashed line: slope=0.5. The bottom red dashed line: slope=0. The right panel is

distribution of a values calculated for individual telomeres of HepG2 cultured on plate

(blue) and in Matrix gel for 72h (green). (E) Summary of MSD analysis (Data are

shown as mean + SD)



Table S1: Primer sequences

Name Sequence Note
Rosa-SG GGCATTCTACACGTTATTGCTGG Knock-in site
TRF1-re-SG1 CACGGCGCCAGCTGAGGCA Repression site
TRF1-re-SG2 GAAGGCTCGGCACAGAGAC Repression site
TRF1-re-SG3 GGGACGCGCCGAGCCGTGA Repression site
Telo-sg GTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA Labeling site, telomeres
Majset-sg CCATATTCCACGTCCTACAG Labeling site, major satellites
X386-sg CACACACAGCAGAGGATGTG Labeling site, X chromosome
P1 GTACACATCTGTAAAAGGTGGTTCC Genotyping primer
P2 TAGAGCACAAGCACACACAACAC Genotyping primer
P3 CCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAG Genotyping primer
P4 ATGGGCTATGAACTAATGACCCCG Genotyping primer
Genotyping primer/dCas9
PS5 TTACGAGAAGCTGAAGGGG
gPCR primer
Genotyping primer/dCas9
P6 GAACTTGTGGCCGTTTACGT
gPCR primer
P7 AAGAGAATAGCAGGCATGCTGG Genotyping primer
P8 GACTTTGGCTGTGAAGAATTTGGAT Genotyping primer
TRF1-F TTTCGTCGTACTCGTGACAGCG gPCR primer
TRF1-R GGGAGTGGAACACATCCTTCTGA gPCR primer
GAPDH-F TGAAGCAGGCATCTGAGGG gPCR primer
GAPDH-R CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG gPCR primer




Table S2: Sequences of plasmids

Rosa26-CAG-dCas9-EGFP-PA

12,775 bp

Rosa26-CAG-dCas9-EGFP-PA

tggtcctgeaactttatecgectecatecagtctattaattgttgecgggaagetagagtaagtagttegecagttaatagtttgegeaacgttgttgecattgetac
aggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcettcattcagetecggttcccaacgatcaaggegagttacatgateccccatgttgtgcaaaaaageggtta
gctectteggtectecgatcgttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggeageactgeataattctcttactgtcatgecatecgtaagat
gcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggegaccgagttgcetcttgeccggegtcaatacgggataataccgegecacat
agcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactcegtgeac
ccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgt
tgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagecggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggg
gttccgegeacatttccccgaaaagtgecacctaaattgtaagegttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcagcetcattttttaaccaatagge
cgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgtigttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactcca
acgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcegatggeccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgecgtaaageactaaategg
aaccctaaagggagcccccgatttagagettgacggggaaagecggegaacgtggegagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegcetagggege
tggcaagtgtagceggtcacgctgegegtaaccaccacacccgecgegettaatgegecgetacagggegegteccattegecattcaggetgegeaactgttggg
aagggcgatcggtgegggcectcttcgetattacgccagetggecgaaagggggatgtgetgcaaggegattaagttgggtaacgcecagggttttcccagtcacgac
gttgtaaaacgacggccagtgagcgegegtaatacgactcactatagggegaattgggtaccgatatcaggectgtgecacctectggettctgaggaccgeectg




ggectgggagaatccectteccectctteectegtgatetgeaactccagtctttctagaagatgggegggagtcttctgggeaggettaaaggetaacctggtgtgt
gggegttgtcctgcaggggaattgaacaggtgtaaaattggagggacaagacttcccacagatttteggttttgtcgggaagttttttaataggggeaaataagg
aaaatgggaggataggtagtcatctggggttttatgcagcaaaactacaggttattattgcttgtgatccgectcggagtattttccatcgaggtagattaaagac
atgctcacccgagttttatactctcctgettgagatccttactacagtatgaaattacagtgtcgecgagttagactatgtaagcagaattttaatcatttttaaagag
cccagtacttcatatccatttctcccgetecttctgeagecttatcaaaaggtattttagaacactcattttagecccattttcatttattatactggettatccaaccec
tagacagagcattggcattttccctttcctgatcttagaagtctgatgactcatgaaaccagacagattagttacatacaccacaaatcgaggetgtagetgggsce
ctcaacactgcagttcttttataactccttagtacactttttgttgatcctttgecttgatccttaattttcagtgtctatcacctctcccgtcaggtggtgttccacattt
gggcctattctcagtccagggagttttacaacaatagatgtattgagaatccaacctaaagcttaactttccactcccatgaatgectctctectttttctecatttat
aaactgagctattaaccattaatggtttccaggtggatgtctecteccccaatattacctgatgtatcttacatattgeccaggetgatattttaagacattaaaaggt
atatttcattattgagccacatggtattgattactgcttactaaaattttgtcattgtacacatctgtaaaaggtggttccttttggaatgcaaagttcaggtgtttgt
tgtctttcctgacctaaggtcttgtgagcttgtattttttctatttaagcagtgctttctcttggactggcettgactcatggceattctacacgttaattaagctagttatt
aatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgaccgeccaacgaccecceg
cccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgeccacttggeagta
catcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttectacttg
gcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatgggtcgaggtgagecccacgttctgetteactctecccatcetecccecectecccacceccaattttgtattta
tttattttttaattatttigtgcagegatgggggcggsg8888888888CECECECCaggCcegsgcsesscss8scsagesscsesscsgsscsaggegsaga
ggtgcggeggeagecaatcagageggegegetecgaaagtttecttttatggegaggeggeggeggeggeggecctataaaaagegaagegegeggeggecss
gagtcgctgegttgecttegecccgtgeccegetecgegecgectegegecgeccgecceggetetgactgaccgegttactcccacaggtgagegggegggacgs
cccttctectecgggctgtaattagegettggtttaatgacggcetegtttettttctgtggetgegtgaaagecttaaagggetccgggagggcecctttgtgeggsss
ggageggctegggggstgegtgegtgtgtstgtgegtggggagegecgegtgeggeecgegetgeceggeggetgtgagegetgegggegeggegeggggcetttg
tgegetecgegtgtgegegaggggagegeggeegggggegstgccccgeggtgegggggagctgcgaggggaacaaaggetgegtgeggggtstgtgegtsgs
ggggtgagcagggegtgtgggegeggeggtegggctgtaaccecccectgeacccccctecccgagttgetgageacggeccggcettegggtgeggggctecgts
cggggegtggegeggggctegecgtgeegggeggsgestggcggeaggtggggatgeegggrggggegsggecgectegggeeggggaggsctegggsgags
ggcgeggeggecccggagegeeggeggctgtcgaggegeggegagecgeagecattgecttttatggtaategtgegagagggegeagggacttectttgtecca
aatctggcggagccgaaatctgggaggcegecgecgeaccecctctagegggegegggegaageggtgeggegecggeaggaaggaaatgggeggggaggscc
ttcgtgegtegeegegecgecgtecccttctecatctccagecteggggetgecgeagggggacggctgecttcgggggggacggggcagggeggggtteggcttc
tggcgtgtgaccggeggctctagagectcetgetaaccatgttecatgecttcttctttttectacagetectgggeaacgtgetggttattgtgetgtcetcatcattttgg
caaagaattgattaattcgagcgaacgcgtATATCAAGCTTGCGGTACCGCGGGCCCGGGGECCACCATGGCTAGCCCCAAAAAGAA
GAGGAAAGTGGACAAGAAGTATTCTATCGGACTGGCCATCGGGACTAATAGCGTCGGGTGGGCCGTGATCACTGACGAG
TACAAGGTGCCCTCTAAGAAGTTCAAGGTGCTCGGGAACACCGACCGGCATTCCATCAAGAAAAATCTGATCGGAGCTCT
CCTCTTTGATTCAGGGGAGACCGCTGAAGCAACCCGCCTCAAGCGGACTGCTAGACGGCGGTACACCAGGAGGAAGAAC
CGGATTTGTTACCTTCAAGAGATATTCTCCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCATAGGCTGGAAGAATCA
TTCCTCGTGGAAGAGGATAAGAAGCATGAACGGCATCCCATCTTCGGTAATATCGTCGACGAGGTGGCCTATCACGAGAA
ATACCCAACCATCTACCATCTTCGCAAAAAGCTGGTGGACTCAACCGACAAGGCAGACCTCCGGCTTATCTACCTGGCCCT
GGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTCAATCCTGACAATAGCGATGTGGATAAACTGTT
CATCCAGCTGGTGCAGACTTACAACCAGCTCTTTGAAGAGAACCCCATCAATGCAAGCGGAGTCGATGCCAAGGCCATTCT
GTCAGCCCGGCTGTCAAAGAGCCGCAGACTTGAGAATCTTATCGCTCAGCTGCCGGGTGAAAAGAAAAATGGACTGTTCG
GGAACCTGATTGCTCTTTCACTTGGGCTGACTCCCAATTTCAAGTCTAATTTCGACCTGGCAGAGGATGCCAAGCTGCAACT
GTCCAAGGACACCTATGATGACGATCTCGACAACCTCCTGGCCCAGATCGGTGACCAATACGCCGACCTTTTCCTTGCTGCT
AAGAATCTTTCTGACGCCATCCTGCTGTCTGACATTCTCCGCGTGAACACTGAAATCACCAAGGCCCCTCTTTCAGCTTCAAT
GATTAAGCGGTATGATGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTTAAGGCACTCGTCCGGCAGCAGCTTCCGGAGAAGTACA
AGGAAATCTTCTTTGACCAGTCAAAGAATGGATACGCCGGCTACATCGACGGAGGTGCCTCCCAAGAGGAATTTTATAAG
TTTATCAAACCTATCCTTGAGAAGATGGACGGCACCGAAGAGCTCCTCGTGAAACTGAATCGGGAGGATCTGCTGCGGAA
GCAGCGCACTTTCGACAATGGGAGCATTCCCCACCAGATCCATCTTGGGGAGCTTCACGCCATCCTTCGGCGCCAAGAGGA




