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In vitro human emeésztesi modellek
alkalmazasa a taplalkozastudomany
terileten

Kulcsszavak: statikus, dinamikus, szemi-dinamikus emésztési modellek, TIM-1 és TIM-2 emésztési modell,
SHIME-modell (Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem), INFOGEST in vitro human emésztési
protokoll;

1. DSSZEFOGLALAS

A tapcsatornaban végbemené emésztés szimulalasa széles korben elterjedt eljaras
az élelmiszer- és taplalkozastudomany kiilénb6z6 teriletein a gyogyszeripar mellett,
mivel a human klinikai vizsgalatoknal és az allatkisérleteknél kevésbé koltség-
és munkaigényes, és etikai problémakat sem vet fel. Az emésztés folyamata az
élelmiszerekben talalhaté tapanyagokat és bioaktiv vegyiileteket fiziolégiailag aktiv
vegylletekké alakitja. Az in vitro emésztési modellek hatékony eszk6znek bizonyulnak
az emésztés soran zajlé komplex transzformacids folyamatok teljeskoérii megértésében,
megfigyelésében. Természetesen az in vitro vizsgalatok nem helyettesithetik az in vivo
kisérleteket, de az in vivo vizsgalatok el6tt a mintak elésziirésében, rangsorolasaban,
osztalyozasaban kulcsfontossagu a szerepiik. Ebben a cikkben bemutatjuk, hogy miért
fontosak az in vitro emésztési modellek, hogyan és milyen felépitésii rendszerekben
hasznalhatok. Szamos in vitro emésztési modellt alakitottak ki statikus, dinamikus és
szemidinamikus formaban. Jelen 6sszefoglalonkban bemutatjuk a COST INFOGEST
program keretében létrehozott egységesitett statikus modellt, amely 32 orszag
tébb mint 200 kutatdjanak részvételével egyezményen alapulé egységes protokoll
az élelmiszermintak in vitro emésztésére. Az egységesitett modell alkalmazasaval
lehetévé valt a kiilonb6z6 kutatocsoportok eredményeinek 6sszehasonlitasa is.

2. Bevezetés és irodalmi attekintés
2.1. Emésztés, felszivodas — diohéjban

A neurohormondlisan szabalyozott [1] emésztés so-
ran a taplalék mechanikai és biokémiai folyamatok
meghatarozott sorozata révén bomlik le (1. abra). A
tapanyagok makromolekulakbdl (fehérjékbdl, lipidek-
bél, szénhidratokbol) szarmazé testépitéanyagok és
energiaforrdsok; valamint a vitaminok; asvanyi anya-
gok, nyomelemek az intesztindlis barrieren (bélgaton)
keresztll jutnak be a vér és nyirokkeringésbe a felszi-
vodas (abszorpcio) folyamata révén [2].

Az emésztés a szajban kezdddik, majd a gyomor-bél
traktus (gyomor, duodenum, jejunum) Grtereiben foly-
tatédik. A tapanyagok 90%-a a vékonybélben (jeju-
num, ileum) szivodik fel, a tébbi pedig a gyomorban
(ventriculus, gaster) és a vastagbélben (colon). Az

abszorpciot a vékonybél nydlkahartya (mucosa) és
a nyalkahartya alatti réteg (submucosa) korkoros re-
déi, valamint a bélbolyhok (villi), a felszivé hamsejtek
nyulvanyai (microvilli, kefeszegély) segitik. A lumina-
lis emésztés legfontosabb tdamogatdi a tapcsatorna
mirigyei altal kivalasztott nedvekben talalhaté en-
zimek, melyek a makromolekulak lebontasanak ka-
talizatorai; valamint a mikrobolyhok plazma memb-
ranjaban talalhatd kefeszegélyenzimek. A vékonybél
felé haladva a vékonybélnedv a hasnyallal keveredve
semlegesiti a gyomorbdl érkezé savas kimuszt (gyo-
mortartalom), ami a tapanyagok tovabbi hidrolizisé-
hez és felszivodasahoz sziikséges.

A vékonybélbe szekretalt epevaladék a zsirok emul-
gedlasa révén segiti el§ a pankreatikus lipaz altali
hidrolizist. Az epesavaknak, az altal, hogy micellak
formajaban szolubilizaljadk az emésztés termékeit, a
felszivodasban is fontos szereptiik van [3].

' Nemzeti Agrarkutatasi és Innovécios Kézpont, Elelmiszer-tudomanyi Kutatdintézet, Bioldgia Osztaly
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2.2. Az in vitro emésztési modellek fontossaga

Az emésztés Osszetett biokémiai folyamatrendszer,
melynek fizioldgiai kdriilményeit igen nehéz pontosan
reprodukalni. A taplalkozassal kapcsolatos kérdések-
re human vizsgalatokkal kaphatjuk meg a legponto-
sabb valaszokat, a szimulalt in vitro gyomor-bélrend-
szeri emésztést mégis széles kérben alkalmazzak az
élelmiszer- és taplalkozastudomany teruletén, mivel
az élelmiszerek in vivo emésztésének tanulmanyoza-
sa (klinikai vizsgalatokkal, allatkisérletekkel) er&for-
ras-igényes és sokszor etikailag megkérddjelezhetd

[7, 8]. Az allatmodellek élettani folyamatai nem min-
dig feleltethet6k meg az emberi szervezetben lejat-
sz0do élettani folyamatoknak [9], az eredmények
értelmezését és a kisérlet reprodukalhatésagat pedig
megnehezithetik a kisérleti egyedek kozti nagy ki-
I6nbségek [10, 11].

