
 

Från intestinala kryptstamceller 
till ekvina colonoider 
Karaktärisering av genuttryck och histologi hos 
colonoider från häst 

  

Alma Lundin 

 

Självständigt arbete • 30 hp 

Sveriges lantbruksuniversitet, SLU 

Fakulteten för veterinärmedicin och husdjursvetenskap 

Veterinärprogrammet 

Uppsala 2025 



  



 

 

 

Från intestinala kryptstamceller till ekvina colonoider – 

Karaktärisering av genuttryck och histologi hos colonoider från 

häst  

 

From intestinal crypt stem cells to equine colonoids – Characterization of gene 
expression and histology in equine colonoids 

 

Alma Lundin 

Handledare: Eva Tydén, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen för 

husdjurens biovetenskaper  

Bitr. handledare: Fredrik Södersten, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen 

för husdjurens biovetenskaper  

Bitr. handledare:  Julia Andersson, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen 

för husdjurens biovetenskaper 

Examinator: Magnus Åbrink, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen för 

husdjurens biovetenskaper  

 

 

 

Omfattning: 30 hp  

Nivå och fördjupning: Avancerad nivå, A2E  

Kurstitel: Självständigt arbete i veterinärmedicin  

Kurskod: EX1003  

Program/utbildning: Veterinärprogrammet  

Kursansvarig inst.: Institutionen för kliniska vetenskaper  

Utgivningsort: Uppsala  

Utgivningsår: 2025  

Upphovsrätt:  Alla bilder används med upphovspersonens tillstånd.  

   

Nyckelord: häst, 3D organoid, colonoid, colon, stamceller, epitel, in vitro 

modeller  

 

 

 

 

 

 

Sveriges lantbruksuniversitet 

Fakulteten för veterinärmedicin och husdjursvetenskap 

Veterinärprogrammet 



 

 

   



 

 

 

Sammanfattning 

Organoider är små, tredimensionella (3D) cellstrukturer som odlas fram från stamceller i labora-

toriemiljö. Ekvina colonoider är en typ av intestinal organoid med ursprung från stamceller från 

hästens colon (tjocktarm). Med en relevant sammansättning celler och principiell arkitektur som 

efterliknar ursprungligt tarmepitel i colonvävnad, är dessa användbara som in vitro modeller inom 

flera områden av den biomedicinska forskningen. I dagsläget finns endast ett fåtal studier som berör 

ekvina colonoider. För att komplettera nuvarande forskning och främja fortsatta framsteg var syftet 

med denna studie att testa och utvärdera en odlingsmetod för odling av ekvina colonoider. Målet var 

att odla fram colonoider för att sedan undersöka förekomsten av epiteliala celler (inkl. stamceller) 

genom transkriptionell och histologisk analys. Studien lyckades etablera och odla fram ekvina 

colonoider från colonstamceller. Vid karaktärisering av genuttrycket med RT-qPCR påvisades flera 

olika celltyper som finns närvarande i ursprungligt colonepitel. Histologiska analyser visade att 

colonoiderna hade ett likartad histomorfologiskt utseende jämfört med deras motsvarighet in vivo. 

Bägarceller och delande celler kunde även identifieras histologiskt. Sammanfattningsvis de-

monstrerar studien att metoden för odling och karaktärisering av ekvina colonoider fungerar. Även 

om framtida studier kan fokusera på att förfina tekniken ytterligare, kan intestinala organoider 

beskrivas som lovande in vitro modeller för framtida forskning inom flertalet områden. I synnerhet 

för djurslaget häst som i dagsläget saknar etablerade cellinjer, vilket annars räknas som en av de 

vanligaste förekommande metoderna för in vitro-studier. 

Nyckelord: häst, 3D organoid, colonoid, colon, stamceller, epitel, in vitro modeller 

Abstract 

Organoids are small, three-dimensional (3D) cell structures that are cultivated from stem cells in a 

laboratory environment. Equine colonoids are a type of intestinal organoid derived from stem cells 

of the horse’s colon (large intestine). With relevant cell composition and basic architecture that 

mimics the original intestinal epithelium in colon tissue, these organoids are valuable in vitro models 

in various areas of biomedical research. Currently there are few studies focusing on equine 

colonoids. To complement current research and add to the ongoing development, this study aimed 

to develop and describe the method for cultivation of equine colonoids. The goal was to culture 

colonoids and subsequently investigate the presence of epithelial cells (including stem cells) through 

transcriptional and histological analysis. The study successfully established and cultured equine 

colonoids from colon stem cells. Gene expression characterization performed by qPCR demonstra-

ted presence of several different cell types found in the native colon epithelium. Histological analysis 

showed that our cultivated colonoids had similar histomorphological appearance compared to their 

in vivo counterparts. Among other epithelial cells in the colonoids, the study identified goblet cells 

and proliferating cells histologically. In summary, the study demonstrated that the method used for 

cultivating and characterizing equine colonoids was successful. While future research may focus 

further on refining the technique, intestinal organoids are promising in vitro models for future 

research in several fields. This is particularly significant for the equine species which currently lacks 

established cell lines, a method commonly used for in vitro studies.  

Keywords: horse, 3D organoids, colonoid, colon, stem cells, epithelium, in vitro models 
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Förkortningar 

Förkortning Betydelse 

3R Replace, Reduce and Refine 

BSA Bovine Serum Albumin 

CHGA Chromogranin A 

DCLK1 Doublecortin-like kinase 1 

EPCAM Epithelial cell adhesion molecule 

LGR5 Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 

LYZ Lysozyme 

MUC2 Mucin 2 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

PBS Phosphate-buffered saline 

qPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction 

SLU Sveriges lantbruksuniversitet 

SOX9 SRY-Box Transcription Factor 9  
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1. Inledning  

1.1 Inledning och syfte 

Nya framsteg inom stamcellsforskningen har lett till mer utvecklade metoder för 

cellodling, särskilt för det som brukar refereras till som organoider (Lancaster & 

Knoblich 2014). Organoider är små, tredimensionella (3D) cellstrukturer som 

odlas fram i laboratoriemiljö från stamceller. Organoiderna har en principiell 

arkitektur och cellulär sammansättning som ska efterlikna verklig vävnad, vilket 

gör dem lämpliga som in vitro-modeller för det organ som stamcellerna ursprung-

ligen härstammar ifrån (Bartfeld & Clevers 2017). Genom att använda sig av 

stamcellernas egenskaper är det numera möjligt att ta fram multicellulära 3D cell-

kulturer som idag kan efterlikna olika former av vävnadstyper, där det intestinala 

epitelet är en av dem. 

 

Användningsområdena för de intestinala organoiderna anses vara många och för-

hoppningarna är stora för denna sofistikerade forskningsteknologi (Csukovich et 

al. 2022). Dessutom beskrivs de som användbara modeller i en rad olika forsk-

ningssammanhang och kan hjälpa oss att förstå mekanismer för tarmens normal- 

och patofysiologi (Rahmani et al. 2019). Immunologiska studier och sjukdoms-

modellering med särskilt fokus på patogen-värdinteraktioner framhålls som några 

av de främsta applikationerna för gastrointestinala organoider inom såväl human- 

som veterinärmedicin (Barrila et al. 2018; Beaumont et al. 2021). 

 

I dagsläget rapporteras det om få genomförda studier på veterinärmedicinska 

patienter (Stewart et al. 2018). De studier som finns refererar ofta till människa 

och mus, även om det på senaste tiden dykt upp enstaka studier på gris, nöt, får, 

fjäderfä och häst (Beaumont et al. 2021). De i dagsläget genomförda studier som 

berör ekvina enteroider är relativt få och utgörs till större delen av enteroider från 

tunntarmsegment (Hellman 2021; Windhaber et al. 2024). Det finns idag endast 

en studie som har odlat fram och karaktäriserat ekvina colonoider (Windhaber et 

al. 2024). Med andra ord finns det ännu ingen riktigt väletablerad metod för att ta 

fram colonoider från häst, vilket är nödvändigt för att kunna utveckla och standar-

disera teknologin för fortsatta forskningsframsteg (Beaumont et al. 2021; Wind-

haber et al. 2024).  

 

Syftet med studien var att testa och utvärdera en beskriven metod för odling av 

ekvina colonoider med ursprung från kryptstamceller från hästens colon. Målet 

var att odla fram colonoider för att sedan undersöka förekomst av epiteliala celler 

(inkl. stamceller) genom transkriptionell analys (qPCR) och histologi.   
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2. Litteraturöversikt 

2.1 Gastrointestinala epitelets uppbyggnad 

Det gastrointestinala systemet är ett komplext organsystem med flertalet viktiga 

funktioner (Klunder et al. 2017). I sin helhet delas den in i olika segment, där 

varje enskilt segment är tilldelad egna strukturella och funktionella egenskaper. 

