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MODELE PRZEWODU POKARMOWEGO IN VITRO DO BADAN NAD
BIODOSTEPNOSCIA SKEADNIKOW ODZYWCZYCH

Streszczenie

Biodostgpnos¢ sktadnikéw pokarmowych jest waznym wskaznikiem przy ocenie wptywu zywienia
cztowieka na jego zdrowie. Z uwagi na trudnosci w dostgpie do tresci jelitowych in vivo rozwinigto
modele umozliwiajace badanie trawienia i wchianiania sktadnikéw pokarmowych w warunkach in vitro.

W pracy opisano budowe przewodu pokarmowego i jego fizjologi¢. Przedstawiono dane dotyczace
stgzenia aktywnych sktadnikéw ptynéw w uktadzie pokarmowym, kinetyk¢ zmian kwasowosci ptynéw
jelitowych oraz szybkos$¢ pasazu i trawienie pokarmu przez uktad. Oméwiono takze podstawowe modele
in vitro do badania trawienia jelitowego i wchtaniania.

Wigkszos¢ stosowanych modeli jest dwu- lub tréjstopniowa i obejmuje uktady: zotadek — jelito
cienkie, jama ustna — zotadek — jelito cienkie lub zotadek — jelito cienkie — jelito grube. W modelach
przewodu pokarmowego in vitro mozna zaleca¢ nastgpujace proporcje objgtosciowe (wagowe) migdzy
pltynami jelitowymi: pokarm/slina/ptyn zotadkowy/z61¢/sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2. Jako modele do
badania wchtaniania skladnikéw pokarmowych wykorzystuje si¢ badz uktady dializacyjne lub
ultrafiltracyjne, badZ modele kultur komoérek nabtonka jelitowego in vitro. Najpopularniejsza linia
komédrkowa wykorzystywana do badania wchianiania pokarméw jest Caco-2. Jej morfologia i fizjologia
jest bardzo zblizona do naturalnych ludzkich enterocytéw in vivo. Model Caco-2 zostat zastosowany do
badania wchtaniania biatek, lipidéw, cukréw, jondw metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i
innych sktadnikéw zywnosci.

Stowa kluczowe: przewdd pokarmowy, trawienie in vitro, biodostgpnos$¢, modele

Wprowadzenie

Badaniu biodostgpnosci sktadnikéw pokarmowych, mineralnych, witamin,
a takze przeciwutleniaczy roslinnych poswigcono wiele publikacji [6, 7, 10, 17, 18].
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Pojecie to jest r6znie definiowane w literaturze, niemniej wyraza ono stopien, w jakim

dany sktadnik odzywczy moze zosta¢ uwolniony i wchionicty z przewodu

pokarmowego oraz wykorzystany przez organizm. Biodostgpno$¢ (ang. oral

bioavailability) mozna wigc rozpatrywaé jako sumeg trzech nastgpujacych po sobie

procesow:

- uwalniania skladnika z matrycy organicznej w przewodzie pokarmowym
(biodostgpnosc),

- transportu przez $ciang jelit w glab organizmu (wchtanianie),

- rozkladu danego sktadnika w organizmie, w tym w jelitach i watrobie, oraz
wprowadzenie go do centralnego krwiobiegu (metabolizm).

Nalezy podkresli¢, ze badanie biodostgpnosci sktadnikéw odzywczych jest

zagadnieniem jeszcze mato poznanym, dlatego wymaga duzo wigkszej uwagi.

Produkty spozywcze wystgpuja w dwodch postaciach: ciektej i statej. Szczegdlnie
skomplikowana struktur¢ maja produkty state zbudowane ze zlozonej matrycy
organicznej, w ktérej rozmieszczone sa rozne sktadniki pokarmowe. Dostgpnosé
danego skladnika bedzie wigc funkcja jego wilasciwosci dyfuzyjnych i podatnosci
matrycy na trawienie jelitowe. Biodostgpno$¢ sktadnikow podanych doustnie w czystej
formie jest zwykle duzo wigksza niz biodostgpnos¢ tego samego sktadnika
znajdujacego si¢ w matrycy produktu spozywczego, gdyz do jego wchtonigcia
potrzebne jest najpierw uwolnienie z matrycy. W wielu przypadkach poszczegdlne
sktadniki pokarmowe sa chemicznie zwiazane z innymi skladnikami, co znacznie
ogranicza ich uwalnianie w jelitach.

Z biodostgpnoscia zwiazane jest takze pojecie strawnosci, czyli podatnos$ci
produktéw lub sktadnikéw odzywczych na dziatanie enzyméw trawiennych. Okresla
sig¢ strawnos$¢ poszczegdlnych sktadnikéw zywnosci, np. strawnos¢ biatek, ttuszczow,
weglowodandw, a takze pokarmu jako catosci. Wielkoczasteczkowe zwiazki przed
przeniknigciem przez Sciang przewodu pokarmowego musza ulec depolimeryzacji do
odpowiednio matych czasteczek. Mozliwe jest to w procesie trawienia, ktére przebiega
z udziatem wielu ré6znych enzyméw wydzielanych z sokami trawiennymi do przewodu
pokarmowego. Strawno$¢ produktéw zywnos$ciowych mozna oceni¢ okres$lajac
wspotczynniki strawnoS$ci organizmu ludzkiego lub zwierzgcego (strawno$¢ in vivo)
oraz badajac stopien hydrolizy enzymatycznej tych produktéw w warunkach
laboratoryjnych (strawno$¢ in vitro).