Az in vivo vizsgalatokkal szemben az in vitro méd-
szerek elényei, hogy koltséghatékonyak, kevésbé
munkaigényesek, nincs etikai korlatjuk, gyorsabbak,
egyszerlibben kezelhetdk, kisebb kockazatuak, és
kevesebb felel6sségel jarnak [11, 12].

Liter/nap pH
Liter/day

Fébb komponensek
(enzimek)

Main components
(enzymes)

Nyal / Saliva

6.3- Amilaz, mucus

1.0-15 6.9 Amylase, mucus

Gyomornedyv / Gastric fluid

Pepszinogén, lipaz,

1.20- | intrinszik faktor, mucus

3.0 Pepsinogen, lipase, intrinsic
factor, mucus

2.0-3.0

Hasnyal / Pancreatic secretions

Proteolitikus enzimek*,
lipolitikus enzimek?,
a-amilaz, nukledzok (Dnaz,
Rn&z), tripszin inhibitor,
7.6- prokolipaz

8.6 Proteolytic enzymes”,
lipolytic enzymes?,
a-amylase, nucleases
(Dnase, Rnase), trypsin
inhibitor, procolipase

Epe / Bile

0.8-1.0

Zsirok (koleszterin,
foszfolipidek, zsirsavak,
7.1- epesavak, epefestékek)
8.2 Fats (cholesterol,
phospholipides, fatty acids,
bile acids, bile pigments)

1.2-15

Vékonybélnedv / Small intestinal fluid
1020 |76 | Mucus, HCO,

Kefeszegélymembran
Brush border membrane

Peptidazok (enter-

okinaz), diszacharidazok,
a-dextrinaz, nukleozidazok,
foszfatazok

Peptidase (enteroki-

nase), disaccharidases,
a-dextrinase, nucleosidases,
phosphatases

Felszabadulé
tapanyagok
Released nutrients

Taplalék feldolgozasanak lépései
Stages of the digestion of foods

Szaj / Mouth

Mechanikai bomlas, keverés
Keményité hidrolizise
10-120 masodperc
Mechanical decomposition,
mixing
Hydrolisation of starch
10-120 seconds

Gyomor / Stomach

Aromak 6sszetevGi
Flavoring ingredients

Tarolas, keverés, sterilizalas
Fehérjék hidrolizise
Lipidek emulgedlasa és emésztése, 15-180 perc
Storage, mixing, sterilisation
Hydrolisation of proteins
Lipid emulsification and digestion, 15-180 minutes

Vékonybél / Small intestine

Zsirsavak
Aminosavak
Keverés, emulgealas Monoszacharidok
Makromolekuldk hidrolizise: Vitaminok
Lipidek, Fehérjék Nyomelemek
Szénhidratok Asvanyi anyagok
Felszivédas 2-5 6ra Viz
Mixing, emulsification Fatty acids
Hydrolysis of macromolecules: Amino acids
Lipids, Proteins Monosaccharides
Carbohydrates Vitamins
Absorption 2-5 hours Microelements
Minerals

vWater

Vastagbél / Colon

Révid szénlancu

zsirsavak
Fermentalas Viz
10-24 6ra Asvanyi anyagok
Fermentation Gaztermel6dés
Short chain fatty
12-24 hours acids
Water
Minerals
vGas production
Széklet / Fecal

1. dbra. Human emeésztési folyamatok ésszefoglald dbrdja (forrds: [3, 4, 5, 6, 63])
Figure 1. Summary diagram of human digestive processes (source: [3, 4, 5, 6, 63])

*A hasnyal proteolitikus enzimei: tripszinogén; proelasztaz; kimotripszinogén; prokarboxipeptidaz A és B; / Proteolytic
enzymes in the pancreas: trypsinogen; proelastase; chymotrypsinogen; procarboxypeptidase A and B;

*A hasnyal lipoltikus enzimei: pankreatikus lipaz, foszfolipaz A2, nem specifikus lipaz (koleszterin észteraz) / Lipolytic
enzymes of pancreatic secretion: pancreatic lipase, phospholipase A2, non-specific lipase (cholesterol esterase).

A bélcsatorna részei:

@ Fejbél: szaj(iireg), garat; @ EI6bél: nyel6csd, gyomor; € Kdzépbél: vékonybél melynek az emésztési felillete a
patkdbél (duodenum) az éhbél (jejunum); a felszivodasi felllete az éhbél (jejunum) és a csipdbél (ileum). A kdzépbélhez
tartozik még a maj (epét termeli) és a hasnyalmirigy (hasnyalat termeli); @ Utébél: vastagbél (colon) (részei: vakbél,

remesebél/felszallo, harant, leszalld, szigmabél/végbél)
Parts of the intestinal tract:

