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WPLYW TOKSYCZNYCH METABOLITOW TRAWIENIA NA
PROLIFERACJE I USZKODZENIA DNA NABLONKOWYCH
KOMOREK JELITOWYCH IN VITRO

Streszczenie

Przedmiotem prezentowanej pracy bylo okre$lenie wplywu wybranych metabolitéw (amoniaku,
fenolu i krezolu), powstajacych w czasie procesu trawienia, na przezywalno$¢ i proliferacje ludzkich
enterocytow in vitro. Do badan bezpo$redniego oddzialywania wymienionych zwiazkéw na komorki
nablonka jelitowego wykorzystano lini¢ komdérkowa Caco-2, ktéra w warunkach in vitro tworzy
monowarstw¢ komorek funkcjonalnie i strukturalnie podobnych do ludzkich enterocytow.

W celu oceny cytotoksycznego i genotoksycznego efektu dziatania wybranych zwiazkéw na komorki
Caco-2 postuzono si¢ nastgpujacymi metodami badawczymi: oznaczenie st¢zenia komorek metoda
hemocytometryczna, oznaczenie przezywalnosci komorek poprzez barwienie bigkitem Trypanu,
okreslenie stopnia uszkodzen DNA za pomoca testu kometkowego.

Dowiedziono, ze ekspozycja komérek Caco-2 na stosunkowo niskie stgzenia wszystkich testowanych
zwiazkéw powodowata znaczacy spadek ich przezywalnosci i proliferacji. Stwierdzono, ze
antyproliferacyjne oddziatywanie metabolitéw procesu trawienia bylo zwigzane z indukcja uszkodzen
DNA w komérkach nabtonka jelitowego.

Stowa kluczowe: Caco-2, cytotoksycznos¢, fenol, krezol, amoniak, test kometkowy

Wprowadzenie

Najbardziej rozpowszechnionym systemem komdrkowym imitujacym ludzki
nabtonek jelitowy jest linia komérkowa Caco-2. W przeciwienstwie do wielu innych
ustalonych linii komérkowych nowotworu jelit, linia Caco-2 zachowata zdolno$¢ do
tworzenia monowarstwy komodrek wykazujacej morfologiczne, strukturalne i
funkcjonalne podobienstwo do nabtonka jelita cienkiego naturalnie wystgpujacego w
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warunkach in vivo. Do najistotniejszych cech charakterystycznych dla kultury
komoérkowe;j Caco-2 zalicza Sig: wyksztatcanie Scistych polaczen
migdzykomérkowych, réznicowanie komdrek enterocyto-podobnych majacych na
swojej powierzchni dobrze wyksztalcony rabek szczoteczkowy, ekspresja
charakterystycznych enzymoéw (alkaliczna fosfataza i in.) oraz systemdéw
transportujacych (glikoproteina P, cytochrom P-450 3A4 i in.) [17].

Ze wzgledu na wysoki stopien podobienstwa kultury Caco-2 do normalnego
nablonka jelitowego stanowi ona model komérkowy stosowany w kilku kierunkach
badawczych. W ostatnich latach udowodniono, ze kultura Caco-2 jest bardzo dobrym
systemem modelowym do badan farmaceutycznych i odgrywa istotng role przy
opracowywaniu coraz bezpieczniejszych i aktywnych lekéw [1, 5, 9, 15]. Ponadto
stwierdzono, ze linia Caco-2 jest bardzo przydatna w badaniach adhezji bakterii
probiotycznych [4, 14, 18, 21] i chorobotwdrczych [2, 6, 18] do komdrek nablonka
jelitowego. Kultura Caco-2 znalazta zastosowanie w badaniach nad wieloma innymi
mechanizmami zachodzacymi w ludzkim przewodzie pokarmowym, np. odpowiedzia
immunologiczng na obecno$¢ alergenéw pokarmowych [8, 13], metabolizmem toksyn
oraz dziataniem zwiazkéw mutagennych i kancerogennych [3, 11].