W przypadku oznaczenia strawnoS$ci in vitro buduje si¢ tzw. sztuczny model
przewodu pokarmowego. Dlatego tez giéwnym celem niniejszej pracy byto
przedstawienie réznych modeli in vitro imitujacych w miar¢ mozliwosci procesy
zachodzace w warunkach in vivo. Modele te sa duzo szybszym i tanszym sposobem
w poroéwnaniu z badaniami prowadzonymi na zwierzetach. W publikacjach naukowych
opisano badania, w ktérych wykorzystano mniej lub bardziej zautomatyzowane
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modele przewodu pokarmowego in vitro. Najbardziej zaawansowanym modelem
przewodu pokarmowego jest holenderski model TNO, monitorowany komputerowo, w
ktérym oprécz regulacji pH i dodatku odpowiednich enzyméw, imitowane sa ruchy
perystaltyczne i wchtanianie przez $ciang jelit [19, 20]. Znane tez sa badania, w
ktérych trawienie w przewodzie pokarmowym prébowano symulowaé poprzez
stworzenie odpowiednich warunkéw w prostych naczyniach laboratoryjnych [6, 18,
30].

Przewéd pokarmowy czlowieka w warunkach in vivo

Przewdd pokarmowy cztowieka ma dtugo$¢ okoto 5,5-6 m. Gléwnymi czg§ciami
uktadu pokarmowego sa: jama ustna, gardto, przetyk, zotadek, jelito cienkie, jelito
grube i gruczoty trawienne (Slinianki, watroba, trzustka). Podstawowa funkcja
przewodu pokarmowego jest przede wszystkim zaopatrywanie ustroju w sktadniki
odzywcze i wode.

Pierwszym odcinkiem uktadu pokarmowego czlowieka jest jama ustna. W niej
dochodzi do pierwszej modyfikacji pokarmu poprzez zucie, miazdzenie, mieszanie ze
$ling oraz jego nawilzanie i cze$ciowe trawienie. Zucie ma duze znaczenie dla
proceséw trawienia, gdyz rozdrobnienie pokarmu w jamie ustnej utatwia jego rozpad
enzymatyczny w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Poza tym zapewnia
takze mieszanie kgsa pokarmowego ze §ling i1 czgSciowe trawienie weglowodandw
przez zawarta w S$linie ptialing (tab. 1). Ilo§¢ wydzielanej $liny w warunkach
spoczynkowych wynosi ok. 0,5 ml/min, natomiast po silnym pobudzeniu
wydzielniczym pokarmem moze si¢ zwigkszy¢ nawet do 10 ml/min [12]. Przy
zwigkszonej produkcji $liny zwigksza si¢ tez ilo§¢ wydzielanych jonéw wapnia, sodu,
chloru i amylazy.

Z jamy ustnej pokarm przedostaje si¢ do gardta, gdzie jest formowany w kes i
zostaje polknigty, tzn. za pomocg migs$ni gardia i jezyka wttoczony do przetyku na
zasadzie odruchu. W przetyku ruch keséw zachodzi dzigki przechodzacej fali
perystaltycznej (tzw. ruch robaczkowy). Diugos¢ tej trasy wynosi okoto 23-25 cm
(tab. 2). Ujscie przeltyku do zotadka zamyka pierscien migéni gtadkich, zwany
zwieraczem. Podczas gdy fala skurczéw perystaltycznych przemieszcza sig¢ wzdiuz
przetyku, migsnie zwieracza odruchowo rozluzniaja si¢ i kgs pokarmu dostaje si¢ do
zoladka [16].

Zotadek jest najszerszym odcinkiem przewodu pokarmowego. Ma ksztatt
grubego, umigsnionego worka. Blona $luzowa w pustym zotadku jest silnie
pofatldowana. W miarg wypelniania zoladka pokarmem fatdy $luzéwki ulegaja
wygtadzeniu, a Sciany zotadka rozciagaja sig, S$ciSle obejmujac jego zawartos$c.
Pojemno$¢ zotadka wynosi przecigtnie 1,5 litra, ale moze wzrosna¢ nawet do 6 litréw
[16]. Powierzchnig¢ btony S$luzowej zotadka wysciela jednowarstwowy nablonek
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walcowaty, ktéry wydziela duze ilo$ci $luzu. Na powierzchni tej widoczne sa liczne
punktowe ujscia gruczotéw zotadkowych, tzw. doteczki Zzotadkowe, ktérych jest ok.
4 mln.

W Zotadku gromadzi sig, wyjatawia, miesza i czgsciowo trawi spozyty pokarm.
Tutaj wydzielany jest sok zotadkowy o pH 1,2 + 0,3 i gestosci 1,006-1,009 g/ml. Sok
zotadkowy to mieszanina enzyméw, mucyny, czyli $luzu, wodnego roztworu HCI
iinnych zwiazkéw organicznych i nieorganicznych (tab. 1). Wystgpujacy w zotadku
kwas solny wydzielany jest przez komoérki okladzinowe gruczotéw zotadkowych w
stezeniu ok. 0,5%. Wydzielina komérek oktadzinowych zawiera ok. 90-170 mM
HCl/, a jej pH wynosi ok. 0,9. W Zotadku czg$¢ kwasu solnego ulega rozcienczeniu
treScig zotadkowa, a pozostata zbuforowaniu przez bialka, ktérych zjonizowane grupy
karboksylowe jako zasady (akceptory protondw) przylaczaja jony wodorowe. W
efekcie tego w zoladku wystgpuje wysokie st¢zenie wolnych jonéw wodorowych
(kwasowo$¢ wolna) i pewna czg$¢ jonéw H' zwigzanych z bialkami czy innymi
zwigzkami kwasowymi (kwasowos¢ zwiazana).

