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Revendications

1. Méthode permettant I’expansion de lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) dans une
population thérapeutique de TIL comprenant :

(1) obtention d’une premiere population de TIL provenant d’une tumeur préalablement
réséquée d’un patient ;

(i1) la réalisation d’une premiére expansion en cultivant la premiére population de TIL dans
un milieu de culture cellulaire comprenant de 1’IL-2 pour produire une deuxieme population de
TIL ; et

(111) 1a réalisation d’une deuxieme expansion en complétant le milieu de culture cellulaire
de la deuxiéme population de TIL avec de I’'IL-2 supplémentaire, de ’OKT-3 et des cellules
présentant des antigénes (APC), de maniére a produire une troisieme population de TIL, ladite
troisieme population de TIL étant au moins 100 fois plus grande en nombre que la deuxiéme
population de TIL, et ladite deuxiéme expansion étant effectuée pendant au moins 14 jours afin
d’obtenir la troisieme population de TIL, ladite troisiéme population de TIL étant une population
thérapeutique de TIL qui comprend une sous-population accrue de lymphocytes T effecteurs et/ou

de lymphocytes T a mémoire centrale par rapport a la deuxiéme population de TIL.

2. Meéthode selon la revendication 1, ladite méthode comprenant en outre :

(iv) la réalisation d’une deuxieme expansion supplémentaire en complétant le milieu de
culture cellulaire de la troisiéme population de TIL avec de I’IL-2 supplémentaire, de I’OKT-3
supplémentaire et des APC supplémentaires, ladite deuxiéme expansion supplémentaire étant
effectuée pendant au moins 14 jours de maniere a obtenir une population thérapeutique de TIL
plus grande que celle obtenue a 1’étape (ii1), ladite population thérapeutique plus grande de TIL
comprenant une sous-population accrue de lymphocytes T effecteurs et/ou de lymphocytes T a
mémoire centrale par rapport a la troisieme population de TIL,

et éventuellement aprés 1’étape (iii), lesdites cellules étant retirées de la culture cellulaire
et cryoconservées dans un milieu de stockage avant d'effectuer I’ étape (iv), éventuellement lesdites
cellules étant décongelées avant d’effectuer 1’ étape (iv) et en outre éventuellement ladite étape (iv)
étant répétée une a quatre fois afin d’obtenir suffisamment de TIL dans la population thérapeutique

de TIL pour un dosage thérapeutiquement efficace des TIL.

3. M¢éthode selon la revendication 2, lesdites étapes (i) a (iii) ou (iv) étant effectuées dans un
délai d’environ 40 jours a environ 50 jours, ou lesdites étapes (i) a (iii) ou (iv) étant effectuées
dans un délai d’environ 42 jours & environ 48 jours, ou lesdites étapes (1) a (ii1) ou (iv) étant

effectuées dans un délai d’environ 42 jours a environ 45 jours,
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ou lesdites étapes (i) a (i) ou(iv) ¢étant effectuées dans les environ 44 jours,
éventuellement lesdites cellules issues des étapes (iii) ou (iv) exprimant CD4, CD8 et TCR a. 3 a

des niveaux similaires a ceux des cellules fraichement collectées.

4. Meéthode selon la revendication 1, lesdites cellules présentant des antigenes étant des
cellules mononucléées de sang périphérique (PBMC) ou lesdites APC étant des APC
artificielles (aAPC), éventuellement lesdites PBMC étant ajoutées a la culture cellulaire a 1’un

quelconque des jours 9 a 17 a I’étape (ii1).

5. Me¢éthode selon les revendications 2 et 3, lesdits lymphocytes T effecteurs et/ou lesdits
lymphocytes T a mémoire centrale dans la population thérapeutique de TIL a I’étape (iv)
présentant une ou plusieurs caractéristiques choisies dans le groupe constitué par I’expression de
CD27, ’expression de CD28, les télomeres plus longs, une expression de CD57 accrue et une
expression de CD56 réduite, par rapport aux lymphocytes T effecteurs et/ou aux lymphocytes T a
mémoire centrale dans la troisiéme population de cellules, éventuellement lesdits lymphocytes T
effecteurs et/ou lesdits lymphocytes T a mémoire centrale présentant une expression de CD57

accrue et une expression de CD56 réduite.

