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Patentkrav

1. Dyrkningsmedium for utvidelse av en populasjon av voksne epiteliale
stamceller, hvor nevnte dyrkningsmedium omfatter et basalmedium til hvilket det
er tilsatt:

i. en agonist for Lgr5;

ii. en BMP-inhibitor og

iii. En eller flere TGF-beta inhibitorer som binder til og reduserer
aktiviteten av ALK5, ALK4 og/eller ALK7.

2. Dyrkningsmedium ifglge krav 1, hvor den ene eller flere TGF-beta-
inhibitorene er valgt fra gruppen bestdende av A83-01, SB-431542, SB-505124,
SB-525334, SD-208, LY-36494 og SIN-2511.

3. Dyrkningsmideium ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
TGF-beta-inhibitoren er tilsatt ved en konsentrasjon pad mellom 1 nM og 100 uM,
mellom 10 nM og 100 uM, mellom 100 nM og 10 uM eller for eksempel omkring 1
MM, hvor den totale konsentrasjonen av den ene eller flere inhibitorer er mellom 10
nM og 100 pM, mellom 100 nM og 10 pM eller omkring 1 uM.

4, Dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
agonisten av Lgr5 er enhver av Rispondin 1-4.

5. Dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
dyrkningsmediet omfatter en eller flere ytterligere komponenter valgt fra:

en ytterligere Wnt-agonist, for eksempel valgt fra gruppen bestdende av
Wnt-3a, en GSK-inhibitor s& som CHIR99021, Wnt 5, Wnt-6a, Norrin eller ethvert
annet Wnt-familie-protein;

en reseptor tyrosin-kinase-ligand for eksempel valgt fra en familie av
vekstfaktorer bestdende av epidermal vekstfaktor (EGF), Transformerende
vekstfaktor alfa (TGF-alfa), basisk Fibroblast Vekstfaktor (bFGF), hjerne-avledet
neurotrofisk faktor (BDNF), Hepatocytt vekstfaktor (HGF) og Keratinocytt
vekstfaktor (KGF)<,

nikotinamid;

en p38-inhibitor, for eksempel valgt fra gruppen bestdende av SB-202190,
SB-203580, VX-702, VX-745, PD-169316, RO-4402257 og RIRB-796;

en Rock-inhibitor for eksempel valgt fra gruppen bestdende av R-(+)-trans-
4-(1-aminoetyl)-N-(4-pyridyl)cykloheksankarboksamid-dihydroklorid-
monohydrat(Y-27632), 5-(1,4-diazepan-1-ylsulfonyl) isoquinolin (fasudil eller
HA1071) og (S)-(+)-2-metyl-1-[(4-metyl-5-isoquinolinyl)sulfonyl]-heksahydro-1H-
1,4-diazepin-hydroklorid (H-1 152);

gastrin;

en aktivator av prostaglandin signal-reaksjonsveien for eksempel PGE2
og/eller AA; samt testosteron for eksempel dihydrotestosteron.

6. Dyrkningsmedium ifglge krav 5, hvor dyrkningsmediet er for dyrkning av
humane intestinale stamceller, humane tynntarmskrypter eller humane
tykktarmskrypter og hvor dyrkningsmediet omfatter et basalmedium og ytterligere
omfatter en BMP-inhibitor, Respondin, en TGF-beta-inhibitor, en ytterligere Wnt-
agonist, EGF, en p38-inbhibitor, gastrin og nikotinamid.
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7. Dyrkningsmedium ifglge krav 5, hvor dyrkningsmediet er for dyrkning av
pankreatiske stamceller og hvor dyrkningsmediet omfatter et basalmedium, enhver
av Respondin 1-4, Noggin, en TGF-beta-inhibitor, EGF, FGF10, gastrin og
foretrukket eksendin 4 og Wnt-3a.

8. Dyrkningsmedium ifglge krav 5, hvor dyrkningsmediet er for dyrking av
prostataceller og hvor dyrkningsmediet omfatter et basalmedium, enhver av
Respondin 1-4, Noggin, en TGF-beta-inhibitor, nikotinamid, EGF, testosteron og
foretrukket Wnt-3a samt FGF10.

9. Dyrkningsmedium ifglge krav 5, hvor dyrkningsmediet er for dyrkning av
gastriske celler og hvor dyrkningsmediet omfatter et basalmedium, Noggin, enhver
av Respondin 1-4, en TGF-beta-inhibitor, Wnt-3a, EGF, gastrin, nikotinamid, FGF-
10 og foretrukket en p38-inhibitor.

10. Dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst av kravene 6 til 9, hvor
dyrkningsmediet er for dyrkning av kreftceller og hvor en eller flere av de fglgende
er ekskludert fra mediet: Wnt-3a, EGF, Noggin, Respondin, TGF-beta-inhibitor,
p38-inhibitor, nikotinamid, gastrin, FGF10 og HGF.

11. Sammensetning omfattende et dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst
av kravene 1 til 10 samt en ekstracellulzer matrise eller en 3D-matrise som
etteraper den ekstracellulaere matrise ved sin interaksjon med
cellemembranproteiner sa som integriner, for eksempel en laminin-inneholdende
ekstracelluleer matrise.

