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GRex5T1 TGGTGTCACTGTTGGAG R 18-GRex5T1-LPT8-11 GRex5T1-L TALEN
gttattgaacctgaa (SEQ ID NO: 13) (SEQ ID NO: 25)
GTGTTATATGCAGGATA R 18-GRex5T1-LPT8-R1 GRex5T1-R TALEN
(SEQ ID NO: 4) (SEQ ID NO: 14) (SEQ ID NO: 26}
GRex5T2 TATGATAGCTCTGTTCC 1€ -GRex5T2-L1 GRex5T2-L TALEN
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(SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 16) {SEQ ID NO: 28)
GRex5T3 TTATATGCAGGATATGA = 18-GRex5T3-L1 GRex5T3-L TALEN
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¥TALE-X Y L7—E gal37°C
GRex2 Grex2-L TALEN 1 1
Grex2-R TALEN
GRex3T2 GRex3T2-L TALEN 0,92 0,87
GRex3T2-R TALEN
GRex3T4 GRex3T4-L TALEN 0,94 0,87
GRex3T4-R TALEN
GRex5T1 GRex5T1-L TALEN 0,48 0,36
GRex5T1-R TALEN
GRex5T2 GRex5T2-L TALEN 0,97 0,91
GRex5T2-R TALEN
GRex5T3 GRex5T3-L TALEN 1 0,98
GRex5T3-R TALEN

gootil1b00obO0oobO0oobO0oO0oilogon

goooon

HEK293O O OUHUOUOGRTALE-OOOOOOOOMO:
UOOOOTALE-OOOODOOOO0OO0OOODODDODDODOOOCOOOOOpEFIa 0000000
gbbooobooboboooboobooooooboboobboobooooobog

oooooan
ooooooobobobobDil1i0c0000O0OHdHEK29300000000000O0DOEFRF1Ia OO
gboboobobooberROUOODDODOODO0OODO0OO0O20000000000000000O0GRex
20 GRex3T20 GRex3T40 GRex5T10 GRex5T20 O O O GRex5T3 TALE-O O OOO
gbooooboobooobooboboobobobobo2s5pgd200000000025u LO
OoOO0OO0Oo0OoO0((Invitrogen)DOOODOOODOODOOODOOOOODOOOODOOO
OCo000000O000O0D0OEF1a0DO0O0OC0OCDOOODOTOOODODoOODODO(TRA
c_ToL))0DO0O0U0O0ODOUOOOTALE-ODOODODODODUODODDODODDODOODODODOOODODOO
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NO:410 0 0O SEQ ID NO:420 TRAC_TO010 OO DO (SEQ ID NO:37)) oD OoOooQoO
UodoooGROOUOUODUOOOOOTALE-OCOODODOOOOOOODODDODDODDODOOOOOOO
OOO0OO(error-prone)J000D0D00OOCO0O0OONHE) DDDDDOOTALE-ODODODO
uboboobdoobooboooboooboobooboobooobobooobOooboooboaa
oo

ooooood
ooooooooooboobz200000y00oooooobODODODOOODbODODOOOg:

5’- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3’

(000000000000 (adaptator)0 0)-10N(TAG)-0 0000000000000
OGRODOD2000 :
5-GGTTCATTTAACAAGCTGCC-3’ (SEQ ID NO: 31)

OGROODOO3000:
5’-GCATTCTGACTATGAAGTGA-3’ (SEQ ID NO: 32)

oooGerROOOOSOOO:
5’- TCAGCAGGCCACTACAGGAGTCTCACAAG-3’ (SEQ ID NO: 33)

0DO0o0o000o00oO00O0o0o
5’- CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3'

(00D00O00O00000)-00000000000000GRODODODO2000:
5’-AGCCAGTGAGGGTGAAGACG-3’ (SEQ ID NO: 34)

OGRODODOO3000:
5’-GGGCTTTGCATATAATGGAA-3’ (SEQ ID NO: 35)

0DO00OGROODOS5000:
5’- CTGATTCTCCCCTTCATAGTCCCCAGAAC-3’ (SEQ ID NO: 36)

oooooooooobOOoODNAODOOOOOOODODDODOPCROOOOO

goooaoan
PCRODODO45400000000000D0D0 (454 Life Sciences)D0DOO0OO0ODOODO
PCROODODOOOI10,00000000DODODDODOOOODOO0OOOOOOODODDDOODOO
oooooooooobOooboo40000000D0DDODD0OOCOO0OTALE-ODODDDOODOO
gboboooboboboboboobobobobobbooboOobooobbO04000GRex20GR
ex3T2000GRex3T40 0D 0OODODODODDOOOOOOOOOOOOO

