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Opinnäytetyö tehtiin Helsingin yliopiston genomibiologian keskuspalveluyksikölle. Ge-
nomibiologian yksikkö eli GBU (Genome Biology Unit) tarjoaa erilaisia genomin laa-
juisten kloonikirjastojen jakelu- ja modifiointipalveluita Helsingin yliopiston ja muiden 
Biocenter Finland -yliopistojen tutkimusryhmien käyttöön. Tämän opinnäytetyön tarkoi-
tus oli edistää GBU:n CRISPR-Cas9-menetelmään pohjaavan uuden genomieditointi-
palvelun käyttöönottoa. 
 
Työ aloitettiin suunnittelemalla gRNA-Cas9-kompleksiin tarvittavat Opas-RNA:t eli 
gRNA:t tutkimusryhmän intresseissä oleville geeneille (STK11, STING1, ULK1, Ezh2, 
Met, Hgf, Il11, Axl ja Nrg1) Benchling-sovellusalustalla. gRNA:n sekvenssi vastaa mo-
difioinnin kohdetta, ja sitä muokkaamalla pystytään vaikuttamaan siihen, mihin kohtaan 
genomissa gRNA-Cas9-kompleksi sitoutuu. Kohteeseen sitoutumisen jälkeen Cas9-
proteiini katkaisee nukleaasidomainien avulla kaksijuosteisen DNA:n ja lopputulok-
sena syntyy kaksoisjuosteen katkos eli DSB (double-strand break). Tässä työssä 
gRNA:t suunniteltiin siten, että DSB syntyisi geenissä sellaiseen kohtaan, joka aiheut-
taisi geenin inaktivaation. Tämän avulla voidaan tutkia geenin toimintaa.  
 
Opas-RNA:n (gRNA1) ylä- ja alajuoksuun suunniteltiin etu- ja taka-alukkeet 150 ja 500 
emäsparin päähän, näiden tarkoituksena on monistaa polymeraasiketjureaktion avulla 
(PCR) genomieditoinnin kohteena oleva alue geenistä. Sekvensoimalla kyseinen alue 
editoiduista soluista voidaan selvittää, onko genomieditointi onnistunut. Työn yhtenä 
tavoitteena oli määrittää, toimiiko sekvensointimenetelmä editoinnin varmistamisessa, 
ja voidaanko sitä täten tarjota palveluna. Etu- ja taka-alukkeiden sekä gRNA:n suun-
nittelulle luotiin uusi protokolla GBU:lle. 
 
Työn seuraavassa vaiheessa kaikille geeneille suunnitellut gRNA:t kloonattiin lentivi-
rusvektoriin (lentiCRISPRv2 Puro). Konstruktin valmistamiselle laskettiin tarvikkeiden 
kulutuksen ja ajankäytön kautta hinta-arvio, joka tulee määrittämään tarjottavan palve-
lun hinnan. Seuraavassa vaiheessa vektorit tullaan siirrostamaan lentivirukseen, millä 
infektoidaan soluja. Jos menetelmä toimii odotetulla tavalla, niin lentivirus siirtää 
gRNA-Cas9 kompleksia koodaavan DNA:n haluttuun solulinjaan, jonka genomin ha-
luttuun kohtaan muodostuu kaksoisjuosteen katkos. 
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This thesis was made for the Genome Biology Unit (GBU) which is a part of genome 
editing and stem cells core-unit platform Helsinki Institute of Life Science at the Uni-
versity of Helsinki. GBU provides genome-scale open reading frames and Gateway 
cloning services for research groups (Biocenter Finland research groups). The purpose 
of this thesis was to help forward the commissioning of a new CRISPR/Cas9 genome 
editing service. 
 
The project started by designing gRNA:s for the Cas9-gRNA complex. The gRNAs 
were designed with Benchling platform for the research group’s genes of interest 
(STK11, STING1, ULK1, Ezh2, Met, Hgf, Il11, Axl ja Nrg1). gRNA corresponds to the 
sequence that is the target of the editing by defining where the Cas9-gRNA complex 
will bind. After binding to the target DNA Cas9 will cut the double-stranded DNA and 
create a double-strand break (DSB). In this thesis the gRNAs were designed into a 
location that likely disrupts the gene's activity, allowing studies of the gene function.  
 
Reverse and forward primers were also designed upstream and downstream (150 and 
500 base pairs) of the gRNA binging site. The purpose for the primers is to multiply 
and isolate the sequence of interest from the gene by PCR (Polymerase Chain Reac-
tion). By sequencing the PCR fragment, it is possible to evaluate the success of the 
gene editing. A new protocol was created for GBU for designing gRNAs and primers. 
 
The next step of the project was to clone the designed gRNAs into a lentiviral vector 
(lentiCRISPRv2 Puro). The supply cost and work time was calculated for this step 
which will determine the price for this service. The final step of this service is to produce 
lentiviruses carrying Cas9 and the generated gRNA and infect target cells with the 
viruses. The virus will transfer the Cas9-gRNA complex encoding DNA to the cells 
allowing for gene editing in the desired position in the genome. 
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Lyhenteet 

CAS:  CRISPR Associated Protein. CRISPR-systeemiin liittyvä proteiini. 

CRISPR: Clustered regurarly interspaced short palidromic repeat. Bakteerin 

adaptiiviseen immuunijärjestelmään liittyvät toistojaksot. 

DSB:   Double-stranded break. DNA:n kaksoisjuosteen katkos.      

Fwdprimer:  Forward primer. Etualuke. 

GBU:  Genome Biology Unit. Genomibiologian keskuspalveluyksikkö. 

gRNA: Guide RNA. Opas-RNA. 

NEB:  New England Biolabs. Reagensseja tuottava biolaboratorio. 

NHEJ:   Non-homologous end joining. Ei-homologinen päiden yhdistyminen. 

OL:   Overlap. Limittyminen. 

PAM:  Protospacer Adjacent Motif. Cas-entsyymin kiinnittymiskohta. 

PCR:   Polymerase Chain Reaction. Polymeraasiketjureaktio. 

Revprimer:  Reverse primer. Taka-aluke. 
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1 Johdanto 

Opinnäytetyö tehtiin Helsingin yliopiston genomibiologian keskuspalveluyksikölle 

(Genome Biology Unit). Genomibiologian yksikkö eli GBU tarjoaa erilaisia geno-

min laajuisten kloonikirjastojen jakelu- ja modifiointipalveluita Helsingin yliopiston 

ja muiden Biocenter Finland -yliopistojen tutkimusryhmien käyttöön. GBU:lla on 

laaja avoin lukukehyskirjasto eli ORF-kirjasto (Open Reading Frame), joka pitää 

sisällään 18600 täysin verifioitua kloonia sekä komplementaarisen DNA:n 

(cDNA) kokoelman 29000:lle eri kloonille (organismit Homo sapiens ja Mus 

musculus). GBU tarjoaa kohdennettua mutageneesiä kaikille ORF-kirjaston sisäl-

tämille klooneille sekä Gateaway-kloonauspalvelun lukuisille ekspressiovekto-

reille. GBU:lla on myös TRC1 shRNA - ja Sanger CRISPR (knockout) -kloonikir-

jasto. Kirjastojen sisältämät kloonit ovat saatavilla esimerkiksi glyserolistokkeina 

tai petrimaljoina. [1.] 

Tämän opinnäytetyön tarkoitus oli edistää CRISPR-Cas9-menetelmään poh-

jaava genomieditointipalvelun lisäämistä GBU:n palveluportfolioon. CRISPR-

Cas9-menetelmän avulla on mahdollista tuottaa uutta tutkimustietoa geenien toi-

minnasta. Tämä onnistuu esimerkiksi tuottamalla CRISPR-Cas9-kompleksilla 

kaksoisjuosteen katkos sellaiseen kohtaan, joka tuottaa geenin inaktivaation. 

Geenin sammuttaminen johtaa proteiinin tuoton lakkaamiseen, mikä antaa tar-

kempaa tietoa siitä, että mikä on geenin ja sen tuottaman proteiinin merkitys eliön 

kannalta. 

CRISPR-Cas9-menetelmä tarjoaa mahdollisuuden myös uusiin hoitotoimenpitei-

siin. Menetelmän avulla on käytännössä mahdollista poistaa perinnöllisiä geeni-

sairauksia tuottavia variantteja ja korvata ne terveillä käyttämällä homologiasuun-

nattua päiden yhdistämistä kaksoisjuosteenkatkoksen korjaamiseen. GBU:n uusi 

genomieditointipalvelu tulee helpottamaan tutkimuksen tekoa ja mahdollisesti tar-

joamaan myös välillisesti uutta tietoa geenien toiminnasta, kun eri tutkimusryh-

mät pääsevät käyttämään sitä hyväksi. GBU:lle uusi palvelu tulee puolestaan li-

säämään liiketoimintaa. 



2 

 

2 CRISPR-Cas9 

CRISPR (clustered regurarly interspaced short palindromic repeat) on osa bak-

teerin adaptiivista immuunijärjestelmää. Kyseistä immuunijärjestelmää ei ole ha-

vaittu nisäkkäillä. Järjestelmä perustuu bakteerin/arkin genomista löytyviin noin 

20 emäsparin toistojaksoihin, jotka vastaavat aiemmin infektion muodostaneiden 

bakteriofagien DNA:ta/RNA:ta. Kyseiset toistojaksot eivät koodaa mitään proteii-

nia. Lyhyet palindromiset toistojaksot erottavat eri bakteriofagien tunnistussek-

venssit toisistaan. Cas (CRISPR associated protein) on entsyymi, joka käyttää 

CRISPR:stä löytyviä toistojaksoja bakteriofagin DNA:n tunnistamiseen. Cas-pro-

teiinia koodaava sekvenssi löytyy genomista aina lyhyiden bakteeri- ja arkkivirus-

ten genomia vastaavien toistojaksojen läheisyydestä. Tämän kokonaisuuden 

avulla esimerkiksi Cas9-entsyymi löytää ja pilkkoo bakteerisoluun tunkeutuneen 

bakteriofagin DNA-juosteen tietystä kohtaa ja infektio estyy. [2, s. 474–475.] 

(Kuva 1). 

 

Kuva 1 Bakteerin CRISPR/Cas-immuunijärjestelmä bakteriofagia vastaan. [2, s. 
234, muokattu.] 
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Bakteereissa aktiivinen CRISPR-CAS-systeemi on onnistuttu ottamaan käyttöön 

genomin muokkauksen apuvälineeksi myös muissa esimerkiksi nisäkkäiden so-

luissa. CRISPR-CAS-menetelmään (suomenkielisessä tekstissä käytetään usein 

termiä ”geenisakset”) sisältyy opas-RNA (gRNA/sgRNA) sekä Cas-proteiini (en-

donukleaasi, Cas9). Opas-RNA eli gRNA (guideRNA) on lyhyt synteettinen RNA-

juoste, joka rakentuu gRNA:n Cas9-entsyymiin kiinnittävästä osasta (skaffoldi) 

sekä noin 20 nukleotidin pituisesta sekvenssistä, joka vastaa modifioinnin koh-

detta genomissa (kuva 2). Sekvenssiä muuttamalla pystytään luonnollisesti vai-

kuttamaan siihen, mihin kohtaan genomieditointi kohdistuu. Kyseessä on ensim-

mäinen genomin muokkausmenetelmä, jossa kohdesekvenssi valitaan komple-

mentaarisen sekvenssin perusteella, mikä tekee siitä helposti muokattavan. [3, s. 

235.] 

 

Kuva 2 CRISPR-Cas9-menetelmän muodostuminen ja rakenne. [4, muokattu.]  
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Kohdesekvenssin (20 nukleotidiä) tulee täyttää seuraavat kaksi ehtoa. Muuhun 

genomiin nähden kohdesekvenssin pitää olla uniikki, ja sen välittömästä lähei-

syydestä pitää löytyä PAM-sekvenssi (Protospacer Adjacent Motif), joka sijaitsee 

2–6 nukleotidin päässä alavirtaan kohdesekvenssistä. PAM-sekvenssin lähei-

syys on välttämätöntä, sillä Cas-proteiini kiinnittyy siihen kohtaan. Cas9:n konfor-

maatio muuttuu gRNA:han sitoutumisen myötä inaktiivisesta aktiiviseksi, 

DNA:han sitoutuvaksi konformaatioksi. Negatiivisesti varautunut skaffoldi kiinnit-

tää Opas-RNA:n (gRNA) Cas9-proteiinin pinnalla oleviin positiivisesti varautunei-

siin uriin. Opas-RNA jää vapaaksi, mikä mahdollistaa emäspariutumiseen perus-

tuvan vuorovaikutuksen DNA:n kanssa. [3, s. 235.] 