@ Headgut: oral cavity, pharynx; @ Foregut: esophagus, stomach; @ Midgut: small intestine whose digestive
surfaces are the duodenum and the jejunum; its absorption surfaces are the jejunum and the ileum. The midgut also
includes the liver (producing bile) and the pancreas (producing the pancreatic juice); @ Hindgut: large intestine (colon,
parts: appendix, caecum, ascending, transverse, descending and sigmoid colon).
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Csak a vizsgalt mechanizmusra fokuszalnak; elle-
ndrzott kortlményeket és kénny( mintavételi lehe-
téségeket nyujtanak; szlirési célok esetén nagysza-
muU minta parhuzamos mérésére alkalmazhatok. A
vizsgalatok kénnyen reprodukalhatdk a kisérleti pa-
raméterek ellenérzése és standardizalasa altal [11].
Magukban foglaljak szaj-, gyomor- és vékonybél fa-
zisokat, alkalmanként a vastagbél fermentacios sza-
kaszat is. Az in vitro modszerek megkisérlik valdsag-
hlen utanozni az in vivo fiziolégias korilményeket, a
tapcsatornan keresztill lezajlé enzimatikus és mikro-
bioldgiai emésztési folyamatokat, figyelembe véve az
a pH-t, az emésztési idét, illetéleg a sdékoncentraci-
6t. Az in vitro vizsgalatok nem helyettesithetik az in
vivo kisérleteket, de nagyszamu minta el6szlirését,
rangsorolasat és osztalyozasat elsegité eszkdzként
tekinthetiink rajuk [13]. igy az allatetetési kisérletek-
hez torténd elészlrés segitségével kevesebb kisérleti
allatra van szilkség, a human sejteken és mikrobidtan
végezhetd kisérletek (vastagbél modell) esetén pedig
a felszivodas, a kilonb6z6é metabolitok felszabadula-
sa modellezhetd.

2.3. Az in vitro emésztési modellek alkalmazhato-
saga

Az élelmiszerek esetében az egyes komponensek ta-
pértékének 6sszege nem biztosit teljes képet a szer-
vezet szamara elérhetd valds tapértékrdl. Az in vitro
emésztés lehetéséget ad arra, hogy analitikai mod-
szerekkel vizsgaljuk a tapcsatornaba bekertld élel-
miszer-matrixbdl a gasztrointesztinalis traktuson valé
athaladas soran felszabadulé komponensek mennyi-
ségét, azaz a bioaktiv funkcidjat (bioactivity), biold-
giai hozzaférhetéségét (bioaccesibility), valamint a
felszivodas helyén a szervezet szamara valé biologiai
elérhetdségét, bioldgiai hasznosulast (bioavailability)

[11].

E modelllek alkalmazasaval arra keresslk a valaszt,
hogy ezen lebomlott komponenseknek megmarad-e
a bioldgiai aktivitasa, és ha igen akkor ez a bioak-
tiv forma hogyan hasznosul: felszivédik-e, illetve ké-
pes-e aktiv formaban hasznosulni.

A gyakorlatban, az in vitro emésztést kévetéen az
emésztményt centrifugaljadk és/vagy a kolloidalis
diszperziét képzb nem-emésztett dsszetevdk jelenlé-
te miatt szdrik (ultrafiltracid), dializaljak, majd a kapott
felliluszéban meghatarozzak a bioldgiailag hozzafér-
het6 komponensek mennyiségét. A dializis alkalma-
zasa és az oldhatdésag mérése (centrifugalas és/vagy
szlrés révén) azonban még ugyanazon minta esetén
is eltérd bioldgiai hozzaférhetdség-értékekhez vezet-
het [14, 15]. Az sem altalanosithathd, hogy a dializis-
sel vagy az oldhatésag mérésével kapunk nagyobb
értékeket [14, 16, 17]. Azt is figyelembe kell venni,
hogy nem minden oldédé vagy dializalhaté Ossze-
tevd szivodik fel a szervezetben; ugyanakkor olyan
komponensek is atdiffundalhatnak a félig ateresztd
membranon, amelyek a valés koérlilmények kozott

nem képezik a bioldgiailag hozzaférhetd frakcid ré-
szét [11, 18, 19].

A biolégiai hozzaférhet6ség ismerete fontos lehet az
élelmiszerfejlesztés soran a megfeleld feldolgozasi
technoldgia kivalasztasakor. El6fordulhat, hogy mas
gyartasi technoldgia bizonyul el6nydsebbnek ha azt
az adott élelmiszerkomponens bioldgiai hozzaférhe-
t6sége alapjan, és nem a lebomlas mértéke alapjan
valasztjak ki [20]. A vizsgalatok hasznosak az élel-
miszerfeldolgozas hatdsainak 6sszehasonlitdsaban,
valamint a kilénb6z8 fehérjeforrasok rangsorolasa-
ban, valamint az emésztést potencidlisan befolyaso-
16 tényez8k vizsgalataban [19]. Az in vitro vizsgalatok
alkalmazhatok az élelmiszerek glikémids hatasanak
becslésére [19, 21, 22], genetikailag modositott ter-
mékek biztonsagossaganak felmérésére [11, 23], fe-
hérjék allergén potencialjanak jellemzésére is [8].

2.4. Az in vitro emésztési modellek jellemzése,
csoportositasa

A Kkisérletek tervezése soran a vizsgalati célnak
megfelel§ in vitro modellt kell kivalasztani, akar 1-1
emésztési fazis modellezése is indokolt lehet. A méd-
szer kivalasztasat segiti, ha figyelembe vesszik, hogy
az adott emésztési modellt korabban milyen mintékra
validaltak. Emésztési modellek (1. tablazat) legna-
gyobb része statikus (~89%), de a modellek lehetnek
dinamikusak, illetve szemi-dinamikusak is [24].

A statikus modellezésnél a fizikai folyamatok (ra-
gas, nyiras, keverés, hidratacid, valtozd paraméte-
rek: pl. id6) csak korlatozottan imitalhatdk. A dinami-
kus modellel ellentétben gasztrointesztinalis traktus
komplexitasa statikusan nem modellezheté.

