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Niniejsza praca naukowa uzyskata finansowanie ze srodkdw zadania nr 03-30-01-09 finanso-
wanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.

Abstrakt

W ostatnich dekadach obserwuje si¢ intensywny rozwoj badan nad biodostepnosciq, wchiania-
niem oraz transportem zwiqzkow bioaktywnych, w tym lekow i sktadnikow odzywczych w mo-
delach komorkowych. Modele in vitro, takie jak hodowle pierwotne oraz linie komorkowe, od-
grywajq kluczowq role jako narzedzie przesiewowe w ocenie dziatania dodatkow paszowych,
sktadnikow bioaktywnych oraz substancji wplywajgcych na zdrowie i funkcjonowanie prze-
wodu pokarmowego. Umozliwiajq one analize mechanizmow wchianiania, cytotoksycznosci,
odpowiedzi zapalnej oraz integralnosci bariery jelitowej bez koniecznosci zaangazowania mo-
deli zwierzecych. Dodatkowo wstepna selekcja zwigzkow w warunkach in vitro pozwala na
ograniczenie liczby zwierzqt wykorzystywanych w badaniach in vivo. Celem niniejszej pracy
Jjest przyblizenie wybranych, najczesciej stosowanych komercyjnych linii komorkowych wyko-
rzystywanych w badaniach z zakresu Zywienia zwierzqt oraz przedstawienie wybranych metod
sposobow izolacji hodowli pierwotnych enterocytow.

Stowa kluczowe: enterocyty, komorki Caco-2, linie komorkowe, hodowle pierwotne, hodowle
in vitro

Wstep

Badania nad biodostepnos$cia, wchtanianiem i transportem zwigzkow bioaktywnych, lekow
oraz sktadnikow odzywczych w modelach komorkowych rozwijajg si¢ w intensywnym tempie
(Rein i in., 2013). Dzi¢ki takiemu podejsciu mozliwe jest zmniejszenie liczby zwierzat wyko-
rzystywanych w badaniach oraz szybsza identyfikacja najbardziej obiecujacych zwigzkow do
dalszych analiz biologicznych i farmakologicznych (Arora i in., 2011). W analizach dodatkéw
paszowych 1/lub lekarstw stosowane sg zarowno komercyjne linie komérkowe (Kus i in., 2023),
jak 1 linie komorkowe wyizolowane oraz scharakteryzowane przez laboratorium prowadzace
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dane badania (Loret 1 in., 2009; Romanek i in., 2018). Komercyjne linie komorkowe to stan-
dardowe modele biologiczne dostepne w sprzedazy, ktore zapewniajg powtarzalno$¢ i porow-
nywalno$¢ wynikow pomiedzy réznymi osrodkami badawczymi (Capes-Davis i in., 2019). Nie-
stety istotnym ograniczeniem jest dostgpno$¢ odpowiednich komercyjnych linii komérkowych,
zwlaszcza gdy analizie poddawany jest mniej skomercjalizowany gatunek zwierzecia. Wiek-
szo$¢ dostepnych komercyjnie linii komorkowych pochodzi od ludzi lub kilku najczgséciej ba-
danych modeli zwierzgcych, takich jak myszy, szczury czy bydto. W przypadku mniej popu-
larnych gatunkdéw, takich jak drob, ryby hodowlane czy gatunki zwierzat dziko zyjacych, oferta
komercyjnych linii komorkowych jest znacznie ograniczona lub nie istnieje w ogole
(https://www.cytion.com/; https://www.dsmz.de/). To wplywa na mozliwosci prowadzenia ba-
dan w warunkach odzwierciedlajagcych rzeczywiste reakcje organizmu danego gatunku. Ho-
dowle pierwotne i/lub linie komoérkowe wyizolowane i selekcjonowane w laboratorium moga
lepiej odzwierciedla¢ specyficzne warunki biologiczne lub gatunkowe istotne dla danego bada-
nia. Umozliwia to bardziej precyzyjng ocen¢ skutecznosci oraz bezpieczenstwa dodatkéw pa-
szowych lub lekéw (Kaur 1 Dufour, 2012; Park 1 in., 2024). Niestety izolowanie pierwotnych
linii komoérkowych lub kultur pierwotnych wigze si¢ z szeregiem istotnych ograniczen oraz
trudno$ci o charakterze technicznym, organizacyjnym i ekonomicznym (Romanek i in., 2018).
Proces ten wymaga znacznych naktadow czasu, pracy oraz $rodkow finansowych. Powodzenie
izolacji jest w duzym stopniu uzaleznione od dost¢gpu do odpowiedniego zaplecza laboratoryj-
nego, obejmujacego przede wszystkim sterylne pomieszczenia, specjalistyczny sprzet do ho-
dowli komoérkowych oraz wysokiej jakosci odczynniki biologiczne. Kluczowe znaczenie maja
réwniez wysokie kwalifikacje 1 doswiadczenie personelu badawczego, poniewaz btedy tech-
niczne mogag prowadzi¢ do zanieczyszczenia hodowli, utraty zywotno$ci komorek badz zmian
w ich wlasciwo$ciach biologicznych. Dodatkowymi trudnos$ciami sg ograniczona trwatos$¢ oraz
znaczna podatno$¢ komorek pierwotnych na stres hodowlany, co sprawia, Ze moga by¢ one
utrzymywane w kulturze jedynie przez krotki okres bez utraty swojego fenotypu i funkcji. Po-
nadto po wyizolowaniu komorki wymagaja szczegdtowej charakterystyki w celu potwierdzenia
ich swoistego 1 niezmienionego charakteru, co wigze si¢ z koniecznos$cig przeprowadzenia do-
datkowych, cze¢sto czasochtonnych i kosztownych analiz molekularnych oraz biochemicznych.
Wybor linii komoérkowej do badan zalezy od celu badania, dost¢pnosci materiatu biologicz-
nego, ale takze wymagan dotyczacych walidacji i1 standaryzacji testow, jakim chcemy poddac
analizowane komorki (Geraghty 1 in., 2014).