Förutom absorption av näringsämnen, elektrolyter och vatten, utgör tarmepitelet 

dessutom en viktig barriärfunktion och är central i diverse värd-patogen-inter-

aktioner. 

 

Medan tunntarmsepitel formar villi- och kryptstrukturer, saknar tjocktarmsepitel 

utskotten som kallas villi (van der Flier & Clevers 2009). Mukosan formar i stället 

enbart kryptor, se figur 1. De specialiserade celltyperna som utgör det enkelskik-

tade lagret i tarmen varierar i typ och uppsättning mellan de olika tarmsegmenten. 

Även om uppsättningen av celler i colon och tunntarm är till viss del likartade, 

finns vissa signifikanta skillnader. Cellpopulationen i colon utgörs till störst del av 

absorptiva enterocyter som är viktiga för upptaget av näringssubstanser från 

lumen till cirkulationen (Pawlina & Ross 2020). Andra förekommande celler är 

mukusproducerande bägarceller som finns i högre utsträckning i colon jämfört 

med tunntarm. Bägarcellernas produktion av mukus både smörjer och skyddar 

tarmslemhinnan (Houghton 2021). Dessutom fungerar mukuslagret som en anti-

mikrobiell barriär mellan det luminala utrymmet och tarmepitelet. De enteroendo-

krina cellerna är i stället få till antalet och utspridda längs med tarmepitelet (Paw-

lina & Ross 2020). Dessa celler aktiveras via neuroendokrin signalering i sam-

band med födointag och frisätter en rad olika peptidhormon som reglerar bland 

annat enzymsekretion och tarmmotorik (Pawlina & Ross 2020; Houghton 2021). 

Till skillnad från tunntarmen, saknar colonepitelet de klassiska panethcellerna 

som frisätter bland annat antimikrobiella substanser (Date & Sato 2015). I stället 

har colon en motsvarande celltyp som kallas för paneth-lika celler.  

2.1.1 Regeneration av tarmepitelets celler  

För att behålla tarmslemhinnans integritet är det viktigt att det råder en balans 

mellan cellförnyelse och avstötning av gamla, skadade epitelceller (van der Flier 

& Clevers 2009). Den stora majoriteten av cellerna i tarmepitelet byts ut inom 3-4 

dagar mot nya färdigt differentierade celler som alla härstammar från kryptregio-

nen (Bjerknes & Cheng 2006). Samtliga av de epiteliala cellerna i colon har sitt 

ursprung från samma stamcellsstam, vilka är lokaliserade i basen av kryptorna. 

Det är således intestinala multipotenta stamceller som ansvarar för den kontinuer-

liga cellförnyelsen av colonepitelet bestående av enterocyter, bägarceller och 

enteroendokrina celler (Peterson & Artis 2014). I processen för att skapa nya 
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epitelceller genomgår stamcellerna en snabb differentieringsprocess som ger 

upphov till en mängd nya dotterceller, vilka även kallas för Transit-amplifying 

cells (TA-celler) (Bjerknes & Cheng 2006). TA-celler befinner sig i ett stadie 

mellan stamcell och färdig differentierad cell. Dottercellerna genomgår sedan i sin 

tur vidare differentiering och proliferation till någon av de förekommande epitel-

cellerna i tarmen. Samtidigt som det bildas nya celler sker en successiv migration 

av de färdigt differentierade cellerna från kryptorna i riktning mot den luminala 

ytan för att fylla på den kontinuerliga förlusten av celler som stöts bort.  

 

 

2.2 Organoider som modell för det intestinala epitelet 

Organoider beskrivs som tredimensionella organlika modeller med den princi-

piella cellulära arkitektur och funktionalitet som dess ursprungliga motsvarighet 

har (Lancaster & Knoblich 2014). Definitionen av en organoid är enligt littera-

turen en flercellig struktur med förmåga till egen organisering och funktion. 

Organoiderna odlas i en särskilt matrixgel som ska efterlikna basalmembranet. 

Tillsammans med specifika tillväxtfaktorer i odlingsmediet kan cellerna därmed 

differentiera till en 3D-struktur med likartad sammansättning celler som i det 

ursprungliga organet in vivo (Bartfeld & Clevers 2017).  

 

Med en relevant cellulär sammansättning är intestinala organoider användbara 

inom många områden, bland annat för modellering av sjukdomar och studier av 

patogen-värd interaktioner på en mer detaljerad nivå (Nakamura 2019). Exempel-

vis är det möjligt att studera hur olika mikroorganismer fysiskt interagerar med de 

epiteliala cellerna i samband med en infektion. Flertalet studier har använt sig av 

Figur 1. Schematisk bild av intestinala epitelet i colon med de olika celltyper som finns 
representerade. Stamceller är lokaliserade i basen av kryptorna. I takt med en ökad 
differentieringsgrad sker en successiv migration av enterocyter, bägarceller, tuft celler 
och enteroendokrina celler i riktning mot lumen. Skapad med BioRender.com 
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organoidtekniken för att studera patogenesen för bakteriella infektioner som 

orsakas av bland annat Salmonella och Esherichia coli men också infektion av 

andra mikroorganismer som Cryptosporidium parvum och Toxoplasma gondii 

(Seeger 2020). Andra har skapat en experimentiell modell med organoider för att 

på ett representativt sätt simulera infektioner med tre olika gastrointestinala 

nematoder hos häst. I modellen exponerades organoider för infektiösa larvstadier 

(L3) av Parascaris univalens, Cyathostominae spp. och Strongylus vulgaris varpå 

interaktionen mellan organoid och nematod studerades (Hellman et al. 2024).   

 

Ur djuretiskt perspektiv är användandet av organoider i forskningssammanhang 

viktigt eftersom det på sikt kommer minska antalet levande djur i experimentella 

försök (Beaumont et al. 2021; Kar et al. 2021) 

2.2.1 Metod för organoidodling 

Att odla organoider görs genom en initial isolering av stamceller, en process som 

kallas för kryptisolering (Bartfeld & Clevers 2017). Det är möjligt att odla orga-

noider från adulta stamceller (ASCs), inducerade pluripoteinta stamceller (iPSCs) 

eller embryonala stamceller (ES) vilka även brukar kunna inkluderas bland iPSCs. 

De adulta stamceller samlas från färdigutvecklad vävnad exempelvis tarm eller 

hud (Kar et al. 2021), vilket även är den metod som detta arbete kommer fokusera 

på. Vid iPSCs erhålls pluripotenta celler i stället genom omprogrammering av fär-

digt differentierade somatiska celler.  

 

Efter isolering tillsätts kryptorna till ett gelliknande medium (MatrixgelTM) inne-

hållande extracellulära matrixproteiner och en rad olika tillväxtfaktorer (Beau-

mont et al. 2021). Matrixgelen främjar 3D-växt genom att fungera som ett slags 

stabiliserande ramverk för organoiderna och dessutom motverkas celldöd. Efter 

den initiala uppodlingen tillsätts regelbundet näring och olika tillväxtfaktorer som 

påverkar utvecklingen av stamcellerna. På så vis skapas förutsättningar för fortsatt 

celldifferentiering av stamceller till färdigt differentierade organoider.  Målet med 

organoidodlingen är att skapa en själv-organiserande 3D-cellkultur som i stora 

drag behåller några av de viktigaste fenotypiska egenskaper dess in vivo mot-

svarighet har (Meneses et al. 2016; Stewart et al. 2018; Hellman 2021; Windhaber 

et al. 2024).  

 

Tidigare studier rapporterar om en variation i hur väl en organoidodling etablerar 

sig (Stewart et al. 2018; Hellman 2021). Begreppet benämns som odlingseffek-

tivitet och erhålls genom att räkna antalet sfäroider eller organoider som bildas 

varje 24 timme dividerat på det antal kryptor som tillsattes från början. Odlings-

effektiviteten beskrivs variera från cirka 20 % till 82 % mellan olika odlingar. Det 

finns flera orsaker till de varierande resultaten. Biologisk variation är en faktor 
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och kan vara svår att utvärdera. Andra faktorer som på senare tid har utvärderats 

är lagringstid innan odling (Stewart et al. 2022). Den proliferativa potentialen hos 

organoiderna påverkas negativt av en förlängd lagringstid. Anestesi och dess du-

ration innan provtagning kan också anses som en potentiellt påverkande faktor till 

försämrad odlingseffektivitet vid etablering av organoidkulturer från kryptor 

(Hellman 2021).  

