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Einleitung

1. Einleitung

Seit 1975 haben sich, laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO), Ubergewicht und
Adipositas weltweit mehr als verdoppelt (World Health Organization, 2018). Neben einer
Abnahme der korperlichen Aktivitét ist auch der zunehmende Konsum von Lebensmit-
teln mit hohem Energiegehalt, welcher hauptsichlich auf Zucker und Fett zurtickzufiihren
ist, ein wichtiger Faktor flir den dramatischen Anstieg von Adipositas, der bereits epide-
mische AusmalBe erreicht hat (Glendinnning u. a., 2010). Der iiberméBige Konsum natiir-
licher SiiBungsmittel, insbesondere von Sucrose, wurde nicht nur als Hauptursache fiir
Fettleibigkeit und Gewichtszunahme identifiziert, sondern auch fiir Diabetes mellitus
Typ II und Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Burke und Small, 2015; Sanchez-Tapia u. a.,
2019). Eine Strategie zur Verringerung der, durch Sucrose bedingten, Gesundheitsprob-
leme ist die Verwendung von kiinstlichen, kalorienfreien Siistoffen. Ziel dabei ist es,
den Kaloriengehalt zu reduzieren, ohne die Nahrungsmittelautnahme zu senken und
gleichzeitig den siiBen Geschmack, der eine natiirliche Priferenz beim Menschen dar-
stellt, aufrechtzuerhalten (Beidler, 1982; Fernstrom, 2015). Bislang konzentriert sich ein
Grofteil der Humanstudien auf Monosaccharide, vor allem auf Fruktose (Tappy, 2018),
jedoch gibt es nur wenige, die sich auf natiirliche, komplexe Sii3stoffe wie Steviol-Gly-

koside oder kiinstliche Suf3stoffe fokussieren.

Bei einer anhaltenden Aufnahme von Siifungsmitteln werden Geschmacksrezeptoren
vom Typ 1 Mitglied 2 (TAS1R2) und Mitglied 3 (TAS1R3) aktiviert, welche Unterein-
heiten des Siirezeptors darstellen (Sanchez-Tapia u. a., 2019). Urspriinglich wurden Re-
zeptoren fiir den stiBen Geschmack in den Geschmacksknospen im Mundraum entdeckt,
jedoch gibt es zwischenzeitlich Studien die zeigen, dass Siifirezeptoren im ganzen Korper
einschlieBlich Fettgewebe (Simon u. a., 2013), Atmungssystem (Lee und Cohen, 2014),
zentralem Nervensystem (Kohno, 2017), Spermien (Meyer u. a., 2012) und Gastrointes-
tinaltrakt (GI) (Jang u. a., 2007), exprimiert werden. Diese SiiBrezeptoren haben eine
wichtige Funktion fiir die Nihrstoffwahrnehmung, die Erkennung von Anderungen im
Energiespeicher und fiir das Auslosen von Stoffwechsel- und Verhaltensreaktionen, um
das Energiegleichgewicht aufrechtzuerhalten. Interne und externe Faktoren konnen diese
Regulationswege beeinflussen und folglich zu Funktionsstorungen der Wege fiihren, was
fiir die Pathogenese von Krankheiten wie Adipositas und Diabetes mellitus Typ II mit-
verantwortlich ist. Da Taslr3-Knock-out Miuse die Geschmackspriferenz gegeniiber

kiinstlichen Siilstoffen vollstdndig verlieren, jene fiir Sucrose jedoch beibehalten, wurde
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konkludiert, dass zusétzlich zur primdren SiiBwahrnehmung iiber den Siiirezeptor wei-
tere TAS1R3-unabhédngige Detektionsmechanismen in Geschmackszellen vorhanden
sind (Damak u. a. 2003; 2006). Mittels dieser TAS1R-unabhidngigen Mechanismen kon-
nen natiirliche SitiBungsmittel durch Glukosetransporter (GLUT), Natrium-Glukose-
Cotransporter 1 (SGLT1) und Adenosintriphosphat (ATP)-gesteuerte K*-Stoffwech-
selsensoren (Katp) wahrgenommen werden (Yee u.a., 2011; Merigo u.a., 2011;

Sukumaran u. a., 2016).

