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WP YW TOKSYCZNYCH METABOLITOW TRAWIENIA NA
PROLIFERACJ | USZKODZENIA DNA NAB ONKOWYCH
KOMOREK JELITOWYCH IN VITRO

Streszczenie

Przedmiotem prezentowanej pracy by o okre lenie wp ywu wybranych metabolitéw (amoniaku,
fenolu i krezolu), powstaj cych w czasie procesu trawienia, na prze ywano i proliferacj ludzkich
enterocytow in vitro. Do bada bezpo redniego oddziaywania wymienionych zwi zkéw na komérki
nab onka jelitowego wykorzystano lini  komdrkow Caco-2, ktéra w warunkach in vitro tworzy
monowarstw komorek funkcjonalniei strukturalnie podobnych do ludzkich enterocytéw.

W celu oceny cytotoksycznego i genotoksycznego efektu dzia ania wybranych zwi zkéw na komorki
Caco-2 posu ono s nast puj cymi metodami badawczymi: oznaczenie st enia komoérek metod
hemocytometryczn , oznaczenie prze ywalno ci komorek poprzez barwienie b kitem Trypanu,
okre lenie stopnia uszkodze DNA zapomoc testu kometkowego.

Dowiedziono, e ekspozycja komérek Caco-2 na stosunkowo niskie st enia wszystkich testowanych
zwi zk6bw powodowaa znacz cy spadek ich prze ywalno ci i proliferacji. Stwierdzono, e
antyproliferacyjne oddzia ywanie metabolitdw procesu trawienia by o zwi zane z indukcj uszkodze
DNA w komorkach nab onka jelitowego.

S owa kluczowe: Caco-2, cytotoksyczno , fenol, krezol, amoniak, test kometkowy

Wprowadzenie

Najbardzig rozpowszechnionym systemem komérkowym imituj cym ludzki
nab onek jelitowy jest linia komorkowa Caco-2. W przeciwie stwie do wielu innych
ustalonych linii komérkowych nowotworu jelit, linia Caco-2 zachowaa zdolno do
tworzenia monowarstwy komorek wykazuj cef morfologiczne, strukturalne i
funkcjonane podobie stwo do nab onka jelita cienkiego naturalnie wyst puj cego w
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warunkach in vivo. Do ngjistotnigszych cech charakterystycznych dla kultury
komorkowej Caco-2  zaliczca s :  wyksztacanie cisych  po cze

mi dzykomérkowych, ré nicowanie komorek enterocyto-podobnych maj cych na
swojgf powierzchni dobrze wyksztacony r bek szczoteczkowy, eksprega
charakterystycznych enzyméw (alkaliczna fosfataza i in.) oraz systemow
transportuj cych (glikoproteina P, cytochrom P-450 3A4 i in.) [17].

Ze wzgl du na wysoki stopie podobie stwa kultury Caco-2 do normalnego
nab onka jelitowego stanowi ona model komorkowy stosowany w kilku kierunkach
badawczych. W ostatnich latach udowodniono, e kultura Caco-2 jest bardzo dobrym
systemem modelowym do bada farmaceutycznych i odgrywa istotn rol przy
opracowywaniu coraz bezpiecznigjszych i aktywnych lekéw [1, 5, 9, 15]. Ponadto
stwierdzono, e linia Caco-2 jest bardzo przydatna w badaniach adhezji bakterii
probiotycznych [4, 14, 18, 21] i chorobotworczych [2, 6, 18] do komdrek nab onka
jelitowego. Kultura Caco-2 znalaz a zastosowanie w badaniach nad wieloma innymi
mechanizmami zachodz cymi w ludzkim przewodzie pokarmowym, np. odpowiedzi
immunologiczn na obecno  aergenéw pokarmowych [8, 13], metabolizmem toksyn
oraz dzia aniem zwi zkéw mutagennych i kancerogennych [3, 11].