A dinamikus modellek hatékonyabban alkalmazha-
tok az élettani vizsgalatok soran, mint a statikusak
[23]. Sokkal Osszetettebbek, a miikddtetésiikhoz
nagy mennyiségl minta szlikséges [18]. Alkalmaza-
suk korlatozott, mivel a hasznalatuk tébb koltséget,
munkat és idét igényel, mint a statikus modelleké
[18, 23].

Az emésztés dinamikus folyamat, a gyomor-bélrend-
szerbe kerlld élelmiszer valtozd sebességgel halad
annak szerkezetétdl, reoldgiai és egyéb tulajdonsa-
gaitdl fuggdben, és a fizikai-kémiai kérilmények (val-
toz6 pH, ioner8sség, emésztéenzim koncentraciok)
szintén befolyasoljak a hatékonysagat. Ezeket a fo-
lyamatbeli valtozasokat a dinamikus modellek figye-
lembe veszik.

Dinamikus modelekkel a reakcioidétél fliggd folya-
matok (pl. a biolégiai hozzaférhetéség valtozasa az
élelem-matrix fliggvényében, a tapanyagok kdlcson-
hatasa) vizsgalata is lehetséges, annak kdszdnheté-
en, hogy az emésztés folyaman végbemend bioké-
miai reakcidk kinetikajanak pontosabb modellezé-
sére képesek, mivel a modellek rekeszeibdl (melyek
a gasztrointesztinalis traktus kilonb6z6 szakaszait
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imitaljak) az emésztmény athaladasa soran mintakat
lehet venni.

A szemi-dinamikus emésztési protokollok az egy-
szer( statikus modellek és a bonyolultabb, kéltsége-
sebb dinamikus rendszerek kdzotti kompromisszu-
mot képviselik [8]. Ezek esetén a gyomor-szakaszt
dinamikusan modellezik, amelyet egy statikusan mo-

2.4.1. Elterjedt dinamikus in vitro human emésztési
modellek révid jellemzése

A gyakorlatban t6bb dinamikus in vitro emésztési mo-
dell latott napvilagot, amelyek kézll néhany legfonto-
sabbat az 1. tablazatban foglaltunk 6ssze. Ezek az
automatizalt rendszerek egy, vagy t6bb egységbdl
allnak, amelyek kilon, csak a gyomrot, vagy a gyo-

dellezett vékonybél fazissal vonnak 6ssze [8].

1. tablazat. Elterjedt dinamikus in vitro human emésztési modellek
Table 1. Widely used dynamic in vitro human digestion models

mor-vékonybél és a gyomor-vékonybél-vastagbél

Modellnév*
Model name*

Modellezett
emésztérendszeri
szakasz

Modeled section of the
gastrointestinal tract

Emésztési szakaszokat reprezentalo egységek
felépitése (szama)

Structure (number) of units representing digestive
stages

Referencia
Reference

Gyomor fundus —gyomortest, antrum (2 db egység)

DGM Stomach fundus — stomach body, antrum (2 units)

[11, 28]

Gyomor / Stomach HGS Teljes gyomor (1 db egység)

Complete stomach (1 unit)

[11, 29]

Teljes gyomor, duodenum, jejunum, ileum

(4 db egység)

Complete stomach, duodenum, jejunum, ileum
(4 units)

DIDGI
Gyomor-vékonybél

[11, 30, 31]

Stomach-small

intestine Elelemtarolo, nyalampulla, teljes gyomor, duodenum,

ESIN jejunum, ileum (6 db. egység)
Food storage, saliva ampoule, complete stomach,
duodenum, jejunum, ileum (6 units)

[32, 33]

Teljes gyomor, duodenum, jejunum, ileum

(4 db egység) + vastagbél (csak proximalis szakasz

vagy felszallé-, harant-, disztdlis vastagbél szakasz)

(4 db egység)

Complete stomach, duodenum, jejunum, ileum

(4 units) + colon (only proximal section or ascending,
transverse and distal colon sections) (4 units)

TIM-1 + TIM-2

Gyomor-vékonybél-

[11, 26, 34, 35]

vastagbél
Stomach-small
intestine-large
intestine

Teljes gyomor, teljes vékonybél, felszallé-, harant-,
leszallo vastagbél szakasz (5 db egység)
Complete stomach, complete small intestine,
ascending, transverse, descending colon sections
(5 units)

L-SHIME

[11, 36]

Teljes gyomor, teljes vékonybél, felszallo-, harant-,
leszallé vastagbél szakasz (5 db egység)
Complete stomach, complete small intestine,
ascending, transverse, descending colon sections
(5 units)

SIMGI

[33, 37]

Teljes vastagbél (1 db egység)

ARCOL Complete large intestine (1 unit)

[33, 38]

Vastagbél / Large
intestine

Felszallé-, harant-, disztalis vastagbél szakasz
(3 db egység)

Ascending, transverse and distal colon sections
(3 units)

GIBSON

[39, 40, 41]

* Roviditések / Abbreviations:

DGM: Dynamic Gastric Model (Angol/British)

HGS: Human Gastric Simulator (Riddet Model) (Egyestilt Allamok/USA)
DIDGI: Digestion Dynamique Gastro-Intestinale model (Francia/French)
ESIN: Engineered Stomach and small Intestinal model (Francia/French)
TIM: TNO in vitro (gastro-) Intestinal Models (Holland/Dutch)