Linie komorkowe wykorzystywane w badaniach dodatkow paszowych i/lub
lekow dostepne komercyjne

Komorki Caco-2

Linia komorkowa Caco-2, wywodzaca si¢ z ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego, jest linig
modelowg stuzaca do oceny wchtaniania jelitowego oraz oddziatywania substancji bioaktyw-
nych na komorki nablonka jelitowego (Kamiloglu 1 in., 2015). Po osiagnieciu konfluencji, ko-
morki Caco-2 spontanicznie réznicujg si¢ do fenotypu enterocytéw, wytwarzajac zwarte mo-
nowarstwy o wlasciwosciach funkcjonalnych, zblizonych do ludzkiego nabtonka jelitowego
(Isayama 1 in., 2023). Dzigki tym cechom linia Caco-2 znajduje zastosowanie w badaniach
przesiewowych substancji czynnych zawartych zarowno w lekach, jak 1 dodatkach paszowych,
umozliwiajac ocen¢ ich wchlaniania, cytotoksyczno$ci, biodostgpnosci oraz wptywu na inte-
gralnos$¢ bariery jelitowej (Sasaki 1 in., 2022). Model ten stanowi cenne narzgdzie szczegolnie
w kontekscie alternatyw dla badan in vivo, zgodnych z zasadami 3R (Replacement, Reduction,
Refinement), umozliwiajac wstepng selekcje 1 optymalizacje dawek substancji przed przej-
sciem do badan na zwierzetach (Garcia i in., 2018).
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W przypadku dodatkow paszowych wykorzystanie komoérek Caco-2 pozwala ocenié
m.in. ich wptyw na funkcjonalno$¢ bariery jelitowej, poziom ekspresji no$nikoéw sktadnikow
odzywczych, a takze potencjalne dziatanie immunomodulujace i cytotoksyczne (Sambuy i in.,
2005). Jest to szczegolnie istotne w kontek$cie poszukiwania nowych, bezpiecznych i skutecz-
nych substancji bioaktywnych (np. probiotykéw, prebiotykow, fitobiotykow), ktére moga
wspiera¢ zdrowie 1 produktywnos$¢ zwierzat gospodarskich (Kus i in., 2023). W badaniach nad
lekami model Caco-2 pozwala na oszacowanie potencjalnej biodostepnosci oraz identyfikacje
interakcji z no$nikami, co ma kluczowe znaczenie w ocenie bezpieczenstwa i skutecznos$ci pro-
duktow farmaceutycznych (Hubatsch i in., 2007).