Kohteeseen sitoutumisen jälkeen Cas9-gRNA kompleksi aukaisee kaksijuostei-

sen DNA:n. Opas-RNA on homologisesti vastaava genomista löytyvän kohteen 

kanssa, ja aukeaminen tapahtuu 3’-5’-suunnassa. Tämän jälkeen Cas9-proteiini 

katkaisee nukleaasidomainien (RuvC:n ja HNH:n) avulla kaksijuosteisen DNA:n 

ja lopputuloksena syntyy kaksoisjuosteen katkos eli DSB (double-strand break). 

Tämän jälkeen solun DNA:n korjausmekanismit korjaavat muodostuneen katkok-

sen. Tähän on kaksi vaihtoehtoista polkua. Ensimmäinen polku on ei-homologi-

nen päiden yhdistyminen eli NHEJ (non-homologous end joining). NHEJ-polku 

on nähtävissä kuvassa 3. 

 

Kuva 3 Ei-homologinen päiden yhdistyminen (non-homologus end joining, 
NHEJ). [4, muokattu.] 
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NHEJ on aktiivinen solusyklin vaiheesta riippumatta, ja se korjaa DNA:n nopeasti, 

mutta ei virheettömästi (kuva 3). Ihmisen DNA:n korjaamiseen osallistuvat Ku70-

Ku80-heterodimeerit proteiinikompleksit sitoutuvat kaksoisjuosteen katkosten 

päihin ja ne ovat edellytys polymeraasi-, ligaasi- ja nukleaasientsyymien sitoutu-

miskyvylle. NHEJ:n seurauksena edellä mainitut entsyymit saattavat muodostaa 

esimerkiksi ennenaikaisen lopetuskodonin, kun kohde-DNA:han syntyy nukleoti-

dien deleetioita, lisäyksiä sekä näiden yhdistelmänä frameshift-mutaatioita (in-

sertio ja deleetio → frameshift-mutaatio). [2, s. 235.] Kuvassa 4 näkyvissä delee-

tio (vrt. villityypin ja deleetion DNA-juosteen pituutta), lisäys vaaleanpunaisella ja 

näiden yhdistelmä frameshift-mutaatio oranssilla. NHEJ:n kautta kaksoisjuoste 

voi myös korjautua alkuperäiseen sekvenssiformaattiinsa (villityyppi, geenin ei 

mutatoitunut muoto). Geenien toiminnan poistoon tähtäävissä sovelluksissa on 

tarkoituksena luoda DSB siten, että muutos johtaa proteiinin tuoton estymiseen. 

Toinen tapa korjata kaksoisjuosteen katkokset on homologiaa hyödyntävä päiden 

yhdistyminen eli HDR (homology-directed repair), joka on aktiivinen vain jakau-

tuvissa soluissa. Kyseisessä polussa DSB korjataan korjaustemplaatin avulla. 

Luovuttaja-DNA (donor DNA) tulee viedä kohdesoluun samanaikaisesti Cas9-

gRNA-kompleksin kanssa ja sen sekvenssin tulee olla homologinen kohdesek-

venssin kanssa 5’-3’-päiden suhteen. [5, s. 2.] HDR-polku nähtävissä kuvassa 4. 
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Kuva 4 Homologiasuunnattu päiden yhdistyminen eli HDR (homology-directeted 
repair). [4, muokattu.] 

Korjaustemplaatti pitää sisällään sekä halutun genomieditoinnin että PAM-mu-

taation, jonka tarkoituksena on estää genomieditoinnin jälkeen CRISPR-Cas9-

kompleksin uudelleen sitoutuminen ja DSB:n muotoutuminen. HDR-polku kilpai-

lee korjausmekanismina NHEJ:n kanssa. HDR-polun tehokkuutta pystytään pa-

rantamaan esimerkiksi inhiboimalla supressoriproteiini p53 (53BP1) toimintaa, 

joka rajoittaa HDR-korjausmekanismia. [6, s. 108–109.] 

3 gRNA- ja PCR-alukkeiden (Primer) suunnittelu 

Työ aloitettiin suunnittelemalla gRNA:t valikoiduille ihmisen (STK11, STING1 ja 

ULK1) ja hiiren (Ezh2, Il11, Met, Hgf, Axl ja Nrg1) geeneille. Geenit valikoituivat 

GBU:n kanssa yhteistyössä toimivan Makelab-tutkimusryhmän tutkijoiden tutki-

muskohteiden mukaisesti. Ensimmäiseksi pyrittiin löytämään jokaisesta geenistä 

sellainen eksoni, johon toteutettu DSB CRISPR/Cas9-menetelmällä saisi aikaan 

geenin inaktivaation. Esimerkkinä käydään läpi Hgf-geenin suunnitteluprosessi. 

Hgf-geenille (Mus musculus) suunniteltiin gRNA1 eksoniin 5 (kodonit 140–146), 
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koska geenin toiminnalle tärkeä kohta Kringle 1 (kodonit 129–207) sijaitsee tällä 

alueella [7]. Kringle-alue (1–4) toimii kompetitiivisena vastavaikuttajana (spesifi-

nen inhibiittori) Hgf:lle sekä inhibiittorina angiogeneesille (verisuonten uudismuo-

dostus) [8, s. 846]. Geenien gRNA:t suunniteltiin Benchling-ohjelmistolla, joka 

myös ennustaa, millä tarkkuudella gRNA ohjaa leikkauksen oikeaan kohtaan ge-

nomissa (ON/OFF-targeting). Benchling-ohjelmisto muodostaa myös off-target-

listan, joka kertoo, mihin ei-toivottuihin kohtiin genomissa luotu gRNA todennä-

köisimmin sitoutuu, ja näin luo DSB:n väärään geeniin. Geenien off-target-listat 

on esitetty liitteessä 1. Valitusta eksonista valittiin korkeimmat pisteet omaava 

gRNA, joka nimettiin gRNA1:ksi. Valmis gRNA1:n kohta on näkyvissä kuvassa 5. 

 

Kuva 5 Vasemmalla ylhäällä (magenta) Hgf-geenin gRNA1. Kuvassa on näky-
vissä myös gRNA1:n kanssa limittyvä taka-aluke (reverse primer, overlap) 
PCR-ajoa sekä sekvensointia varten (vihreä). 

Geeneille suunniteltiin gRNA2 noin 500 emäsparin päähän gRNA1:stä. Suunni-

telma pohjasi siihen, että kun gRNA1 ja gRNA2 siirretään samaan soluun, saa-

daan aikaiseksi 500 emäsparin pituinen deleetio. Esimerkiksi Hgf-geenille se luo-

tiin 567 emäsparin päähän viidennessä eksonissa sijaitsevaan gRNA1:een näh-

den. Tämä kohta sijaitsi intronissa, ja se valikoitui korkeimpien saatavilla olevien 

on/off-kohdeprosenttien perusteella. gRNA2-kohdan valintaan vaikutti aina myös 

Benchling-ohjelmistossa näkyvissä oleva geenin sekvenssi. Koko geenin sek-

venssiä (intronia) ei kaikkien geenien kohdalla ollut saatavissa, mikä osaltaan 

rajoitti gRNA2:sen sekä PCR- ja sekvensointialukkeiden (polymeraasiketjureak-

tio) suunnittelua. Kuvassa 6 on esitetty Hgf-geenille suunniteltu gRNA2. 
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Kuva 6 Kuvassa on ylhäällä Hgf-geenille suunniteltu gRNA2 ja alhaalla taka-

aluke (reverse primer 500bp). 

Monelle geenille suunniteltiin useampi gRNA1 ja gRNA2. Suunnitelmista valittiin 

sellainen gRNA1- ja gRNA2-pari, joka toteuttaa halutun lopputuloksen todennä-

köisimmin. gRNA-sekvensseihin suunniteltiin Benchling-ohjelman avulla 5’- ja 3’-

sekvenssit, joilla gRNA:t ligatoidaan yhteen BsmBI-entsyymillä pilkotun plasmidin 

kanssa. Kaikkien geenien gRNA1/gRNA2-suunnitelmat näkyvissä taulukossa 1. 

Valmiit gRNA:ita vastaavat DNA-oligonukleotidit tilattiin (Custom DNA oligos, 

Sigma-Aldrich).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

Taulukko 1 Geeneille suunnitellut gRNA1, gRNA2 sekä niiden sijainti, on/off-
kohdetarkkuus ja valitun sijainnin selite. 

Geeni gRNA1 
on/off-kohde-
tarkkuus (%) 

gRNA2 on/off-kohde-
tarkkuus (%) 

gRNA1 ja gRNA2 
välinen ero 

(emäspareina) 

Sijainti Selite 

STK11 
(Homo sa-
piens) 

65,8/89,6 71,2/91,4 550 gRNA1 eksoni 5 (ko-
donit 222–228) ja 
gRNA2 eksoni 6 

Proteiinikinaasi 
domeeni (kodonit 
49–309). [9]. 

ULK1 
(Homo sa-
piens) 

67,3/86,4 70,3/87,8 575 gRNA1 eksoni 1 (ko-
donit 24–30) ja gRNA2 
eksoni 2 

Proteiinikinaasi 
domeeni (kodonit 
16–278). [10]. 

STING1 
(Homo sa-
piens) 

73,8/44,5 69/80,9 512 gRNA1 eksoni 5 (kodonit 
162–168) ja gRNA2 ek-
soni 4 (kodonit 77–78) 

sidoskohta (kodonit 
162 ja 167). [11]. 

Ezh2 (Mus 
musculus) 

61/55,4 57,9/69,3 591 gRNA1 eksoni 3 (kodonit 
53–59) ja gRNA2 introni 

interaktio EED:n 
kanssa (kodonit 39–
68). [12]. 

Il11 (Mus 
musculus) 

64,3/86 74,4/83,7 447 gRNA1 eksoni 2 (kodonit 
16–22) ja gRNA2 eksoni 
4 (kodonit 106–112) 

ik-kaltainen C2-tyyppi 
(kodonit 27–110) ja 
fibronektiini tyyppi-III 
(kodonit 112–219). 
[13]. 

Hgf (Mus 
musculus) 

71,7/80,4 71,4/74,9 567 gRNA1 eksoni 5 (kodonit 
140–146) ja gRNA2 in-
troni 

Kringle1 (kodonit 
129–207). [7]. 

Met (Mus 
musculus) 

50,4/82,3 59,1/77,5 602 gRNA1 eksoni 18 (ko-
donit 1155–1162) ja 
gRNA2 introni 

Proteiinikinaasi (ko-
donit 1076–1343). 
[14]. 

Axl (Mus 
musculus) 

67,8/76,1 50,2/81,7 506 gRNA1 eksoni 17 (ko-
donit 646–652) ja gRNA2 
introni 

Proteiinikinaasi (ko-
donit (530–801). [15]. 

Nrg1 (Mus 
musculus) 

71,1/61,6 68,7/67,6 423 gRNA1 eksoni 2 (kodonit 
231–238) ja gRNA2 in-
troni 

EGF-tyyppinen do-
meeni (kodonit 233–
277). [16]. 
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Lisäksi gRNA1:n ympärille suunniteltiin alukkeet PCR-monistusta sekä sekven-

sointia varten. Esimerkiksi limittyvä taka-aluke Hgf-geenille on esitetty kuvassa 5 

ja 500 emäsparin päähän suunniteltu taka-aluke on esitetty kuvassa 6. PCR-ajon 

ja sopivien alukkeiden avulla on mahdollista monistaa mutatoidusta geenistä sek-

venssi halutusta kohtaa. Sekvensoinnin avulla taas puolestaan pystytään selvit-

tämään, onko geenille haluttu mutaatio onnistunut vertaamalla sitä esimerkiksi 

villityyppiin (geenin alkuperäinen, ei mutatoitunut muoto). 

Alukkeet suunniteltiin aina pareittain, etu- ja taka-aluke (forward ja reverse pri-

mer). Ensimmäiseksi suunniteltiin etualuke noin 500 emäsparia (base pair = bp) 

ennen gRNA1:stä ja taka-aluke 500 emäsparia gRNA1:n jälkeen. Seuraavaksi 

suunniteltiin vastaavasta etu- ja taka-aluke 150 emäsparin päähän gRNA1:stä. 