Celem przedstawiongj pracy by y badania nad cytotoksycznym oddzia ywaniem
zwi zkéw chemicznych, takich jak: amoniak, fenol i krezol, b d cych wtornymi
metabolitami procesu trawienia, na jelitowe komorki nab onkowe, przy zastosowaniu
linii komorkowej Caco-2. Zwi zki b d ce przedmiotem bada mog by przyczyn
biegunek, a tak e zaburze w funkcjonowaniu w troby i uk adu kr enia. Szkodliwe
substancje chemiczne pojawig s jako efekt rozk adu bia ka zwierz cego. Fenol i p-
krezol s produktami rozk adu tyrozyny i jegj pochodnych [20]. Cz  z nich zostgje
wydalona z organizmu, a cz wch oni ta przez tkank , powoduj ¢ ogniska
chorobotworcze [12].

Materiay i metody bada

Hodowla komdrek Caco-2

Linia komorkowa Caco-2 pochodzia z Ameryka skig Kolekcji Kultur
Komérkowych (ATCC). Hodowle komorek Caco-2 prowadzono w po ywce DMEM
(Dulbecco’'s Madification of Eagles Medium, Sigma) z 20-procentowym dodatkiem
p odowej surowicy bydl cgj, 1-procentowym dodatkiem mieszaniny aminokwasow
endogennych i w obecno ci gentamycyny (10 mg/dm?®). Do hodowli u yto p ytek 24-
do kowych (Nunc) o powierzchni wzrostu 1,9 cm® Hodowle przeznaczone do badania
cytotoksyczno ci zak adano przy pocz tkowe g sto ci komorek wynosz cg 6,25 x
10* komérek/cm®. Hodowle prowadzono w temp. 37°C, w atmosferze o sk adzie
5% CO, i 95% powietrzai wilgotno ci 99%.
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St enie komoérek Caco-2 oznaczano metod  hemocytometryczn @ z
wykorzystaniem komory Neubauera, a ich prze ywalno poprzez barwienie 0,04%
b kitem Trypanu.

Oznaczanie cytotoksyczno ci zwi zZkdw chemicznych

Roztwory badanych zwi zkéw (fenolu, amoniaku oraz o- i p-krezolu) w
st eniach 10° i 10° M rozpuszczano w kompletngj po ywce DMEM i poddawano
filtracji przez filtry o porowato ci 0,22 nm.

Do badania cytotoksycznego oddzia ywania wybranych zwi zkéw na komorki
nab onka jelitowego wykorzystano 7-dniow kultur Caco-2 hodowan na p ytkach
24-do kowych. Komorki Caco-2 poddawano ekspozycji na przygotowane roztwory
badanych substancji przez 8, 24 i 48 godz., w temp. 37°C i w atmosferze o sk adzie
5% CO, i 95% powietrza. Ponadto, okre lano wp yw testowanych zwi zkéw na
proliferacj komérek Caco-2 w ci gu pierwszych 10 dni hodowli. Ka dego dnia
hodowli oznaczano g sto komorek i ich prze ywano .