SHIME: Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem (Belga/Belgian)
SIMGI: SIMulator of the Gastrolntestinal tract model (Spanyol/Spanish)

Gibson: Gibson és Macfarlane kutatdcsoportja altal kidolgozott rendszer
(Macfarlane/Gibson harom-stadiumu folyamatos kultura rendszer) (Angol)
System developed by the research group of Gibson and Macfarlane
(Macfarlane/Gibson three-stage continuous culture system) (British)

ARCOL: ARtificial COLon (Francia/French)
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[oc BN Ne>}] O WN =

. Elelem = TIM-1 bemenete / Food input of TIM-1

. Dializalt minta az éhbélbdl / Dialised sample from jejunum

. Dializalt minta a csip6bélbél / Dialised sample from ileum

. A csip6bélbdl tavozd minta / Sample output from the ileum

. A kompartimentumokban marado Uledék az emésztés végén

. A 4. és 5. szammal jelzett mintak egyesitése = TIM-2 bemenete / Merging of saples no. 4 and no. 5 = TIM-2 input
. Dializalt minta a TIM-2-bdl / Dialised sample from TIM-2
. Luminadlis minta a TIM-2-bdl / Luminal sample from TIM-2

TIM-1

TIM-2

2. abra elsé része: TIM-1 modell 2. abra masodik része: TIM-2 model
2. abra elsé része: TIM-1 modell 2. abra masodik része: TIM-2 model

Sediment remaining in the compartiments at the end of digestion

2. dbra. TIM-1 és TIM-2 modellek
Figure 2. TIM-1 and TIM-2 models
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szakaszokat egyarant modellezhetik. A rendszerek
felépitése kilonbozé, amit itt két komplettebb (az
emésztés és a fermentdacio folyamatain keresztil be-
mutatott) modellel szemléltetliink (2., 3. abra).

A szimuldlt dinamikus human emésztési modellek
uttéréjének szamitanak a TNO (Nederlandse Or-
ganisatie voor Toegepast Natuurwetenschappelijk
Onderzoek, Alkalmazott Tudomanyos Kutatas Hol-
landiai Szervezete) altal kifejlesztett TIM emésztési
modellek (TNO (gastro-) Intestinal Models) (2. abra),
amelyeket széles korben validaltak az élelmiszerek
emeészthetéségének, a tapanyagok biologiai hozza-
férhetéségének, valamint a funkcionalis dsszetevdk
sorsanak és hatékonysaganak a tanulmanyozasaban
[25]. A TIM-1 egy gyomor-vékonybél modell, a TIM-2
pedig a vastagbelet modellezi. A TIM-1 egyszertibb
valtozata a tiny-TIM rendszer, mely a vékonybelet
csak egy egyseéggel imitalja, ami nagyobb ateresz-
t6képességet tesz lehetdvé [26]. Bar a TIM-1 rend-
szer gasztrikus kompartimentuma megfelel szamos
in vitro emésztést alkalmazé kisérlet kdvetelmé-
nyeinek, amit a tdpanyagok, bioakiv dsszetevdk és
gyogyszerek bioldgiai hozzaférhetéségére vonatkozo
eredmények tamasztanak ala, bizonyos sajatos kér-
dések (ezek kapcsolodhatnak példaul az élelem és a
gyomor viselkedése kozotti kdlcsdnhatashoz) meg-
valaszolasara, egy fejlettebb gyomor modellt kellett
kifejleszteni [27]. A TIMagc rendszer (TIM advan-

ced gastric compartment), a TIM modell gasztrikus
szakaszahoz képest egy fejlettebb gyomor modell,
3 kompartimentumbdl all, ezek a gyomortestet (cor-
pus ventriculi), valamint a gyomortestet kdvetd viz-
szintes szakasz (antrum) proximalis és a disztalis ré-
szeit utanozzak [27].

A SHIME-modell (Simulator of Human Intestinal Mic-
robial Ecosystem) 5 reaktort feldleld rendszer (gyo-
mor-vékonybél, felszallo-, harant- és leszallo vastag-
bél szakasz, 3. abra), amely megtalalhaté a Ghenti
(Belgium) és a Wageningeni Egyetemen [42, 43].
Egyik variansa az M-SHIME (Mucus-SHIME), amely
a nyalkahartya mikrobiota altali kolonizaciéjat mo-
dellezi. A SHIME-modell alkalmazasa az un. HMI™
modullal (Host-Microbe Interaction Module) lehetévé
teszi a mikrobiétanak a gazdaszervezet sejtjeivel vald
interakcidjanak 48 oran at térténé hosszu tavu vizs-
galatat [11, 33, 44].

A dinamikus modelleknél legtobb esetben az élelmi-
szer konzisztencidjara (szilard, folyadék)-vonatkozté
differencialis gasztrikus Urités (kivételek vannak pl.:
TIM, SHIME), a dinamikus pH-profil, a kisérleti idétar-
tam szabalyozhato, valamint a gyomorban a perisz-
taltikus mozgas is imitalhaté néhany esetben (TIM,
HGS, DGM, SIMGI) imitalhaté. Bizonyos dinamikus
modellek (pl. SHIME, TIM) esetén az élelmet draszti-
kus fizikai 6rlésnek (ultra-turrax homogenizal6 készu-

Hasnyal
Pancreatic secretion

Savak
Acids

Elelem Gyomor Vékonybél Felszallo Harant Leszallo Hulladék
Food Stomach Small Ascending Transverse Descending Waste
intestinum

Vastagbél / Colon

3. dbra. SHIME-modell
Figure 3. SHIME model
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lék, turmixgép stb.) kell alavetni az in vitro emésztés
el6tt, a ragas modellezése helyett, hogy elkerlljék a
rendszer csoveinek az eltdmddését [32, 33].