Zastosowanie komoérek Caco-2 w badaniach in vitro jest zardbwno praktyczne i ekono-
miczne, ale takze naukowo uzasadnione jako wstgpny etap analizy dziatania substancji czyn-
nych, zarbwno w weterynarii, jak i w medycynie czlowieka.

Inne linie komorkowe wykorzystywane w badaniach dodatkow paszowych i/lub lekow
Jedna z najczgsciej stosowanych jest linia IPEC-J2, wywodzaca si¢ ze $winskich enterocytow
pozyskanych z jelita czczego prosigt. Komorki te shuzg jako model bariery jelitowej u §wini i sg
wykorzystywane do oceny wptywu dodatkow paszowych na zdrowie jelit, procesy wchtania-
nia, cytotoksyczno$¢ oraz odpowiedz zapalng. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizjologiczne
IPEC-J2 sg czgsto wykorzystywane w badaniach weterynaryjnych i Zywieniowych (Wang i in.,
2021). Innym przyktadem jest linia CLAB, pochodzaca z komorek watroby kury. Stosowana
jest gtownie w badaniach nad metabolizmem dodatkdéw paszowych, a takze do oceny ich dzia-
tania antyoksydacyjnego oraz potencjalnej toksycznosci (Steube i in., 2012). Linia MAC-T,
pochodzaca z komorek nabtonka gruczotu mlekowego bydta, znajduje zastosowanie w ocenie
wptywu dodatkéw paszowych na wydzielanie mleka oraz zdrowie gruczotu mlekowego (Ogun-
naike i in., 2021). Natomiast linia komorek HT-29 pochodzi z ludzkiego nowotworu jelita gru-
bego, ale w przeciwienstwie do komoérek Caco-2 komoérki HT-29 moga roznicowac si¢ w kie-
runku komoérek kubkowych, co pozwala na badanie wydzielania §luzu oraz interakcji sktadni-
koéw pokarmowych z warstwa sluzowa jelita. Linia ta jest szeroko stosowana w badaniach nad
odpornos$cia jelitowa oraz dzialaniem substancji bioaktywnych, w tym pre- i probiotykdéw
(Pradhan i in., 2023). W badaniach nad rozwojem jelit 1 strawno$cig u niemowlat wykorzysty-
wane sg rowniez komorki HIEC (Human Intestinal Epithelial Cells), pochodzace z ludzkiego
nabtonka jelitowego. Charakteryzuja si¢ one blizszym fizjologicznemu obrazem funkcjonowa-
nia jelita niz linie nowotworowe i pozwalaja na bardziej precyzyjne odwzorowanie procesOw
trawienia oraz absorpcji sktadnikow odzywczych (Lopez-Escalera i Wellejus, 2022).