goooaoan

ooooooooooboooboooooooooobobobDbz200000010000O0D0DDO7
oooooooooooboooooooooooooooooboobooobobooooooooaon
ooooooooooboooooooooooooooobooOoooobooooooooaon
ooooood
O000OHEK29300000000ODO0TALE-ODDODODOODODOOOOODOODOODO
ooogad
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=1 GR TALE-X4 L7—+€ | GR TALE-X5 L7 —+ TRAG_TO1 TALE-
FSURTHavE| NSRSV AVE XY L7—EREE
RAL-28/T®O AUW=7AHET®O FSURTHavFE
1 TILDEIE (%) A VTILDEIE (%) BAUL=28BTO
A TILDEE (%)
GRex2 203 245 0.5
GRex3T2 9.3 9.8 0
GRex3T4 19 18.3 0.0
GRex5T1 11.2 NA 0.7
GRex5T2 34 NA 0
GRex5T3 8.3 NA 0

oooooo
UO0T00000000GRTALE-ODODOOODOOOO:
u

g

OODO0OOTALE-ODDOOOOODOOOOOOOOOOOOOOOT7000000000
0000000000000 000O00O0O0OO

Oooooo
GROODODODODOOODOOTALE-ODODOOODOOOOOOMRNAOOT70O000000O
000000000000 00O00D00000000000000000000000T
0000O00O0CD3/CD280 000000000 (Life technologies)D 0005000
00000500000000CytoLVT-POO (BTX-Harvard apparatus)0 0000 O
D00000000O00O00C0O0O0OO0C0TALE-ODODOCOOOODDOODOOOOOOOO10
pgOD20 0mMRNADODOCOODOOOODOOOCD52000000000000000TAL
EE0000000000000000010p g 20 0mRNA(CD52_T02-LO O O-R TA
LEN(SEQ ID NO:5500056)0 000 0CD52_T02 SEQ ID NO:40)D OO OO OOO
000TOOOOOODOOOOOOO

oooooo

0000000000030 000070000000000000000000000D
NAODDODOODOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOPCROOOOOPCROODOA4540
00000000000 (454 Life Sciences)D0ODO0OO0OO0OOOOPCROODOOODO
10,0000 0 0000000000000 0000O00O00C0O00O0000000000
0000O00D000O050000

Oooooo
D000O00TOODOOOOOOOOOTALE-ODOOOOOOOODOODOOOOOOOO
00000

1) 6R TALE-X 5 L7 —+E GR TALE-X 4 L7 —+ CD52 TALE-X 4 L 7—+
kSvRZ7xH5vav% cSURTxHavE | WEBELNSURT7zHavE
Aun3BBET® AW=TBET® AW-3BBET®
1TILDEE (%) 1 UTILDEE (%) 1TILDEE (%)
GRex2 26.2 30.7 0.7

GRex3T2 1.09 0.86 0.02

GRex3T4 6.3 6.93 0

GRex5T1 0.04 0.035 0.05

GRex5T72 13 1.0 0.22

GRex5T3 17.4 NA 041

oooooao

OoO02:00CDb52000000TO000O0a O00O(TRAC)DDODODODODOTOOODO
pO0OD10002(TRBC)DOODOOTALE-ODODOOODO
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gbbol1o0000b000o0cbsz200b0bo0oooobooOoo0boO0Ob0TALE-ODODDODODOT
RACOOOOOOOODODODDODDOOCOTALE-ODODODODDODOOOOOTRBCOOOOODODO
ooooobO0OO0OTALE-OODOODODOODODOO0ODODOODODOO0ODOO0ODOODbDOODOO
llbpO000O0OO00ODO15bpd0 0000000000200 17bp0 00O OOODOO)
goooboboooboobooboboO0oeb0U0DOOTALE-OCODOODOODOODOO
OCo0000Q0O0OO0O0o0200000TO00O00O0BO(TRBCAIOOOTRBC2) DO ODODO
Co/pTO0OOODOOOOODOOODODODOO20D00000000100000000O0
ocoooooTCcR-pOCDOOOOODOOOODODDODOODDOOBOODODOOODODOO
TALE-OOOOODODOTRBCIOOOTRBC2000000000000000O0DOD200TRB
COOOTRBC1IOTRBC2ODOU0ODODOODODOODODOODOOODOOODOOO

goooon

OO0O0GOCDS52 TALE-OUOODODODODOTRAC TALE-ODODODDODODOOOOOTRBC TALE-O
ooooooooooboOoOOoO0O0O0U00U0U00O0OTALE-OOODOOOOoooooooOD

