Bioaktywne sktadniki zywnosci badane z wykorzystaniem
nowoczesnych modeli trojwymiarowej hodowli komorkowej (,mini-jelit”)

Czes¢ z prowadzonych w naszej jednostce badan dotyczy wptywu niektérych sktadnikow
zywnosci - na przyktad bakterii probiotycznych, peptyddow pochodzgcych z gliadyn,
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych czy pektyn - na sluzowke jelit w kontekscie zjawisk
immunologicznych i nowotworzenia. Do badania tych zjawisk stosujemy modele in vitro oparte na
prowadzeniu hodowli komorkowych jelitowych linii nabtonkowych (Caco-2, HT29) w postaci
monowarstwy lub tréjwymiarowych(3D) - na mikrono$nikach, w porowatych wkfadkach i w kropli,
rowniez w obecnosci fibroblastow jelitowych (model sluzéwki). Prowadzimy rowniez hodowle
trojwymiarowe organotypowe. Jednym z modeli wykorzystywanych w naszej pracy doswiadczalnej sg
»mini-jelitka” (organoidy jelitowe) pochodzgce z zarodkowych tkanek kurzych lub z dorostych kur i
myszy.

Komorki linii Caco-2 w hodowli 2D w matej (A) i w duzej (B) gestosci oraz w hodowli 3D w postaci sferoidéw w matrizelu (C)

Osiggnieciem naszego zespotu jest opracowanie nowych i unikalnych modeli organoidow
jelitowych pochodzacych z tkanek ptakéw, oraz mysich organoidéw w ,wiszacej kropli”. Hodowle
organoidéw jelitowych tworzymy zanurzajgc fragmenty nabtonka (izolowane z jelit metodg inkubacji w
buforach z dodatkiem zwigzku chelatujgcego wapn) w zelu ziozonym 2z biatek macierzy
zewnagtrzkomorkowej (Matrigel™). Podobne organoidy uzyskujemy rowniez zawieszajgc krople
zawierajgcg nabtonek zarodkowych jelit - w takich hodowlach sita ciezko$ci powoduje gromadzenie sie
wszystkich komdrek w jednym miejscu, na dnie kropli, co sprzyja formowaniu agregatéw.

Prowadzgc nasze badania korzystamy z pracowni hodowli komérkowej wyposazonej w komore
laminarng drugiej klasy bezpieczenhstwa oraz z inkubatoréw z atmosferg CO2. Wzrost i r6znicowanie
komdérek oceniamy dzieki obserwacji za pomocg odwréconego mikroskopu swietlnego wyposazonego
w komore inkubacyjng zapewniajgcg stabilnos¢ hodowli poprzez regulacje temperatury, poziomu CO2
i utrzymywanie wilgotnosci. Umozliwia to nagrywanie filmoéw poklatkowych i odtworzenie zachowania
organoidéw, w tym ich wzrostu, fuzji i ruchu. Stosujemy réwniez zaawansowane techniki mikroskopii
fluorescencyjnej — barwigc komorki przyzyciowo, lub metodami cytoimmunofluorescencji i
cytoimmunochemii.

Rozne postacie hodowli tréjwymiarowej. Mini-jelita myszy w matrizelu (A), mini-jelita kury w wiszacej kropli (B),
komorki lini Caco-2 na mikronos$nikach (kulkach szklannych) (C). Odcinek odpowiada 20 um.

Modele komoérkowe przez nas wykorzystywane mogg sie okazac przydatne w badaniach nad
wzajemng relacjg miedzy nabtonkiem jelit a bytujgcymi w jelitach mikroorganizmami, zaréwno
symbiotycznymi, jak i wywotujgcymi choroby. Umozliwiajg one roéwniez badania probiotycznych
dodatkéw do zywnosci i pasz oraz innych sktadnikdw zywno$ci, stwarzajgc mozliwosc¢ okreslenia ich
potencjalnego prozdrowotnego lub szkodliwego dziatania.
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