W celu okre lenia stopnia uszkodze DNA indukowanych w komérkach Caco-2
na skutek dziaania badanych zwi zkow zastosowano test kometkowy. Analizie
kometkowej poddawano 7-dniow kultur Caco-2 po 24-godzinng ekspozycji na
amoniak (10° M), fenol (10° M), p-krezol (10° M) oraz TPEN (10° M). Po inkubacji
komorki Caco-2 przemywano buforem fosforanowym (PBS / pH 7,4) i poddawano
procesowi trypsynizacji. Komorki przemyte zimnym roztworem PBS zawieszano w
1-procentowej agarozie o niskim punkcie topnienia i temp. 37°C. Zawiesin  komorek
nak adano na szkie ka podstawowe pokryte 1-procentow agaroz 0 normalnym
punkcie topnienia i przykrywano szkie kami nakrywkowymi. Po zestaleniu szkie ka
nakrywkowe usuwano, a szkie ka podstawowe z komoérkami zanurzano w buforze
lizuj cym (100 mM EDTA, 5,5 M NaCl, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100 / pH 10) i
inkubowano przez 1 godz. w temp. 4°C. Po lizie szkie ka dwukrotnie p ukano w
roztworze do elektroforezy (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) przez 15 min w 4°C.
Nast pnie prowadzono elektroforez przy napi ciu 230 V przez 30 min, w temp. 4°C.
Po elektroforezie szkie ka p ukano wod , nast pnie buforem neutralizuj cym (0,4 M
TRIS / pH 7,5), po czym odwadniano 70-procentowym etanolem. DNA uzyskane w
preparatach barwiono barwnikiem fluorescencyjnym SYBRGold. Do okre lenia
poziomu uszkodze DNA brano pod uwag wszystkie komérki zngjduj ce s w polu
widzenia, w réd ktorych obecnych by o co ngmnigf 100 kometek. Wyniki testu
opracowano za pomoc programu komputerowego CometScore™. Anaiz  kometek
prowadzono na podstawie parametru okre lg cego procent DNA w ogonie i
opisuj cego odsetek DNA, ktory wyemigrowa z j drakomaorkowego.
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Do wiadczenia wykonano w trzech powtorzeniach. Wyniki przedstawione na
wykresach i tabelach stanowi warto ci rednie, a obliczone odchylenia standardowe
(£SD) zaznaczono w postaci s upkéw b du. Ocen istotno ci ré nic przeprowadzono
metod analizy wariancji. Do okre lenia jednorodno ci wariancji stosowano test
Levenea. Celem oszacowania statystycznie istotnych r6 nic pomi dzy rednimi
zastosowano test Tukey’ a

Wyniki i dyskusja

Wp yw badanych zwi zkéw na kultur Caco-2

Do wiadczenia nad wp ywem zwi zkéw cytotoksycznych na kultur nab onka
jelitowego przeprowadzono z wykorzystaniem m odel 7-dniowe] kultury Caco-2. Na
podstawie wynikow bada stwierdzono, e komorki Caco-2 na tym etapie hodowli
wyst puj w peng konfluencji, charakteryzuj s nawy sz prze ywano ci
i aktywno ci metaboliczn (rys. 1).
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Rys.1. G sto iprze ywalno komorek Caco-2w ré nych fazach wzrostu.
Fig. 1. Density and viability of Caco-2 cellsin different growth phases.

Ponadto, we wcze nigjszych pracach wykazano, e m oda kultura Caco-2 o du ym
tempie proliferacji jest ngjbardziej odporna na dzia anie czynnikéw toksycznych [11].
Dlatego do dalszych szczeg6 owych eksperymentow stosowano kultur  Caco-2
uzyskan w ci gu 7 dni hodowli w po ywce DMEM wzbogacongj 20-procentowym
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dodatkiem p odowej surowicy bydl cej, zao ong przy inokulum komorkowym
wynosz cym 6,25 x 10* komoérek/cm?.

Monowarstw komorek Caco-2 poddawano 8-, 24- i 48-godzinnemu dzia aniu
amoniaku, fenolu, o- i p-krezolu w st eniach 10° i 10° M. Wykazano brak
statystycznie istothego wp ywu czasu ekspozycji kultury na prze ywalno  komorek
Caco-2. Poziomy istotno ci r6 nic pomi dzy ywotno ci komorek oznaczon po
ré nym czasie inkubacji przedstawiono w tab. 1.

Tabelal

Statystycznaistotno  wp ywu czasu ekspozycji (8, 241 48 h) naprze ywano komérek Caco-2.
Statistical significance influence of induction time (8, 24 i 48 h) on Caco-2 cells viabilit.