Viimeiseksi suunniteltiin vielä kolmas taka-aluke (overlap, OL), joka sijaitsee li-

mittäin viiden gRNA1:n kohde-emäksen kanssa. OL-alukkeen avulla on mahdol-

lista saada reaaliaikaista informaatiota genomieditoinnin onnistumisesta. Aluke 

ei kiinnity, jos mutaatio gRNA1:n kohdalla on tapahtunut (ks. kuva 5 ja kuva 7). 

Alukkeet suunniteltiin Benchling-ohjelmistolla noudattaen seuraavaa ohjeistusta  

• sulamislämpötila 55–65 ºC 

• GC-osuus 45–55 % 

• G/C-emäs alukkeen alku- ja loppupäähän 

• etu- ja taka-alukkeen sulamislämpötilaero 1 ºC 

• taka-aluke (OL=overlap) limittyy viisi emästä gRNA1:n kanssa 

• alukkeen pituus 18–24 emästä. [17, s. 147–148.] 

Ohjeistuksen toteutumista rajoitti sekvenssistä löytyvät korkeat GC/AT-pitoisuu-

det ja sekvenssin puuttuminen kokonaan geenin intronista Benchling-ohjelmis-

tosta (kuva 6). Tällöin pyrittiin siihen, että parina käytettävän etu- ja taka-alukkeen 

(FWDprimer ja REVprimer) sulamislämpötilat (Tm) ovat mahdollisimman lähellä 

toisiaan. Edellä mainituista syistä johtuen etenkin alukkeen sijaintia halutusta 

(500/150 bp) jouduttiin usein muokkaamaan. Kaikkien alukkeiden kohdalla ei ollut 

myöskään mahdollista toteuttaa edellä mainittua ohjeistusta. Hgf- ja Met-geenien 

alukkeet ovat näkyvissä taulukossa 2. Kaikkien geenien alukkeet ovat näkyvissä 

liitteessä 2. 
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Taulukko 2 Hgf- ja Met-geeneille suunnitellut etu- ja taka-alukkeiden sulamis-

lämpötila (Tm), GC-prosentti, pituus, etäisyys gRNA1:stä ja sekvenssi 

Aluke Tm (ºC) GC-% Pituus Etäisyys gRNA1:stä Sekvenssi 

Hgf, FWDprimer 
(150 bp) 

55,1 45,83 24 178 CTAGGAGAAGCTTTAAGCCAGAAC 

Hgf, REVprimer 
(150 bp) 

56,4 57,89 19 171 CATGCAAGTTTGGGCCTCG 

Hgf, FWDprimer 
(500 bp) 

55,94 47,83 23 330 CAATCAAGTCACCATGGCTTACC 

Hgf, REVprimer 
(500 bp) 

56,83 57,14 23 573 GAGACCACTGGTCAACCTGTG 

Hgf, REVprimer 
(OL) 

55,44 47,62 21  CTGGCATTTGATGCCACTCTT 

Met, FWDprimer 
(150 bp) 

56,06 55 20 217 GGTGTCACCTGCTGGTTTTG 

Met, REVprimer 
(150 bp) 

56,85 52,38 21 169 CAAGAGGGCAAGCAAACCAAC 

Met, FWDprimer 
(500 bp) 

55,72 54,55 22 443 CTTCTCCCACCCCCACATATAC 

Met, REVprimer 
(500 bp) 

56,93 52,38 21 557 GCTTTTTATGAGAGCCGCACG 

Met, REVprimer 
(OL) 

54,64 43,48 23 overlap 4 emästä CGAATGAAATTTCGCAGATCTCC 
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Taulukosta 2 nähdään, että esimerkiksi Hgf-etualuke, joka oli tarkoitus suunni-

tella 500 emäsparin päähän gRNA1:stä jouduttiin suunnittelemaan 330 emäspa-

rin päähän. Tämä johtui siitä, että sopivaa kohtaa ei löytynyt geenin sekvenssistä 

muualta. Hgf taka-alukkeet (Hgf REVprimer 150 ja 500 bp) ylittivät ihanteellisen 

GC-osuuden (%). Yhdessä käytettävien etu- ja taka-alukkeiden (FWD- ja REVpri-

mer) sulamislämpötilojen suhteen onnistuttiin pääsemään yhden lämpöasteen si-

sälle. Met-geenille suunnitellun taka-alukkeen (Met, REVprimer OL), joka limittyi 

gRNA1:n kanssa, ei pystytty käyttämään ohjeistuksen mukaista viiden emäksen 

limittymistä (kuva 7). 

 

Kuva 7 Met-geenille suunniteltu gRNA1 vaaleanruskealla ja limittyvä taka-aluke 
(OL=overlap) sinisellä. 

Kuvasta 7 nähdään, että jos limittyvä taka-aluke olisi suunniteltu ohjeistuksen 

mukaisesti, niin se olisi päättynyt adeniiniin (3’-pää). Tämä ei takaisi alukkeelle 

yhtä kestävää rakennetta, sillä adeniinin ja tymiinin välillä on kaksi vetysidosta, 

kun taas guaniinin ja sytosiinin välillä sidoksia on kolme. Suunnitelmien pohjalta 

GBU:lle luotiin uusi protokolla gRNA-suunnittelua varten (liite 3). 
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4 Lentivirusvektoreiden valmistus ja tuotto 

4.1 Plasmidit 

Plasmidivektoreina työssä käytettiin lentiCRISPRv2 Puro - ja lentiGuide Puro -

lentivirusvektoreita. Vektoreita käytettiin konstruktien valmistuksessa. Molem-

missa vektoreissa on selektiivisenä markkerina puromysiini, ja molemmat tuotta-

vat transformoidulle solulle ampisilliiniresistenssin. Suurin ero plasmidien välillä 

on se, että toisessa on Cas9-proteiini valmiina (lentiCRISPRv2 Puro) ja toisessa 

ei (lentiGuide Puro). Vektorit ovat nähtävissä kuvassa 8. 

 

Kuva 8 Lentivirusvektorit. A: lentiCRISPRv2 Puro ja B: lentiGuide Puro. [18, 19.] 

Kuvassa 8 näkyvää lentiGuide Puro -lentivirusvektoria käytettäessä on Cas9-pro-

teiini vietävä infektoitavaan soluun esimerkiksi toisella vektorilla. [18, 19.] Kaikki 

gRNA:ta vastaavat oligot kloonattiin lentiCRISPRv2 Puro -lentivirusvektoriin. 

STK11-geenin gRNA:ta vastaavat oligot kloonattiin myös lentiGuide Puro -lenti-

virusvektoriin. 
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4.2 Lentivirusvektoreiden valmistus, tuotto Stbl3-soluissa, eristys ja ana-
lysointi 

Konstruktien valmistamiseen käytettiin GBU:n työohjetta, joka oli muokattu Tar-

get guide sequence -protokollasta [18]. Lentivirusvektori defosforyloitiin ja diges-

toitiin BsmB1-restriktioentsyymillä (Esp31). Digestio- ja defosforylaatioreaktioon 

pipetoidut reagenssit nähtävissä taulukossa 3. 

Taulukko 3 Digestio- ja defosforylaatioreaktioon pipetoidut komponentit 

Komponentti Reaktiotilavuus 

lentiCRISPRv2 (c=1530 ng/ul) 5 µg (3,3 µl) 

Fast Digest BsmBI (Fermentas, Esp31) 3 µl 

Fast AP (Fermentas) 3 µl 

10 X FastDigest Buffer 6 µl 

100 mM DTT (Ditiotreitoli, tuore) 0,6 µl 

ddH2O 44,1 µl 

Kokonaistilavuus 60 µl 

 

Digestio- ja defosforylaatioreaktio toteutettiin PCR-laitteella. Ajo-ohjelma kesti 30 

minuuttia ja lämpötila oli koko ohjelman ajan vakio 37 ºC. Digestoitu plasmidi 

geelipuhdistettiin (ajo-ohjelma: 0,7 % AGE, 100 v ja 1 h) käyttäen DNA extraction 
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from agarose gels -protokollaa [20, s. 19]. Näytteen nukleotidikonsentraatio mi-

tattiin NanoDrop-spektrofotometrillä. Konsentraatioksi saatiin 48,2 ng/µl. 

Geeneille suunnitellut gRNA1 ja gRNA2 (etu- ja taka-aluke) fosforyloitiin ja liitet-

tiin yhteen. Reaktioon pipetoidut komponentit esitetty taulukossa 4. 

 

Taulukko 4 Alukkeiden ligaatio- ja fosforylaatioreaktioon pipetoidut komponentit 

Komponentti Reaktiotilavuus 

Oligo (etualuke, 100 µM) 1 µl (10 µM) 

Oligo (taka-aluke, 100 µM) 1 µl (10 µM) 

10 X T4 Ligation Buffer (NEB = 

New England Biolabs) 

1 µl 

ddH2O 6,5 µl 

T4 PNK (polynukleotidikinaasi, 

NEB M0201S) 

5 U (0,5 µl) 

Kokonaistilavuus 10 µl 
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Alukkeiden ligaatio- ja fosforylaatioreaktio tehtiin PCR-laitteella (ajo-ohjelma: 30 

min 37 ºC:ssa, 5 min 95 ºC:ssa ja lämpötilan laskeminen 25 ºC:seen nopeudella 

5 ºC/min). Alukeseos laimennettiin suhteessa 1:200. Ligaatioreaktio käynnistet-

tiin, jossa gRNA:t liitettiin lentiCRISPRv2-lentivirusvektoriin. Reaktioon pipetoidut 

komponentit esitetty taulukossa 5. 

 

Taulukko 5 Ligaatioreaktioon pipetoidut komponentit 

Komponentti Reaktiotilavuus 

BsmBI-restriktioentsyymillä pilkottu lentivi-

rusvektori (c=48,2 ng/µl) 

50 ng (1 µl) 

1:200 suhteessa laimennettu alukeseos  1 µl 

2 X Quick Ligase Buffer (NEB) 5 µl 

ddH2O 3 µl 

välitilavuus 10 µl 

Quick Ligase (NEB M2200S) 1 µl 

Kokonaistilavuus 11 µl 
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Reagenssien pipetoimisen jälkeen ligaatioreaktiota inkuboitiin huoneenläm-

mössä 10 minuutin ajan. Valmiit lentivirusvektorit transformoitiin kompetentteihin 

kaupallisiin Escherichia coli -soluihin (Stbl3, Thermo Fisher). Ligaatiotuotetta li-

sättiin 2 µl 20 µl:n Stbl3-kompetenttisoluihin (E.coli). Positiiviseen kontrolliin käy-

tettiin pUC19-plasmidia (1 µg, NEB N3041S) ja pelkkää Stbl3-solua negatiivisena 

kontrollina. Näytteitä inkuboitiin jäillä 30 minuuttia. Tämän jälkeen tuotettiin vesi-

hauteessa lämpösokki (42 ºC ja 40 sekuntia), jonka jälkeen näytteet siirrettiin vä-

littömästi jäähauteeseen. Viimeiseksi lisättiin S.O.C mediaa (2 % tryptoni, 0,5 % 

hiivauute, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 ja 20 mM 

glukoosi). Transformaatiovaiheeseen käytettiin sekä kaupallisia että ei-kaupalli-

sia E. coli -soluja. Transformoidut solut maljattiin LB+ampisilliini (Luria-Ber-

tani,100 μg/ml) maljoille ja niitä inkuboitiin 16 tuntia 37 °C:ssa. 

Maljalta inokuloitiin kaksi pesäkettä LB+ampisilliini (100 μg/ml) -liemeen (5 ml) 

steriilillä siirrostustikulla omiin kasvatusputkiin. Kasvatuksia ravisteltiin 37 °C:ssa 

280 rpm:n pyörimisnopeudella 16 tuntia. Inkuboinnin jälkeen valmistettiin glysero-

listokit pipetoimalla 400 µl glyserolia ja 600 µl näytettä kryoputkeen. Näytteet ase-

tettiin säilytykseen -80 °C:seen. Plasmidit eristettiin käyttäen muokattua (sentri-

fuugauksen rpm:t ja ajanjaksot sekä eluentti) Isolation of transfection-grade plas-

mid DNA in low throughput (REF 740490) -protokollaa [21, s.17]. Protokollassa 

bakteerisolut pelletoitiin sentrifugoimalla mikrosentrifuugilla (1 min ja 17000 x g), 

jonka jälkeen pelletti lyysattiin. Lyysauksen jälkeen lysaatti kirkastettiin sentri-

fugoimailla (10 min ja 17000 x g) ja supernatantti ladattiin plasmidin sitovaan ko-

lumniin. Kolumnista eristettiin lopulta plasmidi MilliQ® -vedellä. Tämän jälkeen mi-

niprep-näytteistä mitattiin konsentraatio NanoDropilla. lentiCRISPRv2 gRNA1- ja 

gRNA2-plasmideista tehtyjen minipreppien konsentraatiot Hgf- sekä Met-gee-

neille ovat näkyvissä taulukossa 6. Kaikkien näytteiden konsentraatiot ovat näky-

vissä liitteessä 4. 
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Taulukko 6 NanoDropilla mitatut plasmidikonsentraatiot lentiCRISPRv2 gRNA1 
(2 eristystä) ja gRNA2 (2 eristystä) Hgf- ja Met-geeneille. 