2.2.2 Cellmarkörer för karaktärisering av organoider  

Reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) är en väl 

beskriven metod för att kvantifiera uttryck av specifika gener. Att använda sig av 

qPCR för att mäta genuttryck är ett vanligt förekommande sätt att utvärdera om de 

etablerade organoiderna kan anses representativa för deras motsvarighet in vivo 

(Zhao et al. 2022). För att kartlägga den cellulära sammansättningen hos organoi-

der används cellmarkörer som representerar de olika celltyper som finns i den 

aktuella vävnaden, i den här rapporten de intestinala epitelcellerna. Cellmarkörer 

som analyseras i den här studien har använts tidigare och ska vara representativa 

för epitelceller (EPCAM), proliferativa celler (PCNA), intestinala stamceller 

(LGR5), proliferativa celler inkl. stamceller (SOX9), enteroendokrina celler 

(CGA), bägarceller (MUC2), tuft celler (DCLK1) och panethceller (LYZ) (Hell-

man 2021). 

2.3 Ekvina intestinala organoider 

Metoderna för in vitro-odling av intestinala organoider, närmare bestämt enteroi-

der och colonoider är idag väl etablerade hos människa och mus (Bartfeld & 

Clevers 2017). På senare tid har även organoider från lantbruksdjur kommit att 

utvecklas på flera håll (Kar et al. 2021). Begränsat arbete har däremot gjorts vad 

gäller ekvina intestinala organoider. Hittills har de rapporter som publicerats 

främst fokuserat på att optimera protokoll för odling och karaktärisering av ekvina 

enteroider med tillräcklig validitet och reproducerbarhet (Stewart et al. 2018; 

Hellman 2021). Protokollen är dessutom många gånger tagna direkt från etable-

rade protokoll från människa och mus (Beaumont et al. 2021). Det finns i dags-

läget endast en rapport som odlat och karaktäriserat colonoider hos häst (Wind-

haber et al. 2024). Utvecklingen av ekvina intestinala organoider beskrivs ha en 

viktig betydelse då sjukdomar kopplat till magtarmsystemet är vanligt förekom-

mande hos häst.  

2.3.1 Ekvina enteroider 

En av de första rapporterna som berör ekvina enteroider visade på principerna för 

isolering och odling av enteroider från jejunum (Stewart et al. 2018). Materialet 

kom från fem hästar och 3D-enteroider med ett centralt lumen och utbuktande 
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kryptstrukturer kunde odlas från samtliga. Med immunofluorescens-infärgning 

och transkriptionell analys (qPCR) påvisades cellmarkörer som kan associeras till 

flertalet celltyper som kan förväntas finnas i det motsvarande in vivo-segmentet. 

Positiv immunofluorescerande reaktion erhölls för epitelceller, sekretoriska en-

teroendokrina celler, bägarceller och panethceller. I enteroiderna konfirmerades 

uttrycket av bland annat stamcellsmarkören LGR5 med qPCR.  

 

Vidare utvärderades möjligheterna för kryopreservering av organoida odlings-

kulturer (Stewart et al. 2018). Materialet lagrades i frysförvaring med flytande 

kväve i tre veckor till fyra månader. Studien lyckades etablera organoidkulturer 

från det nedfrysta materialet, även om initiala tillväxten blev något fördröjd. 

Liknande studier har rapporterat ett motsvarande resultat vad gäller uppodling av 

organoider efter frysförvaring under en tid både hos häst och nöt (Töpfer et al. 

2019; Hellman 2021). Möjligheterna till kryopreservering ökar tillgängligheten 

och öppnar upp för ett mer kostnadseffektivt användande av organoid-teknologin 

(Töpfer et al. 2019).  

2.3.2 Ekvina colonoider 

En nyligen publicerad studie beskriver odling av ekvina colonoider (Windhaber et 

al. 2024). Studien syftade till att etablera cellkulturer och anpassa ett protokoll för 

optimala tillväxtförhållanden för differentiering av stamcellerna från colon och 

jejunum. Organoiderna odlades i tillväxtmedier med olika sammansättning för att 

sedan karaktäriseras och jämföras mot den ursprungliga vävnaden från varje 

enskild häst. Histomorfologiska och transkriptionella analyser användes för ut-

värdering av likheterna mellan ursprungligt tarmsegment och enteroiden/colonoi-

den. Resultatet blev uppodling av colonoider och enteroider som uppvisade vissa 

avgörande likheter med det ursprungliga tarmsegmentet, både vad gäller fenotyp 

och genuttryck. Dessutom visade studien på att optimala odlingsförhållanden för 

aktuell vävnad verkar vara artspecifik, och att det även finns en vävnadsspecifik 

faktor. Följaktligen blir det viktigt att anpassa aktuella odlingsförhållanden till 

respektive art eftersom det finns artspecifika behov för tillväxt och differentiering 

(Windhaber et al. 2024).   

 

Trots framgångsrika studier med väldifferentierade cellkulturer är det fortfarande 

få som gjort jämförande analyser mot in vivo-segmenten (Windhaber et al. 2024). 

Det behöver göras fler komparativa studier av intestinala organoider och deras 

ursprungliga motsvarighet in vivo. Tekniken behöver dessutom fortsatt förfinas 

och anpassas till aktuellt djurslag (Stewart et al. 2018). Förhoppningarna är att 

teknologin som finns utformad för andra djurslag ska kunna appliceras till viss del 

till häst.  
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2.3.3 2D organoider för exponering av apikal yta 

En påtaglig begränsning för användningen av 3D-enteroider är deras stängda 

morfologi (Nakamura 2019).  Ett stängt lumen påverkar tillgängligheten till den 

luminala ytan i vissa experimentella sammanhang, såsom vid studier av patogen-

värdinteraktioner. Ett sätt att utveckla organoidteknologin har följaktligen varit att 

odla organoiderna i tvådimensionella (2D) monolager. Denna odlingsmetod har 

redan utvecklats en del på bland annat människa och mus, men har på senare tid 

även testats på djurslaget häst (Kozuka et al. 2017; Hellman 2021).  

 

En studie har publicerats som undersökte möjligheterna att ta fram odlingar 

organiserade i 2D-monolager med ursprung från 3D ekvina enteroider (Hellman 

2021). Syftet med att odla 2D odlingskulturer var för att öka tillgängligheten till 

den apikala ytan till epitelet. Även här användes konventionell qPCR för karak-

tärisering av den cellulära kompositionen hos enteroiderna och 2D-odlingarna. 

Odlingskulturernas cellulära sammansättning var likartade den in vivo i både 3D 

och 2D-kulturerna, men en viss skillnad noterades i det relativa uttrycket av cell-

markörer. Uttrycket av cellmarkörerna var även stabilt under flera på varandra 

följande passager vilket indikerar att odlingskulturerna är stabila och inte föränd-

rar sin sammansättning över tid. Att genuttrycket är stabilt över en längre period 

anses vara en viktig hörnsten för att kunna visa på en reproducerbarhet av studiers 

resultat (Beaumont et al. 2021). 
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3. Material och metod  

3.1 Hästar och provinsamling 

Vävnadsmaterial insamlades från totalt fem svenska varmblod (3 ston, 1 valack, 1 

hingst) i åldrarna 15, 16, 17 respektive 8 och 1 år gamla. Fyra av hästarna donera-

des till Institutionen för kliniska vetenskaper (SLU, Uppsala) och vävnadsmaterial 

från en häst kommer från ett lokalt slakteri i Uppland. Ingen av hästarna led av 

någon sedan tidigare känd gastrointestinal sjukdom. Hästarna avlivades av olika 

orsaker men som inte var relaterad till studien. Innan provinsamling hade fyra av 

hästarna varit under allmän anestesi i upp till sex timmar och vävnadsmaterial 

från samtliga hästar togs inom en timme efter att avlivning genomförts.  

3.2 Kryptisolering  

Isolering av krytpstamceller och efterföljande odling genomfördes enligt ett tidi-

gare publicerat protokoll (Stewart et al. 2018; Hellman 2021) som optimerats för 

studiens ändamål. Inför kryptisolering samlades vävnadsmaterial, ca 10*10 cm 

från andra colonläget. Vävnadsmaterialet tvättades initialt med iskall icke-steril 

fosfatbuffrad saltlösning (PBS) och delades i mindre bitar ca 2*1 cm. Materialet 

överfördes sedan i 50 ml provrör innehållande iskall PBS med 30mM EDTA, 

1mM DTT och 10 µM Y27632. Rören sattes på is och placerades på ett skakbord 

ca 60 rpm i 30 min där rören skakades häftigt varje 5 min. Materialet överfördes 

sedan till 30 ml förvärmd PBS med 30mM EDTA och 10 µM Y27632 som 

inkuberades i 37 ˚C under 10 min med häftig skakning varje 2–3 min. Vävnad 

tillsattes till nytt rör med iskall PBS med 2 % PEST och 1 µg/ml Fungizone 

(Amphotericin B) som sattes på is på ett skakbord ca 60 rpm i 5 min, rören vändes 

upp och ner manuellt varje 30 sek. För att lösgöra kryptorna från epitelet 

överfördes materialet på nytt till nya rör med iskall PBS med 2 % PEST och 1 

µg/ml Fungizone vilka skakades ordentligt ca 20–30 ggr. Efter varje omgång 

utvärderades förekomsten av kryptor och villiliknande strukturer i tvättlösningen 

med ljusmikroskop. Proceduren upprepades till dess att fler kryptor syntes än 

övriga epitelstrukturer. För flödesschema, se figur 2. 