Kwas solny ulega w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego zobojg¢tnieniu
pod wpltywem stabo zasadowych sokéw trzustkowego 1 jelitowego. Czynnikiem
zobojegtniajacym jest ten sam jon HCOs,, ktéry powstaje podczas tworzenia HCI.
Wydzielajacy si¢ CO, powoduje burzenie si¢ i mieszanie tresci pokarmowej, co w
efekcie wzmaga ruchy perystaltyczne jelit i ulatwia trawienie.

Czas zalegania pokarmu w zofadku zalezy w duzym stopniu od kalorycznoSci
positku. Opréznianie zotadka jest regulowane w taki sposéb, aby w tym samym czasie
utrzymac¢ doptyw do dwunastnicy jednakowe;j ilosci kalorii, zwykle 2 kcal/min [15]. Po
2-4 godz. zalegania w zoladku miazga pokarmowa, ktéra powstaje z tresci
pokarmowej w wyniku wymieszania jej z sokami zotadkowymi, przesuwa si¢ powoli
w strong ujScia zoladka (tzw. odzwiernika) do dwunastnicy, stanowiacej pierwszy
odcinek jelita cienkiego. Czas przebywania miazgi pokarmowej w zotadku zalezy od
rodzaju spozytego produktu. Positki bogate w tluszcze i biatka moga opdzniaé
opréznianie zotadka [5]. W skrajnych przypadkach, przy bardzo obfitym i ttustym
positku, zaleganie pokarmu w Zzotadku moze wynosi¢ nawet 16 godz.

Tougas 1 wsp. [27] w swoich badaniach wykazali, Ze godzing po spozyciu positku
zawierajacego mato ttuszczu, w zotadku pozostaje 69% tresci pokarmowej, po 120 min
24%, apo 240 min zaledwie 1,2%. W innych badania wykazano, ze oprdznienie
polowy zZotadka po spozyciu positku bogatego w tluszcz zajmuje 108 min, natomiast
positku bogatego w weglowodany ok. 84 min [23].

Jelito cienkie sklada si¢ z trzech cze$ci: dwunastnicy, jelita czczego i jelita
kretego. Catkowita dlugos¢ jelita cienkiego trudno jest jednoznacznie okresli¢. Dane
literaturowe podaja rézne dlugosci tego odcinka przewodu pokarmowego, mieszczace
si¢ w przedziale 3-7 m. Réznice w poszczegdlnych diugosciach sa zwiazane ze
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sposobem i réznym czasem ich mierzenia (np. przyzyciowo i po$miertnie). Dtugos¢
jelita mierzona pos$miertnie jest wigksza (6-8 m) z powodu zaniku napigcia
migsniowego [3, 16]. Dtugos$ci poszczegdlnych czgsci jelita cienkiego podano w tab. 1.

Jelito cienkie jest specjalnie przystosowane do wchtaniania strawionego pokarmu
dzigki duzej powierzchni wewnetrznej wysScielonej btona $luzowa. Tak duza
powierzchnia wymiany jest zwigzana z obecno$cia fatdow S§luzéwki jelita, duza
gestoScia kosmkoéw jelitowych pokrywajacych cala powierzchnig¢ $luzéwki oraz
mikrokosmkéw pokrywajacych powierzchnig komoérki nabtonka jelit. Kosmki jelitowe
zwigkszaja powierzchni¢ chtonng jelita 8-krotnie. Ogolnie w jelicie jest ich okoto
90 mln. Generalnie czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim szacuje si¢ Srednio na
3 godz. (1-6 godz.).

W dwunastnicy, czyli pierwszym odcinku jelita cienkiego, zachodzi wigkszo$¢
chemicznych i enzymatycznych proceséw trawiacych weglowodany, biatka i tluszcze.
Do dwunastnicy uwalniane sa enzymy trzustki i z6t¢ z watroby (tab. 1). Natomiast
enzymy produkowane w komdrkach nablonka wyscielajacego dwunastnicg katalizuja
etap trawienia papki pokarmowej gtéwnie w jelicie cienkim.

Narzadami pomocniczymi wspomagajacymi trawienie i wchtanianie jelitowe sa
trzustka, watroba 1 pecherzyk zotciowy. Trzustka jest dlugim i waskim gruczotem,
utozonym w petli dwunastnicy poprzecznie za zotadkiem. Wydziela ona sok
trzustkowy w ilosci 1-1,51 na dobg. Sok jest ciecza klarowna, bezbarwna o gestosci
1,007-1,014 g/ml; ma odczyn zasadowy (pH 8,0-8,3) uwarunkowany gtéwnie duza
zawartoscia NaHCO;, ktérego stgzenie wynosi okoto 100 mM/I. Ze sktadnikéw
nieorganicznych wystepuja w nim przede wszystkim chlorki i wodorowgglany sodu.
Te ostatnie zobojetniaja kwas solny tresci zotadkowej, co jest wazne dla proceséw
trawienia w jelicie. Ze zwiazkow organicznych najwazniejsze sa enzymy, dzigki
ktérym odbywa si¢ w jelitach trawienie trzech podstawowych sktadnikéw
pokarmowych: biatek, tluszczéw i cukréw [16].