Ennek hatranya, hogy nem veszik figyelembe az élel-
miszer szerkezetét, pedig az emésztmény viszkozita-
sa és a részecskeinek a mérete a vizsgalando kom-
ponensek emésztés soran torténd felszabadulasat
befolyasolé fontos jellemzék [8, 18, 33].

Néhany rendszerben (pl. ESIN, TIM, ARCOL, SHIME,
DIDGI) a dializis megvaldsitasara is torekedtek, hogy
az emésztetlen, nem olddédo anyagokkal kolloidalis
diszperzidkat képz6 vizben oldéddé komponensek
a rendszerbdl eltavolithatok legyenek [45]. A vastag-
bél modelleknél (TIM-2, ARCOL, SHIME) pl. fontos
eltavolitani a mikrobialis metabolitokat, mert azok
gatolhatjak a baktériumok névekedését és/vagy a to-
vabbi fermentéaciot. A TIM-1, ESIN és DIDGI esetén
az enzimek reakciotermékek altali negativ visszacsa-
tolasos gatlasat akadalyozzak meg a dializis révén.
A dializis hatassal van emésztmény 6sszetételére is,
ezaltal befolyasolhatja a viszkozitast és a pH-t.

Bizonyos dinamikus modellrendszereket az adott
célcsoport életkoranak (pl. felnétt, csecsemé: pl.
TIM-1, tiny-TIM, DIDGI, SHIME) és egészségi alla-
potanak (egészséges, beteg, elhizott, gyulladasos
bélbetegségben szenvedd: (pl. TIM-1, TIMagc, DGM,
SHIME) megfelel6 emésztérendszerek szimulalasara
lehet bedllitani. A vastagbelet szimulalé egységeket a
TIM-2, SIMGI, ARCOL, Gibson, SHIME modelleknél
altalaban széklet inokulummal oltjak be [11, 33, 40].
Az ESIN esetén a vékonybelet reprezentalé rend-
szeregységek lehetbvé tették, hogy a human széklet
mintaval val6 beoltas és annak anaerob kdriilmények
ko6zotti fenntartasa lehetséges legyen [33]. Az AR-
COL-modell az elsé olyan fermentacios modell, mely
a fermentor belsejében anaerobidzist tart fenn, mind-
O0ssze a mikrobiéta metabolikus aktivitasa révén,
aneélkdl, hogy azt N,-nel vagy CO,-dal &blitenék at,
mint a legtdbb, a vastagbelet szimulalé in vitro mo-
dell esetén. Az in vitro bél-fermentacios rendszerek
hatranya azonban az, hogy nem képesek a gazda-
szervezet hatdsanak (pl. felszivodas, gazdaszervezet
mikrobiéta kdlcsénhatés) kelléen valésaghld model-
lezésére, kivéve, ha a rendszert in vitro bél sejtvonal
modellekkel kombindljak (pl. Caco-2 human vastag-
bélrak epitélsejtek) [33, 46].

2.5. A NAIK EKI-ben alkalmazott - kiilénb6z6 eu-
ropai orszagok altal javasolt k6z6s egyezményen
alapulo - szimulalt human in vitro emésztési mo-
dell részletes bemutatasa

2011-ben indult el az un. COST INFOGEST FA1005
Akcio (2011-2014) European Cooperation in Science
and Technology: Improving health properties of food
by sharing our knowledge on the digestive process,
Project No. Food & Agricultural 1005 cimmel, amely-
nek feladata vezet6é eurdpai intézetekbdl allé hals-
zat felépitése volt, k6z0s célja pedig az élelmiszerek

emésztése, a tapcsatornaban térténé lebomlasi fo-
lyamatok teljeskord megismerése. A halézat tagjai
kilonb6z6 szakmai hattérrel rendelkezé kutatok,
ugymint élelmiszermérnokok, gasztroenteroldgusok,
taplalkozastudomanyi szakemberek, immunolégu-
sok, élelmiszeripari szakemberek voltak, igy a téma
t6bb szemszdgbdl is megkdzelithetéve valt. A COST
Infogest Akcié magyar tagjait intézetiink munkatarsai
képviselték (Dr. Gelencsér Eva, Dr. Takacs Krisztina,
Némethné Dr. Szerdahelyi Em&ke, Dr. Nagy Andras).
A projekt f6 célkitlizése els6sorban a nyersanyagok
és a feldolgozott élelmiszerek jellemzése volt a ked-
vez6bb tapanyag hasznosulds szempontjabdl, va-
lamint annak felmérése, hogy a hasznos élelmiszer
komponensek el6forduldsa és stabilitasa a gaszt-
rointesztinalis traktusban milyen mdédon valtozik a
feldolgozas madjatdl és élelmiszer matrix jellegétdl
fuiggéen. Ezenkivil az in vitro, in vivo, in silico emész-
tési modellek feldllitasa, azok sszehasonlitasa, és az
egészségre vonatkozé hatasok (pl. allergia) vizsgala-
ta volt a feladat.

