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Sammanfattning

En nutida teknik inom stamcellsodling har mojliggjort att odla fram organoider i labb-miljé som
ska efterlikna ursprungsviavnaden och kan saledes fungera som en djuretisk forsoksmodell i linje
med de 3R som syftar till att ersétta, reducera och forfina experimentella studier dar djur ingar.

Syftet med denna studie var att odla organoider fran héstens blindtarm (caecaloider), vilket
aldrig har beskrivits i litteraturen. Stamceller isolerades fran blindtarmsvévnad efter avlivning av
hasten. Caecaloiderna odlades genom tillsatser av tillvéxtfaktorer som stimulerar proliferation och
differentiering av olika epitelcelltyper. Vid undersdkning av genuttryck med Reverse-Transcritp-
tase qPCR ségs uttryck fran cellmarkdrer som representerar epitelceller (EPCAM), bagarceller
(MUC?2) och stamceller (PCNA och SOX9) i caecaloiderna, vilket jamfordes med ursprungs-
viavnaden. Histologisk undersokning av caecaloiderna visade pa rikligt med bégarceller, vilket
ytterligare dr tecken pé differentiering.

Slutligen kunde vi med resultaten frén denna studie konstatera att det gar att odla och biobanka
organoider fran héstens caecum, nagot som hittills inte gjorts. Caecaloiderna hade genetiska och
morfologiska egenskaper som efterliknade tarmepitelet i blindtarmen. Detta dr en viktig pusselbit i
att skapa en in vitro-modell for blindtarm pa hést som kan anvindas for experimentella studier av
vird-parasitinteraktioner och caeccums barridrfunktion samt vid andra patologiska experiment, utan
att hastar behover utsittas for onddigt lidande i forséken.

Nyckelord: organoid, caecaloid, intestinala kryptstamceller, modell, in vitro, epitel, caccum

Abstract

A contemporary technique in stem cell cultivation has made it possible to grow organoids in
laboratory environments that mimic the original tissue. These organoids can thus serve as an
ethical alternative to animal models in experimental studies, in accordance with the 3Rs principle,
which aims to Replace, Reduce, and Refine the use of animals in research. Organoids derived
from the horse’s ceacum (caecaloids) have never been described to be cultivated in the literature.
The aim of this study was to cultivate caecaloids.

The stem cells were isolated from intestinal tissue taken from the horse's ceacum after
euthanasia. The caecaloids were cultivated by adding growth factors that stimulate the proli-
feration and differentiation of various epithelial cell types. Investigation of gene expression using
Reverse-Transcriptase qPCR revealed the expression of gene markers representing epithelial cells
(EPCAM), goblet cells (MUC?2), and stem cells (PCNA and SOX9) in the caecaloids, which were
compared to the original tissue. Histological examination shows a rich presence of goblet cells,
further indicating differentiation.

Finally, based on the results of this study, we could conclude that it was possible to culture
organoids from the horse's caecum, something that has not been done previously. The caecaloids
exhibited genetic and morphological features that resembled the cecal epithelium. This represents
a key step in creating an in vitro model for the horse ceacum, which can be used for experiments
on host-parasite interactions as well as other pathological studies without subjecting horses to
unnecessary suffering in trials.

Keywords: organoid, caecaloid, intestinal crypt stem cell, model, in vitro, epithel, caecum
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1. Inledning

Organoider &r en tredimensionell modell av ett organ, ibland kallat for ett
miniorgan. En nutida teknik inom stamcellsodling har mojliggjort odling av
organoider i labb-milj6 som ska efterlikna ursprungsvdavnaden (Date & Sato
2015). Genom att isolera stamceller fran olika vivnader och odla dem i media
med en matrixblandning kan forskare tilléta cellerna att tillvédxa och differentiera
till en organoid med hjélp av tillsatta tillvaxtfaktorer. Intestinala organoider bildas
fran intestinala stamceller i epitelets kryptor som kan organisera sig, foroka sig
och differentiera till olika epiteliala celler for att fa en liknande cellkomposition
som epitel 1 verklig tarmvévnad (Date & Sato 2015). Stamcellerna som sitter
organiserade i epitelets kryptor separeras fran 6vrig vavnad och tillsétts sedan i ett
geléartat medium som tillater organoiden att tillvixa tredimensionellt. En matrix-
blandning behdvs ocksd som innehaller proteiner och byggstenar for cellprolifera-
tion och organoidtillvéixt. Korrekt differentiering och cellvixt styrs av tillvéxt-
faktorerna som slutligen tillsétts i mediet (Mussard et al. 2020; Hellman 2021).

Sjukdom i1 mage och tarm hos hést kallas 1 veterindrmedicinska termer for
kolik och &r en vanlig orsak till héstars lidande och att histigare uppsoker
veterindrvard (Tinker et al. 1997). Kolik orsakas av flera typer av underliggande
patologier, dér ndgra av de vanligaste &r felligen, tarmvred och mag-tarmpara-
siter. Idag pagar mycket forskning pa olika behandlingar av skador som uppstatt i
tarmepitelet efter kolik (Windhaber er al. 2024). Experimentella in vivo studier
har en del praktiska och etiska begridnsningar. For att mdjliggéra experimentella
studier in vitro har forskare tagit fram intestinala organoider som en ny modell {or
att kunna studera tarmepitelets funktion hos hést. Organoider har tidigare odlats
fran jejunum och colon hos hést, sdvil som mus, gris och idisslare (Beaumont et
al. 2021).

Caecum har en betydande roll for hdstens matsméltning och mikrobiota, da
hésten likt kaninen &r en grovtarmjésare, dven kallade enkelmagade herbivorer
(Sjaastad et al. 2016, ss. 718-722). Héstens caecum ér ett predilektionsstille for
infektion av bandmask och lilla blodmasken, vilket sekundart till infektionen kan
orsaka invagination och kolik (Reed et al. 2010). Det finns darfor ett vérde i att ta
fram en organoid-modell for histens caecum. Det skulle mgjliggora patologiska
och immunologiska experimentella in vitro forsok, med hog efterliknad till
caecums epitel in vivo.

Syftet med denna studie var att utveckla en odlingsmetod och odla organoider
frén stamceller frdn héstens blindtarm, samt undersdka om dessa organoider
(caecaloider) 1 genuttryck och morfologi efterliknar caecumviavnad.



2. Litteraturoversikt

2.1 Epitelets uppbyggnad

Hastens blindtarm har en viktig funktion i matspjalkningen och mikrobiota. Har
bryts cellulosa ner till sockerarter genom fermentering med hjélp av bakterier och
andra kommensala mikroorganismer. Blindtarmens celluppbyggnad i epitelet
skiljer sig frdn tunntarmen. Blindtarmen har inte villi, d& funktionen i huvudsak
inte ar absorption. Likt tjocktarmen har blindtarmen rikligt med bagarceller vars
funktion &r att utsondra mukus. I 6vrigt bestar epitelet likt tunntarmen 1 stor del av
ett enkelt cylinderepitel som vilar pa ett basalmembran och formar en barriér,
transporterar naringsimnen och genomgar sjélvfornyelse. Odifferentierade
stamceller finns ldngst ner 1 kryptorna och i1 nérheten av dessa finns progenitor-
celler vars uppgift r att fornya epitelet var 5:e dag. (Gonzalez et al. 2015;
Pawlina & Ross 2020; Sjaastad et al. 2016)
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Figur 1. Schematisk bild av epitel i hdstens blindtarm. Enkelt cylinderepitel med
stamceller beldgna i kryptorna. Differentierade celltyper (tuficeller, enteroendokrina
celler och bdgarceller) utspridda i epitelet. Bild skapad i BioRender av forfattaren.
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Tarmepitelets stamceller dr beldgna i kryptorna (figur 1) omgivna av progenitor-
celler som har i uppgift att dela sig och differentiera till olika celltyper for att
fornya epitelet, ndgot som ir en standigt pagdende process. I den sa kallade
epiteliala hissen forflyttas cellerna under processens géng upp fran kryptorna,
langs epitelets toppar for att s smaningom lossna i tarmens lumen. (Pawlina &
Ross 2020)

Till skillnad mot tunntarm saknar grovtarm, caecum och colon panetceller
(Pawlina & Ross 2020; Gonzalez et al. 2015). Panetcellers granula fargas in med
HE savil som PAS-fargning och har vid histologiska studier inte kunnat upp-
tdckas i1 hédstens grovtarm (Cui et al. 2023). Colon missténks dock ha celler som
liknar dessa, sa kallade panetliknande celler, som en del av tarmepitelets
immunforsvar (Date & Sato 2015). Studier pa forekomsten av dessa panet-
liknande celler i caecumvivnad hos hist saknas. Panetliknande celler och
panetceller urspringer bada frén intestinala stamceller, till skillnad frdn andra
immunceller som urspringer frdn blod-stamceller i benmérgen (Pawlina & Ross
2020). En annan celltyp som finns i tarmepitelet dr tuftceller som ar viktiga
signaleringsceller och har en dnnu inte helt kind roll i immunforsvaret (Cui ef al.
2023).

Det finns fa studier beskrivna i litteraturen som undersokt héstens intestinala
epitel pa cellniva. Gonzalez et al. (2015) studerade héstens tarmepitel i tunntarm
och colon och dess olika cellinjer med hjélp av histokemi, immunoflourescens,
proteinbiomarkdrer och elektronmikroskop. De kunde identifiera olika celltyper i
epitelet och dven méta genuttryck hos stamceller, progenitorceller och mitotiska
celler savél som genuttryck hos differentierade celltyper (epitelceller, entero-
endokrina celler, bagarceller och tuftceller). Forskarna hoppas att resultaten 1
framtiden kan vara relevanta for studier pa regeneration av intestinalt epitel och
genom ny kunskap om tarmepitelets beskaffenhet 6ka 6verlevnaden hos héstar
drabbade av kolik. Stamceller och progenitorceller identifierades djupt i1 kryptorna
baserade pd antikroppar mot SOX9 och de kunde dven se genuttryck av SOXO.
Identifiering av celler som genomgér proliferation gjordes med markéren PCNA
och identifierades framst langs med kryptorna och var den markor for prolife-
ration som var den mest spridda inom kryptorna. De anvénde dven en markor for
cellcykeln (MCM2) som representerar G1 1 cellcykeln och fann att celler 1
kryptorna fargades in. Infargning av MUC2 (mucin 2) visade att grovtarmen hade
uttryck av MUC?2 1 rikligt med bagarceller men ocksa djupt i1 kryptorna dér bigar-
cellerna séllan &r placerade. Sekretoriska enteroendokrina celler identifierades
med immunofluorescence av CHGA (chromogranin A) i ett fétal celler utspridda i
epitelet.
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2.2 Organoider som ny in vitro-modell pa hast

Det finns idag inga etablerade cellinjer for hédst som anvinds inom forskningen
(Windhaber et al. 2024). De cellinjer som finns dr humana cellinjer och cellinjer
fran mus. De ér ofta grundade pa cancerceller, vilket inte representerar epitelets
cellpopulation in vivo. Intestinala cellinjer uppges vara svaga och kortlivade,
vilket gor att de inte uppnér den komplexitet som behdvs for fysiologisk relevans
(Windhaber et al. 2024).

Det finns ett behov av en in vitro-modell som efterliknar epitelet in vivo som
passar for langtidsstudier (Windhaber et al. 2024). Bland annat den etiska
aspekten, dir forskning pé héstens tarmepitel inte dr mojlig in vivo av en
djurvélfardsaspekt. Grundat pd 3R principen (replace, reduce, refine) som syftar
till att ersatta, reducera och forfina experimentella studier dir djur ingér, &r en
organoid som infektionsmodell sa néra riktigt tarmepitel vi kommer i1 dagens
forskningsldge. Det gér att argumentera for att fler studier skulle behovas for att
ytterligare utveckla en redan etablerad metod att odla organoider fran histens
tarmvéavnad (Windhaber ef al. 2024). Hastens olika tarmavsnitt (jejunum, colon
och caecum) skiljer sig till utseende och funktion och éven 1 vilka infektioner som
drabbar respektive del (Pawlina & Ross 2020; Osterman-Lind ef al. 2023). Det
kan ocksé innebira att metoddelen for odling av organoider behdver justeras efter
respektive tarm-del.