0o
B B K& FETALE-X 4 L7—E
TIAC_TO1 TTGTCCCACAGATATCC K18 TRAC_TO1-L TRAC_TO1-L TALEN
Agaaccctgaccctg (SEQ ID NO: 41) (SEQ ID NO: 49)
CCGTGTACCAGCTGAGA & TRAC_TO1-R TRAC_TO1-R TALEN
(SEQID NO: 37) (SEQ ID NO: 42) (SEQ ID NO: 50)
TRBC_T01 TGTGTTTGAGCCATCAG &8 TRBC_TO1-L TRBC_TO1-L TALEN
aagcagagatctecc (SEQ ID NO: 43) (SEQ ID NO: 51)
ACACCCAAAAGGCCACA 18 TRBC_TO1-R TRBC_TO1-R TALEN
(SEQ ID NO: 38) (SEQ ID NO: 44) (SEQ ID NO: 52)
TRBC_T02 TTCCCACCCGAGGTCGC RIETRBC_TO2-L TRBC_TO02-L TALEN
tgtgttigagccatca (SEQ ID NO: 45) (SEQ ID NO: 53)
GAAGCAGAGATCTCCCA R TRBC_T02-R TRBC_TO2-R TALEN
(SEQ ID NO: 39) (SEQ ID NO: 46) (SEQ ID NO: 54)
CD52_T102 TTCCTCCTACTCACCAT &8 CD52_TO02-L CD52_TO2-L TALEN
cagcctectggttat {SEQ ID NO: 47) (SEQ ID NO: 55)
GGTACAGGTAAGAGCAA R CD52_T02-R CD52_TO02-R TALEN
(SEQ ID NO: 40) (SEQ.ID NO: 48) (SEQ ID NO: 56)
gooooad
TRACOOODOOOCD520000000000000000000D000O0DOO700000
a
oooooo

OODDOOTRAC TALE-ODOODOODOOOCDS2 TALE-ODDODODODOODOODOODOO
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(49)

=a9

FHaEc

TRAC_TO2

TTTAGAAAGTTCCTGTG
atgtcaagctggtcg
AGAAAAGCTTTGAAACA
(SEQ ID NO: 57)

TRAC_TO3

TCCAGTGACAAGTCTGT
ctgectattcaccga
TTTTGATTCTCAAACAA
(SEQID NO: 58)

TRAC_T04

TATATCACAGACAAAAC
tgtgctagacatgag
GTCTATGGACTTCAAGA
(SEQ ID NO: 59)

TRAC_TO5

TGAGGTCTATGGACTTC
aagagcaacagtgct
GTGGCCTGGAGCAACAA
{SEQ ID NO: 60)

CD52_T01

TTCCTCTTCCTCCTAC
caccatcagcctect
TTACCTGTACCATAAC
(SEQ ID NO: 61)

CD52_T04

TTCCTCCTACTCACCA
cagcctectgg
TCTTACCTGTACCATA
(SEQ ID NO: 62)

CD52_T05

TCCTACTCACCATCAG
ctcctggttat
TTGCTCTTACCTGTAC
(SEQ ID NO: 63)

CD52_T06

TTATCCCACTTCTCCT
ctacagatacaaact
TTTTGTCCTGAGAGTC
(SEQ ID NO: 64)

CD52_T07

TGGACTCTCAGGACAA
acgacaccagccaaa
TGCTGAGGGGCTGCTG
(SEQ ID NO: 65)

oooooan

JP 6998917 B2 2022.2.4

HEK293O0 OO OOOCDS2-TALE-OOOOOOOTRAC-TALE-OOOOO00000OT
RBC-TALE-OOOOO0O0000

ugbbodoU0TALE-OODODOOODOOOLODOO0ObOOO0ObOO0OO0ObOU0UbUpEFIa 0 ODOOOOnO
goooobooobooboobooobooboobooboo0oobooobooboooboao
010000000 HEK2930 0000000000 0OEF1I-a D0 000O0O0O0O0ODODO
CD520000TOD0OO000aDO0OODO(TRAC) DOODODOTOOODODROODDODO(TR
BC)DDODODODODOOOUOOOODOOO20000000D000TALE-ODOOODCDODOODO
Oo0O0O00025pg02000000000005pg000puUCOOODO (pCLSO003)
OOoO25p 1000000000 ((Invitrogen)D 0000000 QCDODOOOODODOOODOO
oooooooocps200000000TRACOOO OO OUOOOTALE-OCODODOOOO
ooooooooooboOooO0o0o0oOooooooooDboOoObO0oO0oOoOoOooonO(NHE
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JHoooooooDOoOoooDoDOoUOUOO0OO0OTALE-OODODODOOODODOODODODDOODOO
oooooooooooboooooooooooooooboobooOooOoboOooooooooaso
gooooobooboobooboooboobOoDNAODDDDODDODODOODDOO:

