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PATENTKRAV

1. In vitro fremgangsmate for @ differensiere pluripotente celler i
mellomhjernegulvplateforigpere, hvor fremgangsmaten omfatter a

eksponere et antall pluripotente celler for: (a) minst en hemmer av Small Mothers
Against Decapentaplegic (SMAD) signalering, (b) minst en aktivator av Sonic
hedgehog (SHH) signalering og (c) minst en aktivator av vingelgs (Wnt) signalering,
hvor:

eksponering for minst en hemmer av SMAD-signalering begynner pa dag 0;

nevnte pluripotente celler eksponeres for den minst ene aktivatoren av Wnt-
signalering 3 dager etter initiering av eksponering for den minst ene hemmeren av
SMAD-signalering;

nevnte pluripotente celler blir eksponert for den minst ene hemmeren av SMAD-
signalering, den minst ene aktivatoren av SHH-sighalering, og den minst ene
aktivatoren av Wnt-signalering i mengder som er effektive for & produsere et antall
mellomhjernegulvplateforigperceller, minst 10 % av disse uttrykker bade
gaffelboksprotein A2 (FOXA2) og LIM homeoboks transkripsjonsfaktor 1 alfa (LMX1A);
0g

eventuelt ytterligere @ utsette nevnte flertall av differensierte
mellomhjernegulvplateforlgperceller for forhold som favoriserer modning av

mellomhjernegulvplateforlgperceller til dopaminevroner.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor nevnte pluripotente celler er valgt fra gruppen
bestdende av humane, ikke-menneskelige primater eller gnagere, ikke-embryonale
stamceller, embryonale stamceller, induserte ikke-embryonale pluripotente celler og

konstruerte pluripotente celler.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1, omfattende & bringe pluripotente celler i kontakt med

minst en av purmorfamin og/eller CHIR99021.

4. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor nevnte dopamin-nevroner som uttrykker FOXA2
og LMX1A videre uttrykker minst en ytterligere markgr valgt fra gruppen bestdende av
tyrosinhydroksylase (TH), ortodentikkelhomoboks 2 (OTX2), nukleaer reseptor relatert
1 protein (NURR1), nevron-spesifikk klasse III beta-tubulin (Tujl), Trefoil-faktor
familie 3 (TTF3), parlignende homeodomain 3 (PITX3), achaete-scute complex (ASCL),
tidlig B-celle faktor 1 (EBF-1), tidlig B-cell faktor 3 (EBF-3), transthyretin (TTR),

synapsin, dopamintransportgr (DAT) og G-protein koblet, innvendig utbedrende
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kaliumkanal (Kir3.2/GIRK2), CD142, DCSM1, CD63 og CD99.

5. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor en eller flere av fglgende gjelder:

a. nevnte pluripotente celler er differensiert til nevronceller som uttrykker bade
gaffelboksprotein A2 (FOXA2) og LIM homeoboks transkripsjonsfaktor 1 alfa (LMX1A)
innen 11 dager etter igangsetting av kontakt med minst to hemmere av SMAD-
signalering, nevnte minst en aktivator av SHH signalering, og nevnte minst en
aktivator av Wnt signalering; eller

b. nevnte pluripotente celler er differensiert i nevnte dopamin-nevroner senest 25
dager etter initiering av kontakt med minst to hemmere av SMAD-signalering, nevnte
minst en aktivator av SHH-signalering, og nevnte minst en aktivator av Wnt-

signhalering.

6. Fremgangsmate ifglge krav 4, hvor minst 20% av nevnte dopamin-nevroner
uttrykker FOXA2 og LMX1A og videre uttrykker minst en markgr for humane A9-
subtype mellomhjernedopamin-nevroner valgt fra gruppen bestaende av Girk2, CD142
og DCSM1.

7. Fremgangsmate ifglge krav 4, videre omfattende a velge en populasjon av

dopamin-nevroner som uttrykker CD142 eller DCM1 eller begge.

8. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor en eller flere av fglgende gjelder:

a. nevnte minst en hemmer av SMAD-signalering er valgt fra gruppen bestdende av
LDN-193189, SB431542, Noggin, dorsomorfin og kombinasjoner av to eller flere av de
foregdende;

b. nevnte minst en aktivator av SHH-signalering er valgt fra gruppen bestdende av
purmorfamin, rekombinant SHH, renset SHH, glattede agonister (SAG) og
kombinasjoner av to eller flere av de foregdende;

c. nevnte minst en aktivator av Wnt-signalering er valgt fra gruppen bestaende av

CHIR99021, Wnt3A og Wntl og kombinasjoner av to eller flere av de foregdende.

9. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor nevnte differensierte forlgperceller i
mellomhjernegulvplateforlgperceller som uttrykker FOXA2 og LMX1A ikke uttrykker
minst en markgr valgt fra gruppen bestaende av PAX6, HES5, EMX2 og LHX2.

10. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor forholdene som favoriserer modning av

mellomhjernegulvplateforigpere til dopamin-nevroner, omfatter & bringe
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mellomhjernegulvplateforigpere i kontakt med N2-medium, hjerneavledet nevrotrofisk
faktor (BDNF), askorbinsyre (AA), glialcelle line-avledet nevrotrofisk faktor (GDNF),
dibutyryl cAMP (dbcAMP) og transformerende vekstfaktortype B3 (TGFB3).

11. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den minst ene inhibitoren av Small Mothers
Against Decapentaplegic (SMAD) signalering omfatter minst en inhibitor av
TGFp/Activin-Nodal signalering og minst en inhibitor av signal fra beinmorfogenetisk
protein (BMP).

12. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den minst ene aktivatoren for vingelgs (Wnt)

signalering omfattende en inhibitor av glykogensyntasekinase 33 (GSK3p) signalering.
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