Sato et al. (2009) var forst att beskriva odling av intestinala organoider fran
friska patienters tunntarm, d& frdn mus. De beskrev kryptorna i epitelet som sjalv-
organiserade strukturer som kan byggas upp fran en enda enskild stamcell, dven 1
avsaknad av omgivande mesenkym. De fann att en signal frdn panetceller som
kallas Wingless-related integration site (Wnt) behovs for kryptproliferation och
bor dirfor finnas 1 mediet. Tva andra signalfaktorer som behdver finnas 1 mediet
for att stamcellerna ska kunna fortsétta att vixa 1 stamlikt stadie 4r R-spondin som
inducerar krypthyperplasi in vivo och Noggin som inducerar expansion av kryp-
torna. LGRS dr en gen (Wnt target) som ir specifik for kryptor som regenereras.
LGRS réiknas séledes som en krypt-stamcellsmarkor. Kryptstamceller genomgar
programmerad sjdlvdod om de inte har en kontext att tillvéixa i som bestér utav
omgivande vivnadsstuktur och celler. Tillvixtfaktorn Y27 tillsdtts for att hindra
programmerad celldod av stamcellerna. Matrigelen som kryptorna tillsétts i dr en
geléliknande substans som utvinns frén extracelluldr matrix 1 sarkom hos moss.
Matrigelen bor enligt Sato et al. (2009) innehélla proteiner som kan stimulera
celltillvaxt (s.k. cellsignalering) och simulera de mekaniska egenskaper ett basal-
membran ger for att ge kryptstamcellerna de fysiska stod de behdver for att kunna
tillvixa med struktur som liknar ursprungsorganet. De sag dven att mus-
organoiderna hade ett lumen som fylldes av apoptotiska celler. Organoiderna var
till en borjan sfariska men kryptliknande utskott kunde bildas (engelskans
budding) efter nagra dagar. (Sato et al. 2009)
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I skrivande stund har ingen isolerat stamceller fran histens blindtarm (caecum).
Metoden for att isolera stamceller fran tarmepitel dr beprovad pé hastens tunntarm
(jejunum) i Hellman (2021) och grovtarm (colon) Windhaber et al. (2024).
Organoiderna (hiddanefter kallade for enteroider respektive colonoider) forvéntas i
framtiden att anvdandas som modell for vidare patologiska studier pa histens tarm-
epitel.

Windhaber et al. (2024) jamforde olika medium for organoidodling med
varandra. De kom fram till att mediet bor for basta resultat anpassas till vilket
djurslag och vilket segment av tarmen som vidvnaden tas fran. Det finns olika
medium beskrivna i litteraturen for organoidodling. Stamcellsforetag har
producerat egna medium som standardiserats for ménniska och mus, daribland
Intesticult (fran foretaget StemCell) som kommer att anvdndas i denna studie.
Utover detta medium anvénds det dven ett medium fran Hellman (2021) och
tillhérande protokoll (hddanefter kallat Hellman medium).

2.2.1 Intestinala organoider

Organoider som odlas fran intestinala stamceller ger forskare fler mojligheter att
studera patologier i tarmepitelet pa cellniva. Ex vivo modellen kan simulera ett
encelligt tarmepitel i 3D-struktur eller bredas ut pd ett plant underlag i 2D (ett s.k.
monolager). Monolager innebir att tarmepitelets apikala yta ar blottad och
epitelets infektionsmekanismer kan studeras tydligare. Bland annat har patogen-
vird-interaktioner kunnat studeras med denna metod (Duque-Correa et al. 2020;
Duque-Correa ef al. 2022; Dutta & Clevers 2017; Hellman etz al. 2024; Nash et al.
2021).

Hellman ef al. (2024) som studerat interaktion mellan enteroid och nematoder
hos hést visade att en stimulering med cytokinerna IL-4 och IL-13 6kade uttrycket
av bégarceller och epitelceller 1 enteroiden. Nér enteroiderna exponeras for
nematoder fordndrades morfologin hos tarmepitelets cell-lager 4ven utan
tillférande av cytokiner. De sag dven att enteroider i 2D-monolager hade ett
genuttryck som var snarlikt de enteroider i 3D de ursprungligen kom ifran, och att
genuttrycket for-blev stabilt i 2D-monolager 6ver 6 passager. En passage innebér
att organoiden delas i mindre bestdndsdelar, vilket stimulerar stamcellerna till
delning, tillvaxt och differentiering. Powell & Behnke (2018) odlade organoider
fran héstens jejunum och colon 1 upp till 46 passager, totalt 168 dagar.

Bade stamceller och differentierade celler kan studeras med hjélp av organoid-
modellen (Hellman 2021) och anvéndas for att studera intestinal vdvnadsutveck-
ling och sjukdom (Powell & Behnke 2018). Allvarlig skada pd tarmens epitel har
ofta en dalig prognos. Idag gar det att identifiera olika celltyper i epitelet och
forskare menar att det med hjilp av organoider som modeller for epitel kommer
att finnas nya mojligheter for att utveckla terapeutiska metoder for
ateruppbyggnad av skadat epitel (Gonzalez et al. 2015).
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Steward et al. (2022) argumenterar i sin forskning for att organoider dven kan
anvindas som modell for att ta fram en ny behandling med stamceller for att
behandla tarmepitel som har utsatts for syrebrist. Aven transplantation av stam-
celler fran tarmepitel dr en behandling som Steward et al. (2022) menar kan
finnas i framtiden. I organoidmodellerna har forskare sett att det gar att aktivera
epitelets stamceller som ddrmed kan fornya epitelet och mdjliggor att 1éka stora
skador i tarmepitel pé hist (Steward et al. 2022). Det behovs enligt forfattarna
mer forskning inom detta omrade.

2.2.2 Potentiellt anvandningsomrade for organoider inom
parasit-forskning

Ett annat omrdde som har anvint sig av organoider tidigare ir veterinirmedicinsk
parasitologi. Som namnts tidigare finns det en del studier som anvént organoider
for att studera interaktioner mellan vérd och patogen (Dutta & Clevers 2017; Nash
et al. 2021), diribland parasiter (Duque-Correa et al. 2020; Duque-Correa et al.
2022; Hellman 2021). Tva vanligt forkommande parasiter hos hdst med caecum
som predilektionsstélle, 4r bandmasken Anoplocephala perfoliata (A. perfoliata)
och sma blodmaskar Cyathostominae spp. (Matthews et al. 2004; Back et al.
2013). Bada dessa arter kan forekomma och orsaka sjukdom i blindtarmen.

Predilektionsstillet for bandmaskinfektion &r i blindtarmens dvergang till
ileum som kallas det ileocecala ostiet. Analys av bandmask ingér inte i den van-
liga mask-analysen som hédstdgare gor pa varen, utan maste specifikt fragas efter
vid bestéllning av track-analys hos de vanliga labb-foretagen 1 Sverige (SVA,
Vidilab). Den vanliga dgg-rakningsmetoden med McMaster dr inte lika kénslig for
bandmask som for nematoder (Back et al. 2013). Det gér att utfora [gG ELISA for
att detektera patienter med bandmask. Det dr en hog prevalens i Sverige, s& hog
som 61 % enligt Osterman-Lind ez al. (2023). Massinfektion av A. perfoliata kan
leda till ulcerationer av epitelet, tillsammans med bildandet av pseudomembran
och lokal inflammation som dven kan involvera det serosa cellagret (Reinemeyer
& Nielsen 2009). Detta kan 1 sin tur 6ka risken for ileocecal intussusception och
ruptur. Det finns dven kopplingar mellan 6kad foérekomst av bandmask och
spasmolytisk kolik (Back et al. 2013).

Smé blodmaskar (Cyathostominae spp.) har en mycket hog prevalens i Sverige
idag, nédra 100 % d& de berdknas finnas hos alla betande héstar (Lind et al. 2003;
Bellaw & Nielsen 2020). Individer som avmaskats kan fortfarande béra farliga
doser av sma blodmaskar 1 larvstadie. Det behdvs mer forskning for att kunna
faststélla exakt vad som hénder 1 larvens epitel-stadie (Matthews et al. 2004),
vilket dr ndgot som tidigare inte kunnat studeras ndrmare pa hést da det saknats en
infektionsmodell.

Vanliga avmaskningsmedel i Sverige skrivs ut pa recept av veterinér efter
trackanalys, da riskerna for resistens mot avmaskningsmedel anses stor. Ett vaccin
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mot maskinfektion skulle minska anvindandet av avmaskningsmedel. Tyvérr
finns det inget godként vaccin pa marknaden idag. En stor anledning &r att det
praktiskt och etiskt dr svart att genomfora experimentella studier pa maskinfek-
tioner hos hist. En organoid-modell av epitelet fran héstens blindtarm skulle
kunna mdjliggora experimentella studier in vitro med hog efterliknad till tarmens
epitel in vivo. I denna modell, vilket &r sd ndra man kommer en riktig tarm, kan
man sedan utféra immunologiska forskningsférsok som inte innefattar levande
hédstar och pa sé sétt genomfora immunologisk forskning in vitro.

En modell for caecum (hédanefter kallad caecaloid) skulle kunna mojliggora
studier pa héstens blindtarm vad géller vird-patogeninteraktioner. Caecaloider har
endast odlats fram frén kanin och mus tidigare (Beaumont 2021; Duque-Correa et
al. 2020; Mussard et al. 2020). Nedan foljer en summering av tidigare forskning
pa odling och karaktérisering av caecaloider fran respektive djurslag.

2.2.3 Odling av caecaloider fran mus

Duque-Correa et al. (2020) som odlat caecaloider frdn mus beskriver att signal-
faktorn Wnt behdvs for att caecaloiden ska bilda kryptliknande strukturer, kunna
tillvixa och knoppa sig (engelskans budding). Wnt-signalen dr som hogst i
kryptorna och blir ldgre mot lumen. Det gor att en ldgre koncentration av Wnt
inducerar en terminal differentiering av celler som forflyttat sig bort fran
kryptorna mot lumen, likt resultaten frén enteroider odlade av Sato et al. (2009).
Eftersom caecum saknar panetceller som tillverkar Wnt, har Duque-Correa et al.
(2020) tillsatt en Wnt ligand (Wnt3A) 1 sitt medium for kultivering av organoider
fran caecum. En hogre koncentration av Wnt3A gav sfiriska och mindre
knoppade (icke-sfdriska) caecaloider. Duque-Correa et al. (2020) kunde se att
genuttrycket i mus-caecaloider paverkades av koncentrationen Wnt i mediet.
Caecaloider som tillvixte i medium med ldgre koncentration av Wnt hade ett
hogre genuttryck av cellmarkdrer for differentiering (MUC?2 for bagarceller och
LYZ for panetceller). LGRS uttrycktes ldgre i media med lag koncentration av
Wnt vilket tyder pa att det finns mindre stamceller i dessa caecaloider.
Cellmarkoren for enteroendokrina celler (CHGA) verkar inte paverkas av
koncentrationen Wnt.