Das menschliche Darmepithel weist eine besonders hohe Dichte von Geschmacksrezep-
torproteinen, einschlieBlich TASIR2 und TASIR3, auf, wobei der SiiBrezeptor haupt-
sdchlich auf enteroendokrinen Zellen exprimiert wird (Bezengon, le Coutre, und Damak,
2007). Die beiden Hauptfunktionen des heterodimeren Rezeptorsystems fiir den siilen
Geschmack im humanen GI sind die Glukosehomdostase sowie die Sekretion von GI
Peptiden (Lee und Owyang, 2017). Im Vergleich zum natiirlichen humanen Darmepithel
weist das bisher fiir in vitro Studien etablierte CaCo-2 Modell der intestinalen Barriere
mehrere Einschrankungen auf. Dabei ist besonders hervorzuheben, dass sich das humane
Darmepithel neben Enterozyten noch aus weiteren Zelltypen zusammensetzt und die
CaCo-2 Zelllinie zudem keine Mucusschicht besitzt. Oftmals wurde das CaCo-2 Modell
kritisiert, da einerseits die parazelluldre Permeabilitit durch die groBe Anzahl von Tight
Junctions im Monolayer negativ beeinflusst wird und andererseits Unterschiede in den
Genexpressionsprofilen zwischen dem CaCo-2 Modell und dem humanen Darmepithel

detektiert werden konnten (Artursson, Palm, und Luthman, 2001; Bourgine u. a., 2012).

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit der Verbesserung dieses in vitro Modells der
intestinalen Barriere, indem eine Cokultur von Enterozyten mit Mucus-produzierenden
Becherzellen durch unterschiedliche Assays charakterisiert wurde. In einer weiteren Auf-
gabenstellung wurden die unterschiedlichen sii3-schmeckenden Verbindungen Sucrose,
Rebaudiosid M, Sucralose und Neohesperidin-Dihydrochalkon gewihlt, um deren Ein-
fluss auf die Genexpressionslevel unterschiedlicher Marker der SiiBwahrnehmung in dem
etablierten CaCo-2 Zellmodell und dem erprobten Cokultur Modell zu untersuchen. Zu-
dem sollte ein moglicher Einfluss der Siilintensitdt auf die Genexpression untersucht
werden, wofiir zwei unterschiedliche Konzentrationen der siil-schmeckenden Verbin-

dungen fiir die dreiwdchige Fiitterung gewdhlt wurden. Die Arbeit fokussiert sich auf
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Genexpressionsverdnderungen der Siilrezeptoruntereinheit TAS1R3, des passiven Glu-
kosetransporters Typ 2 (GLUT2), des aktiven Natrium-Glukose-Cotransporter 1
(SGLT1) und einer Untereinheit des ATP-gesteuerten K-Stoffwechselsensors (Kir 6.1).
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1. Wissenschaftliche Grundlagen und Kenntnisstand
2.1 Suf3stoffe und Zucker

Die nachfolgend beschriebenen, siiB-schmeckenden nicht kalorischen Testsubstanzen
Rebaudiosid M, Sucralose und Neohesperidin-Dihydrochalkon wurden aufgrund deren
unterschiedlichen sensorischen Eigenschaften (Karl u.a., 2020) gewihlt und mit der ka-

lorischen Referenzverbindung Sucrose verglichen.

2.1.1 Sucrose

Sucrose ist ein natiirliches, nicht reduzierendes Disaccharid, welches als Dimer aus je
einem Molekiil a-D-Glukose und -D-Fruktose besteht, die iiber ihre anomeren Kohlen-
stoffe iiber eine a, [-1,2-glykosidische Bindung miteinander verbunden sind (National
Institutes of Health, 2004). Sucrose ist das beliebteste SiiBungsmittel, welches in Lebens-
mittel und Getrénken oft Anwendung findet und kommerziell aus Zuckerrohr, Zucker-
palme oder Zuckerriiben gewonnen wird (Queneau u. a., 2007). Seit dem neunzehnten
Jahrhundert erhohte sich der Sucrosekonsum wesentlich und trégt in der Europdischen
Union bei Erwachsenen rund 7-17% zu der Gesamtenergiezufuhr bei (International Dia-
betes Federation, 2016), wihrend der Konsum von Zucker in den Vereinigten Staaten
sogar bis zu 21,4% der Gesamtenergieaufnahme ausmacht (Welsh u. a., 2011). Trotz der
Zunahme an nicht kalorischen StiBungsmitteln bleibt Sucrose weltweit der fiihrende siif3-

schmeckende Zusatz in der Erndhrung (Rippe und Angelopoulos, 2013).
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Abbildung 1: Chemische Struktur von Sucrose.