W przypadku analiz cytotoksycznosci zadanego dodatku i /lub leku wykorzystywane sa
roznorodne linie komorkowe, z ktorych kazda znajduje zastosowanie w okreslonym zakresie
analiz. Jedng z najstarszych i najlepiej poznanych jest linia HeLa, wywodzaca si¢ z ludzkiego
raka szyjki macicy. Komorki te sg powszechnie stosowane w badaniach przesiewowych lekow
przeciwnowotworowych oraz w analizach toksyczno$ci ogolnej (Park, 2017). Linia HepG2,
pochodzaca z ludzkiego raka watrobowokomorkowego, jest ceniona ze wzgledu na zdolnos¢
do syntezy enzymdw detoksykacyjnych, takich jak cytochrom P450. Dzi¢ki temu znajduje za-
stosowanie w badaniach toksycznosci metabolicznej oraz hepatotoksycznosci (Kitano 1 in.,
2022). W testach cytotoksycznosci zgodnych z normami ISO czgsto wykorzystywane sg fibro-
blasty mysie linii L929. Komorki te odgrywaja istotng role w ocenie biokompatybilnosci ma-
teriatbw medycznych (Kim 1 in., 2022). Linia Vero, pochodzaca z nerki afrykanskiej matpy
zielonej, jest szeroko stosowana w badaniach nad wirusami, szczepionkami oraz w analizach
toksycznos$ci produktow biologicznych (Todd 1 Tripp, 2020). Z kolei komorki MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney), wyizolowane z nerki psa, wykorzystywane sg jako model do badan nad
transportem przez btony komorkowe oraz toksyczno$cia nerkowa (Ye i in., 2021).
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Kazda z wyzej wymienionych linii ma okre$lone wtasciwosci biologiczne 1 metabo-
liczne, ktore determinujg ich przydatno$¢ w konkretnym typie badania. Zastosowanie wielu
linii komoérkowych jednocze$nie pozwala na kompleksowa ocene toksycznosci oraz identyfi-
kacje specyficznych mechanizméw dziatania testowanych substancji.

Hodowle pierwotne wykorzystywane w badaniach dodatkow paszowych
i/lub lekow

Jak wspomniano wczesniej, dostgpno$¢ komercyjnych linii komérkowych pochodzacych z nie-
ktorych gatunkéw jest ograniczona. Dlatego tez laboratoria izolujg hodowle pierwotne z bez-
posrednio z tkanek dla potrzeb danego badania i przeprowadzanych analiz. W badaniach z za-
kresu zywienia zwierzat wykorzystywane sg hodowle enterocytéw. Enterocyty to wyspecjali-
zowane komorki nabtonka jelita cienkiego, ktoére odgrywaja kluczowa role w procesie wchta-
niania sktadnikéw odzywczych z przewodu pokarmowego (Tiimer i in., 2013). Ich powierzch-
nia jest wylozona mikrokosmkami, co znaczaco zwigksza powierzchni¢ absorpcyjng i umozli-
wia efektywne przyswajanie witamin, mineratléw oraz innych substancji odzywczych (Kiela
i Ghishan, 2016). Enterocyty sa réwniez zaangazowane w barier¢ immunologiczng, chronigc
organizm przed patogenami obecnymi w tresci jelitowej. Ich funkcjonowanie jest niezbgdne
dla utrzymania homeostazy metabolicznej i prawidtowego funkcjonowania uktadu pokarmo-
wego (Ambrogi i Vezina, 2024).

Sposoby izolacji komérek
Izolacja enterocytow, czyli komorek wyscietajacych jelito, moze by¢ przeprowadzana na kilka
r6znych sposobow, w zalezno$ci od celu badania i dostepnych metod (tab. 1).

Tabela 1. Przyktadowe sposoby izolacji enterocytow z tkanki jelita cienkiego
Table 1. Examples of methods for isolating enterocytes from small intestine tissue

Sposob izolacji komorek Opis / zastosowanie

Method of cell isolation Description / application

Izolacja przy uzyciu ptynu dysocjacyjnego (Vermeire i in., 2021)
Isolation using dissociation solution (Vermeire et al., 2021)

Rozdzielanie komorek przez rozluznienie potaczen migdzy-
komoérkowych przy pomocy roztworéw dysocjacyjnych
Separation of cells by loosening intercellular junctions using
dissociation solutions

1zolacja przy uzyciu trawienia enzymatycznego (Bader i in., 2000)
Isolation using enzymatic digestion (Bader et al., 2000)

Rozpad macierzy zewnatrzkomorkowej za pomoca enzymow
(np. trypsyna, kolagenaza, hialuronidaza)

Degradation of the extracellular matrix using enzymes (e.g.
trypsin, collagenase, hyaluronidase)