Duque-Correa et al. 2020 har studerat mus-caecaloider med flodescytometer
(image stream) dir de kunde se en stor likhet mellan cellerna i caecaloiderna och
celler fran ursprungsvivnaden. Med en flodescytometer kan epitelceller, bagar-
celler, enteroendokrina celler och panetceller sorteras. De kunde dock inte se
ndgra panetceller med denna metod i caecaloiderna. Trots det hade de ett uppmatt
genuttryck av LYZ som kodar for lysozym och representerar panetceller i
caecaloiderna.
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2.2.4 Odling av caecaloider fran kanin

Mussard et al. (2020) sag att caecaloider fran kanin ocksé hade olika
morfologiska former. De fann att de sfériska caecaloiderna hade en storre
diameter, hog proliferationsgrad men lag differentieringsgrad. Icke-sfériska
caecaloider hade en hog differentieringsgrad och en mer diversifierad morfologi
som dven beskrivs som multilobulerad. Dessa fanns endast efter 5-7 dagars
odling. Genuttrycket skilde sig mellan sfériska och icke-sfériska caecaloider.
Cellmarkorer for proliferation (LGRS och SOX9) var hogt 1 sfariska
odifferentierade caecaloider. Uttryck av LGRS var dock hogre i de epiteliala
kryptorna &n i caecaloiderna. Resultat frdn genuttryck visade dven pa att
stamcellerna i caecaloiderna differen-tierat dé viktiga celltyper i epitelbarridren
finns med (absorberande epitelceller, enteroendokrina celler och bigarceller).
Mussard et al. (2020) visade dven pa att andra viktiga komponenter i epitel-
barridren, t.ex. lysozym som &r en sorts antimikrobiell peptid fanns med och har
troligen en funktion in vitro. PCNA som é&r en cellmarkdr for proliferation var
reducerad i de icke-sfériska caecaloiderna. Cellmarkorer for differentierade
celltyper (MUC2 for béagarceller och CHGA for enteroendokrina celler) var hogre
i de icke-sfériska caecaloiderna. Uttrycket av cellmarkoren LYZ var ca 10 génger
hogre i icke-sfiriska caecaloider 1 jamforelse med sfariska och hogre 4n kryptorna
(dock ej signifikant). Glyn et al. (2024) har studerat cellmarkdren LYZ pé human-
patienter och sett en koppling mellan minskat uttryck av LYZ och coloncancer.
De drog slutsatsen att lysozym har en inhiberande paverkan pa neoplasiom-
vandling, och samtidigt har en viktig funktion i mikrobiotan och immunforsvaret.

2.2.5 Genuttryck i tarmepitel

Cellmarkorerna som anvinds pé hist och andra djurslag representerar olika cell-
typer men de dr inte specifika for enskilda celltyperna som de representerar, utan
generna kan uttryckas i andra celler ocksa. Ett exempel pa detta & DCLK1 som ér
en cellmarkor for det mikrotubuli-ldnkade proteinkinas (Double cortin-like kinase
1) som finns i tuftceller, men har pa mus dven hittats i enteroendokrina celler och
1 stamceller (Gerbe ef al. 2012). Cui et al. (2023) beskriver att MUC2 kan
anvindas for att markera bade bagarceller och panetceller pa hist, liksom att
SOX9 dven markerar panetceller.

Hellman (2021) har undersokt genuttryck for histens jejunum och jamfort med
enteroider. Cellmarkorerna som undersoktes representerade olika celltyper 1
tarmen. Hellman (2021) har publicerat dessa cellmarkorer och respektive primers
som anvéndes for quantitative Polymerase Chain reaction (qPCR) for gener som
representerar epitelceller (EPCAM), proliferativa celler (PCNA och SOX9),
stamceller (LGRS och SOX9), panetceller (LYZ), enteroendokrina celler
(CHGA), bagarceller (MUC?2) och tuftceller (DCLK1). Det finns beskrivet att
samtliga gener utom LGRS hade genuttryck i jejunal vivnad séavil som
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enteroiderna. Uttrycket for EPCAM var hogst i enteroiderna. Genuttrycket i
enteroiderna var stabilt i alla 6 passager som redovisades. SOX9, LYZ och PCNA
hade generellt lika stort uttryck som referensgenerna medan CHGA, MUC?2 och
DCLKI1 hade lagre relativt uttryck.

Windhaber et al. (2024) gjorde sedan en likande studie dér de jamforde gen-
uttrycket och morfologin hos enteroider och colonoider med dess ursprungs-
viavnad. Genom att avligsna Wnt fran mediet kunde de se att differentiering av
epitelceller 6kade och fick en hog efterliknad till ursprungsepitelet in vivo. Bade
enteroiderna och colonoiderna var till en borjan sfériska i formen och differen-
tierade sedan till mer multilobulerad karaktér, varierande beroende pa mediets
tillsatser. Genuttryck av EPCAM uppmattes och histologiska snitt av organoi-
derna visade ett differentierat epitel. Med hjélp av immunohistologisk infargning
med cellmarkor for CHGA (enteroendokrina celler) kunde de se denna celltyp i
jejunum och colon. De kunde dven uppméta genuttryck av CHGA med hjilp av
PCR. Dock var uttrycket av CHGA 1 jejunum betydligt hogre 4n i enteroiderna. I
colon kunde de dven se rikligt med bagarceller i HE-fargning och genuttryck av
MUC?2 uppmittes med hjilp av qPCR. Genuttrycket av MUC?2 1 jejunum
varierade beroende pd mediets tillsatser. De fann dven genuttryck for panetceller
(LYZ) i enteroiderna som skattades vara hogre én i jejunumvéavnaden. Detta
undersoktes inte for colonoider i Windhaber et al. (2024).
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3. Metod

Caecumvivnad togs fran totalt fyra varmblodiga travare. Tre av héstarna (hést 1,
2 och 3) hade donerats till Institutionen for Kliniska Vetenskaper pa Svenska
Lantbruksuniversitetet (SLU, Uppsala) for utbildning av veterinirstudenter. Pa
grund av ortopediska orsaker avlivades histarna, i 6vrigt var de friska fran gastro-
intestinal sjukdom. Agarna har godkint histarnas bidrag till forskning. Histarna
hade vid tillfallet for avlivning varit i narkos 1 ca 5 h 1 hogersidigt sidoldge. De
avlivades medicinskt och vdvnadsprov tog fran histen inom 1 h fran avlivningen
och placerades direkt pa is. Vavnadsprov togs fran ceacums végg, storlek ca
10x10 cm 1 omradet 10-20 cm frdn caecums apex. Vavnad fran en hist (hést 4)
togs 1 samband med slakt vid Faringe slakteri 1 Uppland. Vévnad frdn caecum ca
10-20 cm frén apex togs ca 30 min efter avlivning och transporterades i buffert
med tillsatser PBS, EDTA, DTT och Y27 pa is till SLU, ca 1 timmes bilfard.
Haéstarna i studien var alla varmblod och bestod utav 2 ston (15 ar respektive 17
ar) en valack (8 ar) och en hingst (1 &r). Respektive anvindningsomrade for
héstarna i studien visas i tabell 3 i resultat. Caecumvévnaden frén histarna delades
upp och vidvnadsprov togs for 1. Fixering i paraffin infor histologisk undersok-
ning, 2. Nedfrysning i RNA-later infor undersdkning av genuttryck med RT-
qPCR, och 3. Kryptisolering (a) och odling (b) av caecaloider. 4. Caecaloiderna
skordades infor histologisk undersokning respektive undersdkning av genuttryck.
En sammanfattning av flodesschemat finns i figur 2 nedan.
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Figur 2. Schematisk bild av flédesschema for respektive anvindningsomrdde. Vivnads-
provet frdn hdstens caecum 1. Sparas i paraffin infor histologisk undersékning med
ljusmikroskop, 2. Sparas i RNA-later infor undersékning av genuttryck med RT-qPCR
och 3. For kryptisolering och odling av organoider som sparas infor 4. histologisk
undersokning respektive 5. undersokning av genuttryck. Organoiderna odlades i 24-
brunnsplattor ddr kryptorna placeras i en matrigel som formar en kupol (ljusbld) och ett
fhytande overtickande medium (overlay medium, rott) med tillsatser tillfor ndring som
behovs for celltillvéxten. Bild skapad i BioRender av forfattaren.
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3.1 Kryptisolering

Metoden foljde ett modifierat protokoll fran Hellman (2021). Se fullstandigt
protokoll pd engelska i protokoll 1, bilaga 1.

Vivnaden tvéttades i iskall fosfatbuffrad koksalt Phosphate Buffered Saline,
(PBS). Smé vdvnadsprov 2x1 cm skars i mindre bitar och samlades i tva falconrér
50 ml med iskall PBS med 30mM EDTA, 1mM DTT och 10 uM Y27 for att
inkuberas pé is 1 30 min i kylrum pé en skakplattform (60 rpm) med kraftfulla 10
skakningar (manuellt) upp och ner var 5:e minut. Vavnad fordes sedan over till
nya falconrdér 30 ml med forvarmd PBS + 30mM EDTA+ 10 uM Y27, inkube-
rades i 10 min i 27 grader pa skakplatta (250 rpm) med 10 skakningar var annan
minut (totalt 4 st). Fore forsta tvitten dverfors vivnaden sedan till nya falconror
med iskall PBS+ 2 % PEST+ 1 ng/ml Fungizone, inkuberas i 5 min pé skakplatta
1 kylrum och inverteras varje 30:e sekund. Darefter flyttas vivnaden till nya
falconror med iskall PBS+ 2 % PEST+ 1 pg/ml Fungizone, skakas sedan kraftfullt
i 1 min for att kryptor ska lossna. Efter varje skak pa en minut kontrolleras
fraktionen i ljusmikroskop tills fler kryptor @n villi syns i ljusmikroskop. De olika
tvittfraktionerna dokumenterades med bilder genom ljusmikroskop. Den fraktion
som innehaller flest kryptor odlas ut i matrigel, se nésta paragraf.

3.2 Kultivering av kryptor

Kultivering av kryptor genomfordes 1 anslutning till kryptisolering av farskt mate-
rial med kryptor. Kryptor saddes ut i matrigel fran Corning med tvé olika proto-
koll; 1. Odlingsmedium Hellman (2021) med DMEM/F12 och tillsatser av till-
viaxtfaktorer (se protokoll 2, Bilaga 1), 2. Kommersiellt Intesticultmedium fran
StemCell (#06010) med supplement B27, N2, Fungizone och PEST, och tillvixt-
faktorerna SB202190, LY2157299, Y27632.

I korthet, kryptor blandas med tillvixtfaktor-supplementerad matrigel innan
50 pl matrigel appliceras i en kupol (eng dome) 1 varje brunn pé en forvarmd
odlingsplatta med 24 brunnar. Matrigelen ticks sedan med ett 6vertickande lager
av odlingsmedium (eng overlay medium, 1 denna studie anvénds
DMEM/F12+GlutMAX fran gibco) som dven den ér forvarmd 1 37 °C. Plattorna
med caecaloider forvarades i virmeskap (37 °C, 7 % CO2). Nya tillvaxtfaktorer i
en tillblandad GrowthFactor-mix (GF-mix) tillsattes i 1. Var 48:e timma separat
frén byte av overlay medium respektive 2. 96:e timma (se protokoll 2, bilaga 1) 1
samband med byte av overlay medium. Tillsats av GF-mix 1 utkanten av brunnen
for att undvika att skada kupolen av matrigel. Byte av overlay medium gjordes var
96:e timmar i bada odlingsmetoderna, i 1. Separat frdn GF-mix och 2. I samband
med tillsats av Gf-mix. Vid byte av medium pipetteras overlay medium upp, utan
att skada kupolen med pipettspetsen. Sedan tillsétts ett nytt dvertickande medium
med GF-mix enligt protokoll (protokoll 2, bilaga 1). Efter 7 dagar fragmenteras
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caecaloiderna enligt protokoll (protokoll 2, bilaga 1). Flera passager kan goras.
Varje dag dokumenteras caecaloidernas tillvdxt och fotas. Samma metod anvénds
vid kultivering av frysta caecaloider och efter varje passage (fragmentering av
caecaloider foljt av ny odling av fragmenten).