3.3 Odling av colonoider 

Etableringen av organoidodlingarna inleddes med tvätt av isolerade kryptor med 

iskall PBS + 0,1 % BSA. Förekomst av kryptor verifierades i ljusmikroskop, där 

ett riktvärde har beskrivits vara upp till 50 kryptor/synfält (Stewart et al. 2018; 

Hellman et al. 2024). I praktiken var det svårbedömt och innebar att stor mängd 

material skulle gå förlorad, varvid 50–200 kryptor/50 µl ansågs vara godtagbart i 

den här studien. Därefter centrifugerades provet vid 200×g i 4˚C under 5 min. 
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Supernatanten avlägsnades och pelleten suspenderades till kall matrigel (Corning) 

innehållande tillväxtfaktorlösning. För pipettering användes kylda pipettspetsar 

som innan användning doppats i PBS lösning med 0,1 % BSA för att förhindra 

adherens av kryptorna på ytan inuti pipetten. 50 µl matrigel med kryptor pipettera-

des sedan ut per brunn i en förvärmd odlingsplatta med 24 brunnar som sedan 

inkuberades vid 37 ⁰C i 30 min. Därefter tillsattes 0,5 ml av förvärmd over-lay 

medium innehållande DMEM/F12, 1 % N-2, 2 % B-27, 2 % PEST och 1 % Hepes 

i varje brunn på odlingsplattan. Plattorna förvarades fortsättningsvis vid 37 ⁰C i 

7 % CO2 med tillsats av nya tillväxtfaktorer (se bilaga 1) varje 48 h och byte av 

medium med tillväxtfaktorer varje 96 h. Efter uppodling i ungefär 7–9 dagar eller 

vid tecken på tydlig överväxt genomfördes en passage av colonoidkulturerna. Det 

innebär fragmentering av colonoiderna i PBS-lösning för att sedan tillsätta 

fragmenten på nya odlingsplattor.  Passage av organoider är ett sätt att förvalta 

och expandera odlingarna. Dessutom bidrar det till en maximal användning av 

odlat material eftersom det reducerar behovet av att på nytt isolera kryptor från 

vävnad.  

 

  

Figur 2. Schematiskt upplägg från isolering av kryptor till utvecklade colonoider i efterföljande 
passager. A: Vävnadssegment från andra colonläget B: Isolerade kryptor (svarta pilar) med villi-
liknande strukturer (vit pil) C: Colonoid efter 2 dagars odling i tredje passagen D: Colonoid vid 4 
dagars odling i tredje passagen E) Colonoid vid 6 dagars odling i tredje passagen. Skapad med 
BioRender.com.  
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3.4 Isolering av RNA och cDNA syntes  

För karaktärisering av genuttryck från både vävnadsprover och odlade colonoider 

är extraktion av RNA nödvändig. Isolerat RNA används sedan för syntetisering av 

cDNA som sedan fungerar som templat för vidare amplifiering vid qPCR. I den 

här studien isolerades RNA från vävnadsprover enligt protokoll från NucleoSpin 

RNA-kit (Macherey-Nagel), se bilaga 2. Mängd fryst vävnadsmaterial från tarm 

som användes för isoleringen var mellan 15–20 mg. Isolering av RNA från orga-

noider gjordes genom protokoll från NucleoSpin RNA Plus XS-kit (Macherey-

Nagel), se bilaga 3. Organoidmaterial samlades ihop genom att matrigel löstes 

upp med PBS + BSA där odlingsmaterial från en 24-brunns odlingsplatta poola-

des i ett 15 ml rör. Organoiderna pelleterades och frystes sedan i -80 ˚C. Pelle-

terade organoider som töats på is och centrifugerats vid 400×g i 5 min användes 

sedan för RNA extraktion enligt protokollets instruktioner. Koncentrationen RNA 

samt dess kvalitet mättes med hjälp av spektrofotometri (NanoDrop, ND-1000, 

NanoDrop Technologies) och elektrofores (TapeStation, RNA ScreenTape Ana-

lysis). För att minska DNA kontamination i proverna genomfördes DNase be-

handling enligt beskrivning från protokollet Deoxyribonuclease I, Amplification 

Grade (Invitrogen), se bilaga 4.   

 

Syntes av cDNA inför qPCR gjordes enligt protokollet SuperScriptTM III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen), se bilaga 5. En negativ kontroll (RT-) användes och 

kördes parallellt med testerna. Färdigt cDNA späddes slutligen i 1:5 lösning med 

RNase-fritt vatten och förvarades i frys tills fortsatt användning.  

3.5 Karaktärisering med qPCR 

För karaktärisering av både organoider och vävnadsprover användes RT-qPCR. I 

studien användes QuantiTect SYBR Green PCR-kit (Qiagen) (Bilaga 6), tillsam-

mans med utvalda primers presenteras i tabell 1 och har använts i tidigare publika-

tion (Hellman 2021). Utvalda primers binder till specifika gensekvenser vilka 

representerar epitelceller (EPCAM), proliferativa celler (PCNA), intestinala stam-

celler (LGR5), proliferativa celler inkl. stamceller (SOX9), enteroendokrina celler 

(CHGA), bägarceller (MUC2), tuft celler (DCLK1) och panethceller (LYZ). 

qPCR kördes även för utvalda house-keeping gener (SDHA, HPRT och GAPDH) 

vilka användes som referensgener för tidigare nämnda cellmarkörer. House-

keeping gener räknas som grundläggande gener för cellöverlevnad och uttrycks 

ungefär i lika höga nivåer i alla friska celler (Joshi et al. 2022). 

 

För varje enskild analys användes 2 µl cDNA med tillsats av 23 µl QuanTitect 

SYBR Green PCR mastermix som sedan kördes i CFX96 Touch PCR-maskin 

(BioRad). Primerkoncentration var mellan 0,4–0,5 µM för utvalda gener och 0,3–
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0,4 µM för HK-gener. Körprogrammet var utformat med en första denaturerande 

cykel på 15 min i 95 ⁰C, följt av 40 cykler med tre steg. Steg ett med 15 sek i 

95 ⁰C, steg två 30 sek i specifik annealing temperatur för avsett primer-par och ett 

sista tredje steg på 72 ⁰C i 30 sek. På följande sätt erhölls Cq-värden som anger 

när den specifika produkten har bildats i en tillräckligt stor mängd och en 

smältkurva som användes för att korrekt kunna verifiera förekomst av den PCR-

produkt som har amplifierats.  

 

Med hjälp av kalkylblad användes erhållna Cq-värden för beräkning av skillnaden 

i relativt genuttryck för varje cellmarkör i vävnad respektive colonoid mot utvalda 

referensgener (SDHA, HPRT, GAPDH). Medelvärdet av genuttrycket (Cq) för 

varje enskild genmarkör har normaliserats till uttrycket av HK-generna/referens-

generna. På detta vis fås ett relativt värde av genuttryck i vävnad och colonoid 

jämfört med uttrycket av referensgenerna.  Följaktligen erhölls värden för ∆Cq 

som sedan räknades om till 2-(∆Cq). För ytterligare jämförande analys av genut-

trycket i ursprunglig colonvävnad kontra colonoid beräknades även ∆∆Cq, som 

sedan ställdes upp som 2-(∆∆Cq) i den statistiska analysen.  

3.6 Gelelektrofores  

Genom gelelektrofores erhålls information om qPCR-produkternas basparslängd 

(storlek) samt förekomst av icke-specifika produkter eller s.k. primer-dimers, där 

primersekvenserna bundit till varandra. Gelelektrofores användes för verifiering 

av ett urval av amplifierade produkterna från qPCR-analysen. Urvalet inkluderar 

en representativ produkt som bedömdes ha normal smältkurva samt utvalda pro-

dukter med avvikande smältkurva. Gelen gjordes genom att 2 % agarosgel löstes i 

TBE-buffert 0,5M och 6µl gelred tillsattes. Gelen laddades med en 100 bp-stege 

(3µl). 10 µl PCR-produkt och 2 µl loading buffert laddades i varje brunn. Spän-

ningen var 100 V och elektroforesen kördes i 40 min. Om produkterna hade en 

avvikande smältkurva tillsammans med ospecifika resultat från gelen, exkludera-

des dessa från analysen. Se tabell 1 och 3 för förväntad basparslängd.  
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Tabell 1. Lista över använda primers och referensgener. a= primer överlappar mellan två 
olika exon.  b= primers ligger på samma exon. 