Näyte C (ng/µl) 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (1) 625,9 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (2) 587,4 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Hgf (1) 621,8 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Hgf (2) 620,3 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Met (1) 581,8 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Met (2) 324,2 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Met (1) 642,2 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Met (2) 642,1 

 

Taulukosta 6 nähdään, että jokaisesta näytteestä inokuloitiin kaksi pesäkettä 

(näytteet 1 ja 2). Konsentraatiomittauksen jälkeen näytteet valmisteltiin sekven-

sointiin. Näytteet sekvensoitiin FIMM:n sekvensointiyksikön toimesta. 
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Sekvensoinnilla varmistettiin gRNA:n ligoituminen vektoriin suunnitellusti. Sek-

vensointitulokset tarkistettiin käyttäen Clustal Omega -sivuston Multiple Se-

quence Alignment -työkalua. Työkaluun syötettiin sekvensointialukkeen (LKO pri-

mer) sekvenssi, lentiCRISPRv2-plasmidin sekvenssi, näytteen sekvenssi (esi-

merkiksi lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf) sekä gRNA:n (assembly) sekvenssi. Tä-

män jälkeen tarkistettiin, linjautuvatko sekvenssit keskenään suunnitelmien mu-

kaisesti. Kuvassa 9 näkyvissä lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (1) näytteen sekven-

sointitulokset, jotka linjautuivat odotetulla tavalla. 

 

Kuva 9 LentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (1) näytteen sekvensointitulokset Clustal 
Omega -sivuston Multiple sequence alignment -työkalussa 

Kuvasta 9 nähdään, että ensin lentiCRISPRv2 Puro -plasmidin kanssa linjautuu 

LKO-sekvensointialuke. Tämän jälkeen linjautuu myös lentiCRISPRv2 gRNA1, 

Hgf (1) sekvenssi ja lopuksi nähdään, että myös gRNA1 linjautuu täydellisesti 

edellä mainitun sekvenssin kanssa. Kaikki sekvensointitulokset käytiin vastaa-

valla tavalla läpi. Saatujen sekvensointitulosten perusteella odotetulla tavalla lin-

jautuneet miniprep- ja glyserol stock -näytteet säilytettiin ja linjautumattomat 

(Ezh2, gRNA2) hävitettiin. Sekvensointitulokset linjautumisen suhteen näkyvissä 

liitteessä 4 ja näytteiden kaikki sekvenssit liitteessä 5. Lentivirusvektoreiden 
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valmistuksesta tehtiin kuluihin ja työtunteihin pohjaavat laskelmat, jotka tulevat 

määrittelemään GBU:n uuden palvelun hinnan (liite 6). 

5 PCR-alukkeiden testaus 

PCR-alukkeiden testaamisella selvitettiin alukkeiden toimivuutta. Tarkoituksena 

oli saada etu- ja taka-alukkeella monistettua aina tietyn kokoinen sekvenssi siitä 

kohdasta kohteen genomista, johon genomieditointi CRISPR-Cas9-menetelmää 

tullaan käyttämään. Esimerkiksi 500 emäsparin (bp) päähän gRNA1:stä suunni-

teltujen etu- ja taka-alukkeiden (FWD ja REV primer) avulla pyrittiin monistamaan 

1000 emäsparin pituinen sekvenssi. Etu- ja taka-aluke, jotka oli suunniteltu 150 

bp:n päähän gRNA1:stä, pyrittiin monistamaan 300 emäsparin pituinen sekvens-

sin gRNA1:n ympäriltä. Kyseiset sekvenssit sekvensoimalla on mahdollista 

päästä selville siitä, onko genomieditointi onnistunut vai ei. Testauksen yhtenä 

pyrkimyksenä oli tuoda esille, kumpi edellä mainituista alukepareista toimii pa-

remmin.  

Viimeiseksi oli tarkoitus saada vielä eristettyä 150 emäsparin päähän suunnitel-

lun etualukkeen ja gRNA1:n kanssa limittyvän taka-alukkeen (REVoverlap) 

kanssa eristettyä 150 emäsparin pituinen sekvenssi. Tämä monistus ei luonnolli-

sesti onnistu, jos genomieditointi gRNA1:n kohdalla on onnistunut. Kyseisen alu-

keparin toimiessa tästä saisi suoraa kvantitatiivista dataa kvantitatiivista PCR:ää 

(qPCR) hyödyttämällä genomieditoinnin onnistumisesta/epäonnistumisesta. 

Templaatti-DNA:na käytettiin valmiiksi eristettyä hiiren genomista DNA:ta. 

PCR-alukkeita testattiin käyttäen DyNAzyme II Polymerase -protokollaa [22, s.1]. 

PCR-reaktioon pipetoidut komponentit näkyvät taulukossa 7. Protokollan 
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toimivuuden testaamiseksi käytettiin valmiiksi tehtyjä alukenäytteitä Tph1- ja 

Adra2-geeneille (Mus musculus). 

Taulukko 7 PCR-reaktioon pipetoidut komponentit 

Komponentti Reaktiotila-

vuus (µl) 

Loppukonsentraatio 

ddH2O 32  

10X Optimize DyNAzyme buffer 5 1X (1,5 mM MgCl2) 

10 mM dNTP (deoksinukleotidi) 

Mix 

1 200 µM 

Etualuke (FWD primer) 5 5 µM 

Taka-aluke (REV primer) 5 5 µM 

Templaatti-DNA 1,5 99 

DyNAzyme II DNA Polymerase 0,5 0,5 U/50 µl 

 

PCR-ajon suorittamiseen käytettiin GBU:n työohjeen mukaista PCR-ajo-ohjel-

maa: aluksi 2 min 94 ºC:ssa, jonka jälkeen 30 sykliä: 30 s 94 ºC:ssa, 30 s 50–51 

ºC:ssa ja 40 s 72 ºC:ssa. Syklien jälkeen 10 min 72 ºC:ssa ja jäähdytys 4 ºC:seen. 
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Annealing-lämpötilat (51 ºC Tph1-alukkeille ja 50 ºC Adra2a-alukkeille) valittiin 

laskemalla lämpötilaa 5 ºC alimmasta sulamislämpötilasta alukeparia kohden. 

Ensimmäisen ajon tulokset ovat nähtävissä kuvassa 10. 

 

 

Kuva 10 Tph1- ja Adra2a-geenien PCR-alukkeiden (150, 500 ja OL-etu- ja taka-
aluke) testaus. 

Kuvasta 10 nähdään, että sekä Tph1- että Adra2a-geenin kohdalla on onnistuttu 

monistamaan 1000 emäsparin pituinen sekvenssi 500 emäsparin päähän 

gRNA:sta suunniteltujen etu- ja taka-alukkeen avulla. Tph1-geenin kohdalla 

myös 150 emäsparin pituinen sekvenssi näyttää olevan geelillä oikeassa koh-

dassa ja puolestaan Adra2a:n kohdalta löytyy oikeasta kohdasta 300 emäsparin 

pituisen sekvenssi. Geelikuvan nähdään kuitenkin myös sisältävän paljon PCR-
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sivutuotteita, eli alukedimeerejä (primer dimer). Alukedimeereistä pyrittiin pääse-

mään eroon muuttamalla seuraavaan PCR-ajon annealing-lämpötiloja. Lämpötila 

toisessa PCR-ajossa oli kolme astetta alhaisempi kuin alin sulamislämpötila (Tm) 

per alukepari. Näin ollen Tph1-näytteille sekä Adra2a 1000 -näytteelle saatiin an-

nealing-lämpötilaksi 53 ºC ja Adra2a 300- sekä 150-näytteelle 52 ºC. 

 

Kuva 11 Tph1- ja Adra2a-geenien PCR-alukkeiden toinen geeliajo. Annealing-

lämpötila 53 ºC kaikille Thph1-näytteille sekä Adra2a 1000-näytteelle ja 52 ºC 

Adra2a 300 sekä 150-näytteelle. 

Toinen PCR-ajo näyttää onnistuneen Tph1-näytteiden kohdalla paremmin kuin 

ensimmäinen (kuva 11). Bandit näyttävät olevan oikeissa kohdissa kaikkien näyt-

teiden kohdalla. Adra2a-näytteistä vain 1000-bandi näyttää olevan väärässä koh-

dassa ja etenkin noin 300-bandi on hyvin vahva. Alukkeita ei ole suunniteltu täs-

mälleen esimerkiksi 500 tai 150 emäsparin päähän gRNA:sta (ks. kpl 3), joten ne 

eivät myöskään ole täysin oikeassa kohtaa edellä olevissa geelikuvissa. Bandeja 
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ei kuitenkaan tässä vaiheessa vielä eristetty ja sekvensoitu, joten täyttä var-

muutta alukkeiden tai protokollan toimivuudesta ei vielä saatu.  

Yksi PCR-ajo tehtiin vielä projektiin suunnitelluilla alukenäytteillä. Annealing-läm-

pötilaa 52 ºC käytettiin Hgf(OL)-, Hgf(300)-, Met(300)- ja Met(1000)-alukepareille. 

Hgf(1000)- ja Met(150)-alukepareille käytettiin 53 ºC annealing-lämpötilaa. Käy-

tetty lämpötila oli kolme astetta alhaisempi kuin alin sulamislämpötila per aluke-

pari. Kuvassa 12 on esitetty Hgf- ja Met-geenien alukenäytteiden PCR-ajon gee-

likuva. 

 

Kuva 12 Geeliajokuva Hgf- ja Met-geenien PCR-alukkeiden (150, 500, OL-etu- 
ja taka-aluke) testauksesta. 
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Kuvasta 12 nähdään, että Hgf-geenien PCR-alukkeet näyttävät toimivan odote-

tulla tavalla. 150 etualukkeella ja OL-taka-alukkeella on saatu monistettua noin 

200 emäsparin pituinen bandi (etualuke suunniteltu 178 emäsparin päähän 

gRNA1:stä, liite 2). 150 etu- ja taka-alukkeella on puolestaan onnistuttu monista-

maan noin 400 emäsparin pituinen bandi (etualuke 178 ja taka-aluke 171 emäs-

paria gRNA1:stä, liite 2). Vahvin noin 1000 emäsparin pituinen sekvenssi saatiin 

monistettua 500:n etu- ja taka-alukkeella. Bandit eivät ole täysin oikeassa koh-

dassa, mikä todennäköisesti johtuu siitä, että alukkeita ei ole suunniteltu täsmäl-

leen esimerkiksi 150 tai 500 emäsparin etäisyydelle gRNA1:stä (liite 2).  

Met-geenille suunnitellut alukkeet eivät toimineet ensimmäisessä ajossa odotus-

ten mukaisesti. Ainoastaan OL-taka-alukkeen sekä 150 etualukkeen avulla eris-

tetty bandi on oikeassa kohdassa geelikuvassa. Hgf- ja Met-alukkeet sisälsivät 

molemmat epäpuhtauksia, eli alukedimeerejä (primer dimer). Alukedimeerien vä-

hentämiseen auttaa mahdollisesti annealing-lämpötilan säätäminen. Mitään 

edellä mainituista näytteistä ei eristetty geeliltä ja sekvensoitu ajanpuutteen 

vuoksi, joten täyttä varmuutta ei alukkeiden toimivuudesta saatu. 
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6 Yhteenveto 

Opinnäytetyön tarkoituksena oli edistää uuden CRISPR/Cas9-menetelmään 

pohjaavan palvelun viemistä GBU:n palveluportfolioon. Palvelun validointipro-

sessia ei päästy käytettävissä olevassa ajassa tekemään loppuun asti. Kaikille 

tutkimusryhmän intressissä oleville geeneille (STK11, STING1, ULK1, Ezh2, Met, 

Hgf, Il11, Axl ja Nrg1) saatiin kuitenkin suunniteltua gRNA:t sekä tuotettua lenti-

virusvektorit (lentiCRISPRv2 Puro vektoriin). Ainoastaan Ezh2 gRNA2-konstrukti 

ei onnistunut (sekvensoinnin analysointitulokset, liite 8). Kaikille geeneille suun-

niteltiin myös etu- ja taka-alukkeet sekvensointia varten ja niitä vastaavat oligot 

tilattiin. 