5'- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

(00D0D0O0D0D0D000D00)-10N(TAG)-0000D000000000O00CD52000:
5’-CAGATCTGCAGAAAGGAAGC-3’ (SEQ ID NO: 66}

OTRACO O O:
5’-ATCACTGGCATCTGGACTCCA-3’ (SEQ ID NO: 67)

OTRBC1OOO:
5’- AGAGCCCCTACCAGAACCAGAC-3’ (SEQ ID NO: 68)

OO0O0O0TRBC2000O:
5’-GGACCTAGTAACATAATTGTGC-3’ (SEQ ID NO: 69)

goooboooboboonn
5’- CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG

(0ooobOoooooO0)-oboObOO0DO0oooOobOOoOoooDbODOOooOocebs52000¢:
5’-CCTGTTGGAGTCCATCTGCTG-3’ (SEQ ID NO: 70)

OTRACO OO
5’-CCTCATGTCTAGCACAGTTT-3’ (SEQ ID NO: 71)

0OTRBC1OOOTRBC2000:
5’- ACCAGCTCAGCTCCACGTGGT-3’ (SEQ ID NO: 72)

00000000000 O0OPCROOOODOPCROOD4540000000000D00O00O(454
Life Sciences) OO0 O0O0OOOOODOOPCROODOOODOlI0,000000D000O00DO0DOO
oooooooooobOoobocooooooooobbooboobobobooooooosonoan
OO0

oooooog
OO0O0OcCD52_TO20TRAC_TO1OTRBC_TO1O0 OO OTRBC_TO200000000OTA
LE-O00O0ODODODOOOOOODO0OOoOoooooao

TALE-X 4 L7 —E pUCKEER
B FSURTOavE | FIURTIHVAVE
AW =AU TILOEIE (%) ALV =1 VT ILDEIE (%)

CD52_T02 28.0 0.9

TRAC_TO01 41.9 0.3
EHEEHZH I+ AHTRBC_TO1 3.81 0
EEH2ZH 1T+ SHTRBC_TO1 2.59 0
EEHZH1+5HTRBC_T02 14.7 0
EEEEZH1THTRBC_T02 5.99 0

goooon

00T00000000CD52-TALE-OOOOOOOTRBC-TALE-OOOOO00000OT

RAC-TALE-O 000 OOO0O0N
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obooo0o0TALE-OODODOODODO0OO0ODODOO0OODOO0OODOO0OODO0OO0oOOoT7O000000O0O0O0OO0O
ooooooooooobooOooooooooooooooao

goooaoan

CD520 TRACOODOOTRBCOODUOODODOODOOTALE-OODOODOODOODMRN
AOOT7vOoooOOooOoOOooOooDOOoOOOooOOOoOOOoODOOODOOODOObOOOOOOn
Oo0000O00O0O0O0OTOO0O0O0O0O0ODCD3/CD2800000000ODODO(Life technolo
gies)I0O0DOS000C00000CODOOOS00000000CytoLVT-POCODOOODO
oooooooooobOoOOoOOO0O0OU0O0O0OO0TALE-OOOOOOOOOoOoooOoooDODOO
10p g0200MRNA(C D0 OOCDOOOOCOORNA)DDOOODCODOOODDOONHEID

OCo000o0O0O0O00ObOD0O0O0o0oobODbDOoOoOooOceDbs2000/000TRACODODDOOO
OO00ooOooooooDDDoOODO((outof frame)D 0000000 O0OODODDODOOCOCODO
ooooooooooobobooooso0oooooooocepsz2o0o0o0TCcROODOOOOOn
oooooooooobOoOoooooooooooooboobocebs20000040TCROOO
oooooooooooboboooOooooTOoooooooooceps2000TCcROOOOO
oogocbs20000000TCROUODOOOOOOTALE-ODOOOOOOOOODODOOO
oooooooooobooobooouoononoonoi1o0OTRBC TALE-OOOOODODODO
oooooooooboooboboooooao

goooaoan
goooobOO0OTALE-OODOODOODODOODODOODODOODOODODOODOODOO

cDh5200TOOODOOTCROOTOOODOOOODOCDS2/TCROUODDOOTOODOOOO
oond

R b kL CcD52 TCR CD52/TCR
S5 RT fl
e RNA R H4RRA (96) ISR (%) | —EIEhEER (%)
JEa— KRNA 1,21 1,531 0,111
TALEN CD52_T02 49,2 1,6 0,78
TALEN TRAC_TO1 2,16 44.8 0,87
TALEN CD52_T02 + TALEN : 29,3 39,6 15,5
TRAC_TO1
ggooogaod