 

Celltyp Gen Primersekvens Storlek 

(bp) 

Annealing 

temp. (⁰ C) 

Källa 

Epitelceller EPCAM 
F: TGA CCA CAA ACT GCT 

CTG TGA 

R: GAG CCC GTC GTT ATT 

CTG GAT 

 

168 59 (Stewart et al. 

2018) 

Proliferativa celler PCNA 
F: AAG CCA CTC CAC TGT 

CTC CTA 

R: CTA GGA TGC GTC CTC 

ATC CTC 

 

170 59 (Hellman 2021) 

Intestinala 

stamceller 

LGR5 
F: AGC CTG GTG GTT CTG 

CAT CT a 

R: AAC GCT TTC TCG GGG 

ATC AG 

 

179 61 (Stewart et al. 

2018) 

Proliferativa celler 

inkl. stamceller 

SOX9 
F: CCT TGA GAA GAC CGT 

AGA CAA AG b 

R: ATT CGG TAC GAG TTG 

CCT TTA G b 

145 60 (Hellman 2021) 

Panethceller  LYZ 
F: CAC CAT GAA GGT TCT 

CCT GAC 

R: CCA TCT GGC CAA ACA 

GAC C 

 

164 58 (Hellman 2021) 

Enteroendokrina 

celler  

CHGA 
F: CTG CGA GGA GAT GAA 

CGG AT a 

R: AGA ACC TCT GCG AGT 

TCG TC 

 

189 60 (Stewart et al. 

2018) 

Tuft celler  

 

 

DCLK1 
F: TGC TAC AGC ATC TAG 

TGT ACA GAA T 

R: CCT GCA TTC TTC GGA 

GCT G 

 

163 59 (Hellman 2021) 

Referensgener      

 GAPDH 
F: ATC TGA CCT GCC GCC 

TGG AG 

R: CGA TGC CTG CTT CAC 

CAC CTT C 

 

120 64 (Hellman 2021) 

 HPRT 
F: AAT TAT GGA CAG GAC 

TGA ACG G a 

R: ATA ATC CAG CAG GTC 

AGC AAA G 

 

139 57 (Hellman 2021) 

 SDHA 
F: GAG GAA TGG TCT GGA 

ATA CTG a b 

R: GCC TCT GCT CCA TAA 

ATC G b 

 

66 57 (Hellman 2021) 
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3.7 Histologisk analys och infärgning av snitt 

Inför histologisk utvärdering av colonoiderna preparerades det odlade materialet 

enligt särskilt protokoll som tidigare använts för enteroider från häst (Hellman 

2021). I korthet extraherades over-lay medium från brunnarna och formalin till-

sattes. Efter inkubering i 30–45 min i rumstemperatur samlades fixerade colonoi-

der in från en hel odlingsplatta (24 brunnar) och poolades till ett 50 ml rör. Or-

ganoidmaterialet pelleterades genom centrifugering vid 250×g i 5 min och super-

natanten avlägsnades. Därefter suspenderades förvärmd 2 % agarosgel (low mel-

ting) i röret som centrifugerades på nytt vid 150×g i 3 min. Röret sattes sedan på 

is för att låta gelen stelna och därefter togs gelen ut från röret. Gelen bäddades 

senare in i paraffin och snittades inför infärgning med hematoxylin och eosin 

(HE) samt Alcian Blue – Periodic Acid Schiff (AB-PAS) enligt protokoll, se bila-

ga 7 och 8. Vävnadsmaterial från colon fixerades i formalin inför inbäddning och 

snittning. Det ursprungliga vävnadsmaterialet färgades in med HE och ABPAS 

enligt samma protokoll som för colonoiderna. Inbäddning och infärgning av histo-

logiska snitt gjordes av Albin Norman på Enheten för patologi, Institutionen för 

husdjurens biovetenskaper (SLU).   

 

Histologisk analys av colonoiderna gjordes på tre av de totalt fem hästarna. Inled-

ningsvis gjordes en övergripande morfologisk bedömning i ljusmikroskop. Vidare 

räknades antalet bägarceller och aktiva mitoser i preparaten, varvid den sistnämn-

da representerar delande celler. Förekomst av cellerna beräknades genom att iden-

tifiera dessa celltyper i vävnadssnitt och colonoidsnitt i totalt 15 olika synfält i 

40x förstoring.  

3.8 Statistisk analys  

Statistisk analys gjordes med hjälp av Graph Pad Prism version 10.4.0. Genom 

beräkningar av skillnader i relativa genuttryck mot referensgener samt skillnader i 

genuttryck mellan colonvävnad och colonoid erhölls ∆Cq- respektive ∆∆Cq-

värden. Dessa plottades som 2-(∆Cq) respektive 2-(∆∆Cq) i Graph Pad. Kruskal-Wallis 

test (icke-parametriskt) med multiple comparisons (ANOVA-test) användes för 

att undersöka signifikanta skillnader i genuttryck. Kruskal-Wallis test användes 

också för att undersöka signifikanta skillnader i förekomst av bägarceller och 

mitoser hos colonoid respektive colonvävnad från tre av hästarna. Ett p-värde 

<0,05 anses som signifikant.  
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4. Resultat 

4.1 Hästarna  

I studien ingick totalt 5 hästar. Av praktiska och ekonomiska skäl ingick inte alla 

hästar i samtliga delar av studien. Odlingsmaterialet härstammar från två av de 

totalt fem hästarna som ingick i studien. Vid studiens början isolerades intestinala 

kryptor från tre hästar och initial uppodling inleddes. Organoidmaterialet frystes 

ner i väntan på fortsatt användning. I samband med detta gick material från två 

hästar förlorad och kunde inte odlas upp igen. Av ekonomiska skäl etablerades 

inga fler organoidodlingar än de som listas nedan i tabell 2.  

Tabell 2. Övergripande lista över hästarna och var dessa ingick i studien. 

 

4.2 Odling av colonoider 

Ekvina colonoider lyckades framställas från intestinala krypstamceller med ur-

sprung från colon, vilket illustreras i figur 3 och figur 4. Colonoiderna från första 

passagen formar tydliga sfäriska strukturer först från dag 4. Därefter följer en vi-

dare utveckling med tendenser till utbuktande utskott från dag 6 (figur 4). Colo-

noider från tredje passagen hade utvecklat en mer komplex morfologi med utskott 

vid dag 4 (figur 3). Efter 5–6 dagar av odling började colonoiderna i tredje passa-

gen bli mörkare till utseendet, vilket är en indikation på celldöd.  På enstaka 

ställen sågs en förändrad morfologi med uppblåsta utskott och förtunnat epitel, se 

figur 3.   

 

Häst Odling qPCR Histologi (vävnad) Histologi (colonoid) 

Häst 1 X X X  - 

Häst 2 - X X - 

Häst 3 - X X - 

Häst 4 X X - X 

Häst 5 X  - - - 
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Figur 4. Representativa bilder av colonoider tagna med ljusmikroskop i 4x förstoring 
från tredje passagen i odlingsmedia vid dag 2, 4, 5 och 6. Colonoider med ursprung från 
Häst 1. 

Figur 3. Representativa bilder av colonoider tagna med ljusmikroskop i 4x förstoring från 
kryptor till dag 6 i odlingsmedia. Bilder tagna vid dag 0, 2, 4, 5 och 6. Colonoider med 
ursprung från Häst 5.  
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4.3 Karaktärisering med qPCR  

Genomförd qPCR-analys konfirmerade uttryck av genmarkörerna EPCAM, 

PCNA, SOX9, LYZ, CHGA, MUC2 och DCLK1 från de etablerade colonoid-

kulturerna som odlats fram med intestinala kryptstamceller från colon. I colonoi-

den var genuttrycket av markören LYZ högst och uttrycket av DCLK1 var lägst 

jämfört med referensgenerna. EPCAM hade ett uppmätt genuttryck i colonoiden 

som var i ungefär samma nivå som referensgenerna (=1), se figur 5. Relativa ut-

trycket av MUC2, PCNA, SOX9, CHGA och DCLK1 uppmättes till <1 i colonoi-

den, vilket innebär lägre uttryck än referensgenerna. I colonvävnad var det rela-

tiva genuttrycket <1 för generna PCNA, SOX9, CHGA och DCLK1, medan LYZ 

och MUC2 hade ett värde >1. Även i vävnad återfanns ett relativt värde för 

EPCAM runt 1. I ursprunglig colonvävnad från hästarna var genuttrycket av 

MUC2 högst, signifikant högre än uttrycket för PCNA och CHGA (p <0,0015), se 

figur 5. Lägsta uttrycket i vävnader återfanns för DCLK1. Den interindividuella 

variationen i genuttryck mellan de olika hästarna var generellt låg. 