Poziom istotno ci r6 nic (p<0,05)
St enie Statistical significance level (p<0,05)
Concentration Amoniak Fenol o-krezol p-krezol
Ammonia Phenol o-cresol p-cresol
10°M 0,417 0,457 0,157 0,070
10°Mm 0,106 0,858 0,094 0,851
100
O [XE-03 M]
9 0O [XE-06 M]
~ _ *
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Préba kontrolna amoniak fenol o-krezol p-krezol
Control probe ammonia phenol o-cresol p-cresol

* 10 nice statystycznie istotne na poziomie p<0,05 w stosunku do préby kontrolnej
* statistically significant differences on p<0,05 level in relation to control probe

Rys. 2. Wp yw wtérnych metabolitow trawienianaprze ywalno kultury Caco-2.
Fig. 2. Theinfluence of digestive metabolites on Caco-2 cell culture viability.

W przeciwie stwie do czasu ekspozycji, st enie fenolu i amoniaku mia o istotne
znaczenie dla prze ywalno ci komoérek. Obecno  tych zwi zkéw w hodowli
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komorkowej, nawet w niewielkig iloci wynosz cgf 10° M obni aa ich
prze ywano do poziomu 56%. Natomiast 1000-krotne zwi kszenie zawarto ci
amoniaku i fenolu w hodowli Caco-2 powodowao dasz redukcj ywotno ci
komérek odpowiednio 013 i 10%. W przypadku o- i p-krezolu stwierdzono silne
oddzia ywanie obu badanych st e . RO nice statystyczne oszacowano na poziomie
wynosz cym odpowiednio: 0,772 i 0,479. Dodatek p-krezolu do po ywki hodowlane]
wywo ywa spadek ywotno ci komoérek do ok. 50%, w przypadku o-krezolu do
warto c¢i ok. 55%. rednie prze ywano ci kultury Caco-2 inkubowanej w obecno ci
tych zwi zkow wskazuj , e ich krotkotrwa e oddzia ywanie na komorki jelitowe jest
bardzo zbli one (rys. 2). W ich obecno ci spadek ywotno ci komérek oszacowano ha
poziomie ok. 40% przy st eniu 10° M i ok. 35% przy st eniu 10° M.

Wp yw zwi  zZkdw chemicznych na wzrost komérek Caco-2

Koleginym celem prezentowanegj pracy by o zbadanie proliferacji komorek Caco-2
poddanych d ugoterminowemu permanentnemu dzia aniu zwi zkéw cytotoksycznych.
Hodowl Caco-2 prowadzono w kompletngj po ywce DMEM, do ktére) dodawano
amoniak, fenol, o- i p-krezol w st eniu 10° M. Hodowle Caco-2 zak adano przy
inokulum 6,25 x 10* kom/cm® Krzywe obrazuj ce wzrost komoérek Caco-2 w
obecno ¢i badanych zwi zkéw przedstawiono na rys. 3. Parametry hodowli
komérkowych przedstawione w tab. 2. wskazuj na hamowanie procesu proliferacji
komorek przez wszystkie testowane substancje.
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Rys. 3. Kinetykawzrostu komérek Caco-2 w obecno ci wtdrnych metabolitéw trawienia.
Fig. 3.  Kinetic growth of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabolites.
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Tabela?2
Parametry wzrostu komérek Caco-2 w obecno ci badanych zwi zkéw.
Growth parameters of Caco-2 cells cultured in presence of tested compounds.
Maksymanag sto ywotno  komorek .
. . . . Czas generacji
Zwi zek chemiczny komorek w plateau hodowli Generation time
Compound Maximal cell density | Cellsviahility in culture (+ SD)
(+ SD) plateau (+ SD) -
[x10%cm?] [%] [h]
Proba kontrolna 51,39 (4,22 82,5 (£10,45 55,9 (£5,3
Control probe 39 (£4,22) ,5 (£10,45) .9 (£5,3)
Amoniak [10°M
moniak [10”M] 45,69 (+5,34) 63,5+(8,89) 59,7 (+6,1)
Ammonia
Fenol [10°M]
Pherol 37,63 (+4,20) 63,1 (+9,75) 68,6 (+6,3)
. -6
p-krezol [107M] 34,00 (+2,14) 55,0 (+7,72) 69,7 (+4,9)
p-cresol