Celem przedstawionej pracy byty badania nad cytotoksycznym oddziatywaniem
zwigzkéw chemicznych, takich jak: amoniak, fenol i krezol, bedacych wtérnymi
metabolitami procesu trawienia, na jelitowe komérki nabtonkowe, przy zastosowaniu
linii komérkowej Caco-2. Zwiazki bedace przedmiotem badan moga by¢ przyczyna
biegunek, a takze zaburzen w funkcjonowaniu watroby i uktadu krazenia. Szkodliwe
substancje chemiczne pojawiaja si¢ jako efekt rozktadu biatka zwierzgcego. Fenol i p-
krezol sa produktami rozktadu tyrozyny i jej pochodnych [20]. Czg$¢ z nich zostaje
wydalona z organizmu, a czg¢§¢ wchlonigta przez tkankeg, powodujac ogniska
chorobotworcze [12].

Materialy i metody badan

Hodowla komorek Caco-2

Linia komoérkowa Caco-2 pochodzita z Amerykanskiej Kolekcji Kultur
Komérkowych (ATCC). Hodowle komérek Caco-2 prowadzono w pozywce DMEM
(Dulbecco’s Modification of Eagles Medium, Sigma) z 20-procentowym dodatkiem
ptodowej surowicy bydlgcej, 1-procentowym dodatkiem mieszaniny aminokwaséw
endogennych i w obecnosci gentamycyny (10 mg/dm®). Do hodowli uzyto plytek 24-
dotkowych (Nunc) o powierzchni wzrostu 1,9 cm”. Hodowle przeznaczone do badania
cytotoksycznos$ci zakladano przy poczatkowej gestosci komdrek wynoszacej 6,25 x
10* komérek/cm®. Hodowle prowadzono w temp. 37°C, w atmosferze o skladzie
5% CO, 1 95% powietrza i wilgotno$ci 99%.
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Stezenie komdrek Caco-2 oznaczano metoda hemocytometryczna z
wykorzystaniem komory Neubauera, a ich przezywalno$¢ poprzez barwienie 0,04%
btekitem Trypanu.

Oznaczanie cytotoksycznosci zwiqzkow chemicznych

Roztwory badanych zwigzkéw (fenolu, amoniaku oraz o- i p-krezolu) w
stezeniach 107 i 10°® M rozpuszczano w kompletnej pozywce DMEM i poddawano
filtracji przez filtry o porowato$ci 0,22 pum.

Do badania cytotoksycznego oddziatywania wybranych zwiazkéw na komorki
nabtonka jelitowego wykorzystano 7-dniowa kultur¢ Caco-2 hodowana na plytkach
24-dotkowych. Komoérki Caco-2 poddawano ekspozycji na przygotowane roztwory
badanych substancji przez 8, 24 i 48 godz., w temp. 37°C i w atmosferze o sktadzie
5% CO, 1 95% powietrza. Ponadto, okre§lano wplyw testowanych zwiazkéw na
proliferacje komodrek Caco-2 w ciagu pierwszych 10 dni hodowli. Kazdego dnia
hodowli oznaczano ggsto$¢ komorek i ich przezywalnos¢.

W celu okreslenia stopnia uszkodzen DNA indukowanych w komérkach Caco-2
na skutek dziatania badanych zwiazkéw zastosowano test kometkowy. Analizie
kometkowej poddawano 7-dniowa kulturg Caco-2 po 24-godzinnej 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. Komoérki przemyte zimnym roztworem PBS zawieszano w
1-procentowej agarozie o niskim punkcie topnienia i temp. 37°C. Zawiesing komérek
naktadano na szkietka podstawowe pokryte 1-procentowa agaroza o normalnym
punkcie topnienia i przykrywano szkietkami nakrywkowymi. Po zestaleniu szkietka
nakrywkowe usuwano, a szkietka podstawowe z komoérkami zanurzano w buforze
lizujacym (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 szkietka dwukrotnie ptukano w
roztworze do elektroforezy (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) przez 15 min w 4°C.
Nastepnie prowadzono elektroforeze przy napigciu 230 V przez 30 min, w temp. 4°C.
Po elektroforezie szkietka ptukano woda, nastepnie buforem neutralizujacym (0,4 M
TRIS / pH 7,5), po czym odwadniano 70-procentowym etanolem. DNA uzyskane w
preparatach barwiono barwnikiem fluorescencyjnym SYBRGold. Do okreslenia
poziomu uszkodzen DNA brano pod uwage wszystkie komoérki znajdujace si¢ w polu
widzenia, wsérdd ktérych obecnych byto co najmniej 100 kometek. Wyniki testu
opracowano za pomoca programu komputerowego CometScore'™. Analize kometek
prowadzono na podstawie parametru okres$lajacego procent DNA w ogonie i
opisujacego odsetek DNA, ktéry wyemigrowat z jadra komdrkowego.