go0Oo0O0O0OTRBC TALE-ODOODODOOODOODOOODOODODOODDODOODOODODODO
TCROUOTOOOOOOOOOO

kS22 714 RLFRNA TCREZE#ARE (%)
RNAZE L 1,22
TALEN TRBC_TO1 6,52
TALEN TRBC_T02 23,5
gogoogad

cosS20 00000000 aTaoOooQpQ

cos20 0000000000 OTOOOODODOCDS2000000000000O0DO0O00GO
oooooooooooooooooooooooooThbbooOoOocebs200000T
ALE-ODO0DOO0OOCOCOOOOOOmMRNAOODOOOOOOOOOOOOOODODDOODOOO
7000000003000 0000 ((Cedarlane)D0D0O0O0O0COCDOOODOS50p g/mliO
ocps520 000000000 O0ODOOOODOONG) D O0O0O0DOO370020000
O00oo0oooo0ooooDbDDOOoOO0OO0O0O0O000O(eBioscience)l0O0O0DODODDDODODOCD
5200 0000000000cCcDS20000000CDS2000000O0O0ODODDOOOO
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ooooooooooboobooooooooeb0bbbbOOOO0OOOOOoOoDOooOooOOD
gcbs2000000o0bOOO0OCDS20 000000000 ODODOOOO0OOOoOoOooOooOoan
oo

goooon

TRACO DO DOODODOOOOTOOOOOOMO
TRACOODODDODODODOOOOOOTOOOOoOoToOoOooOoOODODOOOOOOOOooOoooao
oooooooooobDoOoo0O0o0oO0oO0oT0O0O0O0O0O0TRACOOOCDS5200000TAL
ooooooooooOODODmRNAOOOOOOOOOODODODDODDODOOOOOOOOO1e6
oooDoooTODO0O0O0OOODODO0OODOOOTOODODOODODODODOOOSpe/MIDDOO
Ooo0DO0OO0OO0oo0o0(PHA, Sigma-Aldrich)DOODODOOOOOTOOODODOOOODOO
gbopPHAODODODOODODOOODODOOODO3ODOODODOODOODODOODOODOO
goooocpsz20000TCROODOOOOOTCROOOOOTCROOODODODODOAO
cbs5200000CDS200000O0DO0OoOoODODOOOCOO0OO0OO0OOoOoOoOoOoOoDbODODOO
ooooooooooooor7OoOdTCcCROODODODODDOOOPHAODOOOOOOO
oooooooTcrROOCOODOOOOOOOOODODDODOOOOOOOOOOOOOO
OOTRACOODOOOOOOOOOTCROODDODODODOOOOoOoOODODDDODODOD
gooocecbsz00000CDbs52000000000o0o0oooDOOOOO
goooaoan

Ch520 0 0000TRACOONONONOOOOOONTOOOOODOO
ocooOooooOoO(CAR) DO0O0OCODOO0OOOoOOTOODODODOODOODOOODODOOOO
oooooooooobOooooo0ooooooobobDbOOoObOOoObOOCDb52-TALE-ODODO
OOOOOOTRAC-TALE-OODDODDDOOOOOOOOOTOODODODOCD19 CAROO
OO0O0OORNA(SEQ ID NO:73)10p g0 0O0DDO0O0ODODODOO2400000TODOOCD
190000000 D40000D0O0OODQCODOOTOODODUOODODODOODODODOOO(O

m
O

O

Oooooood
Oooooooooao

ocoo0oO0oO0)yooboOooooOObocblovalOOODOOOOODOODODODDODOODODDOOO
OO0O0O0oOoOoooooDDDOaO(Betts, Brenchley et al. 2003)0 0000800000
OCoOO0OO0O0OO0O0OCDb5200/TCRoaB OO0ODOODOCD5200/TCRa B O0O0ODOPMA/O
ocooooo@mobooo)ooocblo+OOO0OODODOOOODODDOODOODODODODDOO
ooooooocbio7oooooOoOooooooceblo+ObObooboooooooooan
oooooTooooooObOOOOOoOoOooooooooboboobobOoOooooooooooao
gbobooobooobooobooaao

gooooon
0O0TO00000000CDS52-TALE-OOOOOOOOOTRAC-TALE-ODOOODOOQOIO
googao
ubboobobobobouobooboobobooboobooboooboobOoobOdTALE

-00000000DO00000DbO000oo0DODO000OO00OD0O0O0OD0DDbODOO0OODODbODOO((close
match)D 0O OOOO0ODOO0OOCDODO0OOOOCOOOOQOTALE-OOOODOOOODOOOO
ooooooooooOoOoOOO0OO0o0o0oooo0oo0oo0ob0obODODb0OTRAC-TALE-OOOOOOO
CD52-TALE-OOOOOOOOODDODDOOODODOOOOOOOOOODODDODOOD
goooooooooooooooooooooooooooOobooooooooao
goobooobooboobo4b00b00b0O0obO0O0obOoOobooboobo

ooO0oO0o9030bpO0OOOOODODODOOOODODOODOODOOOODOOO
gooo0oo0bo0oo0obo0ot010000TALE-OD DO DODOODODOOOOOOODODOO