Tämän opinnäytetyön pohjalta luotiin GBU:lle uusi protokolla gRNA ja sekven-

sointialukkeiden suunnittelulle. Lentivirusvektoreiden tuotolle laskettiin myös kus-

tannusarvio, joka tulee määrittämään tarjottavan palvelun hinnan. Protokollan 

luomisessa ja hinta-arvion laskennassa käytettiin GBU:n sisäistä ohjeistusta. 

Projektin seuraavassa vaiheessa tuotetaan lentivirusvektorin sisältäviä lentiviruk-

sia ja niillä infektoidaan soluja (Homo sapiens ja Mus musculus). Tämän jälkeen 

suunnitelluilla etu- ja taka-alukkeella monistetaan infektoidun solun genomista 

mutatoinnin kohteena oleva kohta geenistä. Eristetystä kohdasta pystytään esi-

merkiksi sekvensoinnin avulla selvittämään, onko haluttu mutaatio ja geenin 

inaktivaatio saatu aikaiseksi esimerkiksi villityyppiin vertaamalla. Tätä kautta on 

myös mahdollista selvittää, millä todennäköisyydellä infektoidussa solussa ta-

pahtuu haluttu mutaatio. Validointiprosessin loppuun saattamisen jälkeen 

GBU:lla on tarjottavana yksi palvelu lisää eri tutkimusryhmien käyttöön.
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Geenien gRNA1 ja gRNA2 Off-target-listat 
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PCR- ja sekvensointialukkeet 

Aluke Tm 

(ºC) 

GC-

% 

Pi-

tuus 

Etäisyys 

gRNA1:stä 

Sekvenssi 

STK11, FWDpri-

mer (150 bp) 

59,98 54,55 22 200 CAGGGCATTGTGCACAAGGACA 

STK11, REVpri-

mer (150 bp) 

58,99 54,17 24 175 CATAAAGTAAGCACCCCCTAGCGG 

STK11, FWDpri-

mer (500 bp) 

60,63 59,09 22 531 GCCTGTGGCCCACAGGAAAATG 

STK11, REVpri-

mer (500 bp) 

60,05 59,09 22 494 GGTCAGTCAAGGTGGTTGACGC 

STK11, REVpri-

mer (OL) 

56 66,67 18  CGGAGAAGGTGTCCAGGCC 

ULK1, FWDpri-

mer (150 bp) 

59,86 76,47 17 113 GAGTCCCCCGCGCCTTG 

UKL1, REVpri-

mer (150 bp) 

56,8 54,55 22 188 CGGGAGTCTGAACTGGAAAGTC 

ULK1, FWDpri-

mer (500 bp) 

59,33 57,14 21 393 GCCGCGGCTCTTTTGTTTCTC 

ULK1, REVpri-

mer (500 bp) 

59,85 57,14 21 509 GGCGACCTCCAAATCGTGCTT 
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ULK1, REVpri-

mer (OL) 

57,8 66,6 18  GTGGCGGCCCTTGAAGAC 

STING1, 

FWDprimer 

(150 bp) 

57,46 52,17 23 159 GGCAAAAGAGGGATCAAGTCAGG 

STING1, 

REVprimer (150 

bp) 

58,51 54,55 22 148 gcaacatccttcatgccttggg 

STING1, 

FWDprimer 

(500 bp) 

56,33 57,14 21 563 CTCCTTGAACCTCTCTGGCTG 

STING1, 

REVprimer (500 

bp) 

57,33 54,55 22 498 cctgtaatcccagcactttggg 

STING1, 

REVprimer (OL) 
56,19 57,89 19 overlap 6 

emästä 

GCAGGATCAGCCGCAGATA 

Ezh2, FWDpri-

mer (150 bp) 

56,42 52,17 23 111 GGTCATGGTACTTCTGGTGAGTC 

Ezh2, REVpri-

mer (150 bp) 

54,09 50 22 151 GAGAGACATCCTGAAGTCTGTG 

Ezh2, FWDpri-

mer (500 bp) 

56,57 60 20 386 GGATTACTCAGCCTGCTGGG 
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Ezh2, REVpri-

mer (500 bp) 

55,91 52,17 23 529 GGTGACTAAGATCTCCCTCACAC 

Ezh2, REVpri-

mer (OL) 

57,48 60 20 overlap 6 

emästä 

CTCCGCTGCTTCCACTCTTG 

Il11, FWDpri-

mer (150 bp) 

55,46 54,55 22 147 CCCTAGCTTACCTCACTCAGAC 

Il11, REVprimer 

(150 bp) 

56,52 54,55 22 149 GCCCAAGAGAGAGAAGTGACTG 

Il11, FWDpri-

mer (500 bp) 

55,44 57,14 21 406 CCTGAGACTCAAGACCTCCAG 

Il11, REVprimer 

(500 bp) 

56,33 54,55 22 487 GCTCTGGCTCCAGAGTCTTTAG 

Il11, REVprimer 

(OL) 

59,35 76,47 17 overlap 4 

emästä 

CAGCTGGTGGCCCAGGG 

Hgf, FWDprimer 

(150 bp) 

55,1 45,83 24 178 CTAGGAGAAGCTTTAAGCCAGAAC 

Hgf, REVprimer 

(150 bp) 

56,4 57,89 19 171 CATGCAAGTTTGGGCCTCG 

Hgf, FWDprimer 

(500 bp) 

55,94 47,83 23 330 CAATCAAGTCACCATGGCTTACC 
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Hgf, REVprimer 

(500 bp) 

56,83 57,14 23 573 GAGACCACTGGTCAACCTGTG 

Hgf, REVprimer 

(OL) 

55,44 47,62 21  CTGGCATTTGATGCCACTCTT 

Met, FWDpri-

mer (150 bp) 

56,06 55 20 217 GGTGTCACCTGCTGGTTTTG 

Met, REVprimer 

(150 bp) 

56,85 52,38 21 169 CAAGAGGGCAAGCAAACCAAC 

Met, FWDpri-

mer (500 bp) 

55,72 54,55 22 443 CTTCTCCCACCCCCACATATAC 

Met, REVprimer 

(500 bp) 

56,93 52,38 21 557 GCTTTTTATGAGAGCCGCACG 

Met, REVprimer 

(OL) 

54,64 43,48 23 overlap 4 

emästä 

CGAATGAAATTTCGCAGATCTCC 

Axl, FWDprimer 

(150 bp) 

56,02 54,55 22 164 GCCCAAATCAGAGAGGAGTAGG 

Axl, REVprimer 

(150 bp) 

57,13 57,14 21 145 CCTCCCAAAGGCTCCAGTTTC 

Axl, FWDprimer 

(500 bp) 

57,19 52,38 21 517 GAACAATTAGCAGCTGCGCAG 
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Axl, REVprimer 

(500 bp) 

57,02 57,14 21 579 CATCTCCTTGCTGGCCTTCTC 

Axl, REVprimer 

(OL) 

56,12 57,14 21  CAGGTACTCCATACCACTGGC 

Nrg1, FWDpri-

mer (150 bp) 

56,35 60 20 106 CTCTTGAGCCGTGCTAGAGG 

Nrg1, REVpri-

mer (150 bp) 

56,84 47,83 23 152 GGAAAAAAAGCCAGGGGTTCATG 

Nrg1, FWDpri-

mer (500 bp) 

56,65 57,14 21 510 GCCTCAGGAGTGGGTATTTGG 

Nrg1, REVpri-

mer (500 bp) 

57,23 57,14 21 550 CCTTGCAGGTAAGCACTGAGG 

Nrg1, REVpri-

mer (OL) 

55,82 52,38 21  GTTTTCTCCTTCTCCGCACAC 
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Designing gRNA:s and PCR primers with Benchling 

 

1. Creating a folder and importing the sequence 

 

1. Create project folder by choosing “+” next to “Projects” (or use an already existing project). 

2. Name the project and choose parameters in “manage collaborators” as you will. Then create project. 

3. Import the sequence of the gene by choosing “+” on the left panel. Then choose “DNA Sequence” and 

“New DNA sequence”. There are couple of ways how you can import the sequence. For example, you can 

import the sequence in with file format (convert file) or by searching from external databases. If you 

choose to use “Search External Databases” you can find the gene for example with genes name or ensem-

ble ID. Save the sequence to folder of choice. 

 

 
2. Designing gRNA1 

 
1. Open the sequence of the gene with left mouse click.  You can go straight to the exon of interest from lin-

ear map if you use split workspace. You can turn it on from the right down corner. Otherwise, you can also 

just scroll to the right exon. 

2. Open the split workspace on the right down corner if it isn’t already activated. Activate the exon of inter-

est with left mouse click.  

3. Choose the CRISPR tool from the right and click “DESIGN AND ANALYZE GUIDES” with left mouse click. 

Check the guide parameters (length: 20, genome: CRCh38(hg38, Homo Sapiens)/CRCm38_Ensemblere-

lease_102(Mus musculus) and PAM: NGG (SpCas9, 3’ side)) and click “Finish” from the down right corner. 

Check that the target is correct and click “+” (create) with left mouse click. 

4. Wait until the program has calculated the “Off-Target Score”. Then you can arrange them in the order of 

magnitude by clicking On-Target / Off-Target Score with left mouse click. Choose the “Guide Sequence” 

which has the highest combination of On-Target and Off-Target scores and save it to the folder of choice.  

5. Assemble the gRNA1 with “Assemble” tool by activating the guide sequence on CRISPR tool. You can use 

bookmarked plasmids, plasmids from Benchling folders or upload a whole new plasmid. Then choose 

next. Assemble the gRNA1 to the folder of choice.  

 
3. Designing gRNA2 

 
1. Calculate a 500 base pair difference upstream and downstream from the gRNA1. 

2. Activate an area around the spot which is 500 base pairs upstream from gRNA1 (for example 400-600 

bp). Check the On-Target / Off Target scores with CRISPR tool as shown in designing gRNA1. 

3. Activate an area around the spot which is 500 base pairs downstream from gRNA1 (for example 400-

600 bp). Check the On-Target / Off Target scores with CRISPR tool as shown in designing gRNA1. 

4. Choose the guide sequence which has the highest On-Target / Off Target score combination up-

stream or downstream. 

5. Save the guide sequence to the folder of choice and assemble it as shown in designing gRNA1. 

 

4. Designing PCR primers 

 
1. Calculate a 500/150 base pair difference upstream and downstream from gRNA1. 

2. Find a sequence 500/150 base pairs (bp) upstream (forward primer) and downstream (reverse primer) 

from gRNA1 which suits the following requirements (parameters can be seen in the bar below when the 

sequence is activated with left mouse button): 

- primer melting temperature 55-65 ºC 

- GC content 45-55% 

- G/C base at the beginning and end of the primer 

- length 18-24 bases 

- maximum 1 ºC melting temperature difference between forward and reverse primer. 
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3. Activate the chosen sequence and create a primer by clicking right mouse button and choose “Create Pri-

mer”. Then choose “Forward” if you are designing the primer 500/150 bp upstream and “Reverse” if you 

are designing the primer 500/150 bp downstream from gRNA1. Depending on the gene sequence the re-

quirement might have to be altered. Make sure that the difference is maximum 1 ºC between forward and 

reverse primer which are used together. Save the primer to a folder of choice.  

