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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para expandir linfocitos infiltrantes de tumor (TILS),
en donde el método consiste en:

(a) realizar una primera expansion mediante el cultivo de la primera
poblaciéon de TILs en un medio de cultivo celular que comprende IL-
2, OKT-3 y células presentadoras de antigeno (APCs) para producir
una segunda poblaciéon de TILs, en donde la primera expansion se
realiza durante un primer periodo de 1 a 7 u 8 dias para obtener la
segunda poblacién de TILs, en donde la segunda poblacién de TILs
es mayor en numero total que la primera poblacion de TILs;

(b) realizar una segunda expansiéon rapida mediante el suplemento
al medio de cultivo celular de la segunda poblaciéon de TILs con IL-
2, OKT-3 y APCs adicionales, para producir una tercera poblaciéon
de TILs, en donde la segunda expansiéon rapida se realiza durante
un segundo periodo de 1 a 11 dias para obtener la tercera poblacion
de TILs, en donde la tercera poblacién de TILs es una poblacién
terapéutica de TILs; y

(©) cosechar la poblacion terapéutica de TILs que se obtiene en la
etapa (b).

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la primera poblacién de TILs
es obtenida de un tumor y procesada en multiples fragmentos de tumor.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde el nimero total de APCs en el
medio de cultivo en la etapa (b) es mayor que el numero de APCs en el
medio de cultivo en la etapa (a).

4. El método de la reivindicacion 1, en donde la primera expansion se realiza
en un primer recipiente que comprende una primera area de superficie
permeable a los gases, y en donde la segunda expansion rapida se realiza
en un recipiente que comprende una segunda area de superficie
permeable a los gases.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la relacion
del numero total de APCs en la segunda expansion rapida y el nimero
total de APCs en la primera expansion es seleccionado de entre 1,5:1 a
20:1,de 2:1 ab5:1 0de 2:1a3:1.
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6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el método
comprende ademas realizar, después del paso de recolectar la poblacién
terapéutica de TIL, un paso adicional de: transferir la poblacion
terapéutica recolectada de TIL a una bolsa de infusién.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que la bolsa de infusidon es una
bolsa de infusidon que contiene HypoThermosol.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
método comprende ademas la crioconservacion de la poblacion de TIL
recolectada en el paso de recoleccion de la poblacién terapéutica de TIL
empleando un proceso de crioconservacion.

9. El método de la reivindicacion 6 o 7, que comprende, ademas, después
del paso de transferir la poblacion terapéutica de TIL recolectada a la bolsa
de infusién, un paso adicional de crioconservacion de la bolsa de infusion
empleando un proceso de crioconservacion.

10.El método de la reivindicacibn 8 o 9, en el que el proceso de
crioconservacion se lleva a cabo utilizando una proporcion 1:1 de
poblacion de TIL recolectada y medio de crioconservacion.

11.El método de la reivindicacion 10, en el que el medio de crioconservacion
comprende dimetilsulféxido (DMSO).

12.El método de la reivindicacion 11, en el que el medio de crioconservacion
comprende entre un 7 % y un 10 % de DMSO.

13.El método de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que los pasos
de la primera expansion mediante la recoleccion de la poblacion
terapéutica de TIL y la crioconservacion se realizan en 16 dias o menos.

14.El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, en donde los
multiples fragmentos tumorales se distribuyen en una pluralidad de
recipientes separados cada uno comprendiendo una primera area de
superficie permeable a los gases, en cada uno de los cuales se obtiene la
segunda poblacién de TILs a partir de la primera poblacién de TILs en la
etapa de primera expansioén, y la tercera poblaciéon de TILs se obtiene de
la segunda poblacion de TILs en la etapa de la segunda expansion rapida,
y en donde la poblacion terapéutica de TILs que se obtiene de la tercera
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poblacion de TILs se recolecta de cada uno de la pluralidad de recipientes
y se combina para producir la poblacién de TILs cosechada.

15.El método de la reivindicacion 14, en el que la pluralidad de contenedores
separados comprende al menos dos contenedores separados.

16.El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, en donde los
multiples fragmentos tumorales se distribuyen en un recipiente Unico, en
donde el recipiente Unico comprende una primera area de superficie
permeable a los gases.

17.El método de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en donde en la
etapa de la primera expansion las APCs se colocan en capas sobre la
primera area de superficie permeable al gas del recipiente Unico o la
primera area de superficie permeable al gas de cada uno de la pluralidad
de recipientes separados con un grosor promedio de una capa de celdas
a tres capas de células.

18.El método de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en donde en la
etapa de la segunda expansion rapida, las APCs se disponen en capas
sobre la primera area de superficie permeable a los gases del recipiente
Unico o la primera area de superficie permeable a los gases de cada uno
de la pluralidad de recipientes separados con un espesor de 3 capas
celulares a 5 capas celulares.

19.El método de la reivinidcacién 4, en donde el segundo recipiente es mas
grande que el primer recipiente.