3.3 RNA-rening och RT-qPCR

RNA-rening av védvnad fran individerna genomfordes med NucleoSpin® RNA
enligt protokoll 4, bilaga 1. For caecaloiderna anvindes ett annat protokoll,
NucleoSpin® RNA Plus XS (protokoll 4, bilaga 1). Koncentrationen av mRNA
kontrollerades med nano-drop, se tabell 5 i resultat. Allt mRNA som renats fram
behandlades med DNase (protokoll 6, biaga 1), sedan tillverkades ett cDNA-
bibliotek (protokoll 7, bilaga 1) {for varje prov infér RT-qPCR med SuperScript™
IIT Reverse Transcriptase (Invitrogen). Proverna bestar utav 3 originalvivnader
samt en caecaloid med tillhérande negativa kontroller (se listade i tabell 5 i
resultat).

3.3.1 RT-gPCR

RT-gqPCR genomfordes med QuantiTect® SYBR® Green PCR kit (Qiagen) for
att méta genuttryck av 8 gener som ir specifika for olika celltyper i hdstens tarm,
tidigare anvianda av Hellman (2021) och Stewart ef al., (2018). For intern norma-
lisering anvédndes 3 referensgener, dven kallade house keeping gener (HK) som
uttrycks av alla celler. Nedan foljer en tabell (tabell 1) med samtliga gener och
tillhorande primers som anvénds. Tre tekniska replikat gjordes per vivnad per
gen, totalt 12 brunnar per gen, samt negativa kontroller. For varje primer berdknas
koncentrationer av innehallet i QuanTitect SYBR Green PCR mastermix (proto-
koll 8, bilaga 1), vilket beror av primerkoncentrationen for respektive gen.
Primerkoncentrationen &r listad 1 tabell 1. Totalt laddades varje brunn med 25 pl,
varav 2 ul cDNA och 23 pl QuanTitect SYBR Green PCR mastermix. For
reaktionen anvindes CFX96 Touch PCR-maskin (Biorad). Analys av temperatur-
kurvor och erhéllna Cq-vérden gjordes i mjukvara BioRad CFS Manager
Software (Version 3.1) och Cq-vérdena exporterades till Excel for statistisk
analys, se nedan.
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Tabell 1. Lista 6ver primers for 8 hdstspecifika gener och 3 referensgener (house keeping
genes, HK) som anvindes. Sekvens for Forward (F) respektive Reverse (R) primers.

a= primer overlappar mellan tvd olika exon. b= primers ligger pd samma exon

Kidlla primer c= Stewart et al. (2018). d= Hellman (2021)

Target Gen Primersekvens Primer Annealing Storlek
konc.  temp. (bp)
M) (O

Epitheliala EPCAM F: TGA CCA CAA ACT GCT CTG TGA 400 59 168

celler®
R: GAG CCC GTC GTT ATT CTG GAT

Proliferativa PCNA F: AAG CCA CTC CAC TGT CTC CTA 400 59 170
celler ¢
R: CTA GGA TGC GTC CTC ATC CTC

Intestinala LGRS F: AGCCTGGTGGTTCTGCATCT?® 400 57 179
stamceller °
R: AAC GCT TTC TCG GGG ATC AG

Proliferativa  SOX9 F: CCT TGA GAA GAC CGT AGA CAA 500 60 145
celler och AG?

stamceller ¢
R: ATT CGG TACGAGTTGCCTTTAG?®

Panetceller ¢ LYZ F: CAC CAT GAA GGT TCT CCT GAC 500 58 164
R: CCA TCT GGC CAA ACA GACC

Entero- CHGA  F: CTG CGA GGA GAT GAA CGG AT ® 400 60 189
endokrina
celler ©

R: AGA ACC TCT GCG AGT TCG TC

Bégarceller© MUC2  F: GAG TGT GAG TGG CAC TAC GAG 400 59 211
R: TCA TAG ATG GGC CTG TGC TTA

Tuftceller ¢ DCLK1 F: TGC TAC AGC ATC TAG TGT ACA 500 58 163
GAAT
R: CCT GCATTC TTC GGA GCT G

Referensgener
GAPDH F: ATC TGA CCT GCC GCC TGG AG 400 64 120
R: CGA TGC CTG CTT CACCACCTT C
HPRT F: AAT TAT GGA CAG GACTGA ACGG 300 57 139

a

R: ATA ATC CAG CAG GTC AGC AAA G
SDHA  F: GAG GAA TGG TCT GGA ATA CTG** 300 57 66
R: GCC TCT GCT CCA TAA ATC G*
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3.3.2 Gelelektrofores

For visuell och representativ kontroll av qPCR-produkterna, efter analys av smélt-
kurvorna, kordes elektrofores pa en 2 % agarosgel. Totalt 16 produkter laddades 1
ordning enligt tabell 4 i resultat. I de fall som smiltkurvorna skiljde sig har ytter-
ligare replikat tagits med i gelen for att undersoka storleken pa produkten, dessa
ar markerade med * i tabell 4 i resultat. qPCR-produkterna kdrdes pé gel enligt
protokoll 8 1 bilaga 1 for att validera storleken pé produkterna. Cq-varden som
oversteg 38,0 eller tekniska replikat som skiljde sig mer dn 1,5 gang i Cq vérde
valdes att strykas ur analysen.

3.4 Histologi

Histologisk undersokning genomfordes av bade vivnadsprov (hist 1, hdst 2 och
hist 3) samt fran caecaloider. Fixering, snittning och fargning utfoérdes enligt
géingse rutin pa Patologi-lab. Infor fixering av caecaloider respektive viavnadsprov
behandlades de med 10 % Formalin. Snitt fairgades med Hematoxylin-Eosin (HE)
och Periodic Acid Schiff (PAS). Inbaddning, snittning och fargning av vévnads-
prover genomfordes i Patologi-lab av Albin Norman, Biomedicinsk analytiker vid
Institutionen for Husdjurens biovetenskaper, Enheten for patologi. Se protokoll 11
for HE-fargning respektive protokoll 12 for PAS-fargning i bilaga 1.

3.4.1 Morfologisk analys

Histologiska snitt i HE och PAS av védvnaden fran hist 1 och 2, samt ett histolo-
giskt snitt fran caecaloiden hist 4 undersoktes morfologiskt med ljusmikroskop.
Totalt 14 synfilt fran caecaloiden och vdvnaderna fran de tva héstarna fotades och
antalet bagarceller och mitoser berdknades per synfilt.

Bigarceller berdknades bést 1 PAS-fargning. Mitoser berdknades bast i HE-
fargning. Endast tydliga kdrndelningar med polade kirnor rdknades som en mitos.

3.5 Statistisk analys

Resultatet av RT-qPCR och morfologisk berdkning analyserades och plottades 1
GraphPad Prism 10.4.0. De 3 referensgenernas genuttryck (Cq-vérden) samman-
stélldes for alla 4 proven (hidst 1,2,3 och caecaloid) och ett geometriskt medel-
viarde (GM referensgener) berdknades. Medelvérde for genuttryck for varje gen i
(form av Cq-vérdet) stélldes i relation till referensgenerna for ett relativt viarde av
uttryck (ACq = medelvirde Cq - GM referensgener). Potensen av det relativa Cq-
vardet 27-(ACq) plottades 1 GraphPad.

For jamforande plot av vivnader fran hést 1, 2, 3 och caecaloiden berdknades
forst ett relativt varde av AACq och sedan 2"-(AACq).
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Statistisk analys genomfordes i GraphPad med ANOVA one way (non para-
metric, Kruskal-Wallis test multiple comparisons) for jamférande av genuttryck i
caecum vavnader fran hést 1, 2 och 3.

Morfologisk berdkning av bdgarceller respektive mitoser plottades i GraphPad,

statistik analys genomfordes med envdgs-ANOVA, p-virde <0,05 anses som
signifikant.
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4. Resultat

Av ekonomiska skél kunde inte vivnad fran alla hdstarna anvéndas for odling av
caecaloider, ddrav dr inte vdvnaden fran varje hist med i alla delar av studien. En
sammanfattning av varje anvandningsomrade for respektive hést finns listad 1
tabell 1. Protokollet justerades efter odling av caecaloider fran hist 1, infor odling
av hést 4. Kryptor fran hést 2 och 3 forlorades efter nedfrysning och anvéndes
dérfor inte i studien. Kryptor fran hést 1 kunde odlas efter nedfrysning. Kryptor
fran hast 4 f6ljs fran dag 0 och frystes ej ner under studiens gang.

Tabell 3. Lista 6ver var hdstarna ingick i studien med individuella variationer.

Hist Odling RT-qPCR RT-qPCR  Histologi Histologi
caecaloid caecumviavnad caecaloid caecumvivnad caecaloid

Hast 1 X X X X -

Hast 2 - X - X -

Hést 3 - X - - -

Hist 4 X - - - X

4.1 Odling av caecaloider

Dokumentation i form av bilder fran kryptisolering och tvétt, samt kultivering och
odling av kryptor till caecaloider fran 24 h till och med dag 6 fotades med
ljusmikroskop 1 4X. Caecaloider odlade i Hellman medium 1 figur 3, respektive
human Intesticultmedium fran StemCell i figur 4. Epitelets toppar (villi-liknande)
bevarades under hela forsta passagen i bdda media och kunde ses som trekantiga
cellformationer som inte tillvixte med tiden och kunde séledes anvindas som en
storleksreferens.

I forsta passagen hade caecaloiderna som tillvdxte generellt en sfarisk form i
bada media. De sfériska caecaloiderna hade en distinkt kontur. Caecaloider odlade
1 intesticultmedium véxte snabbare 1 passage 1 1 jimforelse med Hellman
medium. Dag 6 var caecaloiderna i snitt 3 ganger storre 1 intesticultmedium 1
jamforelse med Hellman medium. Caecaloiderna i intesticultmedium hade
fortfarande en rund sfarisk form, men konturen var mer diffus och hade en
multilobulerad karaktér efter dag 4. Detta syntes inte 1 Hellman medium de forsta
6 dagarna.
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Figur 3. Odling i Hellman media, passage 1. Foton av kryptor (svart pil) efter tvdtt samt
odling i 24 h till och med 6 dagar visar att kryptor bryts ner, genomgar celldéd och
organiserar sig, prolifererar till sfiriska organoider, samt ndgra enstaka icke-sfiriska.
Epitelets tippar (rod pil) dr trekantsformade och bevaras under odlingen utan att
genomgd ndgon cellomvandling. Scalebar dr ca 50 um.

PN VL

Figur 4. Odling i human intesticultmedia StemCell, passage 1. Foton av kryptor (svart
pil) efter tvitt samt odling i 24 h till och med 6 dagar visar att kryptor bryts ner, genom-
gar celldod och organiserar sig, prolifererar till sfiriska organoider. Efter dag 4 bildas
multilobulerade caecaloider med icke-sfdrisk morfologi. Epitelets tippar (rod pil) dr
trekantsformade och bevaras under odlingen utan att genomga ndagon cellomvandling.
Scalebar dr ca 50 um.
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Figur 5. Odling i Hellman media (2021), passage 3. Foton av organoider (svart pil) efter
fragmentering (0h, 10X) av organoider odlade i 14 d (2 passager) samt odling i 24 h till
och med 6 dagar i 4X fran passage 3. Foton visar att kryptliknande utskott bildas med
tiden (bld pil), s.k. budding. De flesta organoider dr icke-sfiriska. Scalebar dr ca 50 um.

I passage 3 (figur 5) kunde vi se att de fragmenterade organoiderna (Oh i 10X)
borjade dela sig igen inom 24 h och bildade sfériska och senare icke-sfariska
organoider. De kryptliknande utskotten som visas 1 figuren bildades och ar
tydligast pa foton efter 5 dagar. Endast enstaka sfériska organoider med stor
diameter kunde hittas vid denna period. Dag 6 visar morka omrdden som bestér
utav celldod centralt 1 de multilobulerade organoiderna.