 

 

Uttrycket av LGR5 kunde inte detekteras i något av de tekniska replikat för väv-

naderna efter att cut-off sattes på Cq >38. I två tekniska replikat kunde ett lågt 

uttryck detekteras i colonoiden (Cq >34). CHGA saknar ett replikat på grund av 

för lågt uttryck. Uttryck av DCLK1 kunde endast identfieras i ett av de totalt fyra 

replikaten, varför den endast har en punkt, se figur 5A.  

 

 

Figur 5. Karaktärisering av genuttryck i colonvävnad (A) och colonoid (B). Genuttryck av 
cellmarkörerna EPCAM, MUC2, PCNA, SOX9, CHGA, DCLK1 och LYZ i colonvävnad från 
fyra hästar samt colonoid. Genuttrycket för varje enskild genmarkör har normaliserats till 
det geometriska medelvärdet för tre referensgener (GAPDH, SDHA, HPRT) och plottas som 
2-(∆Cq) i grafen. Varje geometrisk figur representerar en individ.  
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Vid jämförelser av det relativa uttrycket mellan colonoid och colonvävnad var 

genuttrycket av PCNA och LYZ cirka 2 gånger högre i colonoiden jämfört med 

colonvävnad, se figur 6. Enligt datan från studien var uttrycket av MUC2 lägre i 

colonoiden jämfört med ursprungsvävnaden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Gelelektrofores 

Genom elektrofores verifierades förekomst av korrekt amplifierad qPCR-produkt 

för genmarkörerna PCNA, MUC2, CHGA, GAPDH, SDHA HPRT, LYZ, se figur 

7. Produkterna har synliga band i anslutning till förväntad basparslängd enligt ste-

gens markering (bp). Ett tydligt band syns i brunnen som laddades med EPCAM, 

men produkten ger intrycket av att vara något större än förväntat. Sekvensering 

kan göras för att bestämma exakt storlek. Lågt uttryck av korrekt DCLK1 kan 

också påvisas, eftersom band med svag intensitet syns i brunn 5 och 6. LGR5 pro-

dukt kan inte specificeras då det i brunn 11 och 12 förekommer ospecificerade 

produkter (flera band vid överexponering) med felaktig förväntad storlek.  

 

 

 

 

 

 

Figur 6. Normalisering av uppmätt genuttryck i colonvävnad till colonoid 
med ursprung från samma häst. Relativa genuttryck av cellmarkörerna 
EPCAM, MUC2, PCNA, SOX9, CHGA, DCLK1 och LYZ i colonvävnad och 
colonoid har jämförts i relation till varandra och ställts upp som 2-(∆∆Cq). Ett 
värde på 1 innebär likartat uttryck i vävnad som i colonoiden. 
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Tabell 3. Förväntad basparsstorlek på använda primersekvenser. 

Primer Storlek (bp) 

EPCAM 168 

PCNA 170 

MUC2  211 

DCLK1 163 

SOX9 145 

CHGA 189 

LGR5 179 

GAPDH 66 

SDHA 120 

HPRT 139 

LYZ 164 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 7. Gelelektrofores laddat med representativt urval av PCR-produkter från varje genmarkör samt 
utvalda avvikande produkter baserat på analys av smältkurva. 1: EPCAM, 2: PCNA, 3: MUC2, 4–7: 
DCLK1, 8: SOX9, 9-10: CHGA, 11-12: LGR5, 13: GAPDH, 14: SDHA, 15: HPRT, 16: LYZ. Stege med 
100-1000bp. 
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4.5 Histologisk analys 

H&E och AB-PAS färgning gjordes av snitt från ursprunglig colonvävnad samt 

odlade colonoider i odlingsmedia. Colonoiderna formade kryptlika utskott som till 

större del utgjordes av intakt enkelskiktat epitel. Inuti lumen av colonoiderna 

fanns varierande grad av celldebris och mukus. Mukusproducerande celler (bägar-

celler) kunde identifieras bland colonoidernas epitelceller i både H&E-färgning, 

se figur 8, och i PAS-färgning, se figur 9.    

 

Den interindividuella variationen på proteinnivå (antal celler) var generellt sett 

större jämfört med qPCR. Förekomst av antalet bägarceller per synfält var störst i 

Häst 3. Lägst förekomst av bägarceller identifierades i colonoiden, signifikant 

mindre än Häst 2 och 3 (p <0,0001). Ingen signifikant skillnad kunde identifieras 

mellan Häst 1 och colonoiden, se figur 10. Antalet mitoser förekom i högre ut-

sträckning i colonoiden jämfört med epitelet i colonvävnad hos alla tre hästarna (p 

<0,0001), se figur 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 8. Representativa bilder tagna på histologiska snitt i HE-färgning föreställande 
colonepitel (A-C) och colonoider (D-F) i 20x och 40x förstoring. Bägarceller kunde 
identifieras i colonepitel (B) och colonoid (E), se svarta markeringar. Mitoser identi-
fierades i flertalet colonoider (F), se svart pil. Skapad med BioRender.com 
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Figur 9. Representativa bilder tagna på histologiska snitt i PAS-färgning föreställande 
colonepitel (A,D) och colonoider (B,C,E,F) i 20x och 40x förstoring. Bägarceller kunde 
identifieras i colonepitel (A) och colonoid (B), se svarta markeringar. Skapad med 
BioRender.com 

Figur 10. Boxplot som visar förekomst av antalet celler per synfält före respektive prov. Graf A 
visar antalet bägarceller per synfält. Colonoiden hade signifikant lägre uttryck på proteinnivå än 
H2 och H3. Ingen signifikant skillnad mellan H1 och colonoiden (p <0,0001). Graf B visar antalet 
mitoser per synfält. Colonoiden hade högre mitosaktivitet än samtliga vävnadsprov (p< 0,0001) 
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5. Diskussion 

Syftet med studien var att testa och utvärdera metoden för odling av ekvina colo-

noider från kryptstamceller från hästens colon för att vidare utföra karaktärisering 

av genuttryck och histologisk analys av de odlade colonoiderna. Resultat från 

studien visar på framgångsrik isolering av stamceller och efterföljande odling av 

3D ekvina colonoider upp till passage 3. I odlade colonoider påvisas både före-

komst av delande celler/stamceller och differentierade celler.  Dessutom bildar 

colonoiderna utbuktande kryptlika strukturer med ett centralt lumen som är lik-

artat det utseende som ursprungliga colonepitelet har in vivo. Som tidigare nämnts 

finns idag ingen väletablerad och standardiserad metod för odling av ekvina intes-

tinala organoider. Resultatet från denna studie kommer därför komplettera tidi-

gare publicerad forskning och kan komma att bidra till fortsatt utveckling och 

standardisering av odling av ekvina colonoider.  

 

5.1 Odling av colonoider 

Colonoiderna i odlingskulturerna formar 3D strukturer som saknar tydligt de-

finierbar form, har lumen och växer med utbuktande krypt-lika utskott i varie-

rande omfattning som utgår från centrala kroppen. Under de första dagarna under 

odlingstiden syns colonoiderna som mer sfäriska, amorfa strukturer som sedan 

växer i storlek och utvecklar en mer komplex morfologi. Morfologin hos odlade 

colonoider i den här studien är likartad den som beskrivits i tidigare studie 

(Windhaber et al. 2024).  

 

Det noterades en skillnad i utveckling och tillväxttakt mellan Häst 1 och Häst 5. 

Medan colonoider från Häst 5 syntes som små cellklumpar, hade colonoider från 

Häst 1 redan vid dag fyra ökat i storlek och utvecklat multilobulära komplexa 

kryptlika strukturer. Resultat från den här studien pekar mot snabbare utveckling 

av colonoiderna med ursprung från fragmenterade organoider jämfört med när 

isolerade kryptstamceller tillsatts i odlingsmedia, även om det för definitiva slut-

satser krävs fler biologiska replikat och statistiska jämförelser. En trolig förklaring 

skulle kunna vara att fragment från redan etablerade colonoider har lättare att re-

generera än enskilda kryptor som dessutom stressats i samband med isolerings-

processen. Vid etableringen av organoider från Häst 5 gjordes mindre korrige-

ringar i intervallet för tillsats av tillväxtfaktorer och byte av media. I stället för att 

tillsätta tillväxtfaktorer varannan dag och byta media (med tillväxtfaktorer) var 

fjärde dag, byttes mediat med tillväxtfaktorer tre dagar efter kryptisoleringen. 