20.El método de la reivindicacién 19, en donde en la etapa de la segunda
expansion rapida, las APCs se disponen en capas sobre la segunda area
de superficie permeable a los gases con un grosor promedio de 3 capas
celulares a 5 capas celulares.

21.El método de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 20, en donde para
cada recipiente en el que se realiza la primera expansién en una primera
poblacion de TILs, la segunda expansion rapida se realiza en el mismo
recipiente en la segunda poblacién de TILs producida a partir de dicha
primera poblacion de TILs.
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22.El método de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 21, en donde para
cada recipiente en el que se realiza la primera expansion en una primera
poblacion de TILs en la etapa de la primera expansion, el recipiente
comprende una primera area de superficie permeable a los gases y las
APCs se disponen en capas sobre la primera area de superficie permeable
a los gases, y en donde la relacion del nimero promedio de capas de APCs
dispuestas en capas en la etapa de la primera expansion y el niumero
promedio de capas de APCs dispuestas en capas en la etapa de la segunda
expansion rapida esta en un intervalo de 1:1,1 a 1:10.

23. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
después de 2 a 3 dias en la etapa de la segunda expansion rapida, el
medio de cultivo celular se suplementa con IL-2 adicional.

24. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde las células presentadoras de antigeno son células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) o las células presentadoras
de antigenos son células presentadoras de antigenos artificiales.

25.El método de la reivindicacién 24, en donde las PBMC estan irradiadas y
son alogénicas.

26.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde
i. en la etapa de la primera expansion, el medio de cultivo celular
comprende células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), y en
donde el niumero total de PBMCs afiadidas al medio de cultivo celular
en la etapa de la primera expansion es de 2,5 x 108; y/o
ii. en la etapa de la segunda expansion rapida, las células presentadoras
de antigeno (APCs) en el medio de cultivo celular son células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs), y en donde el numero
total de PBMCs afadidas al medio de cultivo celular en la etapa de la
segunda expansion rapida es de 5 < 108.

27.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde la cosecha en la etapa de cosechar la poblacion terapéutica de
TILs se realiza empleando un sistema de procesamiento celular basado en
membranas.
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28.El método de la reivindicacion 27, en donde el sistema de procesamiento
celular basado en membranas es un sistema de procesamiento celular
LOVO.

29.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 28, en
donde los fragmentos multiples de tumor comprenden 60 fragmentos por
recipiente en la etapa de la primera expansion, en donde cada fragmento
tiene un volumen de 27 mm3.

30.El método de la reivindicacion 29, en donde los multiples fragmentos
tumorales tienen una masa total de entre 1 gramo y 1,5 gramos.

31.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde el medio de cultivo celular se proporciona en un recipiente
seleccionado del grupo que consiste en un recipiente G y una bolsa de
células Xuri.

32.El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde la concentracion de IL-2 es de 10 000 Ul/ml a 5000 Ul/ml.

33. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
la primera expansion de cebado se realiza en un plazo de 5 dias, 6 dias o
7 dias, y/o0 la segunda expansion rapida se realiza en un plazo de 7 dias,
8 dias o 9 dias.

34. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde la primera expansion y la segunda expansion rapida se realizan
cada uno individualmente dentro de un periodo de 5 dias, 6 dias o 7 dias.

35. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde opcionalmente las etapas de la primera expansion a la cosecha
de la poblacion terapéutica de TILs se realizan dentro de un periodo de
14 dias, 15 dias o 16 dias.

36. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
el nimero total de APC afadidos en la segunda expansion rapida es al
menos el doble del nimero de APC afiadidos en la primera expansion



P2021-13562

Respuesta Oficio 10750 6/125
Octubre 3 de 2025
37. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que

38.

39.

40.

41.

42.

la primera poblacion de TIL se obtiene de un tumor y se cultiva en un
primer medio de cultivo celular que comprende IL-2 durante 3 dias.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
la poblacion terapéutica recolectada comprende entre 2,3 < 1010y 13,7
x 100 células TIL.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
la tercera poblacion de TIL en la etapa de la segunda expansion rapida
proporciona una mayor eficacia, una mayor producciéon de interferdn
gamma y/o una mayor policlonalidad.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
la tercera poblacion de TIL en la etapa de la segunda expansion rapida
proporciona al menos entre una y cinco veces mas producciéon de
interferobn gamma en comparaciéon con los TIL preparados mediante un
proceso de mas de 18 dias.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
las células T efectoras y/o las células T de memoria central obtenidas de
la tercera poblacion de TIL en la etapa de la segunda expansion rapida
muestran una mayor expresion de CD8 y CD28 en relacion con las
células T efectoras y/o0 las células T de memoria central obtenidas de la
segunda poblacion de TIL en la etapa de la primera expansion de
preparacion.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
la primera poblacién de TIL se obtiene de un tumor a partir de una o
mas biopsias pequefias, biopsias con aguja gruesa o biopsias con aguja
fina.
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