4.2 Genuttryck caecum och caecaloider

Genuttrycket méttes med qPCR av 8 gener (EPCAM, PCNA, MUC2, DCLKI,
SOX9, CHGA, LGRS och LYZ) varav en gen (LGRS5) utesléts fran analysen pga
av valdigt 1agt uttryck. Vérdena (Cq-vardet) sattes i relation till uttrycket fran
referensgenerna och plottades i GraphPad Prism. Detta gjordes for caecum véavnad
fran hést 1, 2 och 3 respektive caecaloiden fran hist 1. Statistisk analys med
envigs-ANOVA gjordes for vivnadernas genuttryck. Produkterna frdn qPCR
analyserades och storleken pa produkterna validerades med hjélp av gelelektro-
fores. Resultatet visas i figur 6. Produkterna fran alla de 8 generna laddades, samt
de tre referensgenerna (GAPDH, SDHA och HPRT) enligt tabell 4 nedan.
Resultatet fran gelelektroforesen visas i figur 6. En exponerad version av bilden
(med hogre kontrast, redigerad i Photoshop) visas i figur 7.
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Tabell 4. Gelelktrofores av PCR-produkter, tabellen visar ordningen som brunnarna
laddades i, inklusive stegen med 100-1000 bp. Férvintad storlek anges i baspar (bp).
*innebdr att gPCR analys och dess produkter i gelektrofores skiljer sig fran de
representativa produkterna i samma qPCR-analys.

Gen Forvintad storlek (bp)

1 EPCAM 168

2 PCNA 170

3 MUC2 211

4 DCLK1* 163

5 DCLK1 163

6 DCLK1* 163

7 DCLKI1* 163

8 SOX9 145

9 CHGA 189

10 CHGA* 189

11 LGRS5 179

12 LGRS5* 179

13 GAPDH 66

14 SDHA 120

15 HPRT 139

16 LYZ 164

18 Stege 100-1000
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Figur 6. Gelelektrofores av gPCR-produkter A. orginalbild och B. exponerad bild. Bilden
visar storleken i 100-1000 baspar i stegen till héger i respektive bild. Varje brunn
innehdller ett prov enligt: 1: EPCAM, 2: PCNA, 3: MUC2, 4-7: DCLKI, 8: SOX9, 9-10:
CHGA, 11-12: LGRS, 13: GAPDH, 14: SDHA, 15: HPRT, 16: LYZ.

Avsaknad av produkt i brunn 4, 7 och 12 indikerade inget eller mycket litet gen-
uttryck. P& den (6ver)exponerade bilden (B) redigerad i Photoshop som visas i
figur 6 syns ett till tva svaga band. Band pa storlek <100 bp tolkas som primer-
dimerer, och riknas inte som produkter i qPCR-korningen.

Tabell 5. RNA-rening, uppmdtta koncentrationer av mRNA (ng/ul) avgor mdngd RNA (ul)
resp H20 (ul) som spdds ut med i protokoll 4 resp 5 i bilaga 1.

Ursprung av vdvnad Konc. Konc. RNA (ul) for H20 (ul)
Nanodrop Tape station 1,2 ug (max
(ng/ul) (ng/ul) 8ul)
Hast 1 188 255 5,33 4,27
Hast 2 206 183 6,56 3,04
Hist 3 328 305 3,93 5,67
Caecaloid H1 262 515 2,33 7,27

4.2.1 Genuttryck caecumvavnad och caecaloid

De 3 referensgenernas genuttryck (Cq-véirden) sammanstilldes for alla 4 proven
(hast 1,2,3 och caecaloid) och ett geometriskt medelviarde (GM referensgener)
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berdknades, se tabell 6. Medelvirde for genuttryck for varje gen i (form av Cq-
vardet) stdlldes i relation till referensgenerna for ett relativt virde av uttryck (ACq
= medelvirde Cq - GM referensgener), se tabell 7. Potensen av det relativa Cq-
virdet 2”-(ACq) plottades i GraphPad, se figur 7.

Tabell 6. Det geometriska medelvirdet for de tre referensgenerna GAPDH, SDHA och
HPRT hos respektive vivnadsprov.

Gen Geometriska medelvérdet for referensgenerna
Hast 1 30,30
Hast 2 29,44
Hast 3 29,66
Caecaloid 24,56

Tabell 7. ACq-virden (ACq =medelvirde Cq —GM referensgener)) uppmditta for
respektive gen och vivnadsprov.

Gen Hast 1 Hast 2 Hast 3 Caecaloid
EPCAM -1,54 -1,08 2,14 -0,48
PCNA 2,42 0,91 2,30 0,14
MUC2 -4,37 -6,82 -8,36 0,02
DCLK1 8,63
SOX9 0,92 2,92 2,65 0,21
CHGA 4,20 5,46 4,28 0,05

LYZ -2,34 -1,04 -1,67 6,42

Genuttryck uppmiittes for generna EPCAM, PCNA, MUC2, SOX9, CHGA och
LYZ i caecumvivnad for de samtliga tre individerna, se figur 7. Inget genuttryck
uppmiattes for DCLK1 1 caecumvidvnad. MUC2 hade hogst relativt uttryck 1 vév-
naden, cirka 100 génger (median) hogre jaimfort med referensgenerna. Uttryck for
generna EPCAM, LYZ, PCNA och SOXO9 var i nivd med referensgenerna. Léagst
uttryck hade CHGA som 1ag ungefdr 15 ganger (median) ldgre &n referens-
generna. Genuttrycket for MUC2 var signifikant hogre an CHGA (15 ganger
hogre, p=0,0086).

Cecaloid odlad fran stamceller frn hist 1 hade uppmatt genuttryck for samt-
liga gener vilket visar att det inte dr enbart stamceller eller progenitorceller 1
caecaloiden, utan ger oss en indikation pé att dessa har borjat differentiera (figur
7). Genuttryck av EPCAM (epitelceller) och MUC?2 (bagarceller) uppméittes ha ett
uttryck i nivd med referensgenerna. LYZ (panetceller) uppmattes upp till 10
génger hogre uttryck én referensgenerna. PCNA och SOX9 (progenitorceller och
stamceller), DCLK1 (tuftceller) och CHGA (enteroendokrina celler) hade ett liagre
relativt uttryck 1 forhallande till referensgenerna.
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Figur 7. Punktdiagram for genuttryck i caecumvdvnad for 3 individer, samt genuttryck
for caecaloiden fran en individ. Diagrammen visar det uppmdtta genuttrycket i relation
till uttrycket av referensgener pd y-axeln i logl0 skala for varje gen, ddr I innebdr att det
uppmdtta genuttrycket dr lika med referensgenernas uppmditta genuttryck. De olika
symbolerna visar vilka mdtpunkter som tillhor samma individ. MUC?2 var 100 gdnger
mer uttryckt i caecumvdvnaden i forhdllande till referensgenerna. EPCAM och LYZ
uttrycktes relativt mer i caecumvdvnaden i forhallande till referensgenerna, medan
PCNA och SOXY uttrycktes relativt ldgre. Signifikant skillnad visades i statistisk analys
mellan MUC2 och CHGA (p<0,05). EPCAM och MUC?2 har ndstintill lika mycket uttryck
i caecaloiden som referensgenerna, medan LYZ har upp till 10 ganger hogre uttryck.
DCLK]I har over 100 gdnger ldgre uttryck i caecaloiden i forhdllande till ursprungs-
vivnaden. Aven PCNA, SOX9 och CHGA har 10 gdnger ligre uttryck i caecaloiden i
forhdllande till referensgenerna.

4.2.2 Genuttryck i caecaloid vs caecumvavnad

Det relativa uppmatta vérdet for genuttryck hos caecaloiden frén hist 1 sattes i
relation till det relativa uppmétta vérdet for caecumviavnades uttryck for hést 1

och plottades i ett punktdiagram, figur 8. LYZ hade ett hogre uttryck i caecaloiden
1 jamforelse med caecumviavnaden. EPCAM, PCNA, MUC2, SOX9 och CHGA
hade ldgre uppmatt genuttryck i caecaloiden i1 forhallande till caecumvévnaden.
Storst skillnad mellan caecaloid och caecumvédvnad 1 genuttryck visade MUC2
som var over 10 génger légre relativt uttryck i caecaloiden i jamforelse med
caecumvdivnadens relativa uttryck.
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Genuttryck caecaloid vs caecumvavnad
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Figur 8. Punktdiagram som visar det uppmditta genuttrycket i caecaloiden odlad frdn
stamcller av hdst 1 i relation till caecumvdivnaden frdn hdst 1 pd y-axeln i logl0 skala for
varje gen, ddr 1 innebdr lika mycket relativt uttryck uppmditt i vivnaden som i organoi-
den. Inget vdrde kunde skattas for DCLKI da caecumvdvnaderna inte uppmiditte ndgot
virde for genuttryck. PCNA, CHGA och LYZ uttrycktes lika mycket i caecaloiden som
caecumvdivnaden i forhdllande till referensgenerna. EPCAM och SOXY9 hade ett ldgre
relativt uttryck i caecaloiden i jamforelse med caecumvivnaden. MUC?2 uppmiditte 10
gdnger ldgre relativt uttryck i caecaloiden i jadmforelse med caecumvdivnadens.

4.3 Morfologisk analys

Caecumvidvnad fran hést 1 och hést 2 jimfordes histologiskt med caecaloiden som
odlats fran stamceller fran hést 4, passage 2. Bade snitt med HE-fargning och
PAS-fargning undersoktes med ljusmikroskop och dokumenterades med bilder.

Antalet bigarceller och mitoser berdknades per synfilt, totalt 14 synfilt per
prov. Detta gjordes bade i HE-fargning och PAS-fargning i 20X. Figur 9 visar
bilder fran caecaloiden i tvarsnitt och 1 figur 10 visar bilder frdn caecumvévnad 1
langssnitt. Det gér att se hur celler frn kryptorna differentierar mot ytan, och
enskilda mitoser gar att finna i epitelet 1 vivnaden. Det gar att finna mitoser i
organoiderna ocksa.

Bégarceller syns bade i HE och i PAS. Mukus som é&r inférgat i PAS syns bade
1 ett intakt mukuslager som linjerar epitelet mot lumen i1 vdvnaden och infargade
bigarceller 1 vivnaden. I caecaloiden har mukus fargats in 1 lumen, sdvil som 1
bigarceller.
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Epitelceller ar vil representerade i caecaloiden savél som i epitelet i caecum-
vivnaden. I caecumvévnaden syns dven méttligt med eosinofiler 1 lamina propria.

Figur 9. Histologiskt snitt 20X i HE-fdrgning respektive PAS-firgning av caecaloid.
Bdrgarceller (svart pil) firgas lila i PAS. Mitoser (vit pil) syns dven i inzoomade bilder
av HE och PAS. Scalebar dr 50 um.

S
|
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Figur 10. Histologiskt snitt 20X i HE-fdrgning respektive PAS-firgning av caecum-
vdvnad. Bérgarceller (svart pil) och mucus fdrgas lila i PAS. Intakt mucus-lager mot
lumen ses i bade HE och PAS. Mitoser (vit pil) syns dven i inzoomade bilder 40X.
Eosinofiler (rod pil) syns i lamina propria i HE-fdrgning. Scalebar dr 50 um.

4.3.1 Bagarceller och mitoser

Antalet bagarceller per synfilt berdknades (totalt 14 synfilt per snitt) och visas i
tabeller i figur 11 nedan. Det finns rikligt med bagarceller i caecaloiden saval som
1 caecumvéavnaden.