Metoda wykorzystujaca wirowanie réznicowe (Rath i in., 2018)
Method using differential centrifugation (Rath et al., 2018)

Rozdzial komoérek na podstawie réznicy masy i gestosci
przez frakcjonowanie w wirdwce

Separation of cells based on differences in mass and density
through centrifugation-based fractionation

Metoda izolacji wykorzystujaca komercyjne odczynniki (np. Gen-
tle Cell Dissociation Reagent, StemCell Technologies) (Stem Cell,
2023)

Isolation method using commercial reagents (e.g. Gentle Cell Dis-
sociation Reagent, StemCell Technologies) (Stem Cell, 2023)

Delikatne oddzielanie komorek przy pomocy komercyjnego
odczynnika

Gentle separation of cells using a commercial dissociation re-
agent

Izolacja przy uzyciu hodowli eksplantatow (Chougule i in., 2012)
Isolation using explant cultures (Chougule et al., 2012)

Migracja komorek z fragmentow tkanki umieszczonych w
hodowli

Migration of cells from tissue fragments placed in culture

1zolacja przy uzyciu homogenizatora (Dopido i in., 2004)
Isolation using a homogenizer (Dépido et al., 2004)

Mechaniczne rozbicie tkanek lub skupisk komorek
Mechanical disruption of tissues or cell aggregates

1zolacja przy wykorzystaniu zeskrobin (Tsvilikhovs'kyi, 1997)
Isolation using scrapings (Tsvilikhovs'kyi, 1997)

Mechaniczne pozyskanie komorek przez zeskrobanie po-
wierzchni tkanek / Mechanical collection of cells by scraping
the tissue surface
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Izolacje komorek rozpoczyna si¢ od wycigcia dziesieciocentymetrowych fragmentow
jelita czczego. Fragmenty te natychmiast zanurza si¢ w zimnym, sterylnym roztworze PBS, aby
zapobiec degradacji tkanek. Nastepnie skrawki doktadnie ptucze si¢ w ptynie PBS uzupeio-
nym o 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny, co ma na celu usunigcie zawartosci
jelit 1 zanieczyszczen bakteryjnych (Rath 1 in., 2018, Vermeire i in., 2021).

Izolacja przy uZyciu plynu dysocjacyjnego
Kolejnym krokiem jest wyciecie fragmentdw jelita o dtugosci okoto 5 cm. Tkanke inkubowano
w 35 ml zimnego buforu dysocjacyjnego (I) zawierajacym:
* 30 mM kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA),
* 1,5 mM ditiotreitolu (DTT),
* 6 uM inhibitora kinazy Rho (Y-27632),
Inkubacje przeprowadza si¢ przez 30 minut na lodzie, co 5 minut energicznie wytrzasa-
jac probki przez 1015 sekund, aby wspomoc oderwanie krypt.
Po tym czasie probki przenosi si¢ do cieptego (37°C) buforu dysocjacyjnego (II) zawie-
rajgcym:
+ 30mM EDTA,
* 6 UM Y-27632
Te¢ mieszanke inkubuje si¢ przez 10 minut na wytrzasarce orbitalnej, co ma na celu dal-
sze rozdzielenie krypt. Nastepnie tkanke przenosi si¢ do zimnego, sterylnego PBS i inkubuje
przez 5 minut, zwigkszajac czestotliwo$¢ wytrzasania do co 1-2 minuty. W kolejnym kroku
zawarto$¢ probowki przepuszcza si¢ przez sitko komorkowe o wielkosci porow 70 pm do no-
wej 15 ml stozkowej probowki. Wyizolowane krypty odwiruje si¢ przy 200 g przez 5 min,
a nastgpnie zawiesza w 1 ml zimnego ptynu PBS. Tak wyizolowane krypty mozna wysia¢ do
pozywki hodowlanej (Vermeire i in., 2021).