Nach alimentérer Zufuhr wird die, in Abbildung 1 skizzierte, Sucrose im menschlichen
Diinndarm durch die a-Glykosidase Sucrase-Isomaltase in die Monosaccharide Glukose
und Fruktose hydrolytisch gespalten, bevor diese freigesetzt werden (Caballero, Finglas,
und Trugo, 2003; Sanchez-Lozada u. a., 2010). Im Biirstensaum des oberen GI werden
im Anschluss 10 - 25% der Fruktose in Glukose umgewandelt. Die beiden Monosaccha-

ride werden absorbiert und iiber die Pfortader in die Leber und anschlieBend ins Gewebe
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transportiert. Nach diesem Schritt unterscheidet sich der Metabolismus von Fruktose und
Glukose, wobei gezeigt werden konnte, dass Glukose die Fruktoseaufnahme in dosisab-
hingiger Weise stimuliert (Rumessen und Gudmand-Heyer, 1986; Caballero, Finglas,
und Trugo, 2003). Nach der Einnahme von Glukose wird eine kleine Menge
(~ 15%) der absorbierten Glukose durch den Glukosetransporter Typ 2 (GLUT2) von der
Leber extrahiert. Im Anschluss kann diese in der Leber als Glukosepolymer Glykogen
gespeichert werden, bei der Glykolyse zur Energieerzeugung verwendet werden oder
Acetateinheiten fiir die Fettsduresynthese liefern. Im Gegensatz dazu wird nahezu die ge-
samte Menge an Fructose, welche die Leber erreicht, in einem Insulin-unabhingigen Pro-
zess in Triosephosphate umgewandelt, welche sekundér fiir die de novo Synthese von
Triglyceriden, Cholesterol, Glukose, Glykogen, Laktat oder Lipiden herangezogen wer-
den konnen (Caballero, Finglas, und Trugo, 2003).

Kiirzlich verdffentlichten Pfeiffer und Keyhani-Nejad eine Studie, bei welcher sie zu dem
Ergebnis gekommen sind, dass Sucrose aufgrund der spezifischen Struktur und unabhén-
gig von deren Energiegehalt zu einer erh6hten Sekretion des gastrointestinalen glukose-
abhédngigen insulinotropen Peptids (GIP) fiihrt. Diese erhohte GIP-Sekretion, vor allem
durch Glukose, kann den Appetit anregen, das Korpergewicht und das Risiko fiir eine
Insulinresistenz steigern. Hingegen fordert Fruktose, als zweite Komponente von Su-
crose, in hohen Konzentrationen die de novo Lipogenese, was zu erhohten Leberfettsau-
ren fithrt. Diese wiederum konnen als ektopisches Leberfett abgelagert werden und die
Privalenz, der mit der Fettablagerung einhergehenden Entwicklung, einer nichtalkoholi-
schen Fettlebererkrankung erhohen (Tappy u. a., 2010; Gibson u. a., 2013; Pfeiffer und
Keyhani-Nejad, 2018). Somit hat Sucrose das Potenzial, sowohl auf die Insulinsensitivitét
als auch auf den Lipidstoffwechsel einzuwirken, wobei eine Konnektivitit zwischen den
beiden bestehen kann und dadurch eine Vielzahl von humanen Stoffwechselerkrankun-

gen zu beeinflussen (Gibson u. a., 2013).

2.1.2 Rebaudiosid M

Bei Rebaudiosid M (Reb M) handelt es sich um ein intensiv sii-schmeckendes Steviol-
Glykosid, welches sich in den Blattern von Stevia Pflanzen, vor allem in dem Siilkraut
Stevia rebaudiana, eine Pflanzenart der Familie der Korbbliitler (4steraceae), befindet.
Extrakte von den Bléttern der stidamerikanischen Pflanze Stevia rebaudiana Bertoni wur-
den bereits von indigenen Volkern Lateinamerikas vor vielen Jahrhunderten zum Siien