WPEYW TOKSYCZNYCH METABOLITOW TRAWIENIA NA PROLIFERACJE I USZKODZENIA DNA... 49

Dos$wiadczenia wykonano w trzech powtdrzeniach. Wyniki przedstawione na
wykresach i tabelach stanowia wartosci $rednie, a obliczone odchylenia standardowe
(£SD) zaznaczono w postaci stupkéw bledu. Oceng istotnosci réznic przeprowadzono
metoda analizy wariancji. Do okre$lenia jednorodnosci wariancji stosowano test
Levene’a. Celem oszacowania statystycznie istotnych réznic pomigdzy $rednimi
zastosowano test Tukey’a.

Wiyniki i dyskusja

Wptyw badanych zwiqzkéw na kulture Caco-2

Doswiadczenia nad wplywem zwiazkéw cytotoksycznych na kultur¢ nabtonka
jelitowego przeprowadzono z wykorzystaniem mtodej 7-dniowej kultury Caco-2. Na
podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze komérki Caco-2 na tym etapie hodowli
wystgpuja w pelnej konfluencji, charakteryzuja si¢ najwyzsza przezywalno$cia
i aktywnoscia metaboliczna (rys. 1).
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Rys. 1. Gestos¢ i przezywalnos$¢ komorek Caco-2 w réznych fazach wzrostu.
Fig. 1.  Density and viability of Caco-2 cells in different growth phases.

Ponadto, we wcze$niejszych pracach wykazano, ze mtoda kultura Caco-2 o duzym
tempie proliferacji jest najbardziej odporna na dziatanie czynnikéw toksycznych [11].
Dlatego do dalszych szczegétowych eksperymentéw stosowano kulturg Caco-2
uzyskana w ciagu 7 dni hodowli w pozywce DMEM wzbogaconej 20-procentowym
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dodatkiem ptodowej surowicy bydlgcej, zatozonej przy inokulum komdrkowym
wynoszacym 6,25 x 10* komérek/cm?>.

Monowarstwe komérek Caco-2 poddawano 8-, 24- i 48-godzinnemu dziataniu
amoniaku, fenolu, o- i p-krezolu w stezeniach 10° i 10° M. Wykazano brak
statystycznie istotnego wptywu czasu ekspozycji kultury na przezywalno$¢ komorek
Caco-2. Poziomy istotnosci réznic pomigdzy zywotnoscia komoérek oznaczona po
r6znym czasie inkubacji przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1

Statystyczna istotno$¢ wptywu czasu ekspozycji (8, 24 1 48 h) na przezywalno$¢ komoérek Caco-2.
Statistical significance influence of induction time (8, 24 i 48 h) on Caco-2 cells viabilit.

Poziom istotnosci réznic (p<0,05)
Stezenie 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°M 0,106 0,858 0,094 0,851
100
O [xE-03 M
O[xE-06 M)

Przezywalno$¢ komérek [%]
Cells viability [%)]

amoniak fenol o-krezol
ammonia phenol o-cresol

p-krezol
p-cresol

Proba kontrolna
Control probe

* réznice 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.
Fig. 2.

Wplyw wtérnych metabolitéw trawienia na przezywalnos¢ kultury Caco-2.
The influence of digestive metabolites on Caco-2 cell culture viability.