Izolacja przy uiyciu trawienia enzymatycznego

Jelito przed trawieniem kroi si¢ na mate kawatki o dlugosci 1-2 mm. Nastepnie doktadnie prze-
mywa si¢ w lodowatym roztworem PBS bez dodatku jonéw magnezu i wapnia. Kolejnym kro-
kiem jest trawienie tkanki przez 30 minut w temperaturze 37°C w mieszaninie do trawienia
zawierajgcej mieszaning pozywki hodowlanej DMEM o wysokiej zawartosci glukozy, 1% su-
rowicy plodowej bydlecej (FBS), 200 U/ml kolagenazy, 100 U/ml hialuronidazy oraz 1x roz-
tworu antybiotyku 1 zwiazku przeciwgrzybicznego (AAS). Po zakonczeniu trawienia do probki
w celu inaktywacji trawienia dodaje si¢ 5 ml FBS, a nastepnie wiruje si¢ przy 100 g przez 3
min, aby oddzieli¢ komorki od resztek tkanki. Uzyskany osad zawiesza si¢ w roztworze PBS
zawierajacym AAS, a nastepnie przefiltrowuje si¢ przez sitko komorkowe o wielkosci porow
100 pm. Odzyskane agregaty komorek mozna zawiesi¢ w pozywce hodowlanej, co pozwolito
na uzyskanie czystych frakcji enterocytéw gotowych do dalszych badan (Bader i in., 2000).

Metoda wykorzystujgca wirowanie roznicowe

Pobrane jelito kroi si¢ na kawatki o dtugosci 1-2 mm, ktére nastgpnie przemywa lodowatym
PBS. Tkanki pozyskane wiruje si¢ o predkosci 300 g przez 10 minut. Otrzymany pelet zawiesza
si¢ w roztworze 0,1% hialuronidazie rozpuszczonej w pozywce DMEM i poddaje si¢ trawieniu
przez 30 do 40 minut, a nastepnie odwirowaniu w celu usuni¢cia supernatantu. Tkanki nastep-
nie trawi si¢ w roztworze 0,025% trypsynie-EDTA przez 30 minut. Tak potraktowane komorki
poddaje si¢ wirowaniu na medium Histopaque (1,119) przez 30 minut przy 400 g. Warstwe
komorek na granicy gradientu (interfaza) zbiera si¢ i trzykrotnie przemywa w medium DMEM
przez odwirowanie. Ostatecznie osad komorek 1 skupiska komorek wysiewa si¢ na pokryte Pu-
reCol™ butelki hodowlane T25, co umozliwia uzyskanie czystych frakcji enterocytow do dal-
szych badan (Rath 1 in., 2018).
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Metoda izolacji wykorzystujgca komercyjny odczynniki: Gentle Cell Dissociation Reagent
(Stem Cells Technology)

Uzywajac sterylnych nozyczek, nalezy doktadnie posieka¢ tkank¢ na mozliwie najmniejsze
fragmenty. Do probowki z fragmentami tkanki dodaje si¢ 10 ml odczynnika Gentle Cell Dis-
sociation Reagent (Stem Cells Technology), a nast¢pnie inkubuje probke na lodzie przez 30
minut. W czasie inkubacji zawarto$¢ probéwki nalezy miesza¢ co 5 minut. Po inkubacji probke
odwirowuje si¢ przy 290 x g przez 5 minut, a nast¢pnie odcigga supernatant. Do osadu dodaje
si¢ 1 ml lodowatego pozywki DMEM z dodatkiem 1% BSA, a nastgpnie energicznie pipetuje
zawartos$¢ probowki okoto 20 razy przy uzyciu pipety o pojemnosci 1 ml, w celu oddzielenia
krypt jelitowych od tkanki. Zawarto$¢ probowki przefiltrowuje si¢ przez sitko komérkowe
o wielko$ci poréw 70 um. W ten sposdb uzyskana zawiesina zawiera izolowane krypty jeli-
towe, ktore mozna wykorzysta¢ do zatozenia hodowli organoidow jelitowych przy uzyciu po-
zywki IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Stem Cells Technology). Metodyka oparta
o protokoty zawarte na stronie producenta (Stem Cell 2023).

