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Patentkrav
1. Fremgangsmate for & oppna et leverorganoid, hvor fremgangsmaten
omfatter:

dyrking av en eller flere leverepitelstamceller, eller et leverfragment eller en
levergalle i kontakt med en ekstracelluleer matrise i neervaer av et
ekspansjonsmedium, idet mediet omfatter et basisk medium for animalske
eller humane celler, til hvilket det tilsettes:

epidermal vekstfaktor (EGF), en fibroblastvekstfaktor (FGF) som er i stand
til 8 binde til FGFR2 eller FGFR4, Nikotinamid og en Wnt-agonist valgt fra
Rspondin 1, Rspondin 2, Rspondin 3 eller Rspondin 4.

2. Fremgangsmate ifslge krav 1, hvor ekspansjonsmediet videre omfatter HGF.

3. Fremgangsmate ifslge krav 1 eller krav 2, hvor en TGF-beta-inhibitor er i
tillegg til stede i mediet og eventuelt hvor TGF-beta-inhibitoren er en sma-
molekylaer-inhibitor valgt fra gruppen bestdende av: A83-01, SB-431542, SB-
505124, SB-525334, LY 364947, SD-208, SIN 2511.

4, Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvor
fremgangsmaten omfatter dyrking av den ene eller flere epitelstamceller i et
cellekulturmedium som omfatter eller bestar av et basisk medium for animalske
eller humane celler, til hvilket det tilsettes EGF, en BMP-inhibitor , R-spondin og
wnt;
og deretter i et ekspansjonsmedium som omfatter eller bestar av et basisk
medium for animalske eller humane celler til hvilket det tilsettes: EGF, en
FGF og HGF, nikotinamid og en R-spondin;
og deretter i et differensieringsmedium som omfatter eller bestar av et
basisk medium for animalske eller humane celler, til hvilket det tilsettes:
EGF, FGF og/eller HGF, en TGF-beta-inhibitor og en Notch-inhibitor.

5. Fremgangsmate ifslge krav 4, hvor differensieringsmediet videre omfatter
dexametason.
6. Cellekulturmedium omfattende et basisk medium for animalske eller humane

celler, til hvilke det tilsettes: EGF, en FGF som er i stand til & binde til FGFR2 eller
FGFR4, Nikotinamid, og en Wnt-agonist valgt fra R-spondin 1, R-spondin 2, R-
spondin 3 og R-spondin 4.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2598633

2
7. Cellekulturmedium ifglge krav 6, hvor HGF blir tilsatt til mediet.
8. Kulturmedium ifglge krav 6 eller 7, hvor ett, to, tre, fire eller flere fra

gruppen gastrin, B27, N2 og N-Acetylcystein blir tilsatt det basiske mediet.

9. Leverorganoid omfattende celler som uttrykker Lgr5, oppnéelig ved 3 dyrke
en eller flere leverepitelstamceller, eller et leverfragment eller en levergalle i
kontakt med en ekstracellulaer matrise i naerveer av et ekspansjonsmedium, idet
mediet omfatter et basisk medium for animalske eller humane celler, til hvilket det
tilsettes: epidermal vekstfaktor (EGF), en fibroblastvekstfaktor (FGF) som er i stand
til 8 binde til FGFR2 eller FGFR4, Nikotinamid, en Wnt-agonist valgt fra Rspondin 1,
Rspondin 2, Rspondin 3 eller Rspondin 4, og HGF, hvor leverenorganoidet kan

dyrkes i minst 3 maneder.

10. Leverorganoid ifglge krav 9, som omfatter en cystisk struktur og pa utsiden

et lag av celler med minst en knopp og et sentralt lumen.

11. Leverorganoid ifglge krav 9 eller krav 10, som har en eller flere (f.eks. 2, 3,
4 eller alle 5) med fglgende egenskaper: (a) som har en celletetthet pa >5x10°
celler/cm?, foretrukket >10x10° celler/cm?; (b) som har en tykkelse som tilsvarer
2-30 lag celler, foretrukket en tykkelse som tilsvarer 2-15 lag celler; (c) cellene har
gjensidig kontakt i tre dimensjoner, (d) viser en funksjon som er iboende med sunt

levervev, (e) har en langstrakt form, med to definerte domener.

12. Leverorganoid ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 11, hvor:

(a) organoidet bestar av et enkeltlags epitelialt domene hvor polariserte
celler detekteres og keratinmarkgrer uttrykkes og et andre domene
som utgjgr hoveddelen av organoidet, dannet av en flerlags epitel
med ikke-polariserte celler, som eventuelt uttrykker albumin og /
eller

(b) organoidet er oppnadd fra en epitelial stamcelle fra en voksen lever-
uttrykkende Lgr5, og som omfatter en populasjon mellom minst
1x103 celler og 5x10*.

13. Anvendelse av en leverorganoid som definert i et hvilket som helst av

kravene 9 til 12 i en legemiddel-oppdagelse-screening.
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14. Anvendelse av en leverorganoid som definert i et hvilket som helst av
kravene 9 til 12 i en toksisitetsanalyse.
15. Leverorganoid ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 12 til anvendelse

ved behandling av leverlidelse, tilstand eller sykdom eller for anvendelse i

regenerativ medisin.
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