W przeciwienstwie do czasu ekspozycji, st¢zenie fenolu i amoniaku miato istotne
znaczenie dla przezywalnosci komoérek. Obecnos¢ tych zwiazkéw w hodowli
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komérkowej, nawet w niewielkiej ilosci wynoszacej 10° M obnizata ich
przezywalno$¢ do poziomu 56%. Natomiast 1000-krotne zwigkszenie zawartosci
amoniaku i fenolu w hodowli Caco-2 powodowato dalsza redukcje zywotnosci
komérek odpowiednio o 13 i 10%. W przypadku o- i p-krezolu stwierdzono silne
oddziatywanie obu badanych stezen. Rdznice statystyczne oszacowano na poziomie
wynoszacym odpowiednio: 0,772 i 0,479. Dodatek p-krezolu do pozywki hodowlanej
wywotywal spadek zywotnosci komoérek do ok. 50%, w przypadku o-krezolu do
wartoéci ok. 55%. Srednie przezywalnosci kultury Caco-2 inkubowanej w obecnosci
tych zwiazkéw wskazuja, ze ich krétkotrwate oddziatywanie na komérki jelitowe jest
bardzo zblizone (rys. 2). W ich obecnosci spadek zywotnosci komérek oszacowano na
poziomie ok. 40% przy stezeniu 10° M i ok. 35% przy stezeniu 10° M.

Wptyw zwiqzkow chemicznych na wzrost komorek Caco-2

Kolejnym celem prezentowanej pracy byto zbadanie proliferacji komdrek Caco-2
poddanych dtugoterminowemu permanentnemu dziataniu zwiazkéw cytotoksycznych.
Hodowlg Caco-2 prowadzono w kompletnej pozywce DMEM, do ktérej dodawano
amoniak, fenol, o- i p-krezol w st¢zeniu 10°® M. Hodowle Caco-2 zaktadano przy
inokulum 6,25 x 10* kom/cm®. Krzywe obrazujace wzrost komérek Caco-2 w
obecnosci badanych zwiazkéw przedstawiono na rys. 3. Parametry hodowli
komoérkowych przedstawione w tab. 2. wskazuja na hamowanie procesu proliferacji
komoérek przez wszystkie testowane substancje.
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Rys. 3. Kinetyka wzrostu komérek Caco-2 w obecnosci wtérnych 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 obecnosci badanych zwiazkéw.
Growth parameters of Caco-2 cells cultured in presence of tested compounds.

Maksymalna gesto$é Zywotno$é komérek ..
. . . . Czas generacji
Zwiazek chemiczny komérek w plateau hodowli ..
. . . Generation time
Compound Maximal cell density | Cells viability in culture (+ SD)
(£SD) plateau (£ SD) -
[x10*cm*] [%] [h]
Proba kontrolna 51,39 (24,22 82,5 (£10,45 55.9 (£5.3
Control probe 39 (+4,22) 5 (+10,45) 9 (+5,3)
Amoniak [10°M]
+ + +
Ammonia 45,69 (£5,34) 63,5 £(8,89) 59,7 (£6,1)
Fenol [10°M]
+ + +
Phenol 37,63 (£4,20) 63,1 (£9,75) 68,6 (£6,3)
-krezol [10°M
prkrezol [107M] 34,00 (+2,14) 55.0 (£7.72) 69.7 (+4.9)
p-cresol