100 0CD5S520 TALE- OO OOOOOODO1000TRACOTALE-OODOOOOO

ooooooooooobooOoboooooooooobobbOooboboooooooao
uobooobooboobooboooboobooboooboooboobooobao
O ocoooooooooo(@mobooos'ocbooooobDOoOooboDbDbOoOooboDbODbOO0oOon
yoooooooooooooooooDoooooooooooDi1y3gooooooooo
oooooooooobOoobil1500000000D0OO0CDS2 TALE-ODOOOOGOoooao
TRAC TALE-ODODDDDODOOOOOOOOOOOODDDCDS2000TCRapB OOOO

Ooooooooogdg
OooooogoQgdg
O0Ooo0ooooao
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gooooobooooTooboooooobooooobooooboooboobooboooobooan
cooooooboOoOoooboOoOoooobobooooobooOoebDbDbOOoOobo/ODbDO
07x10-400000000000000000000O0D0DO0DO0DOOOOO0
cooOooooboOoOooobil/eoOo0dO0CO0DOOOOODOOODODOOOOD
UOTALE-ODOO0ODOOODODOODODOOOOOOOODOODODODOO

OO0CTLA4O0DODODDOOOTALE-ODODDDDOOOOOOPDCDIODDODOOO
TALE-OOOOOO

010000 0g0gbopPDCDI0OODO0OODOODOODOODTALE-ODOODDOO
CTLAAODDOOOOOOOOoOooOooOoODODOTALE-OOOOOODODODDDODOOOOOOO
O00o0oOooooob1ibp000oooobOisbp000ooooooD20017
bplOO0OO(OOODOO)ODODODOOOODODOODODODO11000000TALE-OO

dooooooobobobooooooao
gooooad
O0O0O0OO0O0OCTLA4 TALE-OOOOOOOOOPDCD1 TALE-OOOOOODODDODODOOOAO
0000000000 TALE-ODOOOODUOODOODODOOOo4OoOoao
1) EaE REESI FETALE-X 7 L7—E
CTLA4_TO1 TGGCCCTGCACTCTCCT &8 CTLA4_TO1-L CTLA4_TO1-L TALEN
gttttttcttctett (SEQID NO:79) (SEQ ID NO: 89)
CATCCCTGTCTTCTGCA 18 CTLA4_TO1-R CTLAA_TO1-R TALEN
(SEQ.ID NO: 74) (SEQID NO: 80) (SEQ ID NO: 90)
CTLA4_TO3 TTTTCCATGCTAGCAAT 18 CTLA4_TO3-L CTLA4_TO3-L TALEN
gcacgtggcecagec (SEQID NO: 81) {SEQ ID NO: 91)
TGCTGTGGTACTGGCCA &€ CTLA4_TO3-R CTLA4_TO3-R TALEN
(SEQ ID NO : 75) (SEQ.ID NO: 82) (SEQID NO: 92)
CTLA4_TO4 TCCATGCTAGCAATGCA &8 CTLA4_TO04-L CTLA4_TO4-L TALEN
cgtggeccagectge (SEQ ID NO: 84) (SEQ ID NO: 93)
TGTGGTACTGGCCAGCA RiECTLA4_TO4-R CTLA4_TO4-R TALEN
(SEQ ID NO: 76) (SEQ ID NO: 85) (SEQID NO: 94)
PDCD1_T01 TTCTCCCCAGCCCTGCT &€ PDCD1_TO1-L PDCD1_TO1-L TALEN
cgtggtgaccgaagg (SEQ D NO: 86) (SEQID NO: 95)
GGACAACGCCACCTTCA %1€ PDCD1_TO1-R PDCD1_TO1-R TALEN
(SEQ ID NO : 77) (SEQID NO: 87) (SEQ ID NO: 96)
PDCD1_TO3 TACCTCTGTGGGGCCAT RiE PDCD1_TO3-L PDCD1_TO3-L TALEN
ctccctggeccccaa (SEQ ID NO: 88) (SEQ ID NO: 97)
GGCGCAGATCAAAGAGA 18 PDCD1_TO3-R PDCD1_TO3-R TALEN
(SEQ ID NO : 78) {SEQ ID NO: 89) (SEQ ID NO: 98
oooooano