Najbardzig inwazyjne oddziaywanie zaobserwowano w przypadku fenolu i
krezoli, ktorych obecno  powodowa a ograniczenie koncentracji komorek w plateau
hodowli o ok. 30% oraz wyd u enie okresu generacji o 13-15 godz. w poréwnaniu
zhodow! kontroln prowadzon bez dodatku czynnikatoksycznego. Relatywnie may
efekt przebiegu hodowli obserwowano w obecno c¢i amoniaku. W tej hodowli okres
niezb dny do podwojenia populacji komorek w logarytmicznej fazie wzrostu by tylko
04 godz. du szy ni w hodowli kontrolngj. Zaobserwowan odporno kultury Caco-
2 naniewielkie st enie amoniaku (10° M) mo natumaczy tym, ezwi zek ten jest
naturalnym produktem metabolizmu komorkowego, powsta cym w erytrocytach na
drodze przemian glutaminy [12]. Jego obecno w rodowisku hodowlanym z jednej
strony powodowaa tylko nieznaczne obni enie maksymalneg g sto ci populagji
komérkowej, z drugig strony jednak indukowaa 20-procentowy spadek
prze ywano ci komérek w momencie plateau w stosunku do hodowli kontrolngj.
Zmiany ywotno c¢i komorek w kolejnych dobach hodowli prowadzonych z dodatkiem
testowanych zwi zkéw przedstawiono narys. 4.

Badanie efektu dzia ania testowanych zwi zk6w na proliferacj komorek Caco-2
pozwoli 0 uszeregowa je pod wzgl dem cytotoksyczno ci w nast puj cej kolgno ci:
0- i p-krezol > fenol > amoniak.
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Rys. 4. Prze ywano komdrek Caco-2 hodowanych w obecno ci wtérnych metabolitow trawienia.
Fig. 4. Viahility of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabalites.

Badane zwi zki a uszkodzenia DNA komorek Caco-2

W celu oceny stopnia uszkodze DNA powstaych w komoérkach pod wp ywem
badanych zwi zkéw zastosowano test kometkowy. Metoda kometkowa polega przede
wszystkim na analizie poziomu p kni  jedng lub obu nici DNA oraz wszelkich
modyfikacji mo liwych do przeksztacenia w p kni cia na drodze chemiczng i
enzymatycznegj, w komorkach nara onych na dziaanie czynnika genotoksycznego
[10]. Zaet tef metody jest wysoka czuo i mo liwo analizy pojedynczych
komorek  poprzez  bezpo redni  pomiar waciwo ci  elektroforetycznych
zmodyfikowanego DNA. Przy analizie kometek wzi to pod uwag parametr opisuj cy
procent DNA znajduj cy s w ogonie kometki. Narys. 5. przedstawiono ten parametr
jako redni arytmetyczn oraz odchylenia standardowe wiadcz ce o stopniu
zré nicowania populacji komoérek pod wzgl dem wyst pienia kometek.

Analizie kometkowe] poddano 7-dniow kultur Caco-2 po 24-godzinne
ekspozycji naamoniak, fenol i krezol w st eniu 10° M oraz TPEN w st eniu 10° M.

TPEN (N, N, N’, N'-tetrakis (2-pyridylmetylo) etylenodiamina) jest b onowym
chelatorem jonéw metali, w szczegdlno ci jondéw cynku, ktére bior udzia w wielu
procesach metabolicznych komérek, reguluj ¢ miertelno  oraz cz sto  ich
proliferacji [16]. Wykazano, e jony Zn** zapobiegaj fragmentacji DNA w wielu
liniach komérkowych poprzez inhibicj endonukleaz zale nych od jonéw Ca?* i Mg?*.
Udowodniono réwnie, e chelatowanie jondw Zn* zwi ksza cz stotliwo
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wyst powania apoptozy [7]. Na podstawie analizy kometkowe] stwierdzono, e TPEN w
st eniu
10° M indukowa w komdrkach Caco-2 uszkodzenia DNA na poziomie 80% (rys. 5).
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* 10 nice statystycznie istotne na poziomie p<0,05 w stosunku do préby kontrolnej
* statistically significant differences on p<0,05 level in relation to control probe