0. Meéthode selon 1’une quelconque des revendications précédentes, comprenant en outre
I’étape de transduction de la premiere population de TIL avec un vecteur d’expression comprenant
un acide nucléique codant un récepteur de lymphocytes T a haute affinité,

et éventuellement, la méthode comprend en outre 1’étape de transduction de la premiére
population de TIL avec un vecteur d’expression comprenant un acide nucléique codant un
récepteur d’antigéne chimérique (CAR) comprenant un anticorps a fragment variable a chaine
unique fusionné avec au moins un endodomaine d’une molécule de signalisation de

lymphocytes T.

7. Meéthode selon la revendication 1, ladite étape (iii) comprenant en outre une €tape de retrait
des cellules du milieu de culture cellulaire, éventuellement ladite étape (iii) étant répétée une a
quatre fois afin d’obtenir suffisamment de TIL dans la population thérapeutique de TIL pour un
dosage thérapeutiquement efficace des TIL, éventuellement le nombre de TIL suffisant pour un

dosage thérapeutiquement efficace étant d’environ 2,3 x 10'° 4 environ 13,7 x 10'°.

8. Meéthode permettant d’évaluer 1’activité métabolique d’une population de cellules TIL

préparée conformément a la méthode selon la revendication 1, comprenant :



MA 46669B1

1) Uobtention d’une premiere population de TIL provenant d’une tumeur préalablement
réséquée d’un patient ;

(i1) la réalisation d’une premiere expansion en cultivant la premiere population de TIL dans
un milieu de culture cellulaire comprenant de I’IL-2 de manieére a produire une deuxieme
population de TIL ;

(111) 1a réalisation d’une deuxieme expansion en complétant le milieu de culture cellulaire
de la deuxiéme population de TIL avec de I’'IL-2 supplémentaire, de I’OKT-3 et des cellules
présentant des antigénes (APC), de maniére a produire une troisieme population de TIL, ladite
troisieme population de TIL étant au moins 100 fois plus grande en nombre que la deuxiéme
population de TIL, et ladite deuxiéme expansion étant effectuée pendant au moins 14 jours afin
d’obtenir la troisiéme population de TIL, ladite troisiéme population de TIL étant une population
thérapeutique de TIL qui comprend une sous-population accrue de lymphocytes T effecteurs et/ou
de lymphocytes T a mémoire centrale par rapport a la deuxieme population de TIL ;

iv) la mesure de la glycolyse basale des cellules ;

v) la mesure de la respiration basale des cellules ;

vi) la mesure de la capacité respiratoire de réserve (SRC) des cellules ; et/ou

vii) la mesure de la réserve glycolytique des cellules.

9. Méthode selon la revendication 2, lesdites cellules du milieu de culture cellulaire a
I’étape (ii1) étant retirées et cryoconservées dans un milieu de stockage avant 1’étape (iv),
éventuellement lesdites cellules étant décongelées avant 1’étape (iv) et/ou ladite étape (iii) étant
répétée une a quatre fois afin d’obtenir suffisamment de TIL dans la population thérapeutique de
TIL pour un dosage thérapeutiquement efficace des TIL, éventuellement lorsque le nombre de TIL

suffisant pour un dosage thérapeutiquement efficace est d’environ 2,3 x 10'° 2 environ 13,7 x 10'°.

10.  Méthode de dosage de TIL comprenant :

(1) ’obtention d’une premiére population de TIL ;

(11) la réalisation d’une premiere expansion en cultivant la premiere population de TIL dans
un milieu de culture cellulaire comprenant de 1I’IL-2 de maniére a produire une deuxiéme
population de TIL ; et

(111) 1a réalisation d’une deuxieme expansion en complétant le milieu de culture cellulaire
de la deuxiéme population de TIL avec de I’'IL-2 supplémentaire, de 'OKT-3 et des cellules
présentant des antigénes (APC), de maniere a produire une troisieme population de TIL, ladite
troisieme population de TIL étant au moins 50 fois plus grande en nombre que la deuxieme

population de TIL ;
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et ladite deuxieme expansion étant effectuée pendant au moins 14 jours afin d’obtenir la
troisiéme population de TIL, ladite troisieéme population de TIL étant une population thérapeutique
de TIL qui comprend une sous-population accrue de cellules effectrices et/ou de lymphocytes T a
mémoire centrale par rapport a la deuxieme population de TIL ;