Detta gjordes i syfte att bromsa odlingstakten något då organoiderna växte för 

snabbt vid första omgången. Följaktligen skulle detta också kunna ha en 
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avgörande påverkan på tillväxten i dessa odlingskulturer. Dessutom är faktorer 

som biologisk variation något att ha i beaktande. Det går därmed inte att utesluta 

att det rör sig om något som skett under processen för kryptisolering eller att 

tarmvävnaden tagit skada från exempelvis anestesin innan provinsamling. Från 

tidigare studier vet vi att odlingseffektivitet verkar ha en ganska omfattande inter-

individuell variation (Stewart et al. 2018; Hellman 2021). Det går inte att utesluta 

att anestesi skulle kunna ge upphov till en försämrad tillväxt av colonoiderna i 

första skedet av odlingen. Däremot är det mindre sannolikt att den skulle ha en 

påverkan i efterföljande passager. Detta är ännu inte helt klarlagt, varför mer 

studier måste kartlägga den interindividuella variation samt vilka faktorer som 

påverkar tillväxt och avkastning av organoiderna.  

 

Liksom andra modeller finns det svårigheter och begränsningar med som är av-

görande för den fortsatta användningen av organoidmodellen. Exempelvis går det 

att ifrågasätta organoidteknologin ur djuretiskt perspektiv då den specifika matri-

gelen innehåller komponenter som utvinns från tumörer hos möss (Csukovich et 

al. 2022). Dessutom är det svårt, och kanske nästintill omöjligt att skapa en exakt 

kopia av det ursprungliga organet under artificiella förhållanden. Organoider är 

bara en modell för att studera och beskriva verkligheten. Samtidigt är det mycket 

som tyder på att den här teknologin är ett bra verktyg för den moderna forsk-

ningen. Särskild betydelse skulle intestinala organoider ha för häst då sjukdomar 

relaterat till magtarmsystemet är vanligt förkommande. Därmed bör framtida 

studier fokusera på att utveckla och standardisera tekniken för odling av ekvina 

intestinala organoider. 

5.2 Karaktärisering av genuttryck 

Med hjälp av qPCR undersöktes den cellulära kompositionen av både colon-

vävnad och colonoid. Genuttryck av cellmarkörer som är representiativa för 

epitelceller, proliferativa celler inkl. stamceller, enteroendokrina celler, bägar-

celler, tuft celler och panethceller (paneth-lika celler) identifierades både i vävnad 

och colonoid. Således indikerar detta att epiteliala celler, såväl differentierade 

celler som stamceller, finns representerade i colonoiderna. Därmed pekar studiens 

resultat på att de celltyper som finns i den ursprungliga vävnaden också återfinns i 

colonoiderna. Liknande resultat har beskrivits för enteroider (Stewart et al. 2018; 

Hellman 2021). Vidare var den interindividuella variationen avseende genuttryck 

i colonvävnad mellan de olika hästarna mycket liten, vilket talar för att det inte 

krävs isolering av kryptor från väldigt många olika individer för att förstå indi-

viduella skillnader i populationen. I stället räcker det med ett mindre antal som 

gör de experimentella studierna mer praktiskt genomförbara.  
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Till skillnad från tidigare studier uppvisar colonoider i denna studie ett uttryck av 

MUC2 som är förhållandevis lågt jämfört med det uppmätta uttrycket i colon-

vävnad. Samtidigt konfirmerades förekomst av bägarceller vid den histomorfolo-

giska analysen. Vidare beskriver litteraturen bägarcellerna som en av de domine-

rande celltyperna i colonepitelet (Pawlina & Ross 2020). Baserat på de motstridi-

ga resultaten kan man fundera kring hur väl qPCR fungerar som metod för kart-

läggning av organoider. Uttryck på gennivå respektive proteinnivå verkar kunna 

skilja sig åt och behöver inte korrelera med varandra. Samtidigt är qPCR en 

etablerad och tillgänglig metod som är användbar för att utvärdera förekomst av 

fler olika cellmarkörer. För definitiva slutsatser gällande hur väl celltyperna i ori-

ginalvävnaden är representerade i colonoider krävs fler biologiska replikat och 

statistiska jämförelser. Vidare kan skillnader i genuttryck mellan colonoid och 

vävnad påverkas av faktorer som är relaterade till studiens utformning. Exem-

pelvis som att det i vävnadskontrollerna även finns andra vävnadstyper däribland 

mukosa och submukosa, medan det i colonoiderna enbart finns epitelceller 

representerade.  

 

Genuttryck av LYZ uppmättes till höga nivåer både i vävnad och i colonoider. 

Detta är intressant då litteraturen beskriver att colon saknar panethceller, i stället 

finns krypt-lika panethceller (Date & Sato 2015). Då primersekvenserna är ärvda 

från ett tidigare försök (Hellman 2021), är det svårt att uttala sig vidare om pri-

mernas specificitet och sekvensering skulle behöva göras för ett utförligare resul-

tat. En teori är att cellmarkören LYZ även kan inkludera paneth-lika celler då 

dessa också visat sig uttrycka LYZ i colon hos människa (Wang et al. 2019), men 

det skulle även kunna förekomma andra celltyper. I likhet med resultat från 

Hellmans (2021) studie, uppmättes endast låga uttryck av DCLK1 i colonoiden 

och i ett replikat av colonvävnad. Uttrycket av DCLK1 i vävnaden var svår att 

identifiera med qPCR och gav höga Cq-värden, vilket indikerar lågt uttryck av 

dessa celler. Därför genomfördes gelelektrofores som kunde verifiera korrekt 

storlek av produkterna, men med svaga band vilket talar för låga uttryck av cell-

markören. DCLK1 uppges vara en specifik markör för tuftceller i tarmen (Middel-

hoff et al. 2017) och är en typ av kemosensorisk cell som bland annat deltar i för-

svaret mot patogener. Celltypen har visat uppreglering på gennivå i enteroider 

efter exponering av parasitiska nematoder (Hellman 2024). Mer forskning om 

genuttryck av DCLK1 i intestinala organoider kan bidra till ett förbättrat 

kunskapsläge om patogen-värdinteraktioner i magtarmsystemet.   

 

I kontrast till tidigare resultat (Stewart et al. 2018), kunde genuttryck av LGR5 

inte detekteras i någon större utsträckning och på dessa grunder uteslöts markören 

från vidare analys. Liknande resultat har erhållits i andra studier (Hellman 2021), 
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och öppnar följaktligen upp för diskussion om hur lämplig den använda 

stamcellsmarkören LGR5 är som genmarkör för ekvina stamceller.  

5.3 Histolomorfologisk analys  

Histomorfologisk undersökning genomfördes där antalet bägarceller och aktiva 

mitoser analyserades.  I den här studien konfirmerades förekomst av bägarceller 

och mitoser i colonoiderna. Vad gäller förekomst av mitoser var den signifikant 

högre i colonoiderna än i colonvävnaden. Resultatet korrerlerar väl med ett högre 

genuttryck av delande celler (PCNA, SOX9) från qPCR-analysen. Tillsammans 

skulle detta kunna tyda på en ökad mitosaktivitet i organoiderna, vilket inte är 

omöjligt med tanke på de optimala tillväxtförhållanden som råder. Dessutom kan 

man också tänka sig att man i dessa omständigheter selekterar för delande celler 

och stamceller.  

 

I den här studien var antalet bägarceller per synfält signifikant lägre i colonoider-

na än Häst 2 och 3, men i liknande nivå som Häst 1. Dessutom uppmättes ett 

förhållandevis lågt genuttryck av MUC2 i colonoider jämfört med colonvävnad. 

Ändå kunde bägarceller konfirmeras i majoriteten av colonoiderna i det histo-

logiska preparatet. Med detta sagt är det svårt att dra definitiva slutsatser om 

resultatet. Sammantaget behöver metoden för karaktärisering förfinas ytterligare 

för att få mer tillförlitliga resultat. Dessutom finns andra felkällor kopplat till den 

histologiska analysen. Medan vävnadspreparaten är betydligt mer kondenserade 

och innehåller andra celltyper än epitelceller, är colonoidsnitten luftiga och utgörs 

enbart av epitelceller. Fler studier göras på en ökad studiepopulation för att kunna 

utvärdera förekomsten av bägarceller på en mer generell nivå.  