CTTCTACCCCTTTCTTAAGGACAACAGGGAGAAGATTGAGAAAATTCTCACTTTCCGCATCCCCTACTACGTGGGACCCCTC
GCCAGAGGAAATAGCCGGTTTGCTTGGATGACCAGAAAGTCAGAAGAAACTATCACTCCCTGGAACTTCGAAGAGGTGG
TGGACAAGGGAGCCAGCGCTCAGTCATTCATCGAACGGATGACTAACTTCGATAAGAACCTCCCCAATGAGAAGGTCCTG
CCGAAACATTCCCTGCTCTACGAGTACTTTACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAATATGTCACCGAAGGGATGAG
GAAGCCCGCATTCCTGTCAGGCGAACAAAAGAAGGCAATTGTGGACCTTCTGTTCAAGACCAATAGAAAGGTGACCGTGA
AGCAGCTGAAGGAGGACTATTTCAAGAAAATTGAATGCTTCGACTCTGTGGAGATTAGCGGGGTCGAAGATCGGTTCAAC
GCAAGCCTGGGTACCTACCATGATCTGCTTAAGATCATCAAGGACAAGGATTTTCTGGACAATGAGGAGAACGAGGACAT
CCTTGAGGACATTGTCCTGACTCTCACTCTGTTCGAGGACCGGGAAATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCCCATCT
GTTCGACGATAAAGTGATGAAGCAACTTAAACGGAGAAGATATACCGGATGGGGACGCCTTAGCCGCAAACTCATCAAC
GGAATCCGGGACAAACAGAGCGGAAAGACCATTCTTGATTTCCTTAAGAGCGACGGATTCGCTAATCGCAACTTCATGCA
ACTTATCCATGATGATTCCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAAGTGTCTGGACAAGGTGACTCACTGCACGA
GCATATCGCAAATCTGGCTGGTTCACCCGCTATTAAGAAGGGTATTCTCCAGACCGTGAAAGTCGTGGACGAGCTGGTCA
AGGTGATGGGTCGCCATAAACCAGAGAACATTGTCATCGAGATGGCCAGGGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGACAGA
AGAACAGCAGGGAGCGGATGAAAAGAATTGAGGAAGGGATTAAGGAGCTCGGGTCACAGATCCTTAAAGAGCACCCGG
TGGAAAACACCCAGCTTCAGAATGAGAAGCTCTATCTGTACTACCTTCAAAATGGACGCGATATGTATGTGGACCAAGAG
CTTGATATCAACAGGCTCTCAGACTACGACGTGGACGCCATCGTCCCTCAGAGCTTCCTCAAAGACGACTCAATTGACAAT
AAGGTGCTGACTCGCTCAGACAAGAACCGGGGAAAGTCAGATAACGTGCCCTCAGAGGAAGTCGTGAAAAAGATGAAG
AACTATTGGCGCCAGCTTCTGAACGCAAAGCTGATCACTCAGCGGAAGTTCGACAATCTCACTAAGGCTGAGAGGGGCGG
ACTGAGCGAACTGGACAAAGCAGGATTCATTAAACGGCAACTTGTGGAGACTCGGCAGATTACTAAACATGTCGCCCAAA
TCCTTGACTCACGCATGAATACCAAGTACGACGAAAACGACAAACTTATCCGCGAGGTGAAGGTGATTACCCTGAAGTCC
AAGCTGGTCAGCGATTTCAGAAAGGACTTTCAATTCTACAAAGTGCGGGAGATCAATAACTATCATCATGCTCATGACGCA
TATCTGAATGCCGTGGTGGGAACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCAAAGCTGGAAAGCGAGTTCGTGTACGGAGACTACA
AGGTCTACGACGTGCGCAAGATGATTGCCAAATCTGAGCAGGAGATCGGAAAGGCCACCGCAAAGTACTTCTTCTACAGC
AACATCATGAATTTCTTCAAGACCGAAATCACCCTTGCAAACGGTGAGATCCGGAAGAGGCCGCTCATCGAGACTAATGG
GGAGACTGGCGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGAGATTTCGCTACCGTGCGCAAAGTGCTTTCTATGCCTCAAGTGAACA
TCGTGAAGAAAACCGAGGTGCAAACCGGAGGCTTTTCTAAGGAATCAATCCTCCCCAAGCGCAACTCCGACAAGCTCATT
GCAAGGAAGAAGGATTGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGATTCGATTCACCAACTGTGGCTTATTCTGTCCTGGTCGTGGC
TAAGGTGGAAAAAGGAAAGTCTAAGAAGCTCAAGAGCGTGAAGGAACTGCTGGGTATCACCATTATGGAGCGCAGCTCC
TTCGAGAAGAACCCAATTGACTTTCTCGAAGCCAAAGGTTACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTTATCATCAAGCTCCCAAA
GTATAGCCTGTTCGAACTGGAGAATGGGCGGAAGCGGATGCTCGCCTCCGCTGGCGAACTTCAGAAGGGTAATGAGCTG
GCTCTCCCCTCCAAGTACGTGAATTTCCTCTACCTTGCAAGCCATTACGAGAAGCTGAAGGGGAGCCCCGAGGACAACGAG
CAAAAGCAACTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATCTGGACGAGATCATTGAGCAGATTTCCGAGTTTTCTAAACGCGTC
ATTCTCGCTGATGCCAACCTCGATAAAGTCCTTAGCGCATACAATAAGCACAGAGACAAACCAATTCGGGAGCAGGCTGA
GAATATCATCCACCTGTTCACCCTCACCAATCTTGGTGCCCCTGCCGCATTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAA
CGCTATACCTCCACCAAAGAAGTGCTGGACGCCACCCTCATCCACCAGAGCATCACCGGACTTTACGAAACTCGGATTGAC
CTCTCACAGCTCGGAGGGGATGAGGGAGCTCCCAAGAAAAAGCGCAAGGTAGGTAGTTCCgtgagcaagggcgaggagctgttc
accggggtggtgcccatcectggtcgagetggacggegacgtaaacggecacaagttcagegtgtecggegagggegagggegatgecacctacggeaagetga
ccctgaagttcatctgcaccaccggeaagetgeccgtgecectggeccaccetegtgaccaccetgacctacggegtgeagtgcttcagecgetacccegaccacat
gaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgeccgaaggetacgtccaggagegceaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtga
agttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagetgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatectggggeacaagetggagtacaactacaacag
ccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggceagegtgeagcetcgecgaccac
taccagcagaacacccccatcggegacggcceccgtgetgetgeccgacaaccactacctgageacccagtecgecctgagcaaagaccccaacgagaagegeg
atcacatggtcctgctggagttcgtgaccgecgecgggatcactcteggeatggacgagetgtacaagtaaGCGGCCGCGACTCTAGAGTCGACCTG
CAGGCATGCAAGCTTactagtaactcctcaggtgcaggctgectatcagaaggtggtggctggtgtggccaatgecctggctcacaaataccactgagatc