(iv) la collecte, le lavage et la cryoconservation de la troisieme population de TIL ;

(v) le stockage des TIL cryoconservés a une température cryogénique

(vi) la décongélation de la troisiéme population de TIL de maniére a fournir une troisieme
population de TIL décongelée ; et

(vii) la réalisation d’une deuxiéme expansion supplémentaire d’une partie de la troisiéme
population de TIL décongelée en complétant le milieu de culture cellulaire de la troisiéme
population avec de I'IL-2, de 'OKT-3 et des APC pendant une période de reREP d’au
moins 3 jours, ladite troisieme expansion ¢tant effectuée de maniére a obtenir une quatrieéme
population de TIL, ledit nombre de TIL dans la quatrieme population de TIL étant comparé au
nombre de TIL dans la troisiéme population de TIL de maniére a obtenir un rapport ;

(viii) la détermination, sur la base du rapport de 1'étape (vii), pour savoir si la population
décongelée de TIL est adaptée a I’administration a un patient ;

une dose thérapeutiquement efficace de la troisiéme population de TIL décongelée étant
destinée a étre administrée au patient lorsque le rapport du nombre de TIL dans la quatrieme
population de TIL au nombre de TIL dans la troisieme population de TIL est déterminé comme
étant supérieur a 5:1 a 1’étape (viii), éventuellement ladite période de reREP étant effectuée
jusqu’a ce que le rapport du nombre de TIL dans la quatrieme population de TIL au nombre de
TIL dans la troisiéme population de TIL soit supérieur a 50:1, éventuellement ledit nombre de TIL
suffisant pour un dosage thérapeutiquement efficace étant d’environ 2,3 x 10'° a environ

13,7 x 10, et/ou lesdites étapes (i) a (vii) étant effectuées dans un délai d’environ 40 jours a

environ 50 jours, ou lesdites étapes (i) a (vii) étant effectuées dans un délai d’environ 42 jours a
environ 48 jours, ou lesdites étapes (i) a (vii) étant effectuées dans un délai d’environ 42 jours a

environ 45 jours, ou lesdites étapes (1) a (vii) étant effectuées dans les environ 44 jours.

11. Meéthode selon la revendication 10, lesdites cellules de I’étape (iii) ou (vii) expriment CD4,
CD8 et TCR a B a des niveaux similaires aux cellules fraichement collectées, lesdites cellules
présentant les antigénes étant des cellules mononucléées de sang périphérique (PBMC) ou des
APC artificielles (aAPC), éventuellement lesdites PBMC étant ajoutées a la culture cellulaire a
I’'un quelconque des jours 9 a 17 a I’étape (ii1), éventuellement lesdits lymphocytes T effecteurs
et/ou lesdits lymphocytes T a mémoire centrale dans la plus grande population de TIL a 1’étape (ii1)

ou (vil) présentant une ou plusieurs caractéristiques choisies dans le groupe constitu¢ par
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I’expression de CD27, I’expression de CD28, les télomeres plus longs, une expression de CD57
accrue et une expression de CD56 réduite, par rapport aux lymphocytes T effecteurs et/ou aux
lymphocytes T a mémoire centrale dans la troisieme population de cellules et/ou lesdits
lymphocytes T effecteurs et/ou lesdits lymphocytes T a mémoire centrale présentant une

expression de CD57 accrue et une expression de CD56 réduite.

12. Meéthode selon les revendications 10 et 11, comprenant en outre 1’étape de transduction de
la premiere population de TIL avec un vecteur d’expression comprenant un acide nucléique codant
un récepteur de lymphocytes T a haute affinité, ou ladite étape de transduction de la premiere
population de TIL avec un vecteur d’expression comprenant un acide nucléique codant un
récepteur d’antigéne chimérique (CAR) comprenant un anticorps a fragment variable a chaine
unique fusionné avec au moins un endodomaine d’une molécule de signalisation de
lymphocytes T, éventuellement ladite étape de transduction ayant lieu avant [’étape (1),

éventuellement lesdits TIL étant analysés pour déterminer leur viabilité apres 1”étape (vii).
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