 

Att använda sig av immunofluorescens (IF) är ett sätt att vidareutveckla den här 

studien. Med hjälp av fluorescerande antikroppar riktade för särskilda målprotein 

är det möjligt att mer specifikt lokalisera och visualisera proteiner eller andra bio-

molekyler av intresse i colonoiderna. En liknande studie har använt immuno-

fluorescerande antikroppar för att märka ut målprotein som uttrycks av bägar-

celler och mitotiskt aktiva celler i cecaloider (Duque-Correa et al. 2022). Med 

hjälp av imunofluorscerande mikroskop genereras sedan en bild baserat på detek-

tion av det fluorescerande ljuset. Följaktligen är den här metoden intressant då den 

ger en mer detaljerad bild av målproteinerna och deras fördelning i vävnaden res-

pektive organoiden.  
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5.4 Konklusion  

Den här studien har framgångsrikt odlat fram tredimensionella ekvina colonoider 

med kryptstamceller från colon. Colonoiderna i den här studien har en likartad 

cellulär sammansättning och delar genetiska kännetecken med det ursprungliga 

colonepitelet in vivo. Intestinala organoider kan beskrivas som lovande in vitro 

modeller för framtida forskning inom flertalet områden som rör magtarmsystemet. 

I synnerhet när det i dagsläget inte finns några etablerade cellinjer hos häst, vilket 

annars räknas som en av de vanligaste förekommande metoderna för in vitro-

studier inom den biomedicinska forskningen. Dessutom stämmer organoid-

modellen väl överens med 3R-begreppet som syftar till att ersätta, reducera och 

förfina experimentella försök där levande djur ingår.  
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Populärvetenskaplig sammanfattning 

Organoider är små mini-organ som odlas fram i laboratoriemiljö med målet att de 

ska efterlikna de strukturella och funktionella egenskaperna hos riktiga organ.  

”Häst-colonoider” är en specifik typ av organoid som härstammar från stamceller i 

hästars tjocktarm (colon). Dessa organoider har en sammansättning celler och 

struktur som påminner om tarmens naturliga epitelvävnad, men på en basal nivå. 

Eftersom organoider har visat sig dela vissa avgörande likheter med tarmens epitel 

är organoider användbara som modeller för att illustrera verkligheten och framför 

allt med fokus på olika aspekter kopplat till magtarmsystemet.  

 

Mycket forskning har hittills fokuserat på organoider från människa och mus. 

Därmed är det fortfarande relativt få studier som fokuserar på andra djurslag som 

exempelvis häst och forskningen inom det området befinner sig fortfarande i ett 

tidigt skede. Syftet med den här studien var att beskriva metoden för att odla häst-

colonoider för att sedan undersöka förekomsten av olika celler som normalt 

förekommer i tarmens epitel. Resultatet från studien visade på en lyckad odling av 

colonoider från colonstamceller. Det odlade organoidmaterialet från studien ana-

lyserades både på cellnivå i mikroskop samt avseende specifika gener. Genanalysen 

visade att de odlade colonoiderna innehöll flera olika typer av celler som normalt 

finns i tarmen. I den mikroskopiska undersökningen identifierades även aktivt 

delande celler och bägarceller. Bägarceller producerar slem och är en vanligt före-

kommande celltyp i hästens tjocktarm.  

 

Kartläggning av organoiderna och vad de består av är viktigt för att bättre förstå 

hur de fungerar och hur de kan användas i framtida forskning. Organoider har stor 

potential som modell för närmare studier av magtarmsystemet och sjukdomar 

relaterat till det. För att ytterligare förbättra och förfina användningen behöver 

framtida forskning fokusera på att utveckla odlingstekniken samt utveckla metoder 

för att kartlägga organoiderna på ett mer detaljerat sätt.  
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Tack … 

Jag vill rikta ett stort tack till min handledare Eva Tydén och biträdande hand-

ledare Fredrik Södersten för er stöttning och hjälp under hela arbetets gång. Tack 

till biträdande handledare och forskningsassistent Julia Andersson för allt stöd och 

vägledning i det laborativa arbetet. Jag vill också tacka Magnus Åbrink för ditt 

engagemang och värdefulla feedback i rollen som examinator. 

 

Tack till Ove Wattle som generöst bidragit med färskt vävnadsmaterial. Tack till 

Faringe Slakteri som också bidragit med vävnadsmaterial. Jag vill också tacka 

Albin Norman för hans arbete med de histologiska snitten.  

 

Slutligen vill jag särskilt tacka min kursare Agnes Söderqvist för ditt ovärderliga 

stöd och fina samarbete under det här arbetet.  
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Bilaga 1 
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Bilaga 2 
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Bilaga 3 
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Bilaga 4  
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Bilaga 5 
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Bilaga 6  
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Bilaga 7  

HE – Hematoxylin-Eosin 

Lösningar och kemikalier 

Mayer’s hematoxylin (köps färdig) 

Eosin Y 0,2 % (köps färdig, tillsätt 1 mL HAc/ca 200 mL) 

 

Utförande 

Inkubera glasen i 60 C värmeskåp, 40 minuter 

Avparaffinering/Rehydrering:   

Xylen I, 15 minuter 

 Xylen II, 15 minuter 

 ABS I, 5 minuter 

 ABS II, 5 minuter 

 95 % alk., 5 minuter 

 70 % alk., 5 minuter 

 Skölj i rinnande kranvatten, 5 minuter 

Mayer’s hematoxylin, 5 minuter 

Skölj i rinnande kranvatten, 20 minuter 

Eosin, 30-60 sek 

 

Dehydrering:  

95 % alk., blaska snabbt 

 95 % alk., blaska snabbt 

 ABS I, 2 minuter 

 ABS II, 2 minuter 

 ABS III, 5 minuter 

 Xylen I, blaska 

 Xylen II, blaska 

 Xylen III, 2+ minuter 

 

Montering av täckglas med pertex 

 

Resultat 

Kärnor – blå 

Bindväv, erytrocyter, cytoplasma – röd/rosa/orange 
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Bilaga 8  

ABPAS – Alcian Blue - Periodic Acid Schiff 

 

Lösningar och kemikalier 

Mayers hematoxylin (köps färdig) 

0,5 % Perjodsyra (blandas, färsk, 0,5g/100ml avjoniserat vatten) 

Schiffs reagens (köps färdig, förvaras kyld och ljusskyddad, återanvänds) 

Alcian Blue pH 2,5 (köps färdig) 

 

Utförande 

Inkubera glasen i 60 C värmeskåp, 40 minuter 

Rehydrering:   

Xylen I, 15 minuter 

 Xylen II, 15 minuter 

 ABS I, 5 minuter 

 ABS II, 5 minuter 

 95 % alk., 5 minuter 

 70 % alk., 5 minuter 

Avjoniserat vatten 

Alcian Blue, 20 minuter 

Skölj i avjoniserat vatten 

0,5 % Perjodsyra, 5 minuter 

Skölj noga i avjoniserat vatten 

Schiffs reagens, 20 minuter 

Skölj i rinnande kranvatten, 10-15 minuter 

Mayers hematoxylin, 1 minut 

Skölj i rinnande kranvatten, 15 minuter 

 

Dehydrering:   

95 % alk., blaska snabbt 

 95 % alk., blaska snabbt 

 ABS I, 2 minuter 

 ABS II, 2 minuter 

 ABS III, 5 minuter 

 Xylen I, blaska 

 Xylen II, blaska 

 Xylen III, 2+ minuter 

 

Montering av täckglas med pertex 
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Resultat 

Glykogen, glykoprotein, proteoglykaner – magenta 

Sura muciner – ljust blå 

Neutrala muciner – magenta 

Blandning av neutrala och sura muciner – mörkblåa/lila 

Kärnor – mörkblå/violetta 
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Publicering och arkivering  

Godkända självständiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras 

elektroniskt. Som student äger du upphovsrätten till ditt arbete och behöver 

godkänna publiceringen. Om du kryssar i JA, så kommer fulltexten (pdf-filen) 

och metadata bli synliga och sökbara på internet. Om du kryssar i NEJ, kommer 

endast metadata och sammanfattning bli synliga och sökbara. Även om du inte 

publicerar fulltexten kommer den arkiveras digitalt. Om fler än en person har 

skrivit arbetet gäller krysset för samtliga författare. Du hittar en länk till SLU:s 

publiceringsavtal på den här sidan: 

 

• https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316 

 

☒ JA, jag ger härmed min/vår tillåtelse till att föreliggande arbete publiceras 

enligt SLU:s avtal om överlåtelse av rätt att publicera verk. 

 

☐ NEJ, jag ger inte min/vår tillåtelse att publicera fulltexten av föreliggande 

arbete. Arbetet laddas dock upp för arkivering och metadata och sammanfattning 

blir synliga och sökbara. 

 

 

https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316