4. Create a reverse primer (same requirements as above) which overlaps 5 bases with gRNA1 at the 3’ end. 

Overlap primer is used with 150 bp forward primer. 
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Näytteen nukleotidipitoisuus ja sekvensointitulokset 

 

Näyte c (ng/µl) Sekvensoinnin analysointi 

lentiGuide Puro gRNA1, STK11 (1) 439,7 OK 

lentiGuide Puro gRNA1, STK11 (2) 512,9 OK 

lentiGuide Puro gRNA2, STK11 (1) 442,6 OK 

lentiGuide Puro gRNA2, STK11 (2) 437,4 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STK11 (1) 614 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STK11 (2) 435,7 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STK11 (1) 505,7 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STK11 (2) 364,1 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, ULK1 (1) 241,3 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA1, ULK1 (2) 440,9 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, ULK1 (1) 618,7 OK 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, ULK1 (2) 223,9 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STING1 (1) 225,4 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STING1 (2) 511,4 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STING1 (1) 63,1 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STING1 (2) 152,7 OK 

lentiCRISPRv2 CRISPR19-IEA (1) 534,9 OK 

lentiCRISPRv2 CRISPR19-IEA (2) 590,2 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Met (1) 581,8 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Met (2) 324,2 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Met (1) 642,2 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Met (2) 642,1 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (1) 625,9 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (2) 587,4 OK 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, Hgf (1) 621,8 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Hgf (2) 620,3 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Ezh2 (1) 751,4 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Ezh2 (2) 744,4 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Ezh2 (1) 674 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Ezh2 (2) 636,1 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Il11 (1) 640,3 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Il11 (2) 536,8 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Il11 (1) 646,7 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Il11 (2) 601,4 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Axl (1) 664,5 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Axl (2) 551,2 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Axl (1) 644,9 OK 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, Axl (2) 728,6 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Nrg1 (1) 698,2 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Nrg1 (2) 336,3 Ei linjaudu 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Nrg1 (1) 583,9 OK 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Nrg1 (2) 593,7 OK 
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Konstruktien sekvenssit 

 

STK11 

lentiGuide Puro gRNA1, STK11 (1) 

TTYSGATTTCTTGCTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGAGGCCGTTGG-
CAATCTCGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTAAGCTTGGCGTAACTAGATCTTGAGACAAATGGCAG-
TATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGA
CATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATT-
CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGCGCCGGCTCGAGGGGGCCCGG
GTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAACAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTT-
CTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCAC
AGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGG-
CGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAA
CCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGC-
CAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGACTCTTTACGGGTTATGGGCCCTTG
CGTGCCTTGATTACTTCCACCTGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCGAGCTT-
CGGGTGGAAGTGGGTGGGARAGTTCGAGGCTTGCGCTTAAGAGCCCTTCGCCTCTGCTTGATGAGC
TGCTGGGCGCCTGGGCGCCGCGKGGCGAATYTRGTGRGCACTTCGCGCCTGGAAY 

lentiGuide Pur gRNA1, STK11 (2) 

AYCGAATTCTTGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGAGGCCGTTGG-
CAATCTCGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTAAGCTTGGCGTAACTAGATCTTGAGACAAATGGCAG-
TATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGA
CATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATT-
CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGCGCCGGCTCGAGGGGGCCCGG
GTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAACAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTT-
CTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCAC
AGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGG-
CGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAA
CCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGC-
CAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGGCCCTT
GCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTT-
CGGTTGGAAGTGGGTGGAGAGTTCGAGGCTTGCGCTTAAGAGCCCTTCGCCTCGTGCTGAGTGAGG
CTGCTGGGCGCTGGGGCAGCGCGTGCGATCTGTGCACCTCGCGCCTGWYCGCTGCTTCGA-
WAAGYCTYTAGC 

lentiGuide Puro gRNA2, STK11 (1) 

AYSATTCTTGTCTTTAWATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGTTCGAAGGGG-
TACAGACCCGGTTTTAGAGCTAGRAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAA
GTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTAAGCTTGGCGTAACTAGATCTTGAGACAAATGGCAG-
TATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGA
CATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATT-
CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGCGCCGGCTCGAGGGGGCCCGG
GTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAACAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTT-
CTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCAC
AGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGG-
CGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAA
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CCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGC-
CAGAACACAGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCG
TGCCTTGATTACTTCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCGAGCTT-
CGGTTGGAAGTGGGTGGGARAGTCGAGTCTTGCGCTTAAGAGCCCTTCGCCTCGTGCTGATGAGCT
GCTGGGCGCTGGGCGCGCGKGRCGATCTGRKGAMCTTCCCGCCKGWYTCGCKKGCTTTTS 

lentiGuide Puro gRNA2, STK11 (2) 

AATSGKATTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAACACCGTTCGAAGGGG-
TACAGACCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTAAGCTTGGCGTAACTAGATCTTGAGACAAATGGCAG-
TATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGA
CATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATT-
CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGCGCCGGCTCGAGGGGGCCCGG
GTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAACAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTT-
CTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCAC
AGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGG-
CGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAA
CCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGACA-
CAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTATGGCCCTTGCGTGCCTT
GAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTT-
CGGGTTGGAAGTGGGTGGARAGTTCGAAGTCTGCGCTAAGGAGCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTGA
GGCTGCTGGCGCTGGGGCCGCCGCGTGMGAATYTAGGKGCAMCTTCSCCGCCCTGGTTYYCST 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STK11 (1) 

ATTCGAWTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGAGGCCGTTGG-
CAATCTCGGGGTTYTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAA
GTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGTGG-
CCTACACGAGAGTACCCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAACTGTGACAGCACCGACAGGCGACTG
CGCTGATCTATCTGCCCTGACCACATGATCAGTTCCGGGTCACTTCCTGAATCGAAGC 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STK11 (2) 

ATCGAWTTTCTTGCCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGAGGCCGTTGG-
CAATCTCGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGATAGAAGCACGAGCGGCACCCCCATCTTCGGCACATCGTGGACGAGTGGCCTAC-
CACGAGAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAACTGGTGGACAGCACGACAGCGACTGCGCT
GATYTATCTGACCTGACCACATGATCAGTCGGGGCACTCTGATCGAGGGGSG 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, STK11 (1) 

ATYSAATTCTTGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGTTCGAAGGGG-
TACAGACCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGCAGAGTCCTTCCTGTG
GAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCACATCGTGACGAGGTGGCCTAC-
CAYGAGAGTACCCCACATCTACACTGARAAAGAAACTGTGACAGCACGACAGCGACTGCGCTGATCT
ATCTGCTGTCCAMTGATCAGTCCGGTCMTCCTGATCGAGGGCKACCTGAACYCGACAACMG 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STK11 (2) 

AWCSAAWTTCTTGGCTTTWTATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGTTCGAAGGGG-
TACAGACCCGGTTYYAKAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGAGTCCTTCCTGTG
GAAGAGGATAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCACATCGTGGACGAGGKGGCCTAC-
CACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGARAAAGAACTGGTGACAGCACGACAAGCGACCTGCGC
TGATCTATCTGCCTTGACCACATGATCAAGTCCGGGTMCTTYCTKGATYC 

 

ULK1 

lentiCRISPRv2 gRNA1, ULK1 (1) 

TTCSGWWTTYYTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAMACCGGAGACGGTTGTAAAT-
GAGCACACAAMATACACRTGCTAAAATATTATATTCTATGACCTTTATAAAATCAACCAAAATCTTCTTT
TTAATAACTTTAGTATCAATAATTAGAATTTTTATGTTCCTTTTTGCAAAC-
TTTTAATAAAAATGAGCAAAATAAAAAAACGCTAGTTTTAGTAACTCGCGTTGTTTTCTTCACCTTTAAT
AATAGCTACTCCACCACTTGTTCCTAAGCGGTCAGCTCCTGCTTCAAT-
CATTTTTTGAGCATCTTCAAATGTTCTAACTCCACCAGCTGCTTTAACTAAAGCATTGTCTTTAACAACT
GACTTCATTAGTTTAACATCTTCAAATGTTGCACCTGATTTTGAAAATCCTGTTGAT-
GTTTTAACAAATTCTAATCCAGCTTCAACAGCTATTTCACAAGCTTTCATGATTTCTTCTTTTGTTAATAA
ACAATTTTCCATAATACATTTAACAACATGTGATCCAGCTGCTTTTTTTACAGCTTTCAT-
GTCTTCTAAAACTAATTCATAATTTTTGTCTTTTAATGCACCAATATTTAATACCATATCAATTTCTGTTG
CACCATCTTTAATTGCTTCAGAAACTTCGAATGCTTTTGTAGCTGTTGTGCATGCACCTA-
GAGGAAAACCTACAACATTTGTTATTCCTACATTTGTGCCTTTTAATAATTCTTTACAATAGCTTGTTCA
WATGAATTAAMACAAACTGTTGCAAAATCAAATTCAATTGCTTCATCAMATAATT-
GTTTAATTTCAGCTTCGTAGCATCTGTTTTAAWATGYGTGATCTATATATTGTTTAGTTCATTTTTTTCY
CCTATWATTCMATTTAAATTTGATCCTGAAAAGTTTCGGTCCACTTAACT-
TAGCGTTTGAAAMCAGAATC 
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lentiCRISPRv2 gRNA1, ULK1 (2) 

ACCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGAGACCACCGCGAAGG-
CGCCGGTTYYAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCRAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TRGAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCACATCGTGGACGAGTGGCCTAC-
CACGAGAGTACCCCCACCATCTACCACTGAGAAAGAACTGTGACAGCACCGACAAGCGACCTGCGCT
GATCTATCTGCCTGACCACATGATCAGTTCGGTCACGTCTGATCGAGGGCGACCTGGACCCGA 

lentiCRISPRv2 gRNA2, ULK1 (1) 

AYSRWWTCTTTGCCTTTAWTATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCAGCGTCTGAGACTTGG-
CGGTTTYMKAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACC
GAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TGGAGAGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCATCTTCGGCACATCGTGGACGAGTGGCCTAC-
CACGAGAAGTACCCCAYCATCTACCACCTGAAGAAAGAAACTGGTGGAACAGCACCGACAGCCGACC
TGCGCTGAATCTATCTGCCTGGCCCACATGATCAAGTTCGGTCAMTCTGATCGAGGGCSAC-
CTGAACCGGAMAAMAAG 

lentiCRISPRv2 gRNA2, ULK1 (2) 

AYYGATTTCTTGGCTTATATATCTTGTGGAAGGACGWAACACCGCAGCGTCTGAGACTTGG-
CGGTTTTMGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACC
GAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTRGAAGAGTCCTTCCTGG
TGAGAGATAAGAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGCACATCGTGGACGAGTGGCCTACACGA-
GAGTACCCCACCATCTACACTGAGAAAGAACTGTGGACMGCACGACAAGCGACTGCGCTGATCTATC
TGCTGCCACATGATCAAGTTCCGGGTCCACTTCCTGWTCGAAG 
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STING1 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STING1 (1) 

CYSAATTTTYTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGCATATTACATCGGA-
TATCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAAGTGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCYCATCTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGG-
CTACACGAGAGTACCCCACCATCTACCMCTGAAAAGAACTGGTGAACAGCACCGACAGCGAACTGCG
CTGATCATCTGCCTGACCACATGATCAGTCCGGGGCCMAC 

lentiCRISPRv2 gRNA1, STING1 (2) 

AYSAWTTTCTTGTCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGCATATTACATCGGA-
TATCTGGTTYTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTCGGCACATCGKGACGAGGTGG-
CCTACACGAGAGTACCCCACATCTACCACTGGAGAAGAACTGTGACAGCACGACAGCCGACCTGCGC
TGGATCTATCTGCCTGCCACATGATCAGTCGGTCMMCTTCTKATYSARGGGC 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STING1 (1) 

NNNNN 

lentiCRISPRv2 gRNA2, STING1 (2) 

ATYAAATTYYTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGCTGTCACTCACAGGTAC-
CGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACC
GAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TRGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCACATCGTGGACGAGGTGG-
CCTACCACGAGAAGTACCCMTCATTCTACCACTGAGAAGAACTGTGAMGCACGACAAGCGACTGCGC
TGAATCTTWYTGGGCCCTGGCCMMATGGAWTCAAGTTTCCGGGGTC 
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CRISPR19-IEA 

lentiCRISPRv2 CRISPR19-IEA (1) 

CTCSAWTTCTTGGCTTWTATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGCGCGA-
TAGCGCGAATATACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAG-
GAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAAC-
TGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTG
CAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGAC-
CGGTTCTAGAGCGCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTG
TGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGG-
CAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAAC
AGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAGAGATAGAAGCACGAGCGCACCCCATCTT-
CGCAACATCGTGACGAGTGCCTACCACGAGAGTACCCCAYCATYTACCACCTGARAAAGAAACTGTG
AMAGCACCGACAGCCGACCTGCGCTGATCTWTCTGCCCTGACCACATGATCAGTTCGGTC-
CATCTGATCGAGGCGACTKGAACCCCGAMAAMCATS 

lentiCRISPRv2 CRISPR19-IEA (2) 

ATCGATTTCCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGCGCGA-
TAGCGCGAATATACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAG-
GAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAAC-
TGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTG
CAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGAC-
CGGTTCTAGAGCGCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTG
TGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGG-
CAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAAC
AGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGTGCCTACCACGAGAGTACCCCACCATCTACCACCTGARAAAGAAACTGGKG
ACAGCACGACAGGCGACTGCGCTGATCTWTCTGCCTGCCACATGAT-
CAGTCCGGTCACGTCTGATCGAGGCGACTKGACCCCGAMACACGGSWACGT 

Met 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Met (1) 

ATSYATTTCTTGTCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGCTCCATGCTTCATA-
TAGGGCGTTTYAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGG
CACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGAGTCCTTCCTGGT
GGAGAGGATAAGAAGCMCGAGCGGCACCCCCATCTTCGCAACATCGTGGACGAGGTGG-
CCTACACGAGAAGTACCCCACCATTCTACCACCTGAGAAAGAACTGGTGGAACAGCACGACAGCGAC
TGGCGCTGATCTATCTGCCTGACCMAATGATCAGTCCGGTCMCCTYTCTGKAMTCGAGGGG 
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lentiCRISPRv2 gRNA1, Met (2) 

ATCGATTTCTTTGTCTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGCTCCATGCTTCATA-
TAGGGCGTGGYCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGA
TCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCAC-
TTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTGCTACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAA
GGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCT-
CATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAG
CATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAAC-
TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCAT
AGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA-
CAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATT
AATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAAT-
GAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCMCTCAAGGCGG-
TAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGAWAACCGCAGAAAGAACATGTGGAGCAAAGCCAGCAAATGC
CAGTACCGTAAAAGCCGCGTGCTGCGTTTCATAGGCTCCSCCCCTGACAGCTTCCAAATCGG-
MASSCTYCAAGTTCC 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Met (1) 

TMYTSYCYYSKMMSSTTMWATRTCTYGTGSAMAGGACGAACACCGCCGTCTCTG-
TAACATCCATGTTTTAKWKYTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGYCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGATAGAAGCACGAGCGGCACCCATCTCGCAACATCGTGGACGAGGTGCTACACGA-
GAGTACCCACATCTACCMCTGAAAAGRAACTGTGGACGCCACGACAGGCGAACTGCGCTGATYTATY
TGCCTGACCCAATGATCAGTTCCGGTCACTCCKGATCGAGGCGACCTGGAATCCCSGCA 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Met (2) 

AYGWATTTCTTGACTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGGAGACGGTTGTAAAT-
GAGCACACAMMMTACACATGCTAAAATATTATATTCTATGACCTTTATAAAATCAACCAAAATCTTCTTT
TTAATAACTTTAGTATCAATAATTAGAATTTTTATGTTCCTTTTTGCAAAC-
TTTTAATAAAAATGAGCAAAATAAAAAAACGCTAGTTTTAGTAACTCGCGTTGTTTTCTTCACCTTTAAT
AATAGCTACTCCACCACTTGTTCCTAAGCGGTCAGCTCCTGCTTCAAT-
CATTTTTTGAGCATCTTCAAATGTTCTAACTCCACCAGCTGCTTTAACTAAAGCATTGTCTTTAACAACT
GACTTCATTAGTTTAACATCTTCAAATGTTGCACCTGATTTTGAAAATCCTGTTGAT-
GTTTTAACAAATTCTAATCCAGCTTCAACAGCTATTTCACAAGCTTTCATGATTTCTTCTTTTGTTAATAA
ACAATTTTCCATAATACATTTAACAACATGTGATCCAGCTGCTTTTTTTACAGCTTTCAT-
GTCTTCTAAAACTAATTCATAATTTTTGTCTTTTAATGCACCAATATTTAATACCATATCAATTTCTGTTG
CACCATCTTTAATTGCTTCAGAAACTTCGAATGCTTTTGTAGCTGTTGTGCATGCACCTA-
GAGGAAAACCTAMAACATTTGTTATTCCTACATTTGTGCCTTTTAATAATTCTTTACATAGCTGTCATAT
GAATTAACACAAACTGTTGCAAATCAATTCATGCTCATCMCAWAATTGTTATTCAGCTTTCG-
TAGCATCTGTTAKATGGGGGATCATAWTTGTAAGTCATTTTCCCGWCATTCATTTTGATGAATCTAAAT
CGCCACTTACTASGTTGAACARWTTCCCCA 
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Hgf 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (1) 

CTACYGAATTYYTTGGCTTTTATATATCTTGTGGAGGGACGAACACCGACGGTATCCATCAC-
TAAGAGGTTTTASAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAG
AGAACCGCCAGAAGAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTT-
CAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGTGAGAGA
TAGAAGCMCGAGCGCACCCCATCTCGGCAMATCGKGACGAGTGCTACACGAGAG-
TACCCCCMCATCTACACTGAAARGACTGTGAACGCACCGACAGCCGACTGCGCTGWTCTATCTGTCC
TACCCATGATCAGTGCCGGTCCACTCCTGGATGCGAGGGCTACT 

 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Hgf (2) 

AYCAWTTTYTTGGCTTTTATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGACGGTATCCATCACTRA-
GAGGTTTTAGAGCTAGRAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCAC
CGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAWTTGATCCGGTGCCTASAGAAGGTGGCGCGGGGTRAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCRGAACACAGGACCGGKTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGYCTGSACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAKGTGCCCAGCWAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGATKAAGATACWYCAGACGGAAGAASCCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAWCGAGATGGTCGAAGTGSACGAYAGCTTKCTTCCACAGACTGGCAKAGTCCTTCCT
GTGATGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCWTCGCAWCRTCGTGGACGAGGTGG-
CCTACAYGAGAGTACCCACCATTCTAGCYACTGAAAAGAACYTGGTGAMTGGCAYGACAGCTGAWCT
TGCGCTGATCTATCTGGTCCATGTCTACTGGATCAGTCCGGTCCACTTCTKATCGAAGGGY-
GAACCTGGAATCTCGCA 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Hgf (1) 

AWCGAWTTCTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGTTTTACACAGGTTGAC-
CAGGYTYYMGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCAC
CGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAG
AGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTT-
CAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGA
GGATAGAGCACGAGCGCACCCATCTTCGGCACATCGKGACGAGGTGGCTACACGAGAG-
TACCCCACCATCTACACTGAGAAAGRAACTGGKGGAMCGCACCGACCAGCGAACTGGCGCTGATCTA
TCTGGCTGACACTGATCAGTCCGGTCMATTTCTTGTATTCGAGGGCGCACCCTGTGA 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, Hgf (2) 

AYCSATTCTTGACTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGTTTTAACACAGGTTGAC-
CAGGTTTYAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCAC
CGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTT-
CAGCAACGAGATGGCCAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAG
AGGATAGAGCACGAGCGGCACCCCATCTCGGCAACATCGKGGACGAGGTGGCTACACGA-
GAAGTACCCCCACCATCTACCACTGAAAAGAACTGGTGGAMGCACGACAGCCGAACTGCGCTGATCT
ATCTGTCCTGGCCATGATCAGTTCCGGTCACTTCCTKAATCAGGGCTAC 

 

Ezh2 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Ezh2 (1) 

GSCYYWWMKARTTTSTTKKCTYCTATAYATMTTGTGKCWMGGACGTATAYAYCGCGA-
GACGGYTGTWAATGAGCACACCAAATACWCWTGCTAAAAYATTATATYCTATGACCTTTATAAAATCA
ACCAAAATCTTCTTTTTAATAACTTTAGTATCAATAATTARAATTTTTAT-
GTTCCTTTTTGCAAACTTTTAATAAAAATGAGCAAAATAAAAAAACGCTAGTTTTAGTAACTCGCGTTGT
TTTCTTCACCTTTAATAATASCTACTCCACCACTTGTTCCTAAGCGGTCAGCTCCTGCTT-
CAATCATTTTTTGAGCATCTTCAAATGTTCTAACTCCACCAGCTGCTTTAACTAAAGCATTGTCTTTAAC
AACTGACTTCATTAKTTTAACATCTTCAAATGTTGCACCTGATTTTGAAAATCCTGTTGAT-
GTTTTAACAAATTCTAATCCAGCTTCAACAGCTATTTCACAAGCTTTCATGATTTCTTCTTTTGTTAATAA
ACAATTTTCCATAATACATTTAACAACATGTGATCCAGCTGCTTTTTTTACAGCTTTCAT-
GTCTTCTAAAACTAATTCATAATTTTTGTCTTTTAATGCACCAATATTTAATACCATATCAATTTCTGTTG
CACCATCTTTAATTGCTTCAGAAACTTCKAATGCTTTTGTAGCTGTTGTGCATGCACCTA-
GAGGAAAACCTACAACATTTGTTATTCCTACATTTGTGCCTTTTAATAATTCTTTACAATAGCTTGTTCA
ATATGAATTAACACAAACTGYTGCAAATCAATTCAATTGCTTCATCACATAATTGT-
TATTTCAGCTTTCGTAGCATCTGTTTATAATGTGTGATCTAWAWATTGTTAGTCAATTTTCTCTAWATT
CATTTTATTGATTCTTACATTTCGCCTACTTGAWCTTAAGCGGTTAGAACGATTGCTGAACCGTATC 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Ezh2 (2) 

TCCCSGTTTCKWTTYTTGGCTTATATATCTTGTGGAAGGACGAWACACCGCTGAAAC-
CTTAAACCAAGAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAMATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA
AAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCKCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATT-
GGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGG
GGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGAT-
GTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCG
TGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACWGGACCGGTTCTAGAGCGCTGC-
CACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGAT
CACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCWAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCA-
CAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCG
GCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGAC
TGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAGAGGATAGAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGTGCCTACCACGAGAGTACCCCACCATCTACACTGAAAAAGAAACTGGTGGA
MGCACGAMCAGCGACTGCGCTGATCTWCTGACTTGACCAATGATCAGTTCCGGGTCCACTYYC 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, Ezh2 (1) 

CTYGWATTCTAATTCTTGGCTTATATATCTTGTGKAAGGACGAACWYCGTAAATCCTCTAG-
TAAGGGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTG
GCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTYAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAKAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGWCATCGGYACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCYCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGAYCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAAYCTGATCGGAGYCCTGCTGTTCGACAGCGGYGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACYGYCAGAAGAAGATACWCCAGACGGAAGAAYCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATYTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCAMAGACTGGAAGAGTCCTTTCCT
GGTGGAAGAGGATAGAAGCWCGAGCGGYAYCCYCATYTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGG-
CCTACACGAGAAGTTACYCTCMTCATTYTATCCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGAMCGCATCGACAA
GTCGACTTGCGGCTGATCTATYTGGACTGACYCACATGATCAAGTTTCGGACCMCTTYCTT-
GTAWTCGRGGGGCSTA 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Ezh2 (2) 

AMMWTTTCTTGGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAACACCGGAGACGGTTGTAAAT-
GAGCACACMAMATACACATGCTAAAATATTATATTCTATGACCTTTATAAAATCAACCAAAATCTTCTTT
TTAATAACTTTAGTATCAATAATTAGAATTTTTATGTTCCTTTTTGCAAAC-
TTTTAATAAAAATGAGCAAAATAAAAAAACGCTAGTTTTAGTAACTCGCGTTGTTTTCTTCACCTTTAAT
AATAGCTACTCCACCACTTGTTCCTAAGCGGTCAGCTCCTGCTTCAAT-
CATTTTTTGAGCATCTTCAAATGTTCTAACTCCACCAGCTGCTTTAACTAAAGCATTGTCTTTAACAACT
GACTTCATTAGTTTAACATCTTCAAATGTTGCACCTGATTTTGAAAATCCTGTTGAT-
GTTTTAACAAATTCTAATCCAGCTTCAACAGCTATTTCACAAGCTTTCATGATTTCTTCTTTTGTTAATAA
ACAATTTTCCATAATACATTTAACAACATGTGATCCAGCTGCTTTTTTTACAGCTTTCAT-
GTCTTCTAAAACTAATTCATAATTTTTGTCTTTTAATGCACCAATATTTAATACCATATCAATTTCTGTTG
CACCATCTTTAATTGCTTCAGAAACTTCGAATGCTTTTGTAGCTGTTGTGCATGCACCTA-
GAGGAAAACCTACAACATTTGTTATTCCTACATTTGTGCCTTTTAATAATTCTTTACAATAGCTTGTTCA
ATATGAATTAACACAAACTGTTGCAAATCAAATTCATTGCTTCATCACATAATTGTTAATT-
CAGCTTTCGTAGCATCTGTTTATAATGKGKGATCTATATATTGTTAGTTCATYTTTCGCTAWATATCATT
TTAACTTAATTCATCAAAAGTCGGYCACTTACTTTAGCSGTTTGGCACAGAARTTTMACA 