A projektben kitlzott célok érdekében — a human
emeésztésen alapulé naprakész szaktudas birtokdban
—azin vitro és in vivo mérések kozotti 6sszefliggések
feltarasahoz szikseég volt a publikalt in vitro emész-
tési modellek &sszehangolasara és szabvanyosita-
sara [11, 47]. A kllénb6z8 modellrendszerek eltérd
kérdlményeket alkalmaztak, ami lehetetlenné tette a
kilénb6z6 emésztési vizsgalatokkal kapott eredmé-
nyek 6sszehasonlitasat, igy ellentmondasos kovet-
keztetésekhez vezethetett [23, 24].

Erre jelent megoldast a szamos in vitro emésztési
protokoll Osszefésllt valtozatai alapjan standardi-
zalt un. INFOGEST in vitro human emésztési modell
[23, 45], amely egészséges felnbttek emésztését a
szaj-gyomor-vékonybél fazisokon keresztil modelle-
zi [48].

A harmonizalt protokollban figyelembe vették az ed-
dig alkalmazott emésztési modelleknél tapasztalt
elénydket és hatranyokat a valés koérilmények lehetd
legjobb megkodzelitése érdekében (4. abra).

A kialakitott INFOGEST modelinél szamitasba vet-
ték tobbek kozott azt is, hogy a kiilénbdzé cégek-
16l vasarolt, ill. kildénbdzé sarzsokbdl rendelkezésre
allé enzimek aktivitasa eltéré lehet, ezaltal az enzi-
mes bontassal kapott eredmények is eltéréek (amit a
korvizsgalati eredmények is bizonyitottak). Ujdonsag
a protokollban, hogy élettanilag megfeleld korilmé-
nyek kozott, megadott aktivitassal torténik az enzi-
mes bontas. A vizsgalathoz szilkséges enzimmeny-
nyiség a szabvanyos aktivitdas mérésekkel meghata-
rozhatd, ezaltal javitotta a reprodukalhatésagot, és
az eredmények 6sszehasonlithatésagat [50].

Figyelembe vették azt is, hogy az eltérd pH, asvanyi
anyagtartalom, ionerésség, emésztési id6, és enzim
befolydsolja a mért enzimaktivitast, igy az eredmé-
nyekben kilénbségeket okozhat. Egyéb paraméte-
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rek hatdsat is vizsgaltak, pl. a foszfolipidek, egyedi
enzimek (gyomor lipaz) és emulgaldszerek, illetve
ezek keverékei (pl. pankreatin, epe-so6k) mennyisége/
jelenléte, valamint az élelmiszer/emészténedv arany
is, és ezen emlitett paraméterek standardizalasa is
megtortént.

A gyakorlatban val6 megvalositéds soran a szajban 2
perces, gyomorban 2 6ras és vékonybélben is 2 éras
37 °C-on zajl6 reakcididét javasoltak. A megfeleld fizi-
ologias korllményeket nesterséges emészténedvek
garantaljak, amelyek 6sszetétele elektrolit tdrzsoldat-
bdl, enzimekbdl, CaCl,-bdl és vizbdl all. A szimulalt
nyalfolyadék pH-ja 7,0, a szimulalt gyomorfolyadék
pH-ja 3,0 és a szimulalt vékonybélfolyadék pH-ja 7,0.
A szimulalt emészténedvek minden emésztési fazis-
nal allandé aranyban (50:50 v/v) keriilnek a szaj/gyo-
mor/vékonybél tartalmakhoz; az emésztéenzimek
aktivitasa valamint a vékonybél-folyadékban hasznalt
epekivonat koncentracidja (10 mM) a feltételezett fi-
ziologias kortlményeknek megfeleléen szintén stan-
dardizalt (pl. alfa-amilaz 75 U/ml, pepszin 2000 U/ml,
pankreatin 100 TAME U/ml). A vékonybél fazis soran
a pankreatin mennyiségét altaldban a tripszin aktivi-
tasa hatarozza meg [45]. Ha a célkitlizések alapjan a
lipid vagy szénhidrat emésztés vizsgalatnak nagyobb

a jelentésége, vagy az enzim aktivitast pontosan kell
szabalyozni, a pankreatin helyett lehet egyedi enzi-
meket is (tripszin, kimotripszin, a-amilaz, lipaz és
kolipaz) alkalmazni [18, 23, 45]. Az egyedi enzimek
alkalmazasanak hatranya az, hogy a protokoll kivite-
lezése soran kimaradnak az olyan pankreatikus pro-
tedzok, mint az elasztaz és a karboxipeptidaz [51],
amelyeknek meghatarozé szerepe lehet bizonyos
bioaktiv peptidek vizsgalata esetén [19].

Azt figyelembe kell vennink, hogy az INFOGEST
protokoll a kefeszegély membran hidrolazok alta-
li lebontasi folyamatot nem modellezi [48]. Ennek
oka, hogy ezen enzimek kereskedelmi forgalomban
nem kaphatok és muikoédésikrdl sem rendelkezink
elegend§ ismerettel [8, 23]. Napjainkban azonban
olyan tanulmanyok lattak napvilagot, amelyek az IN-
FOGEST protokoll altal el8irt [épéseken kivll sertés
jejunum kefeszegély enzimeket alkalmaztak [48, 52,
53]. Egyes kutatécsoportok a kefeszegély glikozida-
zokat gomba amiloglikozidazzal helyettesitették [564,
55, 56].