76k wytwarzana przez watrobe gromadzi sie w woreczku zétciowym, ktéry pod
wplywem bodzca, jakim jest kontakt dwunastnicy z ttuszczami, kurczy si¢ i wydziela
z61¢ do jelita. Zwykle w pierwszych 30 min trawienia objgtos¢ woreczka zotciowego
zmniejsza si¢ o polowe. W dwunastnicy w stanie na czczo stgzenie z6lci wynosi ok. 1—
5 g/l tresci pokarmowej (chymy). Po spozyciu tlustego positku wzrasta nawet do 30—



Biologiczne i fizyczne parametry przewodu pokarmowego cztowieka [6, 11, 12, 14, 16, 17].

Tabela l
Biological and physical properties of human alimentary tract [6, 11, 12, 14, 16, 17].
. Czas .
Odeinek Dtugose . zalegania | Wydzielina D21'enne. Miejsce Optimum
przewodu : Powierz- . wydzielanie . Enzym
odcinka . pokarmu trawienna . wytworzenia . pH (aktywator) Substrat
pokarmowego chnia pH . Daily trawienny .
Lenght Food Secretion : Place of L pH optimum Substrate
Part of Surface . . secretion . Digestive enzymes .
. [cm] residence fluids 3 production (activator)
alimentary tract . [dm’]
time
a-amylaza §linowa Skrobia,
L 6,6-6,8 .
- Gruczoty (ptialina) , Glikogen
Jama ustna 2 . Slina 1 . (CIH
- 100 cm 6,5 S; min . 1,0-1,5 slinowe Saliva o-amylase Starch, Glycogen
Mouth Saliva . - — - p
Saliva glands Lipaza §linowa 4,0-4,5 Triacylo-glicerole
Saliva lipase Triacyl-gilcerols
Pepsyna 1,0-2,0 Biatka
Zoladek 1,0- Sok Gruezoly 3 Pépiu(lik e A Il)m;?m I
Sm;‘lach 0,25 3sm’ | o 1,54h | zotadkowy 1,5-2,5 7otadkowe llg‘zi w0 laf owa Acy 1"% lcemle
’ Gastric fluid Gastric gliands as HC, 1pase cy’g yf:ero 5
Renina 4,0 Kazeina
Renin (Ca*™) Casein
Amylaza trzustkowa ~7,1 Skrob1a,
Pancreatic amylase (CI) Glikogen
Y Starch, Glycogen
Lipaza ~80
P (261, fosfolipidy) | Acyloglicerole
trzustkowa (bile, phospho- Acylglycerols
Sok Pancreatic lipase figi ds)p yiely
Dwunastnica 2 4,0— trzustkowy Trzustka -
Duodenum 20-35 1.9 m 5.5 0,5-0,75h Pancreatic 1,0-1,5 Pancreas Trypsyna ~79 B1a{ka,
. - . polipeptydy
fluids (trypsinogen) Enterokinaza .
Trypsin (trypsinogen) Enterokinase Protein, poly-
yp peptides
Chymotrypsyna Biatka,
(chymotrypsynogen) ~ 8,0 olipeptyd
y ypsynog Trypsyna polipeptydy
Chymotrypsin Trvpsin Protein,
(chymotrypsinogen) P polypeptides




Biatka (elastyna),

Elastaza Trypsyna polipeptydy
(proelastaza) Trypsin Protein (elastin),
polypeptides
Karboksy-
peptydaza .
(Prokarboksy- P(?llpeptydy,
Trypsyna oligopeptydy
peptydaza) .
. Trypsin Poly- and
Carboxypeptidase olicomentides
(Procarboxy- £opep
peptidase)
Rybonukleaza
3 B B Ribonuclease RNA
Deoksyrybo—nukleaza DNA
Deoxyribonuclease
76k Watroba Sole z6tciowe Thuszcze
Bile 0,5-1.0 Liver Bile salts 7,0-80 Fats
. - 761, fosfolipidy .
Jelito czeze | 250280 | 184m? [55-70| 15-2,0h Egif;ﬁﬁ";vsz Bile, phospho- [fcc-‘yli)"_glllcféfifs
Jejunum Sok jelitowy Gruczoly P lipids yio-gly
Intestinal ~1,0 jelitowe
. fluids Intestinal Fosfataza alkaliczna Fosfolipidy
Jelito krete glands Alkaline phosphat Phospholinids
Tleum 350-420 | 276m* | 7,0- | 50-70h aline phosphatase OSPhOUpIAs
7,5
Komérki
Okreznica i kubkowe
odbytnica 2 7,0— Sluz nabtonka
Colon and 148-130 1.3m 75 1-60h Mucus ~02 jelitowego - 7,5-8,0 -
rectum Globlet cells
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60 g/l chymy (15-30 mM). Srednie stezenie z6tci po positku wynosi 7-15 mM. Na tak
wysokim poziomie utrzymuje si¢ az do oprdznienia zotadka. Szczegdlnie silnym
bodzcem powodujacym wydzielanie z6tci sa diugotancuchowe triacyloglicerole. Jej
stezenie w dwunastnicy i jelicie czczym jest podobne, natomiast szybko zmniejsza si¢
w jelicie krgtym, gdzie nastgpuje wchianianie soli zétciowych z wykorzystaniem
mechanizmu transportu aktywnego. Czg$¢ soli zétciowych sptywa do jelita grubego.