Rys. 5. Parametry kometek uzyskanych w te cie SCGE po indukcji produktami trawienia.
Fig.5. Parameters of comets obtained in single cell gel electrophoresis (SCGE) after induction of
digestive metabolites.

Kultura Caco-2 poddawana dzia aniu tego zwi zku stanowi a zaréwno kontrol
pozytywn prawid owo przeprowadzonego testu kometkowego, jak i punkt odniesienia
do oszacowania stopnia dezintegracji DNA zachodz cef w komorkach pod wp ywem
testowanych substancji. Czyst kultur Caco-2 niepoddawan procesowi indukcji
wykorzystano jako kontrol negatywn .

Anadiza statystyczna wynikow testu kometkowego wykazaa, e obliczone
parametry kometek obarczone s du ym b dem statystycznym, co wiadczy o
wysokim stopniu ré norodno ci subpopulacji komérek w 7-dniowej kulturze Caco-2.
Odmienn podatno  komorek na dziaanie czynnika genotoksycznego mo na
tumaczy ré nym stopniem zrd nicowania komérek w tym etapie hodowli. M od 7-
dniow kultur Caco-2 stanowi zaréwno komérki b d ce bezpo rednio po podziale,
jak i komérki na dalszym etapie r6 nicowaniaw struktury enterocyto-podobne maj ce
naswej powierzchni mikrokosmki jelitowe zorganizowane w r bek szczoteczkowy.

Badania wp ywu 24-godzinnegj ekspozycji kultury Caco-2 na testowane zwi zki,
dowiody, e mog one uaktywni procesy prowadz ce do programowanej mierci
komorek nab onka jelitowego. Wszystkie testowane substancje powodoway
uszkodzenia DNA, lecz w stopniu ni szym ni TPEN (rys. 5). W przypadku badanych
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zwi zkow, cz sto  wyst powania kometek w stosunku do komorek nieuszkodzonych
by a zdecydowanie mnigjsza. Fenol, amoniak oraz krezole by y zwi zkami o s abszym
dzia aniu genotoksycznym ni TPEN i prawdopodobnie uszkadzay przede wszystkim
te komorki, ktore poprzez wytworzenie na swoje powierzchni zacz tkow
mikrokosmkoéw, zdolne s do szybszego wch aniania Du e warto ci  odchyle
standardowych rednich warto ci parametréw opisuj cych kometki, podobnie jak przy
reakcji z TPEN-em, potwierdzi y r6 ny stopie wra liwo ci subpopulacji komoérek
Caco-2 na dziaanie poszczegélnych zwi zk6w. Bior ¢ pod uwag parametr
okre lg cy procentow zawarto DNA w ogonie kometki uszeregowano badane
zwi zki pod wzgl dem ich genotoksyczno ci w nast puj ceg kolgino ci: TPEN >
krezol > fenol > amoniak.

Mimo powszechnie znanego silnie toksycznego dzia ania testowanych zwi zkéw
na organizm cz owieka prezentowane badaniamaj charakter nowatorski. W literaturze
wiatowe] brak jest doniese na temat bezpo redniego wp ywu toksycznych
metabolitbw procesu trawienia na jelitowe komorki nab onkowe. Badania
jednostkowego i bezpo redniego oddzia ywania tych substancji mo liwe s jedynie z
wykorzystaniem modeli komérkowych w systemie in vitro. Zastosowanie enterocyto-
podobnych komoérek Caco-2 pozwoli 0 na okre lenie stopnia cytotoksyczno ci
metabolitéw trawienia wst eniach mikromolowych dla ludzkiego nab onka
jelitowego.