 

Il11 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Il11 (1) 

CCCGAATTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCAGATA-
GAGTCGTTGCCCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAG-
GAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAAC-
TGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTG
CAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGAC-
CGGTTCTAGAGCGCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTG
TGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGG-
CAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAAC
AGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTG
GTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGAT-
CAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCT
GTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGC-
CAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCT
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GATCGCCCAGCTGCCCGGCGAAAAAAAAAAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAAC-
CGGGGCCTGACCCCCACTTTCCGA 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Il11 (2) 

CCCGAATTCGATTTCTTGGGCTTTATATATCTTGTGGGAAAGGACGAAACACCGCAGATA-
GAGTCGTTGCCCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAG-
GAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAAC-
TGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTG
CAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGAC-
CGGTTCTAGAGCGCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTG
TGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGG-
CAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAAC
AGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTG
GTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGAT-
CAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCT
GTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGC-
CAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAACAGACGGCTGGAAAATCT
GATCGCCCAGCTGCCCGGCGAAAAAAAAAAATGGCCTGTTCGGAAAACCTGATT-
GCCCTGGACCCGGGGCCGGACCCCCAATTTCAGAAGAAATTTCCAACTGGGCCAAGGAGGCCAAAT
GGGGCCTGAAAAAGGGAACCCTAAAAAAAAAAACTGGGAAAAACGGG 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Il11 (1) 

GATTYCAWTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGCAKCCATTGTACAT-
GCCGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAWATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGYCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGTAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGACGAGGTGGAC-
TACACGAGAAGTACCCCACATCTACCACTGARAAAGAACTGTTGAMGCACGACAGCGACTGCGCTGA
TCTATCTGGACCTGGTCCAMTGAYCAGTCGGCCACCTYCTTGAATYGCA 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Il11 (2) 

GTTYCGAATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAGGACGAAACACCGCAGCCATTGTACAT-
GCCGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGGCCAAGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTG
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GTGGAAGAGGATAGAAGCACGAGCGGCACCCCCATCTTCGGCACATCGTGGAACGAGTGG-
CTACCACGAGAGTACCCCCACCATCTACACTGAGAAGAACTGTTGAMGGCACGACAGGCGACTGCG
CTGATCTAYAGGCTGGCCAMTGATCAGTTCGGGTCMCTTYCTKAWTCGAGGGCCGA 

 

Axl 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Axl (1) 

TCCGTATTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTCATGG-
CCGACATTGCCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA
AAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATT-
GGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGG
GGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGAT-
GTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCG
TGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGC-
CACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGAT
CACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCA-
CAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCG
GCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTG
GTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGAT-
CAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCT
GTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGC-
CAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCT
GATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAAAAAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAAC-
CTGGGCCTGACCCCAACTTCAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAAGATGCCAAATGGCAGCTGAACAG
GGAACCCTACAGAGAACAACTGGAAAACCGGGTGGCCCAAAATGGGGAACAAAAACCCCAAC-
TGGTTTTGGGCCCCAAAAACTGGCCCAACCCCCCCTGGTGTAC 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Axl (2) 

TCCGAATTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTCATGG-
CCGACATTGCCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA
AAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATT-
GGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGG
GGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGAT-
GTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCG
TGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGC-
CACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGAT
CACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCA-
CAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCG
GCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTG
GTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGAT-
CAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCT
GTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGC-
CAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCT
GATCGCCCAGCTGCCCGGCGAAAAAAAAAAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATT-
GCCCTGAACCCGGGGCCTGACCCCCAATTTCAAAAACAACTTCCGACCTGGGCCAAGGAAGGCCAAA
CTGGAGCTGAACCAGGGAACCTTAAGAAAGAAGAACTGGAAAAACCGGGTGGGCCCAAAAT-
GGGGAAAAAAAACCCAAACCTTTTTGGGCCCCCCAAAAAACTGGGCCAAAACCCCCCTGGGGTGAAA
GAAACCTCT 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, Axl (1) 

TCCGTATTCAATTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCTGCGCAGG-
CGCCGAAGGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAA
GTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG
TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTG
GTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGG-
CCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACCGACAAGGC
CGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTT-
CCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCA
GACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGG-
CCATCCTGTCTGCCAGACTGAACAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCG
AGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAAC-
TTTCAGAAGCAACTTCAAACCTGGCCCAAGAATGCCAAACTGGCACCTGAACAAGGGAACCCTACGA
CGAAGAACCGGGAAAACCTGGTGGGCCCAAAATGGGGAAAAAAAAAACCCCACATTGGTTT 

 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Axl (2) 

CCCGAATTCGATTCTTGGGCTTTATATATCTTGTGGGAAAGGACGAAACACCGGA-
GACGGTTGTAAATGAGCACACAAAATACACATGCTAAAATATTATATTCTATGACCTTTATAAAATCAAC
CAAAATCTTCTTTTTAATAACTTTAGTATCAATAATTAGAATTTTTAT-
GTTCCTTTTTGCAAACTTTTAATAAAAATGAGCAAAATAAAAAAACGCTAGTTTTAGTAACTCGCGTTGT
TTTCTTCACCTTTAATAATAGCTACTCCACCACTTGTTCCTAAGCGGTCAGCTCCTGCTT-
CAATCATTTTTTGAGCATCTTCAAATGTTCTAACTCCACCAGCTGCTTTAACTAAAGCATTGTCTTTAAC
AACTGACTTCATTAGTTTAACATCTTCAAATGTTGCACCTGATTTTGAAAATCCTGTTGAT-
GTTTTAACAAATTCTAATCCAGCTTCAACAGCTATTTCACAAGCTTTCATGATTTCTTCTTTTGTTAATAA
ACAATTTTCCATAATACATTTAACAACATGTGATCCAGCTGCTTTTTTTACAGCTTTCAT-
GTCTTCTAAAACTAATTCATAATTTTTGTCTTTTAATGCACCAATATTTAATACCATATCAATTTCTGTTG
CACCATCTTTAATTGCTTCAGAAACTTCGAATGCTTTTGTAGCTGTTGTGCATGCACCTA-
GAGGAAAACCTACAACATTTGTTATTCCTACATTTGTGCCTTTTAATAATTCTTTACAATAGCTTGTTCA
ATATGAATTAACACAAACTGTTGCAAAATCAAATTCAATTGCTTCATCACATAATT-
GTTTAATTTCAGCTTTCGTAGCATCTTGTTTTAATAATGTGTGATCTATATATTTGTTTAGTTTCATTTTT
TCTCCTATATATTCATTTTTAATTTTAATTCTTTAATAATTTCGTCTACTTTAACTT-
TAGCGTTTTGAACAGATTCACCAACACCTATAAAATAAATTTTTAGTTTAGGTTCAGTTCCACTTGGGC
GAACAGCAAATCATGACTTATCTTCTAAATAAAATTTTAGTAAGTCTTGTCCTGG-
CATATTATACATTCCATCGATGTAGTCTTCAACATTAACAACTTTAAGTCCAGCAATTTGAGTTAAGGG
GGTTGCTCTCAAGGATTTCATTAAGGGGTCAATTTTTAATTTCTTTTCTTCGGGTTAAAATT-
CAAGTTTAAAGGGAAAGGGGAAAATGCACCCATTTCTTTAAAAAAACCTTCCAAAAAGCCCCCAAG 

 

Nrg1 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Nrg1 (1) 

TCCGAATTCGATTTCTTGGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCAGCCATCT-
CATAAAGTGTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAA
GTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGG-
CTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGG



Liite 5 

14 (15) 

 

TCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTG-
TACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACG
TTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT-
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGA
CGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT-
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAA
GAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGA-
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTG
GTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGG-
CCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACCGACAAGGC
CGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTT-
CCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCA
GACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGG-
CCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCG
AAAAAAAAAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCGAACCTGGG-
CCTGACCCCCAATTTCAGAAGAAATTTCAACCTGGCCAAGATGCCAAATGGACCTGAACAAGGGACC
CTTCAAGACAACTGGAAAACCGGTGGGCCCAAATTGGGAACAGAACGCCAACTGTTTTTGGG-
CCCCAAAAACTGTCCAAACCCCCCCGGGGAACAAAATCCAGAAGAGAAACCAAATAACCAAGGCCCC
CGGGCCCCCTTTAAAAAAAAAAAAAAGACCCCACAGAAA-
TAGCCCCGGGGAAGAATTTGGGGGGAGAAGGTG 

lentiCRISPRv2 gRNA1, Nrg1 (2) 

TAAGGGAATCAGTGTGTTGGAATTTGTGCTCATTACCGGTGAGCGGAAAAGATGGGCGT-
CATCTAGGTTGCTAACGCTCATCACCTTCATCTTGCTCTCCTCAGTTTCTCTCTCTTCGCCGACGACGA
ATAGAATCCCATCTTCGCAAACGATCTCTCCCTCTGAAGAAAAGATCTCACCGGA-
GATCGCTCCTCTCCTCCCTTCACCCGCCGTCTCCTCCACTCAAACCATCCCTTCTTCTTCGACACTTC
CTGAACCAGAAAACGACGACGTTTCCGCAGATCCTGAGCCCGCCTTCGCTCCATCGGCTT-
CTCCTCCGGCTTCATCTCTTGCTTCTCTGTCTTCTCAAGCTCCCGGAGTTTTCATCTACTTTGTCTTCG
CCGCCGTCTATTGTTTCTCGCTCCGGCTTCTTGCCGTTTCAGCTATATAGGTCATT-
CATATATTTTAGACCACGTACGTCATTATTTTCATGAGTTTATTTGTCCCCTAAAAATAACGAATAATATT
AGATTTAGTTTGATTTTCAATTTTTTTTTACTATTTGTATTTTTTATTGTTCTCCAC-
TTAACATTTTGTTACAGTTTTAGATTGGTTAAGGGAAAACAAAAAAAAAAAGAAATAATGAGCTGTCGT
GCTGTGTAGTTATGCACATCCCTACATGCCCAAAACATGAGCGCATTTATATGACAAGG-
TAATGAGAGATGGTGTTGCGTAAGGTAGG 

lentiCRISPRv2 gRNA2, Nrg1 (1) 

CCCGAATTCGATTCTTGGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGAGCTAT-
TAAGGAACACCAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGA
AAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGT-
GGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGG
GGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGT-
GATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCG
CCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTA-
GAGCGCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTG
GGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGG-
CAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAAC
AGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTG
GTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGG-
CCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACG
TGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCA-
GACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCT
GTCTGCCAGACTGAACAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGA-
GAAAAAAAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAACCGGGGCCTGACCCCCAATTTCAGAAGA
AATTTCGACCTGGCCCAAGAATGCCAAATGG-
CGCTGAACAGGGAACCCTCCAACAACAACTGGGAAACC 
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lentiCRISPRv2 gRNA2, Nrg1 (2) 

CCCGTATTGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGAGCTAT-
TAAGGAACACCAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGA
AAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGT-
GGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGG
GGGAGGGGTCGGCAATTGATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGT-
GATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCG
CCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTA-
GAGCGCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTG
GGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGG-
CAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAAC
AGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCG-
GATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGA
CTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGG-
CAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTG
GTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGG-
CCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACG
TGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCA-
GACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCT
GTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCGGATCGCCCAGCTGCCCGG-
CAAAAAGAAGAATGGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAACCTGGGCCTGACCCCAACTTCAAGA
GCAACTTCCAACCTGGCCGAGGATGCCAACTG-
GAGCTGAACAAGGACCCCTACAAGAAGAACCTGGAAAACCTGGTGGGCCATATCGGGACAATACGC
GAACTGTTTTTGGGCCCCAAGAACTGTTCAAAACCCCCGGTGAGGAAACCCTGA 
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Price for lentiviral vector digestion, oligo annealing and cloning 
into digested vector 
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