Najbardziej inwazyjne oddziatywanie zaobserwowano w przypadku fenolu i
krezoli, ktérych obecno$¢ powodowata ograniczenie koncentracji komérek w plateau
hodowli o ok. 30% oraz wydtuzenie okresu generacji o 13—15 godz. w poréwnaniu
z hodowla kontrolna prowadzona bez dodatku czynnika toksycznego. Relatywnie maty
efekt przebiegu hodowli obserwowano w obecno$ci amoniaku. W tej hodowli okres
niezbedny do podwojenia populacji komérek w logarytmicznej fazie wzrostu byt tylko
0 4 godz. dtuzszy niz w hodowli kontrolnej. Zaobserwowana odporno$¢ kultury Caco-
2 na niewielkie st¢zenie amoniaku (10'6 M) mozna tlumaczy¢ tym, ze zwiazek ten jest
naturalnym produktem metabolizmu komérkowego, powstajacym w erytrocytach na
drodze przemian glutaminy [12]. Jego obecno$¢ w srodowisku hodowlanym z jednej
strony powodowala tylko nieznaczne obnizenie maksymalnej gestosci populacji
komoérkowej, z drugiej strony jednak indukowala 20-procentowy spadek
przezywalnosci komérek w momencie plateau w stosunku do hodowli kontrolne;.
Zmiany zywotno$ci komérek w kolejnych dobach hodowli prowadzonych z dodatkiem
testowanych zwigzkéw przedstawiono na rys. 4.

Badanie efektu dziatania testowanych zwiazkéw na proliferacj¢ komérek Caco-2
pozwolito uszeregowac je pod wzgledem cytotoksycznosci w nastepujacej kolejnosci:
o- 1 p-krezol > fenol > amoniak.
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Rys. 4. Przezywalnos¢ komérek Caco-2 hodowanych w obecnosci wtérnych metabolitéw trawienia.
Fig. 4.  Viability of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabolites.

Badane zwiqzki a uszkodzenia DNA komdérek Caco-2

W celu oceny stopnia uszkodzen DNA powstatych w komoérkach pod wptywem
badanych zwiazkow zastosowano test kometkowy. Metoda kometkowa polega przede
wszystkim na analizie poziomu peknie¢ jednej lub obu nici DNA oraz wszelkich
modyfikacji mozliwych do przeksztalcenia w peknigcia na drodze chemicznej i
enzymatycznej, w komdrkach narazonych na dziatanie czynnika genotoksycznego
[10]. Zaleta tej metody jest wysoka czulo$¢ i mozliwo$¢ analizy pojedynczych
komérek  poprzez  bezposredni  pomiar  wlasciwosci  elektroforetycznych
zmodyfikowanego DNA. Przy analizie kometek wzigto pod uwage parametr opisujacy
procent DNA znajdujacy si¢ w ogonie kometki. Na rys. 5. przedstawiono ten parametr
jako $rednig arytmetyczng oraz odchylenia standardowe $wiadczace o stopniu
zréznicowania populacji komorek pod wzgledem wystapienia kometek.

Analizie kometkowej poddano 7-dniowa kultur¢ Caco-2 po 24-godzinnej
ekspozycji na amoniak, fenol i krezol w stezeniu 10° M oraz TPEN w stezeniu 10 M.

TPEN (N, N, N’, N’-tetrakis (2-pyridylmetylo) etylenodiamina) jest blonowym
chelatorem jonéw metali, w szczegdlnosci jonéw cynku, ktére biora udziat w wielu
procesach metabolicznych komorek, regulujac $miertelno$¢ oraz czgsto$¢ ich
proliferacji [16]. Wykazano, ze jony Zn®" zapobiegaja fragmentacji DNA w wielu
liniach komérkowych poprzez inhibicje endonukleaz zaleznych od jonéw Ca* i Mg**.
Udowodniono réwniez, ze chelatowanie jondéw Zn**  zwicksza czestotliwosé
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wystepowania apoptozy [7]. Na podstawie analizy kometkowej stwierdzono, ze TPEN w
stezeniu
10° M indukowat w komérkach Caco-2 uszkodzenia DNA na poziomie 80% (rys. 5).
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* rdznice 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 tescie 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 dziataniu tego zwiazku stanowita zaréwno kontrole
pozytywna prawidlowo przeprowadzonego testu kometkowego, jak i punkt odniesienia
do oszacowania stopnia dezintegracji DNA zachodzacej w komérkach pod wptywem
testowanych substancji. Czysta kultur¢ Caco-2 niepoddawana procesowi indukcji
wykorzystano jako kontrolg negatywna.