Gruczoty §luzéwki jelita cienkiego wydzielaja do $wiatla przewodu sok jelitowy.
Jest to bezbarwna, klarowna ciecz o ggstoSci ok. 1,010 g/ml, o odczynie lekko
zasadowym (pH 7-8). Sok jelitowy zawiera ok. 0,5% NaCl, 0,3% NaHCOs; i 1% biatka.
Wystepuja w nim wszystkie rodzaje enzyméw, ktére potrzebne sa do przeksztalcania
sktadnikéw pokarmowych w substancje przyswajalne dla organizmu [16].

Koncowym odcinkiem przewodu pokarmowego jest jelito grube, ktére ciagnie si¢
od zastawki kretniczo-katniczej az do odbytu. Podstawowymi funkcjami jelita grubego
sa: wchianianie wody i elektrolitéw, formowanie, gromadzenie i okresowe wydalanie
katu oraz utrzymywanie wzrostu bogatej flory bakteryjnej. Jelito grube dzieli si¢ na
jelito Slepe wraz z wyrostkiem robaczkowym, okrgznice i odbytnicg¢ razem z kanatem
odbytowym (tab. 1). Okreznica z kolei dzieli si¢ na cze¢$¢ wstepujaca, poprzeczna,
zstepujaca i esowata. Wedtug Snyder i wsp. [25], pierwszy odcinek okrgznicy ma
dtugos¢ 18 cm, a kolejne 50, 30 140 cm. Uwzgledniajac pozostate czesci, czyli jelito
slepe (7 cm) i odbytnice (15 cm), catkowita dtugos¢ jelita grubego wynosi 160 cm.
Szacuje sig, ze cztowiek wypija dziennie $rednio 2-3 | ptyndw, jelita wydzielaja 7-8 1
sokow oraz wchtaniaja i wydalaja ok. 8—101 wody. Proporcje objetosciowe miedzy
spozytymi pokarmami a wydzielinami w poszczegdlnych odcinkach jelit ksztattujq si¢
nastgpujaco: 1,5 (pobranego pokarmu) : 1 (8liny) : 2 (ptynéw zotadkowych) : 2 (sokéw
trzustkowych) : 1 (z6kci) [24, 26, 29]. Proporcje te moga by¢ zalecane w sztucznych
modelach przewodu pokarmowego.

Enzymy trawienne i inne wydzieliny jelitowe sa niszczace dla nabtonka
jelitowego. W warunkach naturalnych jest on chroniony warstwa §luzu jelitowego
wytwarzanego przez gruczoty Brunnera i krypty Liberkuehna wystepujace na calej
powierzchni jelita cienkiego. Ilo$¢ produkowanego $luzu siega dziennie do 1-1,8 1.
Sluz ten ma odczyn lekko alkaliczny (pH 7,5-8,0). Przewazajaca czes¢ $luzu jest
szybko wchianiana przez kosmki nabtonka jelitowego. Sluz cyrkulujacy miedzy
kryptami a kosmkami ulatwia absorpcj¢ sktadnikéw pokarmowych. Do jelita grubego
trafia dziennie ok. 1,51 chymy. Tutaj nastgpuje wchtanianie wody i elektrolitéw, co
powoduje, ze z kalem organizm ludzki opuszcza zaledwie ok. 0,1 1 wody.

Modele przewodu pokarmowego in vitro

Badanie biodostgpnosci skladnikéw pokarmowych i lekéw w warunkach
naturalnych jest bardzo utrudnione, na co decydujacy wptyw ma trudny dostep do
Swiatla przewodu pokarmowego cztowieka, szczegdlnie na odcinku jelita cienkiego.
Whplynglo to na szybki rozwéj badan prowadzonych na uktadach modelowych in vitro,
symulujacych mniej lub bardziej doktadnie uktad pokarmowy cztowieka. Wigkszo$¢
opisanych modeli in vitro sktada si¢ z systemu dwu- lub trdjcztonowego: zotadek —
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jelito cienkie, jama ustna — zotadek — jelito cienkie lub zotadek — jelito cienkie — jelito
grube (rys. 1).

Jednym z pierwszych modeli przewodu pokarmowego in vitro byl model
stworzony przez Millera i wsp. [18]. Imitacja proceséw zachodzacych w czasie
trawienia przebiegala w prostych szklanych naczyniach laboratoryjnych. W modelu
uwzgledniono dwa etapy trawienia: zotadek i jelito cienkie. W celu stworzenia
warunkow odzwierciedlajacych procesy zachodzace w organizmie in vivo stosowano
enzymy charakterystyczne dla poszczegdlnych etapéw trawienia (pepsyna, sole
z6tciowe, ekstrakt trzustkowy) odpowiednie pH, w ktérym enzymy mogly by¢
aktywne (2,0-7,4), wtasciwa temperature (37°C) oraz regulacjec kwasowosci
srodowiska poprzez dodanie odpowiednio kwasu lub zasady (HCl, NaHCO;) (tab. 2.)
Uktad ten stworzono do badania biodostgpnosci zelaza z wybranych produktéw
spozywczych.

Rozdrobniony produkt / Homogenized food

U

Jama ustna — amylaza §linowa / Mouth — salivary amylase

U

Zotadek — pepsyna, niskie pH / Stomach — pepsin, low pH

U

Jelito cienkie / Small intestine:
dwunastnica — z61¢, enzymy trawienne trzustkowe i jelitowe,
jelito czcze i krgte — regulacja pH
duodenum — bile, pancreas and intestine digestive enzymes,
jejunum and ileum — pH regulation

— Jelito grube / Large intestine
Mikroflora / Microflora

Wchtanianie /Absorption
Supernatant :> a) DialiZa 1 ultraﬁltl‘acja

a) Dialysis, ultrafiltration
b/ Model Caco-2

II )

Rys. 1. Schemat typowego modelu in vitro przewodu pokarmowego.
Fig. 1. Scheme of typical model of alimentary tract in vitro.