Az INFOGEST modszer hianyossagaira a kilonb6zé
élelmiszer komponensek vizsgalata soran deril fény.
Szilikség van pl. tdbbek kdzott a lipofil 6sszetevék

Sz3j fazis
e Minta és a szimulalt nyalfolyadék
1:1 aranyban
e 75 U/ml human nyal a —amilaz
e pH 7,0
e 2 perc

Gyomor fazis

Oral phase

e Sample and saliva model in
1:1 ratio

e 75 U/ml human saliva a —amiase
e pH 7.0
® 2 minutes

Stomach phase

e Emésztmény és a szimulalt gyomor-
folyadék 1:1 aranyban p

e 60 U/ml gasztrikus lipaz (nyulgyo-
mor kivonatbdl)

e pepszin (a sertésbdl tisztitott enzim
és a lipaz miatt alkalmazott nyulgyo-
mor kivonat 6sszesen 2000 U/ml
akitvitast kell biztositsanak)

e pH 3,0

e 2 0ra

~

Vékonybél fazis
e Emésztmény és a szimulalt vékony-
bélfolyadék 1:1 aranyban

e 100 TAME U/ml tripszin aktivitasu

¢ Digestied and simulated gastric
fluid in a 1:1 ratio

e 60 U/ml gastric lipase (from rabit
stomach extract)

e Pepsin (the enzyme purified from
the pig and the rabbit stomach
extract used for lipase must have a
total activity of 2000 U/ml)

e pH 3.0
e 2 hours

Smal intestinum phase

¢ Digestied sample and simulated
small intestinal fluid in a 1:1 ratio

¢ 100 TAME U/ml of trypsin-active

sertés pankreatin vagy egyedi enzi-
mek, amelyek kozul a tripszin

(100 U/ml); az o. —amilaz (200 U/ml);
a lipaz (2000 U/ml); és a kolipaz
(2:1 M kolipaz:lipaz arany) sertés
eredetliek, mig a kimotripszin

(25 U/ml) marhatdél szarmazik

e Epe (10 mM epeso)
e pH 7,0
e 2 6ra

porcine pancreatin or individual
enzymes, of which trypsin
(100 U/ml); a-amylase (200 U/ml);
lipase (2000 U/ml); and colipase
(2:1 M colipase: lipase ratio) are of
porcine origin, while chymotrypsin
(25 U/ml) is of bovine origin.

e Bile (10 mM bile salt)

e pH7.0

e 2 hours

4. abra. INFOGEST in vitro human emeésztési protokoll [23, 45]; (rajz: [49])
Figure 4. INFOGEST in vitro human digestion protocol [23, 45]; (sketch: [49])
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(pl. karotinoidok, ndvényi szterolok) esetében olyan
modszerfejlesztésre, amely biztositia a micellakba
agyazott lipofil komponensek kivonasat, hiszen a
sejtek valéjaban a lipofil komponenseket micellakba
rendezédve veszik fel. igy sorsuk nyomonkévetheté-
vé, mennyiséglk megbizhatéan mérhetéveé valik [13,
24, 57]. Egyeldre a micellak kialakulasat befolyasold
tényez6k (epesok, lipaz, lipidek, emésztmény keve-
résének intenzitasa) hatasardél kevés ismeretlink van,
a standardizalasra egyel6re nincs lehet8ség [19, 23].

A vékonybélszakasz modellezése soran a fény és/
vagy az oxigén jelenléte hatassal lehet a mintaban
talalhaté fitokemikaliara (pl. karotinoidok, polifenolok)
és a mikrotapanyagokra (pl. vas ionok) [18, 23, 58].
A fitokemikalia bioaktivaciojaban, metabolizmusaban
a bél mikrobidtanak is szerepe van [18, 23]. A gaszt-
rointesztinalis baktériumok példaul a higany kémiai
kotési formajat (a veszélyesebb metilhigany el&fordu-
lasat) és a biologiai hozzaférhetéségét is befolyasol-
jak [59, 60]. A fény, oxigén és mikrobidta hatasanak
az alaposabb megértése elbsegitheti az in vitro- in
vivo korrelaciok megallapitasat, valamint a standardi-
zalast az olyan specifikus vizsgalatok esetére, amiket
ezek a tényezdk befolyasolhatnak [23].

A bioldgiai hozzaférhet6ség mérése, predikcids vizs-
galatok soran az INFOGEST modell alapjan javasolt
a kllonboz6 OsszetevOk elvdlasztdsa az emésztet-
len frakciétdl, amit oldhatésag (centrifugalas és/
vagy szlirés) vagy dializalhatésagi vizsgalatokkal le-
het megvalositani [19, 23, 45]. A dializis beépitése
egy in vitro emésztési modellbe nemcsak a bioldgiai
hozzaférhet6ség mérése miatt lenne fontos, hanem
egyrészt azért is mert igy nem halmozdédnak fel azok
a termékek, melyek az emésztéenzimeket gatolhat-
jak [18], masrészt pedig szikségessé valik, ha az
emésztményt sejtkultura alapu [61] vagy mikrobiolo-
giai [62] vizsgalatokhoz szeretnénk felhasznalni. Az
in vitro emésztési modellekben alkalmazott dializis
paraméterei nagyon valtozatosak, szilkség lenne en-
nek standardizalasa is.

3. Koszonetnyilvanitas
A publikacié a COST Action FA1005, valamint a

»1ématerileti Kivalosagi Program” TUDFO/51757-
1/2019-ITM tamogatasaval készdlt.
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