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Patentkrav

1. En fremgangsmate for & differensiere leverepitelstamceller, hvor
fremgangsmaten omfatter & dyrke epitelstamcellene i neerveeret av et
kulturmedium, hvor mediet omfatter et basalmedium for animalske eller humane

celler, og som videre omfatter en EGF, en Notch-inhibitor og en TGF-beta-inhibitor.

2. Fremgangsmaten i henhold til krav 1, hvor kulturmediet videre omfatter FGF
og/eller HGF.

3. Fremgangsmaten i henhold til krav 2, hvor FGF-en er en FGF som er i stand
til & binde til FGFR2 eller FGFR4 og er fortrinnsvis FGF10.

4. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor Notch-inhibitoren er valgt fra:
a) en gamma-sekretase-inhibitor, slik som DAPT eller dibenzazepin (DBZ)
eller benzodiazepin (BZ) eller LY-411575;
b) en inhibitor som er i stand til 8 redusere ligandmediert aktivering av
Notch; og

¢) en inhibitor av ADAM-proteaser.

5. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor TGF-beta-inhibitoren er en TGF-beta-inhibitor hvis den kan inhibere TGF-
beta-signalering i en cellulzer analyse hvor celler er stabilt transfektert med en

reporterkonstruksjon som omfatter den humane PAI-1 promotoren.

6. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor TGF-beta-inhibitoren er en liten molekylinhibitor, eventuelt valgt fra gruppen
som bestar av: A83-01, SB-431542, SB-505124, SB-525334, LY 364947, SD-208,
SIN 2511.

7. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,

hvor mediet i tillegg omfatter deksametason.
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8. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor én, to eller tre eller fire fra gruppen gastrin, B27, N2, og N-acetylcystein er

tilsatt til basalmediet.

9, Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor kulturmediet ikke omfatter én eller flere av komponentene valgt fra listen:

en Wnt-agonist, nikotinamid, en BMP-inhibitor.

10. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor fremgangsmaten videre omfatter 8 kontakte cellene med en ekstrascellulser
matriks, eventuelt hvor den  ekstrascellulzere  matriksen er et
basalmembranpreparat fra Engelbreth-Holm-Swarm musesarkomeceller, eller hvor

den ekstrascellulzere matriksen er et syntetisk ekstracellulaert matriksmateriale.

11. Fremgangsmaten i henhold til et hvilket som helst av de foregdende kravene,
hvor leverepitelstamcellene:

a. uttrykker Lgr5; og/eller

b. ikke naturlig uttrykker én eller flere av Cd11b, CD13, CD14, AFP, Pdx1,

et CYP-medlem pa et signifikant niva.

12. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvor

leverepitelstamcellene er muse- eller humaneleverepitelstamceller.

13. Et kulturmedium for @ differensiere leverepitelstamceller som beskrevet i et

hvilket som helst av krav 1 til 9.

14. En sammensetning som omfatter kulturmediet ifglge krav 13 og en

ekstracellulaer matriks som beskrevet i krav 10.

15. Et leverorganoid, hvor leverorganoidet er oppnaelig ved en fremgangsmate
ifglge et hvilket som helst av krav 1 til 12, hvor organoidet omfatter en cystisk

struktur og et sentralt hulrom.

16. Anvendelse av et leverorganoid som definert i krav 15 i en legemiddel-

oppdagelsesundersgkelse; toksisitetsanalyse; forskning p& leverembryologi,
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levercellelinjer, og differensieringsveier; genekspresjonsstudier som inkluderer
rekombinant genekspresjon; forskning p& mekanismer involvert i leverskade og
reparasjon; forskning pa inflammatoriske og infeksigse sykdommer i leveren;
studier av patogene mekanismer; eller studier av mekanismer av levercelle

transformasjon og etiologi av leverkreft.

17. Leverorganoidet i henhold til krav 15 for anvendelse ved behandling av en
leverforstyrrelse, -tilstand eller -sykdom eller for anvendelse i regenerativ

medisin.
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