Wedtug danych literaturowych [1, 14], ponad 90% wchtaniania produktéw
trawienia zachodzi wtasnie w jelicie cienkim. Wigkszo$¢ powstatych modeli przewodu
pokarmowego in vitro sktada si¢ tylko z zotadka i jelita cienkiego. Produkt poddawany
trawieniu odpowiednio wczes$niej musi by¢ zhomogenizowany. W ten sposéb imituje
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si¢ etap gryzienia i rozdrabniania pokarmu w jamie ustnej. Niektére modele
uwzgledniaja trawienie enzymatyczne, jakie zachodzi w jamie ustnej in vivo, poprzez
wprowadzenie do uktadu amylazy Slinowe;.

Trawienie w zotadku symulowane jest przez dodanie pepsyny do
zhomogenizowanego i rozpuszczonego w wodzie produktu. W wigkszosci badan nad
biodostgpnoscia, za minimalna dawke pepsyny konieczna do optymalnego strawienia
biatek stosuje si¢ minimum od 4000-5000 IU w ciagu 15 min w przeliczeniu na osobg
w $rednim wieku [5]. Czas trawienia w zoladku zalezy od skladu pozywienia. W
wigkszosci prowadzonych badan proces ten prowadzono przez okoto 2 godz. (tab. 2).
W jelicie cienkim imitacja trawienia zachodzi gtéwnie przez dodatek ekstraktu
trzustkowego 1 soli zbtciowych. W sklad ekstraktu trzustkowego wchodza takie
enzymy, jak: amylaza, trypsyna, rybonukleaza, proteaza i lipaza trzustkowa.

W zotadku pH ma warto$¢ od 1,0 do 3,5, a w wigkszosci modeli utrzymywane jest
na poziomie 2,0 (tab. 2). Przed positkiem pH sokéw jelitowych jest nizsze i wynosi 4,9—
6,4 w dwunastnicy, 4,4-6,5 w jelicie czczym i okoto 6,5-7,4 w jelicie kretym [5]. Po
positku pH nieznacznie wzrasta i ksztattuje si¢ odpowiednio w poszczegélnych
odcinkach jelita cienkiego: 5,2-5,4 w dwunastnicy, 5,2-6,2 w jelicie czczym i 6,8-7,5 (a
nawet 8,0) w jelicie kretym. Regulacja pH odbywa si¢ przez dodatek kwasu solnego lub
kwasnego weglanu sodu o réznym st¢zeniu (tab. 2). Temperatura we wszystkich
modelach jest jednakowa i wynosi 37°C. Utrzymywana jest za pomoca tazni wodnej. W
wigkszo$ci badan in vitro mieszanie odbywa si¢ za pomoca mieszadta magnetycznego
lub wytrzasarek potaczonych z taznia wodna. Tylko w niektérych publikacjach podano, z
jaka czestotliwoscia wytrzasana jest zawartos¢ tresci zotadkowej [1, 7, 21, 22, 28].
Czgstotliwos¢ skurczow w zotadku wynosi $rednio 3 cykle na min, a w jelicie cienkim w
zalezno$ci od odcinka: w dwunastnicy 11,7/min, w jelicie kretym 8,9—9,8/ min.

W bardziej ztozonych modelach uwzglednia si¢ obecno$¢ sokéw: zotadkowego,
jelitowego oraz zoétci [17, 28]. W tym celu sklada si¢ je sztucznie poprzez dodatek
odpowiednich soli organicznych i nieorganicznych. Na ogét przyjmuje sig, ze st¢zenie
z6tci powinno wynosi¢ 7-15 mM. W modelach przewodu pokarmowego in vitro
mozna zaleca¢ nastgpujace proporcje objetosciowe (wagowe) migdzy plynami
jelitowymi: pokarm/$lina/ptyn zotadkowy/z61¢/sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2.

Nalezy podkresli¢, ze 90% spozytego pokarmu jest wchtaniana w dwunastnicy
ijelicie czczym, a tylko 10% w zoladku i jelicie grubym. Symulacja wchtaniania
w modelach in vitro strawionych wcze$niej produktéw odbywa si¢ za pomoca
membran dializacyjnych. W prostych uktadach sa to najczesciej woreczki dializacyjne
o Srednicy poréw zaleznej od trawionych produktéw 6000-8000 Da [30], lub 12000—
15000 Da [7, 10]. W bardziej ztozonych modelach stosuje si¢ membrany typu hollow-
fibre [19, 20]. Oba rozwiazania polegaja na zjawisku transportu pasywnego, w ktérym
zasadnicza rolg¢ odgrywa zjawisko dyfuzji. System taki jest jednak bardzo daleki od
warunkéw naturalnych, w ktérych $ciana jelitowa, a szczegdlnie nabtonek



Parametry trawienia zotadka i jelita cienkiego w wybranych modelach in vitro.
Parameters of digestion process in different in vitro models.