HEK293O0 OO OOOCTLA4-TALE- OO OOOOOOOPDCDI-TALE-OO0O00O0O0ON

00

DO0O0OO0OOTALE-O0OO0OOOOOODOCOOOODOOOOCOOOOOOOpPEFIa 0OO0OOO0
000000000000 000O00O0000O0O00O00000O00O00O00NO0oNoon
001000000 0HEK293000000000000EF1-a 000000000000
PDCD10O0OOOOCTLA-40000000000000000O002000000000
OOTALE-DOODCOODCODOOODOCOOOOOOOO25pug02000000000005ug
0D0O00pUCODOODO(pCLS0003)0025p 1000000000 (Invitrogen)DJOO0O
000000000000 000O00000000
Dooooo
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PDCD1IO0O0OOOOOCTLA-40D0D0D0CODODUOTALE-ODDDDODOODODODOOOO
oco0o0ooooOo0o0oO0ooOO0o0oooObO0oOoobODO0O0oOoODOOOO(NHE)ODDDO
goooobooboo0bOTALE-ODOODOODOODOODOODOODOODOO
oooooooooooboboooOoooooooooooooboooboboo48000000O
gbooobooboobobooboobooobNAODODODDOOoOOoooOoo:
5’-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

(ODO0ODDO0ODOOD0ODO0)-10N(TAG)-ODODODDODDODODOODOCTLA4_ TO010O
0oo:
5- CTCTACTTCCTGAAGACCTG-3’ (SEQ ID NO: 99)

OCTLA4_T03/T04000:
5’- ACAGTTGAGAGATGGAGGGG-3' (SEQ ID NO: 100)

OPDCD1_TO1OOO:
5’- CCACAGAGGTAGGTGCCGC-3' (SEQ  ID NO: 101)

0OO0O0PDCD1_TO30ODO:
5’- GACAGAGATGCCGGTCACCA-3’ (SEQ ID NO: 102)

gooobooboboo
5’- CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG

(0oobobooooDbO0)-ocoOob00o0oobObO0O0oOobODbDOOoOoDbCTLA4_TOLIOODO:
5’-TGGAATACAGAGCCAGCCAA-3’ (SEQ ID NO: 103)

OCTLA4_T03/T04000:
5’-GGTGCCCGTGCAGATGGAAT-3" (SEQ ID NO: 104)

OPDCD1_TO10 O O:
5’-GGCTCTGCAGTGGAGGCCAG-3’ (SEQ. ID NO: 105)

0O0O0PDCD1_TO30OO:
5’-GGACAACGCCACCTTCACCT-3’ (SEQ ID NO: 106)
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pTa/N—L 3y ShEH SEQID
pTa-FL TERE bpTaER NV E 107
pTa-A18 CRIBEMDISHEEER S UITEE FpTaEs 2/ B 108
pTa-A48 CRIEM DISHERER CUIFE E hpTa S V0 E 109
pTa-A62 CRIFMDE2BEE R CUIRE E bpTa s V0 & 110
pTa -A78 CRIBEMDTSHEEER YR E FpTa s /v E 111
pTa-A92 CRIFMDFEREEZR YR E bpTa S VIV E 112
pTa -A110 CRIFMDIOBRERYIFEE bpTalER V0 E 113
pTa -A114 CRIBEMDIABRER YR E bpTalER /0 E 114
pTa -FL-CD28 | CHRIFIZHLITCD28EML FAS D ERELTNS 115
2Rt bpTalERr VNV E
pTa -FL-CD8 | CHRIFIZH L TOSEMIL KA1V EBMAL TS 116
ek bpTatEr NV HE
pTa-FL-4-1BB | CHRIFIZH LV TI-1BBEMIL ALV EREL TS 117
SSERE FpTafEa /0 E
pTa-A48- CHRIBIZH L TOD2EMIL KA ERME LTV 118
CcD28 pTa-ABHEZ IRV E
pTa -A48-CD8 | CHRIFIZHULITODSEMIL KA AV ERBMELTLVS 119
pTa-A4BHER N\ E
pTa-A48- CHRIFIZH DT 1BBEMIL FAS VERA LTINS 120
41BB pTa-A4BKER NV HE
pTa- CRIFICEVTTCRaMBER KA L ERELTLVD 121
A114/TCRa.IC |pTa-A143ER VIV E
pTa- CRIFICBLTICRADEEBER A1 B &Y 122
EC/TCRA.TM.IC |#BEMN KA1 U ERE LT BpT afifas KA A >
pTa-A48- EEZEWIORER T SpTa-AM8EL VIV E 123
1xMUT
FLTa-A48- EEBED2A, K24A, RI02A, RITAZHT 3 124
AXMUT pTa-AdBKER NV E
oooooo

0oo0o0O0oo0o
10pTa OO0
Dooo0ooooo
OO0 (FL)ODOOO
000114000

oond

UTea OobooobooobobOoono

O0:00pTaOO0O0O0O0O0O0OODDDOOCOODO(1140000D0DDDO)DODO
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goooooocboboobil180dd4800e6200 7800920011000
OO0D0D0O0O0O0DOO0OO0O0D0O(SEQ ID NO:108OSEQ ID NO:114)0 0O