von Getranken und Arzneimitteln eingesetzt und fanden seit den 1970er Jahren auch in
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Japan vermehrt Anwendung. Reb M weist ein ent-Kauran-Diterpen-Grundgeriist auf und
kommt in der Natur zusammen mit mindestens zehn weiteren sii3-schmeckenden Steviol-
Glykosiden, einschlieBlich Steviolbioside, Rebaudioside A bis F und Rubusoside, vor. Im
Gegensatz zu anderen Steviol-Glykosiden weist Reb M ein verbessertes Sii3-Geschmack-
sprofil, eine verringerte Adstringenz und einen sehr marginalen und kurz anhaltenden
Lakritz- beziechungsweise Bittergeschmack auf (Lewis u. a., 1992; Prakash, Markosyan,
und Bunders, 2014; Prakash u. a., 2014; 2017). In der Studie von Prakash, Markosyan,
und Bunders (2014) konnte mittels des Beidler Modells geschitzt werden, dass Reb M
rund 200- bis 350-mal so siil wie Sucrose ist. Der kalorienfreie Stevia-Siifistoff eignet
sich nicht nur als Einzelsii8stoff fiir den Ersatz von Zucker in Getrdnken und Lebensmit-
teln, sondern er kann auch gut in Kombination mit anderen kalorienfreien oder kohlen-
hydrathaltigen SiiBungsmitteln eingesetzt werden (Prakash, Markosyan, und Bunders,

2014). Die chemische Struktur von Reb M ist in Abbildung 2 abgebildet.

Abbildung 2: Chemische Struktur von Rebaudiosid M.

Threr Uberpriifung aller verfiigbarer Daten zu Grunde liegend hat die ,,Européische Be-
horde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA, 2010) und der ,,Gemeinsame FAO/ WHO Ex-
pertenausschuss fiir Lebensmittelzusatzstoffe® (Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives, Food and Agriculture Organization of the United Nations, und World
Health Organization, 2010) eine zuldssige tigliche Aufnahme von 4 mg/kg Korperge-
wicht pro Tag, ausgedriickt als Stevioldquivalente, fiir Steviol-Glykoside festgelegt.
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Diese tdgliche Aufnahme gilt fiir alle Steviol-Glykoside, da davon ausgegangen wird,
dass alle Substanzen dieser Familie zu dem identen Metaboliten Steviol durch die, mit
der Darmflora assoziierten, f-Glukosidase anaerob metabolisiert werden (Purkayastha
u. a., 2014). In vitro und ex vivo Studien haben gezeigt, dass Steviol-Glykoside nicht
durch Verdauungsenzyme des oberen GI hydrolysiert werden und daher nicht iiber den
oberen GI absorbiert werden (Hutapea u. a. 1997; Koyama u. a. 2003; Geuns u. a. 2003;
2007). Steviol-Glykoside werden demzufolge erst verdaut, wenn sie den Dickdarm errei-
chen, wo sie anschlieBend von Mitgliedern der Bacteroidaceae-Familie mikrobiell hyd-
rolysiert werden, was zu der Freisetzung des Aglycons Steviol fiihrt. Danach wird beim
Ubergang in den enterohepatischen Kreislauf ein Teil des Steviols im Dickdarm absor-
biert und anschliefend in der Leber glucuronidiert, wiahrend das restliche Steviol mit dem
Fézes ausgeschieden wird (Renwick und Tarka, 2008). Mittels der von Purkayastha u. a.
(2014) erzielten Ergebnisse, des vergleichenden in vitro Metabolismus durch humane
Kothomogenate, konnte gezeigt werden, dass Steviol-Glykoside innerhalb von 24 Stun-
den vollstidndig zu Steviol metabolisiert werden, wobei der GroBteil bereits in den ersten
acht Stunden verstoffwechselt wird. Laut des Artikels von Chen u. a. (2018) weist Steviol
eine intensive inhibitorische Aktivitdt auf sechs menschliche gastrointestinale Krebszel-
len auf. Angesichts der metabolischen Eigenschaften von Steviol und seiner Zytotoxizitét
kann es als potentielles Chemotherapeutikum fiir die Krebsbehandlung weiter untersucht
werden (Chen u. a., 2018). Zudem werden Steviol-Glykoside bereits zur Behandlung von
verschiedensten Krankheiten wie Diabetes, Karies, Fettleibigkeit und Mageninfektionen

empfohlen (Yadav und Guleria, 2012).

2.1.3 Sucralose

Das Disaccharid Sucralose wird aus Sucrose hergestellt, wobei drei Hydroxylgruppen im
Zuckermolekiil selektiv gegen drei Chloratome ausgetauscht werden. Die dadurch er-
zielte Inversion der Glukosekonfiguration am Kohlenstoff vier Atom fiihrt zur Umwand-
lung der Glukose zu Galaktose (Frank u. a., 2008; Grotz und Munro, 2009). Der kiinstli-
che SiiBstoff ist ungefdhr 400- bis 800-mal so siiB wie Sucrose, wodurch eine kleine
Menge Sucralose eine hohe Sucrosekonzentration ersetzen kann. Seit dem Jahr 1999 ist
Sucralose von der ,,U.S. Food & Drug Administration* (FDA) fiir die Verwendung als
AllzwecksiiB3stoff fiir alle Lebensmittel- und Getrankekategorien genehmigt worden
(FDA, 1999). Zudem ist Sucralose in der Européischen Union seit 2004 als Lebensmit-
telzusatzstoff E955 zugelassen (Roth und Liick, 2012). In Abbildung 3 ist die chemische

Struktur der Sucralose illustriert.
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Abbildung 3: Chemische Struktur von Sucralose.