Tabela 2

5ml 0.1 M HCL

0.1 M NaHCO;

Czas Czas
. pH trawienia pH, trawienia
Zotadek (regulacj’a pH) Temp. [e0dz.] Jelito cienkie (regulacja [e0dz.] Lit.
Stomach . [°C] o Small intestine pH) o Ref.
pH regulation Digestion H reculation Digestion
time [h] piireg time [h]
0,5 g (16 g pepsyny
rozpuszczono w 100 ml 5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/1) i soli 7,0
0,1 N HCI) 2,0 37 ) z6tciowych (25g/1) rozpuszczono w 0,1 M NaHCO; (NaHCO; 25 (18]
0.5 g (16 g pepsin (6 N HCl) 5 ml pancreatic extract (4g/l) and bile salts (25 g/1) lub/or ’
dissolved in 100 ml dissolved in 0.1M NaHCO; NaOH)
1.IN HCI)
0,5 ml roztworu pepsyny 2,5 ml(2 mg ekstraktu trzustkowego i 12 mg soli
(40 mg/ml 0,1 M HCI) 2,0 37 2 z6tciowych/ml 0,1 M NaHCO3) 70 2 (6]
0.5 ml pepsin solution (1 M HCI) 2.5 ml (2 mg pancreatic extract and 12 mg bile ’
(40 mg/ml 0.1 M HCI) salts/ml 0.1 M NaHCOs; )
0,6-2,0 mg pepsyny 0,4-0,7 g soli zétciowych rozpuszczono w 4 ml 150
rozpuszczono w 1 ml 20 mM NaHCO;, 10-75 mg ekstraktu trzustkowego 6.9
mM HCI 2,5 37 5 rozpuszczono w 4 ml 150 mM NaHCO; (150’ M 3 1
0.6-2.0 mg pepsin (20 mM HCI) 0.4-0.7 g bile salts dissolved in 4 ml 150 mM NaHCO
dissolved in 1 ml 20mM NaHCOs;, 10-75 mg pancreatic extract dissolved in 4 R
HC1 ml 150 mM NaHCO;
0.2 g pepsyny 0,05 g ekstraktu trzustkowego i 0,3 g soli
rozpuszczono w 5 ml 0,1 . 6,0
z6tciowych w 25 ml 0,1 M NaHCO;
MHC 20 37 1 0.05 g pancreatic extract and 0.3 g bile salts in 25 ml (1M 1 [10]
0.2 g pepsin dissolved in NaHCO3)




cd. tab. 2

2,0

i . 5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/1) i soli 7,5
3 31 isggoUUpeszi‘;y (C(;f:enig; L 2 z6tciowych (25g/1) 05N 2,5 9]
? pep HCI) 5 ml pancreatic extract (4 g/l) and bile salts (25 g/1) NaHCOs5)
1,6 ml roztworu pepsyny
(16 g pepsyny 0,4 g ekstraktu trzustkowego i 2,5 g soli zétciowych
rozpuszczono w 100 ml
0.1 N HCI 2 37 ) rozpuszczono w 100 ml 0,1 M NaHCO; ) (30]
16 mi pepsin (16 @ (6 N HCI) 0.4 g pancreatic extract and 2.5 g bile salts dissolved
’ in 1 10.1 M NaH
pepsin dissolved in 100 in 100 mL0 aHCO;
ml 0.1 N HCI)
3 g pepsyny (73.000
Anson J/g produktu)
wprowadzono do buforu .
1,7 . brak jelita
3 20;23?10(:;%%0 (0,2 N HCI) 37°C 4h intestine defect (absence) [14]
Anson units/g) dissolved
in phosphate buffer.
6% pepsyny w 0,15 M 1,5% ekstrakt trzustkowy, 0,5% amylaza,0,15% sole
NaCl 3,0 z6tciowe rozpuszczone w 0,15 M NaCl
° h 4h 2
6% pepsin in 0.15 M (6 M HCI) 37°C > 1.5% pancreatic extract, 0.5% amylase, 0.15% bile 68 21
NaCl salts dissolved in 0.15 M NaCl
2,5 g pepsyny/l soku 9 g pankreatyny i 1,5 g lipazy na litr sztucznego
zotadkowego 23 37°C oh soku jelitowego; 30 g z6tci na litr soku zotadkowego 6.5-7 [28. 29]

2.5 g pepsin/l gastric
juice

9 g pancreatin and 1.5 g lipase/l artificial intestinal
juice; 30 g bile/ g gastric juice
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jelitowy, aktywnie kontroluje transport poszczegdlnych sktadnikdw i uczestniczy w ich
metabolizmie.