Ingen signifikant skillnad uppmittes mellan caecaloiden och vdvnaden i antal
bagarceller. Antalet mitoser per synfilt berdknades (totalt 14 synfilt per snitt) och
visas i figur 11. Endast celler som hade poolade kédrnor raknades som en mitos, se
bilder pa mitoser i caecaloid och caecumvivnad 1 histologiska snitt i figur 9 och
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10 ovan. Caecaloiden hade signifikant fler mitoser per synfalt 4n de bada
vavnaderna (p=0,0023).
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Figur 11. Boxplot som visar antalet mitoser respektive antalet bdgarceller per synfilt i
ljusmikroskop. Pd y-axeln visas antalet rdknade celler av respektive celltyp, pd x-axeln
namnges vilket vivnasprov de histologiska snitten dr gjorda av. ANOVA visade pd ingen
signifikant skillnad av bdgarceller mellan vivnadsproverna (p>0,05). ANOVA av antalet
mitoser per synfilt visade pd en signifikant skillnad mellan caecaloiden och de bdda
vdvnaderna (p<0,05).
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5. Diskussion

Resultaten 1 denna studie tyder pa att det gér att odla caecaloider fran stamceller i
histens caecum. Caecaloiderna tillvixte bade 1 medium fran Hellman (2021) och i
human intesticultmedium frén StemCell. Caecaloider frn en hist kunde fram-
gangsrikt frysas ner och ateruppvickas. Det behovs darfor mer studier pa varfor
vissa individers caecaloider inte kunde ateruppvickas efter frysning och metoden
forfinas for att kunna sdkerstélla en framgangsrik ateruppvéckning. Caecaloiderna
odlades till passage 3 och dokumenterades under tiden. Det gick att framgangsrikt
fixera organoiderna i formalin och snitta for histologisk undersékning.
Genuttrycket studerades med hjilp av RT-qPCR.

5.1 Odling av caecaloider

Caecaloiderna tillvédxte fran stamceller av caecum i bade Hellman medium och
human intesticult frdn StemCell. Supplement av B27, N2, Fungizone och PEST
och tillvaxtfaktorerna SB202190, LY2157299, Y27632 anvéndes i bada media.

Subjektivt gir det att séga att utseendet och storleken pa organoiderna skiljer
sig mellan media. Tillvixten av caecaloider fran hist 4 var 1 intesticultmedium 1
forsta passagen storre dn 1 Hellman medium. Dag 6 1 forsta passagen var caeca-
loidernas diameter upp till 3 ganger storre i intesticulmedium. Detta trots att
tillsats av tillviaxtfaktorer och byte av overlay medium skedde lika ofta (var 96:¢e
timma). Da innehallet i1 intesticultmedium &r oként gar det inte att dra nagra
slutsatser om skillnader mellan media. For fortsatta forsok att odla caecaloider
foredras Intesticult media, for storre och generellt mer multilobulerade
caecaloider.

Passage 3 odlades enbart i Hellman medium (2021). Fragmenten av
caecaloider tillvixer med hogre hastighet i passage 3 1 jamforelse med passage 2.
Caecaloiderna dr storre och mer differentierade, majoriteten dag 5 i passage 3 ar
multilobulerade (icke-sfériska). Dag 6 far de flesta caecaloiderna en morkare farg
som indikerar p& debris som fills, troligen epitelceller som gétt i apoptos. Detta
beskriver &ven Windhaber ef al. (2024) vid odling av colonoider pé hést.

5.1.1 Karaktarisering av organoider

Karaktérisering av organoider i form av histologisk undersékning och undersok-
ning av genuttryck med PCR gjorde endast pa caecaloider som odlats i Hellman

media. Darfor kan inga slutsatser dras om genuttryck i Intesticult media. Hér be-
hovs fler studier for att undersoka karaktérisering av caecaloider odlade i Intesti-
cult media.
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Epitelceller dr representerade i hog grad i bade caecumvivnadens epitel och 1
caecaloiderna, vilket 6verensstimmer med organoider odlade fran héstens
jejunum och colon (Windhaber et al. 2024). Genuttryck av EPCAM uppmiittes till
en niva over referensgenerna hos savél vivnad som caecaloid, vilket forstirker
intrycket av att epitelceller dr vil representerade. Detta liknar resultatet i Hellman
(2021) dar enteroider hade ett hogt uttryck av EPCAM.

Det ér rikligt med bégarceller i den caecala vivnaden savil som i caeca-
loiderna, vilket stimmer dverens med ekvina colonoider i Windhaber et al.
(2024), men ocksa tidigare studier pa mus och kanin (Duque-Correa et al. 2020;
Mussard et al. 2020). MUC2 hade ett hogre relativt genuttryck i vivnaden i
forhallande till referensgenerna. I caecaloiden var uttrycket lika stort som
referensgenernas. Vi kan dra slutsatser att caecaloiderna innehéller MUC2-
positiva celler som dven histologiskt har ett utseende av en bagarcell. I ekvina
enteroider odlade 1 Hellman media var uttrycket av MUC2 légre 4n referens-
generna, vilket stimmer 6verens med att jejunum har farre bégarceller 4n caecum
(Hellman 2021). Detta styrker dven att organoider odlade fran stamceller i caccum
har andra egenskaper &n organoider odlade frén stamceller 1 jejunum.

Caecaloidens genuttryck av PCNA (proliferativa celler) och SOX9 (stamceller
och proliferativa celler) var ldgre dn referensgenernas uppmétta uttryck. Det
skiljer sig frdn Hellman (2021) som hade ett hogre uttryck i enteroiden av PCNA 1
jamforelse med referensgenerna. SOX9 hade l4gre uttryck i enteroiden (Hellman
2021), likt uttrycket i caecaloiden. Enteroider kan enligt dessa resultat ha ett hdgre
uttryck av progenitorceller &n caecaloiderna, nagot som maste styrkas av fler
studier innan ndgra slutsatser kan dras. Genuttrycket i Hellman 2021 var konstant
over 6 passager 1 2D-monolager som ursprungliga 3D-enteroiden. Det behdvs mer
studier for att kunna dra slutsatser om det kan paverka genuttrycket i caecaloiden 1
vilken passage och vilken del av passagen som caecaloiden befinner sig 1 vid till-
fallet av RNA-rening. Caecaloiden fran hist 1 odlades till passage 3 och bilder
fran slutet av passage 3 visar att de var vél differentierade och hade en multi-
lobulerad form. Detta skulle stimma 6verens med ett lagre uttryck av stamceller
och progenitorceller, och ett hdgre uttryck av differentierade celler.

Inget uttryck uppméttes av DCLKI (tuftceller) i caecumvévnaden i qPCR.
Gelelektrofores av qPCR-produkter visar 1 hog exponering att ett tunt band syns
aven 1 brunn 4 och 7 (DCLK1) i niva med storleken pa produkten, men ett tyd-
ligare band i mindre storlek som formodligen dr en primer-dimer (ddr primer-
paret felaktig binder varandra och bildar en liten produkt). Detta kan tyda pé att
ett mycket 1agt uttryck av DCLK1 finns i dessa produkter, vilket kan forklara att
virdena for Cq var sa pass hoga att de ej rdknades med i analysen. Endast
caecaloiden hade ett uppmiéitt uttryck for DCLK1, se figur 4. Genuttrycket av
DCLK1 var ldgre én i referensgenerna.
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Uttrycket av enteroendokrina celler (CHGA) uppmiittes till ldgre i caecaloiden
1 forhallande till referensgenerna. Det var ett lindrigt hogre uttryck av CHGA 1
caecaloiden i1 jaimforelse med vivnaden. Ett lagre uttryck av CHGA i jdmforelse
med MUC?2 staimmer 6verens med Gonzalez ef al. (2015) som skriver att ett fital
enteroendokrina celler firgades in med antikroppar mot CHGA. Aven Windhaber
et al. (2024) fargade in lindrigt med enteroendokrina celler i colonoider som
ocksé visade relativt 14gt genuttryck av CHGA.

I kontrast med Hellman (2021) uppmaittes genuttrycket av panetceller (LYZ)
till ett hogre virde i caecaloiden i relation till referensgenerna. Dessutom hade
caecaloiden ett hogre virde dn caeccumvévnaden, men dven vdvnaden hade ett
hogt uttryck av LYZ 1 forhéllande till referensgenerna. LYZ som anvidnds som en
markor for panetceller forvintas inte finnas 1 caecum, da panetceller i regel endast
gér att hitta i tunntarm pa hast (Gonzalez et al. 2015; Cui et al. 2023). Fler studier
krévs for att kunna dra slutsatser om vad ett hogt uttryck av LYZ i1 caecum och
caecaloider innebér. Det kan innebéra att fler celltyper som innehéller lysozym
som kodas av genen LYZ finns i hiistens blindtarm. Aven Duque-Correa et al.
(2020) uppmiitte uttryck av LYZ i caecaloider fran mus. Ytterligare studier om
dessa typer av celler har visat att lysozym har en viktig uppgift i epitelets egna
immunforsvar, men fler studier behdvs for att kunna reda ut uppkomna frage-
tecken. Vid human coloncancer misstdanker forskare att lysozym har en viktig
uppgift i immunforsvaret och en inhiberande paverkan pd neoplasiomvandling
(Glyn et al. 2024). Da caecaloiderna &r snabbvéxande celler dér kryptstamcellerna
delar sig kan mekanismer som hindrar okontrollerad celldelning fylla en viktig
funktion. Ett hogt uttryck av LYZ kan ocksa innebéra brister i metoden vid
insamling av material frén orginalvdvnaden och kryptisoleringen. Andra celler dn
kryptor kan uttrycka LYZ, s som immunceller och ddrmed ge ett felaktigt
resultat 1 kryptornas genuttryck.

Stamcellsmarkdren LGRS uteslots fran analysen, da Cq-virden oversteg 38
vilket tolkades som att en tillforlitlig PCR-produkt inte bildades under kdrningen.
Markoren har anvints i Duque-Correa et al. (2015) pa caecaloider fran mus. |
Hellman (2021) uteslots LGRS fran analysen av genuttryck pé hést. Det kan bero
pé att LGRS &r en délig markor for héstens stamceller, eller att det primerpar som
arvdes fran Hellman (2021) i denna studie inte &r tillriackligt bra. LGRS &r en
fungerande stamcellsmarkor for caecaloider framodlade fran mus (Duque-Correa
et al. 2020) respektive kanin (Mussard et al. 2020).

Sammanfattningsvis gir det att konstatera att organoiderna har ett uttryck av
gener som normalt finns i tarm (caecum) hos hist. Detta stimmer 6verens med det
genuttryck som uppmaittes fran héstens caecumvivnad. Det gér inte att sdga nagot
om genuttrycket av vissa gener ar storre eller mindre dé det var for fa variabler f6r
statistisk analys. Det dr intressant att i framtiden undersoka detta statistiskt med en
storre méngd provmaterial och odlade caecaloider fran fler individer.

36



5.2 Histologisk undersokning

Bade caecaloiden och caccumvidvnaden hade rikligt med bégarceller i de histo-
logiska snitten. Detta stimmer dverens med den forvdntade bilden av att caecum
har rikligt med bégarceller. Det stimmer d4ven dverens med det hdga genuttrycket
av MUC2 som uppmittes i vivnaden. Genuttrycket av MUC?2 i caecaloiden var
lagre 4n 1 vdvnaden. Det kan bero pa att bagarcellerna i caecaloiden inte &r lika
aktiva som i vivnaden. Vdvnaden som togs fran avlivade hastar hade bland annat
processat ingesta 1 tarmen, integrerat med mikrobiotan som finns i caecum och
dessutom utsatts for mekaniskt trauma vid provtagningen. Flera aspekter kan
bidra till det 6kade uttrycket av MUC?2 1 originalvivnaden och diribland signa-
lering fran omkringliggande celler. Morfologiskt sags ingen skillnad i de histolo-
giska snitten, da caecaloiden hade en hog koncentration av bagarceller och dven
mukus som fargats in i lumen.

Mitoser som berdknades i synfélten var signifikant fler i caecaloiden i
jamforelse med vivnaden. Det kan bero pa att vi vid odling av kryptor selekterat
for stamceller och proliferativa celler vars uppgift ar att fornya epitelet och dela
sig. De differentierade cellerna kan dven av olika anledningar avstanna i sin
differentiering tidigare i caecaloiderna i jarmforelse om de kléttrade mot lumen i
tarm-vdvnaden, och déarfor ha en kortare livslingd. Detta kan dd medfora att
cellerna prolifererar mer for att bilda fler celler som kan differentiera.