Izolacja przy uiyciu hodowli eksplantatow

Hodowla wcze$niej nadtrawionych skrawkow jelita pod szkietkiem polega na przygotowaniu
fragmentow tkanki, ktére zostaty wstepnie poddane tagodnemu trawieniu enzymatycznemu w
celu czg$ciowego rozluznienia potgczen miedzy komorkami. Tak przygotowane skrawki jelita
umieszcza si¢ w odpowiedniej pozywce hodowlanej, a nastepnie przykrywa sterylnym szkiet-
kiem nakrywkowym, co pozwala uzyska¢ rownomierna, cienka warstwe materiatu i poprawic
warunki adhezji komorek do podtoza (Chougule i in., 2012). Komorki proliferujac migruja poza
szkietko nakrywkowe tworzac kolonie.

Izolacja przy uZyciu homogenizatora

Izolacja mechaniczna enterocytéw z nablonka jelita cienkiego polega na rozerwaniu struktury
tkanki w kontrolowanych warunkach. W pierwszym etapie fragment jelita poddaje si¢ doktad-
nemu oczyszczeniu, usuni¢ciu tresci pokarmowej 1 przeplukaniu jelita ptynem zawierajacym
antybiotyki. Nastepnie tkank¢ mozna rozdrobni¢ mechanicznie, na przyktad poprzez homoge-
nizacj¢ w buforze izotonicznym, co prowadzi do rozbicia komorek 1 uwolnienia enterocytow
z nablonka. Taki proces pozwala oddzieli¢ enterocyty od pozostatych struktur btony §luzowej
1 przygotowac je do dalszych analiz biochemicznych lub molekularnych (Dopido 1 in., 2004).
W zalezno$ci od potrzeb procedura ta moze by¢ uzupetniona wirowaniem réznicowym, co uta-
twia oddzielenie enterocytow od fragmentow tkanki 1 innych komorek.

Izolacja przy wykorzystaniu zeskrobin

Izolacje mechaniczng enterocytow mozna rowniez przeprowadzi¢ poprzez delikatne zeskroby-
wanie nabtonka jelitowego skalpelem. W tym celu przygotowany fragment jelita cienkiego roz-
cina si¢ wzdhuz i rozktada btong sluzowa do géry. Nastepnie, za pomocg ostrego skalpela, de-
likatnie zeskrobuje si¢ komorki nabtonka, starajgc si¢ nie uszkodzi¢ gitebszych warstw tkanki.
Uzyskany material zawiesza si¢ w odpowiedniej pozywce, co pozwala na oddzielenie i utrzy-
manie enterocytow w zawiesinie komorkowej (Tsvilikhovs'kyi, 1997). Tak przygotowana za-
wiesina moze by¢ nastepnie poddana dalszej obrdbcee, np. filtracji czy wirowaniu, w zalezno$ci
od planowanego zastosowania.

Przytoczone przyktady technik umozliwiajg oddzielenie komorek od tkanki, oczyszcze-
nie ich i przygotowanie do hodowli lub dalszych analiz. Kazda z metod ma na celu uzyskanie
jak najczystszej 1 najbardziej funkcjonalnej populacji enterocytéw do badan naukowych.
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Badania dotyczace czynnikow zywieniowych prowadzone w Instytucie Zoo-
techniki PIB na hodowlach komérkowych

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy prowadzi badania nad potencjalnym wpty-
wem wybranych dodatkéw roslinnych na zdrowie i funkcjonowanie przewodu pokarmowego
zwierzat gospodarskich. Wsrod analizowanych substancji znajdujg si¢ m.in. czosnek (A/lium
sativum), chmiel (Humulus lupulus), jezowka (Echinacea purpurea), kora debu (Quercus ro-
bur), kurkuma (Curcuma longa), oregano (Origanum vulgare) oraz imbir (Zingiber officinale).
Te naturalne dodatki, znane ze swoich wtasciwos$ci przeciwbakteryjnych, przeciwutleniajacych
1 immunomodulujacych, sg oceniane pod katem ich wplywu na integralnos¢ bariery jelita cien-
kiego, zywotno$¢ enterocytow oraz odpowiedz komodrek nablonka jelitowego $wini i kury na
indukowany stres oksydacyjny. Badania te realizowane sg zar6wno w modelach pierwotnych,
wykorzystujacych komorki pochodzace bezposrednio od zwierzat, jak i na ustabilizowanych
liniach komorkowych, w tym linii ludzkiej Caco-2 oraz §winskiej IPEC-J2. Dzigki wykorzy-
staniu hodowli komorkowych mozliwe jest przeprowadzenie wstepnej, wysokoprzepustowe;j
oceny dziatania wybranych ekstraktow roslinnych lub ich mieszanin na funkcje bariery jelito-
wej, poziom cytotoksycznos$ci oraz responsywnos$¢ na obecnos¢ reaktywnych form tlenu.