tttttccctctgccaaaaattatggggacatcatgaagecccttgagecatctgacttctggctaataaaggaaatttattttcattgcaatagtgtgttggaatttttt
gtgtctctcactcggaaggacatatgggagggcaaatcatttaaaacatcagaatgagtatttggtttagagtttggcaacatatgceccatatgetggetgecatg
aacaaaggttggctataaagaggtcatcagtatatgaaacagccccctgetgtecattecttattccatagaaaagecttgacttgaggttagattttttttatattt
tgttttgtgttatttttttctttaacatccctaaaattttccttacatgttttactagccagatttttcctcctctcctgactactcccagtcatagetgtccctcttctctta
tgaagatccctcgacggegegectggtctaaatgtgattttgecaagcettcttcaggacctataattttgettgacttgtagccaaacacaagtaaaatgattaage
aacaaatgtatttgtgaagcttggtttttaggttgttgtgttgtgtgtgcttgtgctctataataatactatccaggggctggagaggtggctcggagttcaagagcea
cagactgctcttccagaagtcctgagttcaattcccagcaaccacatggtggetcacaaccatctgtaatgggatctgatgecectcttctggtgtgtctgaagacca
caagtgtattcacattaaataaataaatcctccttcttcttcttttttttttttttaaagagaatactgtctccagtagaatttactgaagtaatgaaatactttgtgtt
tgttccaatatggtagccaataatcaaattactctttaagcactggaaatgttaccaaggaactaatttttatttgaagtgtaactgtggacagaggagcecataac
tgcagacttgtgggatacagaagaccaatgcagactttaatgtcttttctcttacactaagcaataaagaaataaaaattgaacttctagtatcctatttgtttaaa
ctgctagctttacttaacttttgtgcttcatctatacaaagcetgaaagcetaagtctgecagecattactaaacatgaaagcaagtaatgataattttggatttcaaaa
atgtagggccagagtttagccagcecagtggtggtgcttgectttatgectttaatcccageactctggaggcagagacaggceagatctctgagtttgageccagec
tggtctacacatcaagttctatctaggatagccaggaatacacacagaaaccctgttggggaggggggctctgagatttcataaaattataattgaagceattecc
taatgagccactatggatgtggctaaatccgtctacctttctgatgagatttgggtattattttttctgtctetgetgttggttgggtcttttgacactgtgggctttcttt
aaagcctccttectgecatgtggtcetcttgtttgetactaacttcccatggettaaatggceatggcetttttgecttctaagggeagetgetgagatttgeagectgattt
ccagggtggggttgggaaatctttcaaacactaaaattgtcectttaattttttttttaaaaaatgggttatataataaacctcataaaatagttatgaggagtgagg
tggactaatattaaatgagtccctcccctataaaagagctattaaggctttttgtcttatacttaactttttttttaaatgtggtatctttagaaccaagggtcttaga
gttttagtatacagaaactgttgcatcgcttaatcagattttctagtttgtgcacaggectgatatcggtacctecagettttgttecctttagtgagggttaattgeg
cgcttggegtaatcatggtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaageataaagtgtaaagectgggsts
cctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgcegctcactgeecgetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaatcggecaacgegeggg
gagaggcggtttgcgtattgggegctctteegettectegetcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaa
tacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcecaggaaccgtaaaaaggecegegttgetggegtttt
tccataggctccgeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggegaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcccectgga
agctccctegtgegcetctectgttecgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttceteccttegggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatcet
cagttcggtgtaggtcgttcgctccaagetgggetgtgtgcacgaaccececgttcageccgaccgetgegecttatecggtaactategtettgagtccaaccegg
taagacacgacttatcgccactggcagcagcecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactac
ggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggt
agcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgetcagtggaacgaaa
actcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagta
aacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactececgtegtgtagataactac
gatacgggagggcttaccatctggccccagtgcetgeaatgataccgegagacccacgcetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaaggsg

ccgagcgcagaag




Ppb-multi sgRNA- empty-CAG-Pufc-tagBFP-KRAB

8028 hp

Ppb-multi sgRNA- empty-CAG-PUFc-TagBFP-KRAB

ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaa
agaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagg
gcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgecgtaaageactaaatcggaaccctaaagggageccccgatttagagett
gacggggaaagccggegaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegctagggegetggeaagtgtageggtcacgetgegegtaac
caccacacccgecgegettaatgegeegetacagggegegteccattegecattcaggetgegeaactgttgggaagggegateggtgegggcectcttegetatta
cgccagctggegaaagggggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgagegegegta
atacgactcactatagggcgaattgtctagattaaccctagaaagatagtctgcgtaaaattgacgcatgceattcttgaaatattgctctctctttctaaatagege
gaatccgtcgctgtgcatttaggacatctcagtcgecgettggageteccgtgaggegtgcttgtcaatgeggtaagtgtcactgattttgaactataacgaccgeg
tgagtcaaaatgacgcatgattatcttttacgtgacttttaagatttaactcatacgataattatattgttatttcatgttctacttacgtgataacttattatatatat
attttcttgttatagatatcCTCTgGAGACGatggtgagcaagggcgaggagcetgttcaccggggtggtgcccatectggtegagetggacggegacgtaaa
cggccacaagttcagcegtgtecggegagggegagggcgatgecacctacggcaagetgacectgaagcetgatctgeaccaccggeaagetgeccgtgeectgge
ccaccctegtgaccaccetgggcetacggectgeagtgcttegeecgetaccccgaccacatgaagcageacgacttcttcaagtecgecatgeccgaaggcetacgt
ccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagttcgagggegacaccctggtgaaccgeatcgagetgaaggsce
atcgacttcaaCGTCTCtAGGTagatcttgagacaaatggcagtattcatccacaaatcaactagaatgctagttattaatagtaatcaattacggggtcatt
agttcatagcccatatatggagttccgcegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgaccgeccaacgacccecgeccattgacgtcaataatgacgtat
gttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgceccacttggecagtacatcaagtgtatcatatgeccaagta
cgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggceccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttectacttggcagtacatctacgtattagtcatceg




ctattaccatgggtcgaggtgagccccacgttctgetteactctecccatcteccccccctecccacccccaattttgtatttatttattttttaattattttgtgcageg
atggeeeCesses88L888888C8CeCeCCagsCssgeCessscessscsagssscessscgssscgagscggagaggtgcggeggeagecaatcagage
ggcgegctccgaaagtttccttttatggegaggeggeggeggeggeggccctataaaaagegaagegegeggegggegggagtegetgegttgecttegeccegt
geeeegetecgegecgectegegecgeecgeeccggetetgactgaccgegttactcccacaggtgagegggegggacggeccttctectecgggetgtaattageg
cttggtttaatgacggctegtttcttttctgtggetgegtgaaagecttaaagggcetecgggagggccectttgtgegggggggageggctegggeeatecgtgcgts
tgtgtgtgegtggggagegeegegtgeggeeegegetgeccggeggetgtgagegetgegggegeggegeggggctttgtgegetecgegtgtgegegaggggag
cgeggeegggggeggtgecccgeggtgegggggggctgegaggggaacaaaggcetgegtgeggggtgtgtgegtggggagstgageaggegstgtgggegeg
gcggtegggctgtaaccccccectgeacccecctecccgagttgetgageacggeecggcttcgggtgeggggctecgtgeggggegtggcgeggggctegeegts
ccgggegeessstggeggcaggtgggggtgccgggegsggeggagecgectegggeeggggagggetcgggggaggsgegeggeggccccggagegecggc
ggctgtcgaggcegeggegagecgeagecattgecttttatggtaategtgegagagggcegeagggacttcctttgtcccaaatctggeggagecgaaatetggga
ggcgecgecgeaccecctctagegggegegggegaageggtgeggegecggeaggaaggaaatgggeggggagggcecttegtgegtegeegegeegecgtecc
cttctccatctccagectceggggctgecgeagggggacggetgecttegggggggacggggcagggegggsttcggcttctggegtgtgaccggeggctctagag
cctctgetaaccatgttcatgecttcttctttttcctacagetectgggeaacgtgetggttattgtgetgtctcatcattttggcaaagaattcggatccaggegegee
GCCACCATGGGGATCCTCCCCCCCAAGAAAAAGAGGAAGGTATCTAGAGGCCGCAGCCGCCTTTTGGAAGATTTTCGAAA
CAACCGGTACCCCAATTTACAACTGCGGGAGATTGCTGGACATATAATGGAATTTTCCCAAGACCAGCATGGGTCCAGATT
CATTCAGCTGAAACTGGAGCGTGCCACACCAGCTGAGCGCCAGCTTGTGTTCAATGAAATCCTCCAGGCTGCCTACCAACT
CATGGTGGATGTGTTTGGTAATTACGTCATTCAGAAGTTCTTTGAATTTGGCAGTCTTGAACAGAAGCTGGCTTTGGCAGA
ACGGATTCGAGGCCACGTCCTGTCATTGGCACTACAGATGTATGGCAGCCGTGTTATCGAGAAAGCTCTTGAGTTTATTCC
TTCAGACCAGCAGAATGAGATGGTTCGGGAACTAGATGGCCATGTCTTGAAGTGTGTGAAAGATCAGAATGGCAATCAC
GTGGTTCAGAAATGCATTGAATGTGTACAGCCCCAGTCTTTGCAATTTATCATCGACGCGTTTAAGGGACAGGTATTTGCCT
TATCCACACATCCTTATGGCTGCCGAGTGATTCAGAGAATCCTGGAGCACTGTCTCCCTGACCAGACACTCCCTATTTTAGA
GGAGCTTCACCAGCACACAGAGCAGCTGGTACAGGATCAATATGGAAZTTATGTAATCEAACATGTACTGGAGCACGGTC
GTCCTGAGGATAAAAGCAAAATTGTAGCAGAAATCCGAGGCAATGTACTTGTATTGAGTCAGCACAAATTTGCAAaCAAT
GTTGTGCAGAAGTGTGTTACTCACGCCTCACGTACGGAGCGCGCTGTGCTCATCGACGAGGTGTGCACCATGAACGACGGT
CCCCACAGTGCCTTATACACCATGATGAAGGACCAGTATGCCAACTACGTGGTCCAGAAGATGATTGACGTGGCGGAGCC
AGGCCAGCGGAAGATCGTCATGCATAAGATCCGGCCCCACATCGCAACTCTTCGTAAGTACACCTATGGCAAGCACATTCT
GGCCAAGCTGGAGAAGTACTACATGAAGAACGGTGTTGACTTAGGGTTGGATCCAGGTGGAGGTGGAAGCGGTATGAG
CGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGTGGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCG
AGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTC
GACATCCTGGCTACTAGCTTCCTCTACGGCAGCAAGACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTCAAGCAGT
CCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGC
CTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAGAA
AACACTCGGCTGGGAGGCCTTCACCGAGACGCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAAACGACATGGCCCTG
AAGCTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAAACATCAAGACCACATATAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGAT
GCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCAACAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAG
GTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGGCACAAGCTTAATGGTGGAGGTCGGACCGGAcccaagaag
aagaggaaggtaggaagtggaagcccaaagaaaaagcggaaagtgggcetcaccgaaaaagaagegtaaggttACCGGTGGCGGTGGCGGAGGG
ATGGATGCTAAGTCACTAACTGCCTGGTCCCGGACACTGGTGACCTTCAAGGATGTATTTGTGGACTTCACCAGGGAGGA
GTGGAAGCTGCTGGACACTGCTCAGCAGATCGTGTACAGAAATGTGATGCTGGAGAACTATAAGAACCTGGTTTCCTTGG
GTTATCAGCTTACTAAGCCAGATGTGATCCTCCGGTTGGAGAAGGGAGAAGAGCCCTAAgCGGCCGCgattaattaactgtgcect
tctagttgccagecatctgttgtttgeccctcccecgtgecttecttgaccctggaaggtgecacteccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgeatcegeatt
gtctgagtaggtgtcattctattctggggggtagggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatageaggeatgetggggatgeggtgggctct
atggctcgacatactagttaaaagttttgttactttatagaagaaattttgagtttttgtttttttttaataaataaataaacataaataaattgtttgttgaatttatt