Ytterligare metoder som i framtiden kan vara intressanta for karaktérisering av
ekvina caecaloider for att jimforas med caecumvévnad ér histokemi, flodescyto-
metri, immunofluorescence och in sifu hybridisering eller laser capture bisecting.
Dessa metoder skulle kunna ge information om caecaloidernas cellsammansétt-
ning och funktioner, vilket kan anvéndas for att befdsta resultatet fran q-PCR som
redovisas i denna studie. Aven morfologisk undersdkning med elektronmikroskop
skulle vara en intressant jimforelse pa cellniva i framtiden.

5.3 Slutsats

Sammanfattningsvis styrker denna studie att det gér att framgangsrikt odla
organoider frdn héstens blindtarm. Caecaloiderna hade genetiska och morfo-
logiska egenskaper som liknade orginalepitel fran blindtarmen. Fler upprepningar
av metoden krévs dock for att faststélla och etablera en framgangsrik metod for att
odla caecaloider.

Slutligen kunde vi med resultaten fran denna studie konstatera att det gar att
odla organoider fran héstens caecum, ndgot som hittills inte gjorts. Detta &r en
pusselbit 1 att skapa en in vitro-modell f6r blindtarm pé hist som kan anvédndas for
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patologiska experiment utan att héstar behover utséttas for onddigt lidande 1 for-
soken. Viard-parasitundersokningar med infektioner av bandmask och sma blod-
maskar dr exempel pa experiment som kan bidra till en 16sning pa resistens-
problematiken mot avmaskningsmedel pa hist i Sverige, exempelvis vid
framtagning av ett vaccin.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Sjukdomar och infektioner i magtarmkanalen dr ett problem bade hos minniska
och hos djur. For att kunna utveckla battre behandlingar vid sjukdomar likt dessa
behover de kunna studeras pé ett sétt som efterliknar verkligheten. For att inte be-
hova utsétta levande djur for experimentella sjukdomar behdvs darfor en passande
ex vivo modell som beter sig pa liknande sitt som djurets eget organ och kropp.

Dagens forskning har utvecklat en teknik som gor det mojligt att i labb-miljo
odla fram sma, vavnadsliknande strukturer, sd kallade organoider. Dessa organoi-
der efterliknar den ursprungliga vdvnaden de hiarstammar ifran, likt hur det hade
varit hos det faktiska djuret. I den hér studien gjordes forsok att odla fram orga-
noider frin héstars blindtarm.

For att skapa organoider frdn héstens blindtarm, hddanefter kallade caecaloider,
anvindes stamceller som isolerats fran blindtarmsvévnad pé hést efter avlivning.
For att fa stamcellerna att vixa och utvecklas till olika celltyper, tillsattes speciella
tillvaxtfaktorer vilka stimulerar cellerna att dela sig och utvecklas till att likna den
vivnad som finns i blindtarmen.

Genom att analysera caecaloidernas genuttryck har vi kunnat identifiera flera
viktiga celltyper som finns i den riktiga blindtarmen, sdsom epitelceller, bagar-
celler och stamceller och dirmed bekréfta att de har en liknande sammanséttning
av celler som ursprungsvivnaden. Vi har ocksé undersokt hur cellerna ser ut
under mikroskop och sett att caecaloiderna innehaller en stor méngd bagarceller,
vilket ytterligare bekréftar att caecaloiderna liknar ursprungsvéavnaden.

Den hér framgéngen ér viktig dé vi for forsta gdngen visar att det gér att odla
caecaloider frdn histens caecum och att dessa liknar den riktiga blindtarmen.
Detta framsteg innebdér att forskare nu kan odla caecaloider, vilket 6ppnar upp for
nya forskningsmojligheter, dir man anvédnder caecaloider for att testa olika sjuk-
domar, till exempel vid parasitinfektioner, utan att behdva utsitta histar for
onddigt lidande. Det ar ett stort steg framat for bade djurvilfarden och veterinar-
medicinen.
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Bilaga 1 Samtliga protokoll fran metoddelen

Protokoll 1 Kryptisolering

1. Intestinal tissue on ice

2. Cutinto 2x2 cm pieces = 2 pieces/tube

3. Transfer the sections into 50 ml falcon tubes containing ice cold
PBS+EDTA+Y27+DTT

Incubate on ice on shaking platform (60rpm) 30 min in cold room
Vigorously shake every 5 min (10 shakes up and down)

Transfer section to 30 ml pre-warmed PBS+EDTA+Y27

Incubate 10 min in 37° C on shaking platform (250 rpm)

Shake vigorously every 2-3 min (crypts are immobiliserd), (10 shakes up
and down, total 4 times)

9. Transfer to ice cold PBS+PEST+Fungizone (Wash 1)

10. Incubate 5 min on a shaker platform in cold room

® N e

11. Invert manually every 30 s.

12. Tranfer to ice cold PBS+PEST+Fungizone (Wash 2)

13. Shake 1 min vigorously. Until crypt/villi units are seen in microscope
10ul.

14. Centrifuge 200 *g 5 min

15. Suspend in PBS+BSA

16. Count crypts = aim for 50 crypts/50ul.

Cultivation of enteroids

1. Add crypt to Matrigel — approx. 20 domes/tissue
2. Add growth factor mix

3. Add medium — follow Matrigel protocol

Or save, see cryostore protocol

PBS-buffers

PBS non-sterile

PBS 30mM EDTA, 1ImMDTT, 10uM Y27632 —ice cold

300 ml =18 ml EDTA (0,5M) + 0,3 ml Y27 (10mM) + 3 ml DTT (100 m)
PBS 30 mM EDTA, Y27632 (10 uM) —-37°C

300 ml 0 18 ml EDTA (0,5M) + 0,3 ml Y27 (10mM)

PBS 2% PEST and 1ug/ml fungizone — ice cold

1 L=PEST 20 ml, Fungizone 4 ml (Amphotcricin B 250 ug/ml)

PBS +0,1% BSA
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Prepare:

Thaw Matrigel

GF mix — 80 well mix
Prewarm plates and medium

Other materials:

e Sissors

e Petri dishes

e Chapel

o Tweezers

o Ice

e Isopropanol containers Mr froser
e 50 ml tubes and 30 ml tubes — labelled in advanced
e Shaker boards

o Centrifuge

e Pipettes

Protokoll 2. Kultivering av organoider, Hellman (2021)

Reagent stocks
DMEM/F12
Matrigel

N2

B27

PEST
HEPES
Noggin
R-spondin
EGF

Wnt3a
Y27632
SB202190
LY2157299
CHIR 99021

GF-mix for 500 ul Matrigel (10 wells)
Noggin (25 ug/ml) 2 ul

R-spondin (100 ug/ml) 2,5 ul

EGF (10 ug/ml) 2,5 ul

Wnt3a (20ug/ml) 2,5 ul

Y-27632 (1 mM) 5 ul
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$B202190 (1 mM) 5 ul
LY-2157299 (50 uM) 5 ul
CHIR 99021 (1mM) 1,25 ul

Overlay medium (20 wells)
DMEM/F12+glut 9,5 ml

N2 (1%) 100 ul

B27 (2%) 200 ul

PEST (2%) 200 ul

HEPES (1%) 100 ul

Preparations

Prewarm 24 well plates in 37° C minimum 30 min

Thaw matrigel on ICE

Make a GF mix keep in ICE

Make overlay medium DMEM/F12 and prewarm to 37 ° C

Make (ice cold) PBS+0,1%BSA (always pre-wet tips for avoiding cells to stick
to pipette surface)

Cold tips for Matrigel

Day 1

Newly isolated crypts or thaw crypts (see crypt isolation or cryostore)

1. Wash in ice cold PBS+BSA three times — 1300 rpm for 5 min

2. Count crypts after final wash — approx. 30 crypts/dome. Always dip tip in
PBS+BSA before pipetting crypts.

3. Add fragmented crypts to Matrigel + GF-mix. Pipette in mix without
bubbles to get smaller pieces.

4. Plate 50 ul domes (use cold tips)

Incubate for 30 min in 37° C

6. Add Iml of prewarmed overlay medium 0,5 ml/well.

9]

Day 3 (28 h)

Add GF-mix, 2 ul per well. For 1 ml Matrigel/20 wells:
EGF (10 ug/ml) 5 ul

Wnt3a (20ug/ml) 5 ul

Noggin (25 ug/ml) 4 ul

R-spondin (100 ug/ml) 5 ul

Y-27632 (1 mM) 10 ul

SB202190 (1 mM) 10 ul

LY-2157299 (50 uM) 10 ul

CHIR 99021 (ImM) 2,5 ul
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Day 5 (96 h)

Change medium and add GF.

Day 7 passage

1. Aspirate overlay medium

2. Add 1 ml of cell recovery solution (ice cold) incubate on ice 5 min.

3. Pipette gently to detach Matrigel domes.

4. Transfer to 15 ml tube

5. Incubate on ice for 15 min — invert tubes every 2 min

6. Centrifugate 1300 rpm 5 min

7. Two washes in ice cold PBS-BSA 1300 rpm 5 min

8. Count crypts after final wash — approx. 30 crypts/dome. Always dip tip in

9.

10.
11.
12.
13.

PB + BSA before pipetting crypts.

Remove supernatant -add pipetting steps if more fragmentation is needed.
Add fragments into Matrigel + GF

Plate 50 ul domes (use cold tips)

Incubate for 30 min in 37°C

Add 1 ml of prewarmed overlay medium (0,5 ml/well)

After 48 h add GF-mix
After 96 h change medium and add GF-mix.

Protokoll 3. Nedfrusning av organoider
Modifierat protokoll frén Hellman (2021).

Freezing of organoids

1.
2.
3.

o N

10.

Place Mr Frosty boxes at +4° C

Carefully remove the liquid culture medium from the side of each well.
Add 1 ml ice-cold PBS + 0,1% BSA to each well and break up domes by
pipetting up and down.

Pool contents from all the wells that will be frozen into a 15 ml Falcon tube
containing 2 ml ice-cold PBS + 0,1% BSA.

Centrifuge 300g 5 min in cold room, at +4° C”

Aspirate off supernatant

Carefully resuspend pelleted organoids in the minute residual liquid.
Add ice-cold cryostore and gently pipette up and down a few times. 1 ml
cryostore per 3 wells (=3 wells / cryotube)

Portion 1 ml each of the resuspended organoid solution into labelled
cryotubes.

Place in Mr Frosty box over night at -80 ° C.
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11. Move to LN2 tank for long-term storage and register in the cryostorage
inventory list.

Protokoll 4. RNA purification from tissue

Modifierat protokoll fran NucleoSpin® RNA (Bioanalysis Macherey Nagel kit,
nov 2023 rev 22. p18). Vivnad fran respektive individ har varit bevarad i RNA
later, fryst i -80 °C. Steril skalpell och pincett anvidnds for att méta upp réitt miangd
vavnad. Vivnaden placeras 1 ett Eppendorf-rér och mortlas sedan i Buffert enligt
protokoll nedan.

Efter varje RNA-rening kontrolleras 6nskviard koncentration i Nano-drop.
Resultat frdn Nano-drop jamfors sedan med resultat frdn Tape station som
genomfors nér all RNA ér renad.

Material:

NucleoSpin® RNA kit

Mortel som passar Eppendorf-ror (for steg 2)
Eppendorf-ror

Mirkpenna

1. Homogenize sample. Disrupt 15-30 mg of tissue.

2. Add 350 ul Buffer RA1 and 3,5 ul 3.5 uL DTT. Lyse cells mechanically.

3. Filtrate the lysate through NucleoSpin® Filter (violet ring), place in a
Collection Tube (2 mL), apply the mixture, and centrifuge for 1 min at
11,000 x g.

4. Discard the NucleoSpin® Filter and add 350 pL ethanol (70 %) to the
homogenized lysate and mix by pipetting up and down (5 times).

5. For each preparation take one NucleoSpin® RNA Column (light blue ring)
placed in a Collection Tube. Pipette lysate up and down 2-3 times and load
the lysate to the column. Centrifuge for 30 s at 11,000 x g. Place the
column in a new Collection Tube (2 mL).