Wnioski

1. Przeprowadzone badania wykazay silnie cytotoksyczne oddziaywanie fenolu,
krezoli i amoniaku nakultur komérkow Caco-2 imituj ¢ ludzkie enterocyty.

2. Testowane zwi zki obecne w hodowli w st eniu mikromolowym znacz co
hamowayy proliferacj komorek Caco-2.

3. Na podstawie analizy kometkowe] stwierdzono, e fenol, krezol i amoniak
generuj uszkodzenia DNA w komorkach enterocyto-podobnych.

4. Badane metabolity trawienia uszeregowano pod wzgl dem ich cyto-
i genotoksyczno ¢i w stosunku do modelowych komoérek nab onka jelitowego
w nast puj cy sposob: krezol > fenol > amoniak.

Literatura

[1] Artursson P., Karlsson J.: Correlation between oral drug absorption in humans and apparent drug
permeability coefficients in human intestinal epithelial (Caco-2) cells. Biochem. Biophys., Res.
Commun., 1991, 175, 880-885.



56 Anna Olegjnik, Marcin Schmidt, Katarzyna Wojnarowska, W odzimierz Grajek

[2] Bernet M.F., Brassart D., Nesser J.R., Servin A.L.: Lactobacillus acidophilus LA1 binds to cultured
human intestinal cell lines and inhibits cell attachment and cell invasion by enterovirulent bacteria.
Gut, 1994, 35, 483-489.

[3] Bestwick C.S., Milne L.: Effects of b-carotene on antioxidant enzyme activity, intracellularrezctive
oxygen and membrane integrity within post confluent Caco-2 intestinal cells. Biochimica et
Biophysica Acta, 1999, 1474, 47-55.

[4] Blum R., Reniero E.J., Schiffrin R., Crittenden T., Mattila-Saldholm A.C., Ouwehand, S., Salminen
A., von Wright M., Saarela M., Saxelin K., Collins L.: Adhesion studies for probiotics: need for
validation and refinement. Trendsin Food Science & Technology, 1999, 10, 405-410.

[5] Braun S., Hammerle K., Suda B., Rothen-Rutishauser M., Gunthert S.D., Kramer H., Wunderli-
Allenspach H.: Cell cultures astool in biopharmacy, European J. Pharm. Sci., 2000, 11, S51-S61.

[6] Cerquetti M., Serafino A., Sebastianelli A., Mastrantonio P.: Binding of Clostridium difficile to
Caco-2 epithelial cell line and to extracellular matrix proteins. FEMS Immunol. Medic. Microbial.,
2002, 32, 211-218.

[7] Chimienti F., Seve M., Richard S., Mathieu J., Favier A.: Role of cellular zinc in programmed cell
death: temporal relationship between zinc depletion, activation of caspases and cleavage of Sp family
transcription factors. Biochemical Pharmacology, 62, 2001, 51-62.

[8] Eckmann L., Kagnoff M.F., Fierer J.: Intestinal epithelial cells as watchdogs for the natural immune
system. Trendsin Microbiology, 1995, 3 (3), 118-120.

[9] Hidalgol., Raub T., Borchardt R.T.: Characterization of the human colon carcinoma cell line Caco-2
asamodel system for intestinal epithelial permeability. Gastroenterology, 1989, 98, 736-749.

[10] Jaoszy ski P.. Andiza p kni  nici DNA metod elektroforezy pojedynczych komorek (comet
assay). W: Przyk ady analiz DNA-pod red. R. S omskiego, Wyd. Akademii Rolniczej, Pozna 2001.

[11] Karczewski J.M., Noordhoek J.: Toxicity of menadione in the differentiating human colon carcinoma
cell line Caco-2. Toxicology in Vitro, 1999, 13, 35-43.

[12] Keller J.S.: Podstawy fizjologii ywieniacz owieka. Wyd. SGGW. Warszawa 2000.