Analiza statystyczna wynikow testu kometkowego wykazata, ze obliczone
parametry kometek obarczone sa duzym btedem statystycznym, co $wiadczy o
wysokim stopniu réznorodno$ci subpopulacji komérek w 7-dniowej kulturze Caco-2.
Odmienna podatno$¢ komorek na dziatanie czynnika genotoksycznego mozna
tltumaczy¢ réznym stopniem zréznicowania komérek w tym etapie hodowli. Mtoda 7-
dniowa kultur¢ Caco-2 stanowig zaréwno komérki bedace bezposrednio po podziale,
jak i komérki na dalszym etapie réznicowania w struktury enterocyto-podobne majace
na swej powierzchni mikrokosmki jelitowe zorganizowane w rabek szczoteczkowy.

Badania wptywu 24-godzinnej ekspozycji kultury Caco-2 na testowane zwiazki,
dowiodly, ze moga one uaktywni¢ procesy prowadzace do programowanej $mierci
komérek nablonka jelitowego. Wszystkie testowane substancje powodowaty
uszkodzenia DNA, lecz w stopniu nizszym niz TPEN (rys. 5). W przypadku badanych
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zwiazkoéw, czestos¢ wystgpowania kometek w stosunku do komoérek nieuszkodzonych
byta zdecydowanie mniejsza. Fenol, amoniak oraz krezole byty zwiazkami o stabszym
dziataniu genotoksycznym niz TPEN i prawdopodobnie uszkadzaty przede wszystkim
te komorki, ktére poprzez wytworzenie na swojej powierzchni zaczatkéw
mikrokosmkéw, zdolne sa do szybszego wchlaniania. Duze wartosci odchylen
standardowych $rednich wartoséci parametrow opisujacych kometki, podobnie jak przy
reakcji z TPEN-em, potwierdzily rézny stopien wrazliwosci subpopulacji komorek
Caco-2 na dziatanie poszczegdlnych zwiazkéw. Biorac pod uwage parametr
okreslajacy procentowa zawartoS¢ DNA w ogonie kometki uszeregowano badane
zwiazki pod wzgledem ich genotoksycznosci w nastgpujacej kolejnosci: TPEN >
krezol > fenol > amoniak.

Mimo powszechnie znanego silnie toksycznego dzialania testowanych zwiazkéw
na organizm czlowieka prezentowane badania maja charakter nowatorski. W literaturze
Swiatowej brak jest doniesien na temat bezposredniego wplywu toksycznych
metabolitbw procesu trawienia na jelitowe komoérki nabtonkowe. Badania
jednostkowego i bezposredniego oddziatywania tych substancji mozliwe sa jedynie z
wykorzystaniem modeli komérkowych w systemie in vitro. Zastosowanie enterocyto-
podobnych komérek Caco-2 pozwolito na okreslenie stopnia cytotoksycznos$ci
metabolitéw trawienia w st¢zeniach mikromolowych dla ludzkiego nabtonka
jelitowego.

Whioski

1. Przeprowadzone badania wykazaty silnie cytotoksyczne oddziatywanie fenolu,
krezoli i amoniaku na kultur¢ komérkowa Caco-2 imitujaca ludzkie enterocyty.

2.  Testowane zwiazki obecne w hodowli w stezeniu mikromolowym znaczaco
hamowaty proliferacj¢ komérek Caco-2.

3. Na podstawie analizy kometkowej stwierdzono, ze fenol, krezol i amoniak
generuja uszkodzenia DNA w komoérkach enterocyto-podobnych.

4. Badane metabolity trawienia uszeregowano pod wzgledem ich cyto-
i genotoksyczno$ci w stosunku do modelowych komoérek nabtonka jelitowego
W nastepujacy sposéb: krezol > fenol > amoniak.
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THE INFLUENCE OF TOXIC DIGESTIVE METABOLITES ON THE PROLIFERATION AND
DNA DAMAGE OF EPITHELIAL INTESTINAL CELLS IN 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 similarities to intestinal human enterocytes has resulted in Caco-
2 cell line was 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, ammonia, comet assay