attagtatgtaagtgtaaatataataaaacttaatatctattcaaattaataaataaacctcgatatacagaccgataaaacacatgcgtcaattttacgcatgat
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tatctttaacgtacgtcacaatatgattatctttctagggttaatctagtatacgcgtgcttttgttccctttagtgagggttaattgcgegcettggegtaatcatggtc
atagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaagceataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaacte
acattaattgcgttgcegcetcactgeccgetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaateggecaacgegeggggagaggegstttgegtattg
ggegctcttecgettectegetcactgactegetgegeteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatea
ggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcecaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetecgeccecctg
acgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccccctggaagceteectegtgegetcetect
gttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgecttteteccttcgggaagegtggegcetttctcatagetcacgetgtaggtatcetcagtteggtgtaggtegtte
gctccaagcetgggetgtgtgecacgaaccececgttcageccgaccgetgegecttatecggtaactategtettgagtccaacccggtaagacacgacttategee
actggcagcagccactggtaacaggattagcagagcegaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaaggaca
gtatttggtatctgcgctctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttge
aagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggatttt
ggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttac
caatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcettacca
tctggecccagtgcetgeaatgataccgegagacccacgcetcaccggcetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegeagaagtggtec
tgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegecaacgttgttgecattgetacaggceat
cgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcttcattcagetceggttcccaacgatcaaggegagttacatgateccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectt
cggtcctccgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggeageactgeataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgettttct
gtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgceggcegaccgagttgetcttgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatageaga
actttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgeacccaact
gatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaat
actcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttcc

gcgcacatttccccgaaaagtgecac

11




ampR promoter

ppb-multi-CAG-PUFc-Clover-KRAB
8032 bp

Ppb-multi sgRNA- empty-CAG-PUFc-Clover-KRAB

ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggecgaaatcggceaaaatcccttataaatcaaa
agaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagg
gcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgecgtaaageactaaatcggaaccctaaagggagecccegatttagagcett
gacggggaaagccggegaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegetagggegetggeaagtgtageggtcacgetgegegtaac
caccacacccgecgegettaatgegeegctacagggegegteccattegecattcaggetgegeaactgttgggaagggegateggtgegggectcttegctatta
cgccagetggcgaaagggggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgagegegegta
atacgactcactatagggcgaattgtctagattaaccctagaaagatagtctgcgtaaaattgacgcatgcattcttgaaatattgctctctctttctaaatagege
gaatccgtcgctgtgcatttaggacatctcagtegecgettggagetcccgtgaggegtgcettgtcaatgeggtaagtgtcactgattttgaactataacgaccegeg
tgagtcaaaatgacgcatgattatcttttacgtgacttttaagatttaactcatacgataattatattgttatttcatgttctacttacgtgataacttattatatatat
attttcttgttatagatatcCTCTgGAGACGatggtgagcaagggcgaggagcetgttcaccggggtggtgcccatectggtegagetggacggegacgtaaa
cggccacaagttcagegtgtecggegagggegagggcgatgecacctacggeaagetgaccctgaagetgatcetgcaccaccggcaagcetgeccgtgecctgge
ccaccctcgtgaccaccctgggcetacggectgeagtgcttcgeccgetaccccgaccacatgaageageacgacttcttcaagtecgecatgeccgaaggcetacgt
ccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagttcgagggegacaccectggtgaaccgcatcgagetgaagggce
atcgacttcaaCGTCTCtAGGTagatcttgagacaaatggcagtattcatccacaaatcaactagaatgctagttattaatagtaatcaattacggggtcatt

agttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggceccgectggetgaccgecccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtat
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gttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaagta
cgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttectacttggeagtacatctacgtattagtcateg
ctattaccatgggtcgaggtgagccccacgttctgettcactctecccatcetecccececcctecccacccccaattttgtatttatttattttttaattattttgtgeageg
atgggeeCesses88L888888C8CeCeCCagsCssgeCesssCesssCcsagssscessscsssscgagscggagaggtgcggeggeagecaatcagage
ggcegegetecgaaagtttecttttatggegaggeggeggeggeggeggecctataaaaagegaagegegeggegggegggagtegetgegttgecttegeeeegt
gececgetecgegeegectegegeegeecgecccggetetgactgacegegttactcccacaggtgagegggegggacggeccttetectecgggetgtaattageg
cttggtttaatgacggctcgtttcttttctgtggetgegtgaaagecttaaagggetecgggagggeectttgtgegggggggageggeteggggeatgegtgcgts
tgtgtgtgegtggggagegeegegtgeggeeegegetgeccggeggetgtgagegetgegggegeggegeggggctttgtgegetecgegtgtgegegaggggag
cgeggeegggggeggtgecccgeggtgegggggggctgegaggggaacaaaggcetgegtgeggggtgtgtgegtggggagstgageaggegstgtgggcgeg
geggtegggetgtaacccccccctgeaccecccteecccgagttgetgageacggeecggettegggtgeggggctecgtgeggggegtggegeggggetegeegty
ccgggegeessstggeggcaggtgggggtgccgggegsggeggageegectegggeeggggagggetcgggggaggagegeggeggccccggagegecggc
ggctgtcgaggegeggegagecgeagecattgecttttatggtaatcgtgegagagggegeagggacttectttgteccaaatctggeggagecgaaatctggga
ggcgecegeegeaccccctctagegggegegggegaageggtgeggegecggcaggaaggaaatgggeggggagggccttegtgegtegeegegecgeegteee
cttctccatctccagecteggggetgecgeagggggacggetgecttegggggggacggggcagggegggstteggcttetggegtgtgaccggeggcetctagag
cctctgctaaccatgttcatgecttcttctttttectacagetectgggeaacgtgetggttattgtgetgtcetcatcattttggcaaagaattcggatccaggegegec
gccaccATGGGGATCCTCCCCCCCAAGAAAAAGAGGAAGGTATCTAGAGGCCGCAGCCGCCTTTTGGAAGATTTTCGAAAC
AACCGGTACCCCAATTTACAACTGCGGGAGATTGCTGGACATATAATGGAATTTTCCCAAGACCAGCATGGGTCCAGATTC
ATTCAGCTGAAACTGGAGCGTGCCACACCAGCTGAGCGCCAGCTTGTGTTCAATGAAATCCTCCAGGCTGCCTACCAACTC
ATGGTGGATGTGTTTGGTAATTACGTCATTCAGAAGTTCTTTGAATTTGGCAGTCTTGAACAGAAGCTGGCTTTGGCAGAA
CGGATTCGAGGCCACGTCCTGTCATTGGCACTACAGATGTATGGCAGCCGTGTTATCGAGAAAGCTCTTGAGTTTATTCCTT
CAGACCAGCAGAATGAGATGGTTCGGGAACTAGATGGCCATGTCTTGAAGTGTGTGAAAGATCAGAATGGCAATCACGT
GGTTCAGAAATGCATTGAATGTGTACAGCCCCAGTCTTTGCAATTTATCATCGACGCGTTTAAGGGACAGGTATTTGCCTTA
TCCACACATCCTTATGGCTGCCGAGTGATTCAGAGAATCCTGGAGCACTGTCTCCCTGACCAGACACTCCCTATTTTAGAGG
AGCTTCACCAGCACACAGAGCAGCTGGTACAGGATCAATATGGAASTTATGTAATCEGAACATGTACTGGAGCACGGTCGT
CCTGAGGATAAAAGCAAAATTGTAGCAGAAATCCGAGGCAATGTACTTGTATTGAGTCAGCACAAATTTGCAAACAATGT
TGTGCcAGAAGTGTGTTACTCACGCCTCACGTACGGAGCGCGCTGTGCTCATCGACGAGGTGTGCACCATGAACGACGGTCC
CCACAGTGCCTTATACACCATGATGAAGGACCAGTATGCCAACTACGTGGTCCAGAAGATGATTGACGTGGCGGAGCCAG
GCCAGCGGAAGATCGTCATGCATAAGATCCGGCCCCACATCGCAACTCTTCGTAAGTACACCTATGGCAAGCACATTCTGG
CCAAGCTGGAGAAGTACTACATGAAGAACGGTGTTGACTTAGGGTTGGATCCAGGTGGAGGTGGAAGCGGTATGGTGA
GCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAG
CGTCCGCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCAACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCG
TGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCGTGGCCTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACG
ACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTCTTTCAAGGACGACGGTACCTACAAGACCC
GCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAA
CATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTTCAACAGCCACAACGTCTATATCACGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCA
AGGCTAACTTCAAGATCCGCCACAACGTTGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATC
GGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCCATCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCG
CGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATTACACATGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCTAGAGGGC
CCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCGGTGGAGGTCGGACCGGACCCAAGAAGAAGAGGAAGGTAGGAAGTGGAAGCCC
AAAGAAAAAGCGGAAAGTGGGCTCACCGAAAAAGAAGCGTAAGGTTACCGGTGGCGGTGGCGGAGGGATGGATGCTA
AGTCACTAACTGCCTGGTCCCGGACACTGGTGACCTTCAAGGATGTATTTGTGGACTTCACCAGGGAGGAGTGGAAGCTG
CTGGACACTGCTCAGCAGATCGTGTACAGAAATGTGATGCTGGAGAACTATAAGAACCTGGTTTCCTTGGGTTATCAGCTT
ACTAAGCCAGATGTGATCCTCCGGTTGGAGAAGGGAGAAGAGCCCTAAgcggccgcgattaattaactgtgecttctagttgccagecat
ctgttgtttgcccctcccccgtgecttecttgaccctggaaggtgecactcccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgecatcgeattgtctgagtaggtgtca
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ttctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatageaggeatgetggggatgeggtgggctetatggetcgacatact
agttaaaagttttgttactttatagaagaaattttgagtttttgtttttttttaataaataaataaacataaataaattgtttgttgaatttattattagtatgtaagtg
taaatataataaaacttaatatctattcaaattaataaataaacctcgatatacagaccgataaaacacatgcgtcaattttacgcatgattatctttaacgtacg
tcacaatatgattatctttctagggttaatctagtatacgcgtgcttttgttccctttagtgagggttaattgegegcttggegtaatcatggtcatagcetgtttcctgt
gtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagceataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegtt
gegctcactgeecgetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegcetctteegett
cctegetcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgeag
gaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecegegttgetggegtttttccataggceteegeccccctgacgageatcacaa
aaatcgacgctcaagtcagaggtggcegaaacccgacaggactataaagataccaggcegtttecccctggaagetecctegtgegetctectgtteccgacccetgee
gcttaccggatacctgtecgectttcteecttcgggaagegtggegcetttctcatagetcacgetgtaggtatctcagtteggtgtaggtegttcgeteccaagetggge
tgtgtgcacgaaccccccgttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggeageageca
ctggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggceggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggcetacactagaaggacagtatttggtatctgeg
ctctgctgaagcecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaageageagattac
gcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatc
aaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagt
gaggcacctatctcagcegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactccccgtegtgtagataactacgatacgggagggettaccatctggecccagtget
gcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegeagaagtggtectgeaactttatecge
ctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegcaacgttgttgecattgetacaggeategtggtgtcacgcete
gtcgtttggtatggcttcattcageteeggttecccaacgatcaaggegagttacatgatcceccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgategt
tgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcageactgeataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagta
ctcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgagttgctcttgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatagecagaactttaaaagtget
catcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgecacccaactgatcttcageatctt
ttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactcttectt
tttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttccecg

aaaagtgccac
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Ppb-multi sgRNA- empty-CAG-Pufc-tagBFP-KRAB-T2A-hTRF1

9414 bp

Ppb-multi sgRNA- empty-CAG-Pufc-TagBFP-KRAB-T2A-hTRF1

ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggecgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaa
agaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagg
gcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgecgtaaageactaaatcggaaccctaaagggagecccegatttagagett
gacggggaaagccggegaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegetagggegetggeaagtgtageggtcacgetgegegtaac
caccacacccgecgegettaatgegeegctacagggegegteccattegecattcaggetgegeaactgttgggaagggegateggtgegggectcttegctatta
cgccagetggcgaaagggggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgagegegegta
atacgactcactatagggcgaattgtctagattaaccctagaaagatagtctgcgtaaaattgacgcatgcattcttgaaatattgctctctctttctaaatagege
gaatccgtcgcetgtgcatttaggacatctcagtegecgettggagetcccgtgaggegtgcettgtcaatgeggtaagtgtcactgattttgaactataacgaccegeg
tgagtcaaaatgacgcatgattatcttttacgtgacttttaagatttaactcatacgataattatattgttatttcatgttctacttacgtgataacttattatatatat
attttcttgttatagatatcCTCTgGAGACGatggtgagcaagggcgaggagcetgttcaccggggtggtgcccatectggtcgagetggacggegacgtaaa
cggccacaagttcagegtgtecggegagggegagggegatgecacctacggeaagetgaccctgaagetgatcetgecaccaccggcaagcetgeccgtgecctgge
ccaccctcgtgaccaccctgggcetacggectgeagtgcttcgeccgetacceccgaccacatgaageageacgacttcttcaagtecgecatgeccgaaggcetacgt
ccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagttcgagggegacaccectggtgaaccgcatcgagetgaagggce
atcgacttcaaCGTCTCtAGGTagatcttgagacaaatggcagtattcatccacaaatcaactagaatgctagttattaatagtaatcaattacggggtcatt
agttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggceccgectggetgaccgeccaacgaccecccgeccattgacgtcaataatgacgtat

gttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgeccacttggecagtacatcaagtgtatcatatgeccaagta
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cgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttectacttggeagtacatctacgtattagtcateg
ctattaccatgggtcgaggtgagccccacgttctgettcactctecccatcetecccececcctecccacccccaattttgtatttatttattttttaattattttgtgeageg
atggeeeCessess8L888888C8CeCeCCagsCssgeCessscesssCcsagssscessscsssscgagscggagaggtgcggeggeagecaatcagage
ggcegegetecgaaagtttecttttatggegaggeggeggeggeggeggecctataaaaagegaagegegeggegggegggagtegetgegttgecttegeeeegt
gececgetecgegeegectegegeegeecgecccggetetgactgaccgegttactcccacaggtgagegggegggacggeccttcetectecgggetgtaattageg
cttggtttaatgacggctcgtttcttttctgtggetgegtgaaagecttaaagggetecgggagggeectttgtgegggggggageggeteggggeatgegtgcgts
tgtgtgtgcgtggggagegeegegtgeggeecgegetgeeeggeggetgtgagegetgegggegeggegegggecttigtgegetecgegtgtgegegaggggag
cgeggeegggggcegstgecccgeggtgegggggggctgegaggggaacaaaggcetgegtgeggggtgtgtgegtggggagstgageaggegstgtgggcgcg
geggtegggetgtaacccccccctgeacceccctecccgagttgetgageacggeecggettegggtgeggggctecgtgeggggegtggegeggggetegeegty
ccgggegeessstggeggcaggtgggggtgccgggegsggeggageegectegggecggggagggetcgggggaggagegeggeggccccggagegecggc
ggctgtcgaggegeggegagecgeagecattgecttttatggtaatcgtgegagagggegeagggacttectttgteccaaatctggeggagecgaaatctggga
ggcgecegeegeaccccctctagegggegegggegaageggtgeggegecggcaggaaggaaatgggeggggagggccttegtgegtegeegegeegeegteee
cttctccatctccagecteggggetgecgeagggggacggetgecttegggggggacggggcagggegggstteggettetggegtgtgaccggeggcetctagag
cctctgctaaccatgttcatgecttcttctttttectacagetectgggeaacgtgetggttattgtgetgtcetcatcattttggcaaagaattcggatccaggegegec
GCCACCATGGGGATCCTCCCCCCCAAGAAAAAGAGGAAGGTATCTAGAGGCCGCAGCCGCCTTTTGGAAGATTTTCGAAA
CAACCGGTACCCCAATTTACAACTGCGGGAGATTGCTGGACATATAATGGAATTTTCCCAAGACCAGCATGGGTCCAGATT
CATTCAGCTGAAACTGGAGCGTGCCACACCAGCTGAGCGCCAGCTTGTGTTCAATGAAATCCTCCAGGCTGCCTACCAACT
CATGGTGGATGTGTTTGGTAATTACGTCATTCAGAAGTTCTTTGAATTTGGCAGTCTTGAACAGAAGCTGGCTTTGGCAGA
ACGGATTCGAGGCCACGTCCTGTCATTGGCACTACAGATGTATGGCAGCCGTGTTATCGAGAAAGCTCTTGAGTTTATTCC
TTCAGACCAGCAGAATGAGATGGTTCGGGAACTAGATGGCCATGTCTTGAAGTGTGTGAAAGATCAGAATGGCAATCAC
GTGGTTCAGAAATGCATTGAATGTGTACAGCCCCAGTCTTTGCAATTTATCATCGACGCGTTTAAGGGACAGGTATTTGCCT
TATCCACACATCCTTATGGCTGCCGAGTGATTCAGAGAATCCTGGAGCACTGTCTCCCTGACCAGACACTCCCTATTTTAGA
GGAGCTTCACCAGCACACAGAGCAGCTGGTACAGGATCAATATGGAAGTTATGTAATCEAACATGTACTGGAGCACGGTC
GTCCTGAGGATAAAAGCAAAATTGTAGCAGAAATCCGAGGCAATGTACTTGTATTGAGTCAGCACAAATTTGCAAaCAAT
GTTGTGCcAGAAGTGTGTTACTCACGCCTCACGTACGGAGCGCGCTGTGCTCATCGACGAGGTGTGCACCATGAACGACGGT
CCCCACAGTGCCTTATACACCATGATGAAGGACCAGTATGCCAACTACGTGGTCCAGAAGATGATTGACGTGGCGGAGCC
AGGCCAGCGGAAGATCGTCATGCATAAGATCCGGCCCCACATCGCAACTCTTCGTAAGTACACCTATGGCAAGCACATTCT
GGCCAAGCTGGAGAAGTACTACATGAAGAACGGTGTTGACTTAGGGTTGGATCCAGGTGGAGGTGGAAGCGGTATGAG
CGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGTGGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCG
AGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTC
GACATCCTGGCTACTAGCTTCCTCTACGGCAGCAAGACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTCAAGCAGT
CCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGC
CTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAGAA
AACACTCGGCTGGGAGGCCTTCACCGAGACGCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAAACGACATGGCCCTG
AAGCTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAAACATCAAGACCACATATAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGAT
GCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACTGGAAAGAATCAAGGAGGCCAACAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAG
GTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGGCACAAGCTTAATGGTGGAGGTCGGACCGGAcccaagaag
aagaggaaggtaggaagtggaagcccaaagaaaaagcggaaagtgggcetcaccgaaaaagaagegtaaggttACCGGTGGCGGTGGCGGAGGG
ATGGATGCTAAGTCACTAACTGCCTGGTCCCGGACACTGGTGACCTTCAAGGATGTATTTGTGGACTTCACCAGGGAGGA
GTGGAAGCTGCTGGACACTGCTCAGCAGATCGTGTACAGAAATGTGATGCTGGAGAACTATAAGAACCTGGTTTCCTTGG
GTTATCAGCTTACTAAGCCAGATGTGATCCTCCGGTTGGAGAAGGGAGAAGAGCCCggcggcgggtccggaggagagggcagagg
aagtcttctaacatgcggtgacgtggaggagaatcctggeccageggaggatgtttcctcageggecccgageccgeggggctgtgeggatggtagggatgecg
accctactgaggagcagatggcagaaacagagagaaacgacgaggagcagttcgaatgccaggaactgctcgagtgecaggtgcaggtgggggecceccgag
gaggaggaggaggaggaggaggacgegggectggtggecgaggecgaggecgtggetgecggetggatgetegatttectetgectcetctcetttgecgagettte
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cgcgacggecgctccgaggacttecgcaggacccgcaacagegeagaggctattattcatggactatccagtctaacagettgecagttgagaacgatatacata
tgtcagtttttgacaagaattgcagcaggaaaaacccttgatgcacagtttgaaaatgatgaacgaattacacccttggaatcagecectgatgatttggggttca
attgaaaaggaacatgacaaacttcatgaagaaatacagaatttaattaaaattcaggctatagcetgtttgtatggaaaatggcaactttaaagaagcagaag
aagtctttgaaagaatatttggtgatccaaattctcatatgectttcaaaagcaaattgcttatgataatctctcagaaagatacatttcattecttttttcaacactt
cagctacaaccacatgatggagaaaattaagagttatgtgaattatgtgctaagtgaaaaatcatcaacctttctaatgaaggcageggcaaaagtagtagaa
agcaaaaggacaagaacaataacttctcaagataaacctagtggtaatgatgttgaaatggaaactgaagctaatttggatacaagaaaaagtgttagtgaca
aacagtctgcggtaactgaatcctcagagggtacagtatccttattgaggtctcacaagaatcttttcttatctaagttgcaacatggaacccagcaacaagacct
taataagaaagaaagaagagtaggaactcctcaaagtacaaaaaagaaaaaagaaagcagaagagcecactgaaagcagaatacctgtttcaaagagtcag
ccggtaactcctgaaaaacatcgagctagaaaaagacaggcatggetttgggaagaagacaagaatttgagatctggegtgaggaaatatggagagggaaac
tggtctaaaatactgttgcattataaattcaacaaccggacaagtgtcatgttaaaagacagatggaggaccatgaagaaactaaaactgatttcctcagacag
cgaagactgagCGGCCGCgattaattaactgtgccttctagttgccagcecatctgttgtttgecccteececcgtgecttecttgaccctggaaggtgecacteeca
ctgtcctttcctaataaaatgaggaaattgeatcgeattgtctgagtaggtgtcattctattcetgggggategggtggggcaggacageaagggggaggattggg
aagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctcetatggetcgacatactagttaaaagttttgttactttatagaagaaattttgagtttttgtttttttttaa
taaataaataaacataaataaattgtttgttgaatttattattagtatgtaagtgtaaatataataaaacttaatatctattcaaattaataaataaacctcgatat
acagaccgataaaacacatgcgtcaattttacgcatgattatctttaacgtacgtcacaatatgattatctttctagggttaatctagtatacgegtgcttttgttcc
ctttagtgagggttaattgcgegcettggegtaatcatggtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaageat
aaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagcetaactcacattaattgegttgegcetcactgeccgcetttccagtegggaaacctgtegtgecagetgeattaa
tgaatcggccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegctctteegettectegetcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtate
agctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggecaggaaccgtaaaa
aggccegcegttgetggegtttttccataggcetecgeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgcetcaagtcagaggtggegaaacccgacaggactataaaga
taccaggcgtttcccectggaagcteectegtgegetctectgttecgaccetgecgettaccggatacctgtecgectttcteccttcgggaagegtggegctttctea
tagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcegttegcetccaagetgggcetgtgtgcacgaaccceccgttcageccgaccgetgegecttatecggtaact
atcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgcecactggcageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgctacagagttct
tgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegcetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgateegg
caaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtct
gacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatca
atctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttegttcatccatagttgectgactc
cccgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgetgeaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcageaata
aaccagccagccggaagggecgagegeagaagtggtectgeaactttatecgectecatccagtctattaattgttgecgggaagcetagagtaagtagttcgeca
gttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggeategtggtgtcacgetegtegtttggtatggcettcattcagetecggttcccaacgatcaaggegagtt
acatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagcetectteggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggeageact
gcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggegaccgagttgetcttg
cccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactttaaaagtgcetcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgcet
gttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgec
gcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggataca

tatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgecac
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CMV-TagBFP-TRF1

6040 bp

CMV-TagBFP-TRF1

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAAT
GGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGG
ACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGT
ACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTT
GGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGT
TTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCC
AAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCT
GGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGTcgccaccATGAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGC
TGTACATGGAGGGCACCGTGGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCA
GACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGCTACTAGCTTCCTCTACGGCAGC
AAGACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTCAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTC
ACCACATACGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAA
GATCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGCCTTCACCGAGACG
CTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAAACGACATGGCCCTGAAGCTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAA
ACATCAAGACCACATATAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACTG
GAAAGAATCAAGGAGGCCAACAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACCTCCCTA
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GCAAACTGGGGCACAAGCTTAATtccGGACTCAGATCTCGAGCTcaaattgcggaggatgtttcctcageggeccecgageccgeggggctstg
cggatggtagggatgccgaccctactgaggagcagatggcagaaacagagagaaacgacgaggagcagttcgaatgccaggaactgetcgagtgcecaggtge
aggtgggggcccccgaggaggaggaggaggaggaggaggacgegggectggtggecgaggecgaggecgtggetgecggetggatgetegatttectetgect
ctctetttgecgagcetttecgegacggeegetecgaggacttecgcaggacccgeaacagegcagaggctattattcatggactatccagtctaacagettgecagt
tgagaacgatatacatatgtcagtttttgacaagaattgcagcaggaaaaacccttgatgcacagtttgaaaatgatgaacgaattacacccttggaatcagecc
tgatgatttggggttcaattgaaaaggaacatgacaaacttcatgaagaaatacagaatttaattaaaattcaggctatagctgtttgtatggaaaatggcaact
ttaaagaagcagaagaagtctttgaaagaatatttggtgatccaaattctcatatgectttcaaaagcaaattgcttatgataatctctcagaaagatacatttca
ttccttttttcaacacttcagctacaaccacatgatggagaaaattaagagttatgtgaattatgtgctaagtgaaaaatcatcaacctttctaatgaaggcageg
gcaaaagtagtagaaagcaaaaggacaagaacaataacttctcaagataaacctagtggtaatgatgttgaaatggaaactgaagctaatttggatacaaga
aaaagtgttagtgacaaacagtctgcggtaactgaatcctcagagggtacagtatccttattgaggtctcacaagaatcttttcttatctaagttgcaacatggaa
cccagcaacaagaccttaataagaaagaaagaagagtaggaactcctcaaagtacaaaaaagaaaaaagaaagcagaagagcecactgaaagcagaatac
ctgtttcaaagagtcagccggtaactcctgaaaaacatcgagctagaaaaagacaggcatggctttgggaagaagacaagaatttgagatctggegtgaggaa
atatggagagggaaactggtctaaaatactgttgcattataaattcaacaaccggacaagtgtcatgttaaaagacagatggaggaccatgaagaaactaaaa
ctgatttcctcagacagcegaagactgaAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGAGGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGATCTA
GATAACTGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTG
AAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACA
AATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAACGCGTAAATTG
TAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAA
AATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGA
ACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGT
TTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCC
GGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGC
TGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGC
GGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATA
ATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAG
GCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCA
GCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTA
ACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTC
TGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAGGATGAGG
ATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACT
GGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGA
CCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGC
GCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTC
ATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGC
CCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCT
GGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTC
GTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGG
CTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGA
CCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAG
CGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTA
TGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTT
CGCCCACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAA
AAGACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATA
CCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCC
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AGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACT
TCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCC
ACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAAC
AAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAG
CAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACG
ATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC
ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGG
TAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGG
GTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACC
GTATTACCGCCATGCAT
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Figure S3
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MSD(t) = 4Dyt °

MSD(t) = A(1 — %) + 4Dmacro

Numper Experimental | Cell Foci

of mice | repeats |number|number D. Do Dooes Lo
“ (um?s°x10*) | (103um%s) [(10°um¥s)|  (nm)

dCas9-EGFP mouse liver| 5 120 | 1055 [0.18:0.15| 2049+1555 | 9.66+453 | 9.07+37.51 |83.17 £36.01
Ex vivo culture 3 4 84 | 1127 |023£014| 1601£1270 | 512%3.75 | 10.09£2049 |57.16 £28.44
Ex vivo culture 24h 4 87 | 1502 |028:015| 172241480 | 416£342 | 1135433016117 £3822
HEK293T 3 67 | 590 |046£020| 2470£1559 | 550%4.18 |36.76£54.38 |76.72 £4137
Hep1-5 3 64 | 867 (052025 2271:1442 | 495:330 423745631 (7477 £4365
HepG2 3 58 | 691 |045:022| 2698+1521 | 4.98+294 |37.11+73.95|86.10£5130
HEX293T In Marix gel 2 30 | 295 10591024 2070:9.33 | 5484368 |5246£39.68 69.33 £24.50
HEK:Q:’;;‘; e gel 4 74 | 827 |057:022| 1885£1224 | 364314 |43.40£5507 [68.48 £39.53
HEKZSST In atatrix gel 4 42 | 485 (042021 1420959 | 3524338 |19.10+2581 |57.10£26.66
HEKZS?IF@ZM:W gel 4 53 567 (031020 1224£1098 | 468442 |10.45+2393 [49.72 £29.09
Hopiz In Marix go 3 26 | 243 10243018 1970£14.90 | 7.30+538 [10.32£17.02 62,52 £27.79

Figure S4 (continued)
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