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Patentkrav

1. Fremgangsmate for dyrking av tarm eller tynntarm epiteliale stamceller,
eller vevsfragmenter omfattende nevnte epiteliale stamceller, for eksempel isolerte
tarmkrypter eller tynntarmkrypter, hvor fremgangsmaten omfatter

3 fremskaffe en ekstracelluleer matrise;

& inkubere tarm eller tynntarm epiteliale stamceller eller vevsfragmenter
omfattende nevnte epiteliale stamceller, for eksempel isolerte tarm-krypter eller
tynntarm-krypter med den ekstracellulaere matrise; og

dyrke de tarm eller tynntarm epiteliale stamceller eller vevsfragmenter
omfattende nevnte epiteliale stamceller, for eksempel isolerte tarmkrypter eller
tynntarm-krypter, ved narveaer av et cellekulturmedium omfattende et
basalmedium for animalske eller humane celler til hvilket det er tilsatt:

en ben-morfogent protein (BMP) inhibitor; og

mellom 5 og 500 ngram/ml av mitogen vekstfaktor valgt fra epidermal
vekstfaktor (EGF), transformerende vekstfaktor-alfa, basisk fibroblast vekstfaktor,
hjerne-avledet nevrotrofisk faktor og keratinocytt vekstfaktor;

samt eventuelt en Wnt-agonist.

2. Fremgangsm%te for fremstilling av et organoid og/eller dyrking av tarm eller
tynntarm epiteliale stamceller eller vevsfragmenter omfattende nevnte epiteliale
stamceller, for eksempel isolerte tarmkrypter eller tynntarmkrypter, ifglge krav 1,
hvor:

- tarm eller tynntarm epiteliale stamceller eller vevsfragmenter
omfattende nevnte epiteliale stamceller, for eksempel isolerte tarmkrypter eller
tynntarmkrypter, dyrkes i kontakt med en ekstracellulzer matrise i et medium
omfattende Noggin og EGF samt eventuelt R-spondin 1 og/eller Wnt-3 som Wnt-

agnoist.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvor tarm- eller tynntarm epitelial
stamcellene er normale epitelialceller eller adenom-celler hvorved en Wnt-agonist

tilsettes dersom normale epitelialceller blir dyrket.

4, Fremgangsmate ifglge krav 1 til 3, hvor:

a) nevnte BMP-inhibitor er valgt fra Noggin, DAN og DAN-liknende proteiner
innbefattende Cerberus og Gremlin; og/eller

b) nevnte Wnt-agonist er valgt fra én eller flere av Wnt, enhver av R-spondin

1-4, Norrin og en GSK-inhibitor; og/eller
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C) nevnte Wnt-agonist omfatter enhver av R-spondin 1-4 og/eller Wnt-3a;
og/eller
d) nevnte mitogene vekstfaktor er EGF.
5. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 1 til 4:
a) hvor BMP-inhibitoren er Noggin, den mitogene vekstfaktor er epidermal

vekstfaktor og Wnt-agonisten er enhver av R-spondin 1-4; og/eller

b) hvor nevnte dyrkingsmedium ytterligere omfatter en Rock (Rho-kinase)-
inhibitor valgt fra Y-27632, Fasudil og H-1152; og/eller

C) hvor nevnte dyrkingsmedium ytterligere omfatter en notch-agonist.

6. Fremgangsmate for & oppna et organoid ved & dyrke tarm- eller tynntarm

epiteliale stamceller eller vevsfragmenter omfattende nevnte epiteliale stamceller,
for eksempel isolerte tarmkrypter eller tynntarmkrypter, ved & anvende en
fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 1 til 5, hvor nevnte tarm eller tynntarm
epiteliale stamceller eller vevsfragmenter omfattende nevnte epiteliale stamceller,
for eksempel isolerte tramkrypter eller tynntarmkrypter, dyrkes i kontakt med en
ekstracelluleer matrise i et medium omfattende Noggin, EGF og R-spondin 1 og/eller

Wnt-3 som Wnt-agonist, supplementert med B27, N2 og N-acetylcystein.

7. Tredimensjonalt tynntarm-organoid omfattende krypt-liknende domener
som omslutter et sentralt lumen kledd med villus-liknende epitelial-domener og fylt
med apoptotiske cellelegemer og inneholdende intestinale stamceller som er
polarisert og som ligger i basis av strukturene som kan aktivt dele seg og gi opphav
til alle hoved-differensierte cellelinjer som er til stede i tarmen og hvor nevnte
organoid kan fremskaffes ved en fremgangsmate som definert i ethvert av kravene
1 til 6.

8. Samling av flere enn 10 krypt-villus organoider hvor hvert organoid
omslutter et sentralt lumen kledd med et villus-liknende epitel, hvor lumen er fylt
med apoptotiske cellelegemer og hvor cellene i krypt-villus organoidet er
polariserte hvor stamcellene oppholder seg i basis av strukturene og hvor nevnte

organoid kan fremskaffes ved en fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 1 til 6.

9, Tre-dimensjonalt organoid omfattende krypt-liknende domener som omgir et
sentralt lumen kledd med villus-liknende domener som er epitelial-domener

omfattende differensierte celletyper og hvor ikke-epitelial-celler er fravaerende fra
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nevnte organoid og hvor nevnte organoid kan fremskaffes ved en fremgangsmate

ifglge ethvert av kravene 1 til 6.

10. Tre-dimensjonalt organoid ifglge krav 7 eller krav 9, hvor organoidet er
avledet fra én eller flere adenom-celler og har en ballong-liknende struktur hvor

cellene er tilfeldig orientert mot enten periferien eller det sentrale lumen.

11. Anvendelse av organoid ifglge krav 7, 9 eller 10 i en medikament-

oppdagende utvelgelse, toksisitets-assay eller i regenerativ medisin.