Powazne niedogodnos$ci, ktére wystgpuja w prostych modelach in vitro
spowodowaly, ze do badan nad transportem produktéw trawienia ze Swiatta przewodu
pokarmowego do krwi lub limfy wykorzystuje si¢ coraz szerzej modele kultur
komérek nabtonka jelitowego. Kultury takie, rosnac w formie spdjnej monowarstwy
komérkowej, doskonale imituja morfologi¢ i fizjologig jelitowych enterocytow. Do
najpopularniejszych tego typu linii komérkowych nalezy linia Caco-2 [6, 7, 8, 21, 28].
Jest to ustalona linia nowotworowa, ktéra wykazuje zdolno$¢ do wzrostu adherentnego
na powierzchniach statych i mikroporowatych membranach. W czasie hodowli
przechodzi ona proces réznicowania, a po trzech tygodniach hodowli, przy petnej
konfluencji, tworzy monowarstwg¢ wysoko spolaryzowanych komoérek, o budowie
typowej dla enterocytéw, z jadrem w czgsci podstawnej, gestymi mitochondriami i
rabkiem szczoteczkowym w czgsci szczytowej. Komorki Caco-2 wytwarzaja enzymy
(disacharazy i peptydazy) oraz biatka transportowe, charakterystyczne dla komdrek
absorbujacych nabtonek [13]. W badaniach nad transportem transnablonkowym
stosowana jest niekiedy linia komdérkowa HT-29, jednak nalezy zaznaczy¢, ze linia ta
jest typowa dla komdrek nablonka jelita grubego, gdzie wchtanianiu ulegaja juz tylko
nieliczne skfadniki pokarmowe. Zdecydowana wigkszo$¢ publikacji dotyczacych
wchianiania sktadnikéw pokarmowych przy uzyciu kultur Caco-2 opisuje transport
transnabtonkowy  czystych chemicznie sktadnikéw  zywnosci. Tymczasem
w normalnych warunkach sktadniki pokarmowe wprowadzane sa w formie matrycy
produktu spozywczego. Aby wlasciwie oceni¢ biodostgpnos¢ poszczegdlnych
sktadnikéw i szybko$¢ ich wchtaniania matryce organiczne, czyli produkty spozywcze,
musza by¢ wstgpnie poddane procesom trawienia w jednym z modeli sztucznego
przewodu pokarmowego, ktére opisano powyzej. Uzyskana tres¢ pokarmowa, o pH ok.
7,0, zawiera zaréwno czg¢Sci rozpuszczone w plynie jelitowym, jak i niestrawione
czegsci stale. Przed podaniem treSci pokarmowej na powierzchni¢ nabtonka
utworzonego przez monowarstwe komorek Caco-2 nalezy odwirowac czesdci stale
i wprowadzi¢ supernatant na warstwe komoérek Caco-2. Zaleca si¢ delikatne wirowanie
(2750 obr./min przez 5 min), aby ograniczy¢ niszczenie miceli utworzonych przez
lipidy 1 z6t¢ [29]. Model Caco-2 zostat zastosowany do badania wchtaniania biatek,
lipidéw, cukréw, jonéw metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i innych
sktadnikéw zywnosci.

Podsumowanie

Procesy zachodzace w ukladzie pokarmowym in vivo sa bardzo ztozone, dlatego
tez badania prowadzone nad skonstruowaniem sztucznego ukladu pokarmowego oraz
odtworzenie jego dziatania jest bardzo skomplikowane. W ostatnim czasie zauwazalny
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jest znaczny postgp w tych badaniach. Do najwigkszych osiagnie¢ nalezy sztuczny
przewd6d pokarmowy opracowany przez holenderskich naukowcéw (The Netherlands
Organization for Applied Scientific Research, TNO), imitujacy doskonale procesy
trawienia réznych produktéw. Model ten sterowany komputerowo odtwarza sekrecje
sokéw zotadkowych i jelitowych, wydzielin gruczotéw zwiazanych z przewodem
pokarmowym (sok trzustkowy, z61¢), systematyczne wchlanianie strawionych
sktadnikow przez $ciany jelit oraz ruchy perystaltyczne w zotadku i jelicie.

Badania nad biodostgpnoscia réznych sktadnikéw odzywczych sa niezbedne w
pracy zywieniowcéw, farmaceutéw opracowujacych nowe leki i toksykologéw do
badania szkodliwosci niektérych zwiazkéw na organizm cztowieka. Badania z uzyciem
modeli przewodu pokarmowego in vitro sa alternatywa dla badan prowadzonych z
udziatem ludzi i zwierzat. Sa duzo tahsze i szybsze, a przy tym powtarzalne.
Wykorzystujac tego rodzaju modele bada si¢ migdzy innymi strawno$¢ i biodostgpnosé
surowcoéw bogatych w przeciwutleniacze i ich wchianianie do ptynéw ustrojowych,
czy tez okresla si¢ dawkeg i sposéb dziatania sktadnikéw mineralnych i witamin na
organizm cztowieka.

Prace zrealizowano w ramach projektu badawczego zamawianego KBN- PBZ-KBN-
094/P06/2003.
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THE IN VITRO MODELS OF GASTROINTESTINAL TRACT TO STUDY
BIOAVAILABILITY OF NUTRIMENTS

Summary

Bioavailability of alimentary components is an important indicator at the estimation of the influence
of the nutrition on the human health. Taking into account the difficulty in accessing to intestinal contents
in vivo, some artificial models enabling research on the intestinal digestion and absorption in vitro were
elaborated. This paper also presents structure and physiology of gastrointestinal tract in vivo. Many
detailed data on composition and concentration of active substances in alimentary canal, kinetics of pH
changes of intestinal fluids as well as the rate of passage and digestion of food in gastrointestinal tract are
discussed. Basic models of gastrointestinal tract in vitro used for the investigation of the intestinal
digestion and the absorption are also described. The majority of GI models consist of two - or three-stage
systems including: stomach - small intestine, mouth — stomach - small intestine or stomach - small
intestine - large intestine. The optimal weight (volume) ratio between different components of intestinal
fluids: food/saliva/gastric juice/bile/pancreatic juice is 1.5/1/2/1/2. To study the transport of food
compound across intestinal epithelium, two types of in vitro models are used: dialysis or ultrafiltration
membranes and cell cultures of intestinal epithelium in vitro. The most commonly used cell line to study
intestinal absorption is human intestine cell line Caco-2. Its morphology and physiology is very similar to
the human small intestine enterocyte cells in vivo. The Caco-2 model was applied to study absorption of
protein, carbohydrates, lipids, vitamins, metal ions, antioxidants, mycotoxins and other food ingredients.
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