12. Hermetisk forseglet beholder inneholdende et dyrkningsmedium eller
sammensetning ifslge et hvilket som helst av de foregdende krav.

13. Anvendelse av et dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst av kravene 1
til 10 for ekspandering av en epitelial stamcelle eller populasjon av epiteliale
stamceller.

14. Fremgangsmate for ekspandering av en enkelt epitelial stamcelle eller
populasjon av epitelial stamceller for & danne et pattedyr-organoid, hvor
fremgangsmaten omfatter 8 dyrke den enkle epitelial stamcelle, populasjon av
epitelial stamceller eller et vevsfragment omfattende nevnte epitelial stamceller i et
dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 10.

15. Fremgangsmate ifglge krav 14, hvor fremgangsmaten omfatter:

& fremskaffe en epitelial stamcelle, en populasjon av epitelial stamceller eller
et islolert vevsfragment;

& fremskaffe dyrkningsmediet ifslge et hvilket som helst av kravene 1 til 11,

3 sette de epiteliale stamceller, populasjonen av epiteliale stamceller eller
vevsfragmentet i kontakt med dyrkningsmediet og

dyrke cellene under passende betingelser.

16.  Fremgangsmate ifglge krav 15, hvor nevnte fremgangsmate omfatter &
bringe den epiteliale stamcelle, populasjonen av epiteliale stamceller eller det
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isolerte vevsfragment samt dyrkningsmediet i kontakt med en ekstracellulzer
matrise eller en 3D-matrise som etteraper den ekstracellulzere matrise ved sin
interaksjon med de cellulzere membran-proteiner s& som integriner, for eksempel
en laminin-inneholdende ekstracellulaer matrise..

17. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 14 til 16, hvor
fremgangsmaten omfatter:

& dyrke epitelial stamcellen, populasjonen av epiteliale stamceller eller
vevsfragment i et fgrste ekspansjonsmedium;

fortsette dyrkning av epitelial stamcellen, populasjonen av epitelial
stamceller eller vevsfragmentet og friske opp mediet med et
differensieringsmedium hvor differensieringsmediet ikke omfatter en eller flere av,
fortrinnsvis alle av faktorene valgt fra: en TGF-berta-inhibitor, em p38-inhibitor,
nikotinamid og Wnt.

18. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 14 til 17, hvor en
Rock-inhibitor tilsettes dyrkningsmediet i de fagrste 1, 2, 3, 4, 5, 6 eller 7 dager,
eventuelt annen hver dag.

19. Fremgangsmate ifslge et hvilket som helst av kravene 15 til 18, hvor
organoidet er et humant organoid.

20. Humant organoid som kan fremstilles ved fremgangsmaten ifglge krav 19,
hvor organoidet opprettholder sin struktur etter minst tre maneders dyrkning.

21. Organoid ifglge krav 20, hvor organoidet:

har vaert dyrket i minst tre maneder, for eksempel i minst 4 maneder, minst
5 maneder, minst 6 maneder, minst 7 maneder, minst 9 maneder eller minst 12
maneder eller mer;

ekspanderer ved en hastighet p& minst 3 ganger, minst 4 ganger, minst 5
ganger, minst 6 ganger, minst 7 ganger, minst 8 ganger, minst 9 ganger eller
minst 10 ganger per uke og/eller

som er frossen og lagret under -5°C, under -10°C, under -20°C, under -
40°C, under -60°C, under -80°C, under -100°C eller under -150°C, for eksempel
ved omkring -180°C.

22. Sammensetning omfattende:

i) et eller flere organoider ifglge et hvilket som helst av kravene 20 til
21 og

i) et dyrkningsmedium ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 10
og/eller en ekstracellulaer matrise.

23. Organoid ifglge et hvilket som helst av kravene 20 til 21 eler sammensetning
ifglge krav 11 eller krav 22, for anvendelse i medisin, for eksempel personalisert
medisin eller regenerativ medisin.
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24. Organoid eller sammensetning for anvendelse ifglge krav 23, hvor den
regenerative medisin eller personifiserte medisin omfatter transplantasjon av
nevnte organoid eller sammensetning inn i et pattedyr, fortrinnsvis inn i et
menneske.

25. Anvendelse av organoid ifglge et hvilket som helst av kravene 20 til 21 eller
sammensetning ifglge krav 11 eller krav 22 i medikament-utvelgelse,
malvalidering, mal-oppdagelse, toksikologi, toksikologi-undersgkelser eller ex vivo
celle/organmodeller, for eksempel for anvendelse som en sykdomsmodell.

26. Fremgangsmate for undersgkelse av et terapeutisk eller profylaktisk
medikament eller kosmetikum, hvor fremgangsmaten omfatter:

& dyrke et organoid ifglge et hvilket som helst av kravene 20 til 21, for
eksempel med et dyrkningsmedium ifglge kravene 1 tikl 10;

& eksponere nevnte organoid for et eller et bibliotek av kandidat-molekyler;

& evaluere nevnte organoid for en hvilken som helst effekt, for eksempel
enhver forandring i en celle s&8 som en reduksjon eller tap av proliferasjon, en
morfologisk endring og/eller celledgd o g

3 identifisere kandidatmolekylet som forarsaker nevnte effekter som et
potensielt medikament eller kosmetikum.
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