[13] Kerneis S., Cdliot E., Stubbe H., Bogdanova A., Kreehenbuhl J-P., Pringault E.: Molecular studies of
the intestinal mucosal barrier physiopathology using cocultures of epithelial and immune cells: a
technical update. Microbes and Infection, 2000, 2, 1119-1124.

[14] Lee Y.K., Lim C.Y., Teng W.L., Ouwehand A.C., Tuomola E.M., Salminen S.: Quantitative
approach in the study of adhesion of lactic acid bacteria to intestinal cells and their competition with
enterobacteria, Appl. Environm. Microbiol., 2000, 66 ( 9), 3692-3697.

[15] Meunier M., Bourrie Y., Berger G., Fabre G.: The human intestinal epithelial cell line Caco-2;
pharmacological and pharmacokinetic applications. Cell. Biol. Toxicol., 1995, 11, 187-194.

[16] Nakatani T., Tawaramoto M., Kennedy D.O., Kojima A., Matsui-Yuasa |.: Apoptosis induced by
chelation of intracellular zinic is associated with depletion of cellular reduced glutatione level in rat
hepatocytes. Chemico-Biological Interactions, 2000, 125, 151-163.

[17] Pinto S., Robine-Leon M.D., Appay M., Kedinger N., Triadou E., Dussaulx B., Lacroix P., Simon-
Assmann K., Hafen J., Fogh A., Zweibaum A.: Enterocyte-like differentiation and Polarization of the
human colon carcinoma cell line Caco-2 in culture. Biol. Cell, 1983, 47, 323-330.

[18] Tavelin J., Grago J,, Taipalensuu G., Ocklind P., Artursson P.: Applications of epithelial cell culture
in studies of drug transport. Methods in Molecular Biology W: Epithelial Cell Culture Protocals,
V0l.188 -pod red. C. Wise, Humana Press Inc., Totowa 2001, 233-272.

[19] Todoriki K., Mukai T., Sato S., Toba T.: Inhibition of adhesion of food-borne pathogens to Caco-2
cells by Lactobacillus strains. J. Appl. Microbiol., 2001, 91, 1-6.



WP YW TOKSYCZNYCH METABOLITOW TRAWIENIA NA PROLIFERACJ | USZKODZENIA DNA... 57

[20] Tsuruta Y., Watanabe S., Inoue H.: Fluorimetric determination of phenol and p.-cresol in urine by
precolumn high-performance liquid chromatography using 4-(N-phthalimidinyl) benzenesulfonyl
chloride. Anal. Biochem., 1996, 243, 86-91.

[21] Tuomola E.M., Salminen S.J.: Adhesion of some probiotic and dairy Lactobacillus strains to Caco-2
cell cultures. Int. J. Food Microbiol., 1998, 41, 45-51.

THE INFLUENCE OF TOXIC DIGESTIVE METABOLITESON THE PROLIFERATION AND
DNA DAMAGE OF EPITHELIAL INTESTINAL CELLSIN VITRO

Summary

The subject of presented paper was to describe the effect of selected digestive metabolites (ammonia,
phenol and cresol), arising while digestive process, on viability and proliferation of human enterocytes in
vitro. The structural as well as functional similaritiesto intestinal human enterocytes has resulted in Caco-
2 cell linewas used in our studies.

Based on determination of cell viability, cell concentration and evaluation of the DNA damages level
in the cells exposed to the tested compounds, the cytotoxic and genotoxic effects were investigated. Cell
concentration was determined using Neubauer hemocytometer and cell viability was evaluated by trypan
blue exclusion dye. For the DNA damage determination , the comet assay was used.

It was proved that upon exposure of Caco-2 cells to relatively low concentrations of all tested
metabolites, significant decrease in cell viability and proliferation was observed. According to the findings
in this study, the growth inhibitory effect of digestive metabolites on the intestinal cells is due to DNA
damages.

Key words: Caco-2, cytotoxicity, phenol, cresol, anmonia, comet assay