6. Add 350 uL MDB (Membrane Desalting Buffer) and centrifuge at 11,000 x
g for 1 min to dry the membrane.

7. Prepare DNase reaction mixture in a sterile 1.5 mL microcentrifuge tube
(not provided): For each isolation, add 10 pL reconstituted rDNase (also
see section 3) to 90 uL Reaction Buffer for rDNase. Mix by flicking the
tube. Apply 95 pL. DNase reaction mixture directly onto the center of the
silica membrane of the column. Incubate at room temperature for 15 min.

8. 1%wash: Add 200 uL Buffer RAW2 to the NucleoSpin® RNA Column.
Centrifuge for 30 s at 11,000 x g. Place the column into a new Collection
Tube (2 mL).
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2" wash: Add 600 pL Buffer RA3 to the NucleoSpin® RNA Column.
Centrifuge for 30 s at 11,000 x g. Discard flowthrough and place the
column back into the Collection Tube.

3" wash: Add 250 pL Buffer RA3 to the NucleoSpin® RNA Column.
Centrifuge for 2 min at 11,000 x g to dry the membrane completely. Place
the column into a nuclease-free Collection Tube (1.5 mL, supplied).

9. Elute the RNA in 60 pL RNase-free H20O, (supplied) and centrifuge at
11,000 x g for 1 min. If higher RNA concentrations are desired, elution can
be done with 40 pL. Overall yield, however, will decrease when using
smaller volumes.

Protokoll 5. RNA extraktion caecum organoider

En platta av kultiverade organoider av caecum poolades i ett ror. Matrigel
upplostes med PBS och BSA. Kit for RNA-rening NucleoSpin® RNA Plus XS
Protocol (MachereyNagel, 08/2017, rev 01. p.14).

Day 1
Pellet organoids in 15 mL tubes from one plate. Leave minimal cell media.
Froze 15 mL tubes in -80 °C.

Day 2 (48 h)

Thaw pellet and centrifuge 400 g for 15 min. Carried out RNA extraction

according to instructions in the kit (NucleoSpin® RNA Plus XS Protocol).

1. Mix pellet with 100 ul LB1. Transfer to Eppendorf tube and vortex
vigorously. Add 100 ul LB2.

2. Place a NucleoSpin® gDNA Removal Column XS (yellow ring) in a
Collection Tube (2 mL, provided), transfer the homogenized lysate (~200
uL) to the column, and centrifuge for 2 min at 50 x g followed by 10 s at
11,000 x g. Discard the column and continue with the flow-through.

3. Add 150 pL Binding Solution BSXS (1.5 volumes relative to LB1) to the
flow-through and mix well by moderate vortexing or by pipetting up and
down several times.

4. Transfer the whole lysate (~350 pL) to the NucleoSpin® RNA Plus XS
Column (light blue ring) preassembled with a Collection Tube. Centrifuge
for 1 min at 300 x g followed by 10 s at 11,000 x g.

5. 1% wash: Add 100 uL. Wash Buffer MDB onto the column. Centrifuge for
10 s at 11,000 x g. Discard the flow-through with collection tube and place
the column into a new 2 mL Collection Tube (provided).

2" wash: Add 500 puL Buffer WB2 onto the column. Centrifuge for 10 s at
11,000 x g.
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3 wash: Add 200 pL Buffer WB2 onto the column. Centrifuge for 2 min
at full speed (<20,000 x g) to dry the membrane. Place the column into a
collection tube (1.5 mL, provided).

6. Add 15 pL RNase-free H20 and centrifuge 1 min at 11,000 x g

Protokoll 6. DNase behandling

Niér onskvérd koncentration av RNA &r renad utford forst en DNase-behandling
(Deoxyribonuclease I, Amplification Grade, Invitrogen, Rev.: 012802) innan
tillverkning av cDNA-bibilioteket for att vara sdker pa att allt genomiskt DNA
(gDNA) ér borta, da det stor och kontaminerar qPCR analysen.

Protokoll DNase-behandling for n=9 prover: (1,2 pg RNA per prov)
DNase reaction mix (for number of samples + one extra) = 10x DNase I reaction
buffer (12 ul) + DNase 1U/pl (12 pl)
EDTA (2 mM) (for number of samples + one extra) =12 pl

1. Label tubes and mark them +RT and -RT.

2. Prepare DNase mix:

3. Prepare tube with EDTA:

4. Add appropriate volume of H20 to +RT, so that the final reaction volume is
12 ul.

Add 2,4 pl of DNase reaction mix to each tube. Incubate at room temp for
15 min.

Add 1.2 pg RNA with tubes on ice.

Incubate in room temp for 15 min.

Inactivate DNase by adding 1,2 ul of EDTA to each tube.

Heat for 10 min at 65 ° C.

9]

o o

Protokoll 7. Syntes av cDNA-bibliotek

For tillverkning av cDNA-bibliotek utgar frdn modifierat protokoll SuperScript™
IIT Reverse Transcriptase (Invitrogen, Rev. date: 7 Dec 2004). Kontroller dr utan
Reverse Transskriptas (-RT).

RNA + H20 for varje prov enl tabell 1.

Mix 1 (for number of samples + one extra) has been scaled up to 1.1. For n=5
samples: mix olido (dT) 9,24 ul + random primers 9,24 pl + dANTP mix 9,24 pl.
+RT mix (n=5): mix 5X First strand buffer 29,40 ul + 0,1M DTT 7,35 ul +
SuperScript™III RT 7,35 ul.

-RT mix (n=5): mix 5X First strand buffer 7,38 ul + 0,1M DTT 1,84 ul + H20
1,84 ul.
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Prepare Mix 1, +RT mix and -RT mix.

Add 3,96 ul of Mix 1 to each +RT tube.

Spin down quickly.

Incubate at 65 °C for 5 min

Incubate at 1 min on ice

Add 1,58 ul -RT mix to each -RT tube.

Add 3,43 ul From each +RT tube to each -RT tube.
Add 6,3 ul of +RT mix into each +RT tube.

. Gently pipette up and down and spin down quickly.
10 Run the following: 25 °C for 5 min, 50 °C for 30-60 min, 70 °C for 15 min
11. Add 100,32 ul nuclease free H20 for 1:5 dilution.

© 0N U R

Protokoll 8. RT- gPCR

gPCR kit som anvinds dr QuantiTect® SYBR® Green PCR kit. QuantiTect
SYBR Green PCR Master Mix innehéller HotStarTaqg® DNA Polymerase,
QuantiTect SYBR Green PCR Buffer, ANTP mix, including dUTP, SYBR Green
I, ROXTM passive reference dye and 5 mM MgCl2. RNase-Free Water
tillkommer i kitet.

RT-qPCR genomfors med cDNA fran 3 vdvnadsprover (Hést 1, Hést 2 och
Haist 3) samt organoid cDNA. Primers och Anneling Temperature anvénds enligt
tabell 1 i metoddel.

Reaktion volym per brunn 25 pl, varav 2 pl cDNA. qPCR 40 cyklar enl
temperaturer: 95 °C 1 15 min, 95 °C 1 15 s, *Annealing temp* 1 30 min, 72 °C 1 30
min. Annealing temperatur listas 1 tabell 1 1 metod.

Tabell 8. gPCR reaktion setup in general. Volume variates due to primer concentration in
tabell 1 i resultat.

Component Volume/reaction Final
concentration

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 ul 1x

Primer A Variable 0.5 uM

Primer B Variable 0.5 uM

Template DNA or cDNA Variable 1 pg/reaction

RNase-free water Variable

Optional: Uracil-N-glycosylase Variable 0.5 units/reaction

Total reaction volume 23 ul 25 ul

Protokoll 9. Gelektrofores

e 2% agarosgel 16ses 1 TBE 0,5 M

o Tillsatt 6 pl Gelred

o Ladda stege 100 bp 3 ul

e (Ca 10 pul PCR produkt och 2 pul loadingbuffert i varje brun
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e 100V 40 min
o Framkallas pa geldoc

Protokoll 10. Preparering av organoider infor firgning.

Modifierat protokoll (Hellman 2021, in house).

1. Remove the overlay medium and add ImL 10% Formalin. Incubate for 45
min in room temp.

2. Pipette up and down to detach the Matrigel and organoids. Transfer to a 50
mL tube.

3. Pellet the fixated organoids by centrifugation at 1300 rpm for 5 min.

4. Meanwhile, prepare 2% agarose (with low gelling temperature). Keep in a
warm bath until use.

5. Suspend the organoids in 2 mL agarose and immediately centrifuge at 1000
rpm for 3 min, room temperature.

6. Cool on ice or leave in fridge for 24 h. Invert the tube to remove the gel
(pincette or scalpels may be used if stuck. The organoids should optimally
be located in the tip of the gel.

7. Embed the tip of the gel in paraffin (is done in Pathology-lab).

Fixering och snittning av vivnadsprover och organoider 1 paraffin gors pa
Patologi-lab av kunnig personal.

Protokoll 11. HE-firgning

Fargning med HE (Hematoxylin-Eosin) genomfors enl protokoll fran Patologi-
lab, BVF, SLU, in house (genomf6rs av Albin Norman) Protokoll utgivet 2018,
reviderat 2022.

Losningar och kemikalier
Mayer’s hematoxylin (kops fardig)
Eosin Y 0,2 % (kops fardig, tillsdtt 1 mL HAc/ca 200 mL)

Utforande
Inkubera glasen 1 60 C virmeskap, 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
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Skolj i rinnande kranvatten, 5 minuter
Mayer’s hematoxylin, 5 minuter
Skolj i rinnande kranvatten, 20 minuter
Eosin, 30-60 sek
Dehydrering: 95 % alk., blaska snabbt
95 % alk., blaska snabbt
ABS 1, 2 minuter
ABS 11, 2 minuter
ABS 111, 5 minuter
Xylen I, blaska
Xylen II, blaska
Xylen III, 2+ minuter
Montering av tickglas med pertex
Resultat
Kérnor — bla
Bindvéyv, erytrocyter, cytoplasma — rod/rosa/orange

Protokoll 12. PAS-fdrgning

Férgning med PAS (ABPAS — Alcian Blue - Periodic Acid Schiff) genomfors enl
protokoll fran Patologi-lab, BVF, SLU, in house (genomfors av Albin Norman)
Protokoll utgivet 2024.

Losningar och kemikalier

Mayers hematoxylin (kops fardig)

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

Schiffs reagens (kops fardig, forvaras kyld och ljusskyddad, ateranvénds)
Alcian Blue pH 2,5 (kops fardig)

Utforande

Inkubera glasen i 60 C varmeskap, 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

Skolj 1 avjoniserat vatten

0,5 % Perjodsyra, 5 minuter
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Skolj noga i avjoniserat vatten
Schiffs reagens, 20 minuter
Skolj i rinnande kranvatten, 10-15 minuter
Mayers hematoxylin, 1 minut
Skolj 1 rinnande kranvatten, 15 minuter
Dehydrering: 95 % alk., blaska snabbt
95 % alk., blaska snabbt
ABS I, 2 minuter
ABS 11, 2 minuter
ABS 111, 5 minuter
Xylen I, blaska
Xylen II, blaska
Xylen III, 2+ minuter
Montering av tickglas med pertex
Resultat
Glykogen, glykoprotein, proteoglykaner — magenta
Sura muciner — ljust bla
Neutrala muciner — magenta
Blandning av neutrala och sura muciner — morkblaa/lila
Kéarnor — morkbld/violetta
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Publicering och arkivering

Godkinda sjilvstiandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver
godkinna publiceringen. Om du kryssar 1 JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen)
och metadata bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer
endast metadata och sammanfattning bli synliga och sékbara. Aven om du inte
publicerar fulltexten kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har
skrivit arbetet géller krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lénk till SLU:s
publiceringsavtal pa den hér sidan:

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

JA, jag ger hirmed min/vér tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om &verlételse av ritt att publicera verk.

[ NEJ, jag ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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