200 0000000000000 DpTa0O0O0:CODODODODOOCD8OCD2800O0O41
BBOOODOOODOOODODOOODOFLOODOAA480 O (SEQ ID NO:1150SEQ ID NO
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:120)0
30pTa /TCRo OUODUOODOD:000000010000TCRa OOOOOOOCC)OPT

a
u
g

O0o0oo0ooooooDD(A114)000000(SEQ ID NO:121)OpTa ODODOOOO
OO0OTCRoOOODOOODOO(MM)UOODOOOICODODOOODODOOODO20000
OO0O00O(SEQ ID NO:122)0O

40 pTa DO OOODOO:DO0ODOOOOCODOOTCROODOOOODOOO/ODQDODOO

O
O
O
O

oooooooooooboooooooooooooooobooboooobooooooooao
oooDOoooooDOoOooo(@mOoTCcrROODOODOODOOODODOOODDODOO)OO
ooooooTcrROOOOCOO0OOO0OOOOOOOODOOOOOOPTa A480000
ooogooao

-1XxMUT: W46R(SEQ ID NO:123)
-4XxMUT: D22A0 K24AO R102A0 R117A(SEQ ID NO:124)

u
a

guono
gooaao
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O
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O
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130000000000

ooooog
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Ta0DOODOOODOODODOODOOTCRaODOODODODODOODOODODOODOCD30O
0000000000000 000O000000000
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ERE % CD30w
il [
1 |FLTCRa-FL 4,15
2 |FLTCRa-AL8 4,56
4 |FuTCRa-A62 | 295
5 |7LTCRa-A78 124,75 3,87
6 |FLTCRo-A92 | 2063 | 370
7 |FLTCRa-A110 1818 | 349
8 |7LTCRa-Al14 429 | 2784
9 |7VLTCRo-FL-CD8 | 1816 | 530
10 |FLTCRo-FL-CD28 | 567 | 2,77
11 |7 L TCRa-FL-41BB 2727 | 366
12 |7 LTCRa-A48-CD8 11,56 6,01
13 |7 LTCRa-A48-CD28 1222 | 472
14 |7LTCRa-A48-4188B 35,93 4,55
15 |7LTCRa-Al14/TCRoIC | 3,94 1,95
16 |7 LTCRo-EC/TCRa.TMIC| 17,80 4,47
17 |T7LTCRa-A48-1xMUT | 26,88 4,37
18 |7 LTCRa-A48-4xMUT 759 | 106
gooooaog
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i 2 #3

Cyto-pulsey VLA v [FriwBsf| FEfR pULR] v ([EEGEER RRE P YLR| v | EGEERE | [EFR
JO4'S 4 (ms) (ms) (ms) (ms) {ms) (ms)

1 1 | 600 0.1 0.2 1 |600 0.1 100 4 1130, 0.2 2

2 1 |900 0.1 0.2 1 1900 0.1 100 4 1130, 0.2 2

3 1 {1200 0.1 0.2 1 {1200, 0.1 100 4 1130 0.2 2

4 1 11200{ 0.1 10 1 {900 0.1 100 4 1130, 0.2 2

5 1 | 900 0.1 20 1 {600 0.1 100 4 130, 0.2 2
oooooo

30000006000000000.4cmO0000(gap)00 000 (30x10600015x10
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ooogz400000000CO0000O0O0O0O0O0OODODODDODDODODOOGFPOOOOOOOO
oooooooooooboboooooooooooooooboobobooOolyooooOoD
gooopsBMCOOTOOOOOOOOOOOOOOOODODODOOODOOOOOOOOOO
OO000000O000OD0O0OD0O0OOcytopulsed D O0O0DO3000400000T0O000ODODO
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15)0
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OCo0O0oO0oooOT000O0ODOO0O0O0OODOO0OO0ODODODDODOODDODDOOODOOCytopulseO O
ooo

1 B2 3
Cyto- PYLAl Y |HiclEefE| R OULA] v G| R POULR| v [EGER | FER
pulse (ms) | (ms) (ms) (ms) (ms) | (ms)
oo s
3 1 J200| 0.1 0.2 1 [1200| 0.1 100 | 4 [130| 0.2 2
oooooaa

000000000004800000000000000 (eFluor-450)0 000000
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018000000000 000000000000000000RNADOODOCOOOODOO
000000000000 095000000000000000000000
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D000O00O0O0O0OOO0OOOORNADOOOODOCOOOOOOOOODOOOOODOOODOOO
000000000000 00O00D000000000000000000000000
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