Celem badan Instytutu jest identyfikacja najbardziej obiecujacych pojedynczych dodat-
kéw lub ich mieszanin, ktére wykazuja korzystny profil dzialania bez negatywnego wptywu na
komorki nabtonka jelitowego. Wyselekcjonowane substancje moga by¢ nastepnie wykorzy-
stane w kolejnych etapach badan irn vivo, prowadzonych na zwierzetach doswiadczalnych. Taka
dwufazowa strategia — taczaca badania in vitro 1 in vivo — pozwala nie tylko ograniczy¢ liczbg
zwierzat wykorzystywanych w eksperymentach (zgodnie z zasadami 3R), ale rowniez zwigksza
efektywnos¢ procesu opracowywania nowych dodatkow paszowych i wspierajacych zdrowie
przewodu pokarmowego i 0golng kondycj¢ zwierzat gospodarskich.

Podsumowanie

Hodowle komorkowe, zarowno pierwotne wyizolowane samodzielnie, jak i linie komercyjne,
stanowig istotny element wspotczesnych badan z zakresu zywienia zwierzat. Umozliwiajg pro-
wadzenie badan przesiewowych, ktére pozwalaja na wezesng oceng wlasciwos$ci biologicznych
1 bezpieczenstwa dodatkéw paszowych przed ich zastosowaniem w modelach in vivo. Komer-
cyjne linie komorkowe oferuja powtarzalnos¢ i dostepnosé, co czyni je wygodnym narzedziem
w badaniach in vitro. Z kolei hodowle pierwotne, cho¢ bardziej wymagajace pod wzgledem
technicznym, dostarczaja danych blizszych warunkom fizjologicznym organizmu. Ogélna
ocena dziatania badanych czynnikéw zywieniowych moze by¢ uzupetniona o inne testy in vitro,
dotyczace np. oceny ich aktywnosci antymikrobiologicznej skierowanej przeciwko drobnou-
strojom patogennym, ich wplywu na bakterie probiotyczne, czy oceny aktywnos$ci antyoksyda-
cyjnej pozwalajacej petniej oceni¢ mozliwy wptyw testowanych czynnikéw w warunkach rze-

czywistych.
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SOURCES AND TECHNIQUES FOR OBTAINING PRIMARY CULTURES AND
CELL LINES IN ANIMAL NUTRITION RESEARCH - SCREENING TESTS
BEFORE IN VIVO STUDIES

Joanna Romanek
SUMMARY

In recent decades, there has been rapid progress in research on the bioavailability, absorption,
and transport of bioactive compounds, including drugs, and nutrients in cell models. /n vitro
models, including primary cultures and cell lines, serve as important screening tools for evalu-
ating the effects of feed additives, bioactive ingredients, and substances that affect gastrointes-
tinal health and function. They allow analysis of absorption mechanisms, cytotoxicity, inflam-
matory responses, and intestinal barrier integrity without relying on animal models. Addition-
ally, selecting compounds in vitro helps reduce the number of animals needed for in vivo stud-
ies. This paper aims to present the most commonly used commercial cell lines in animal nutri-
tion research and to describe selected methods for isolating primary enterocyte cultures.

Keywords: enterocytes, Caco-2 cells, primary cultures, cell lines, in vitro culture