Trotz der vernachlédssigbaren Menge an Kalorien des oftmals beigemengten Volumenver-
starkers Maltodextrin gilt Sucralose als kalorienfreies SiiBungsmittel, da es im Gegensatz
zu Sucrose weder verdaut noch zur Energiegewinnung verstoffwechselt wird (FDA,
1999). Dadurch werden keine Kalorien aus Sucralose gewonnen und der Blutzuckerspie-
gel wird nicht beeinflusst. Diese Eigenschaft fiihrt dazu, dass Sucralose weltweit bei der
Herstellung von kalorienarmen Lebensmitteln und Getridnken stark verbreitet ist und den
US-amerikanischen Markt von kiinstlichen Sii3stoffen und Zuckerersatzstoffen dominiert
(Magnuson, Roberts, und Nestmann, 2017; Bornemann u.a., 2018). Der
Wissenschaftliche Lebensmittelausschuss der Europdischen Union (SCF), heute EFSA,
hat im Jahr 2000 eine zuldssige tdgliche Sucralose Aufnahme von 15 mg/kg Korperge-
wicht pro Tag festgelegt (SCF, 2000). Mittels Sensorikstudien konnte gezeigt werden,
dass Sucralose im Vergleich zu anderen nicht kalorischen SiiBstoffen keinen bitteren
Nachgeschmack aufweist (Wiet und Beyts, 1992; Kuhn u. a., 2004). Zudem wurde durch
Metabolismusstudien gezeigt, dass nach dem Verzehr ein GroBteil der oral aufgenomme-
nen Sucralose (~ 85%) nicht aus dem GI absorbiert, sondern unmetabolisiert mit dem
Fézes exkretiert wird. Weiters wird die Mehrheit der vom GI aufgenommenen Sucralose
unverdndert im Urin oder als Glucuronid-Konjugat ohne Dechlorierung oder Katabolis-
mus ausgeschieden, wodurch es keine Energiequelle darstellt (Roberts u. a., 2000). Ba-
sierend auf Studien (Lord und Newberne, 1990; Sasaki u.a., 2002; Soffritti u.a., 2016)
Lange Zeit stand Sucralose unter dem Verdacht krebserregend zu sein, jedoch haben
Berry u. a. (2016) Studien zum kanzerogenen Potential von Sucralose zusammengefasst
und sind zu der Conclusio gekommen, dass dieser Sii3stoff selbst keine krebserzeugende
Wirkung hat, auch wenn das Belastungsniveau mehrere Gréflenordnungen iiber dem Be-

reich der erwarteten taglichen Einnahme von Sucralose liegt.
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2.1.4 Neohesperidin-Dihydrochalkon

Das semisynthetische SiiBungsmittel Neohesperidin-Dihydrochalkon (NHDC) entsteht
durch die katalytische Hydrierung von dem, aus Zitrusfriichten wie Bitterorangen extra-
hierten, Flavanon-Glykosid Neohesperidin, durch die Behandlung mit Kaliumhydroxid
oder anderen starken Basen (Han u. a., 2018). Diese Flavonoide sind in der Natur stark
verbreitet und befinden sich hauptséchlich in den Schalen von Friichten, wo sie zur Farb-
und Geschmacksgebung beitragen (DuBois u. a., 1977). Die chemische Struktur von
NHDC ist in Abbildung 4 dargestellt. Der Isovanillyl-SiiBstoff ist rund 1500-mal so siif3
wie Sucrose, hat geschmacksmodifizierende Eigenschaften, die Fahigkeit in Kombina-
tion mit anderen SiiBungsmitteln die StiBequalitit und das Siileprofil zu verbessern. Das
StiBungsmittel besitzt auerdem Synergie-Effekte, wobei die Intensitét der Siile von un-
terschiedlichen Faktoren, einschlieBlich des pH-Wertes des Produktes abhingt. Die ge-
schmacksverstirkende Wirkung konnte in unterschiedlichen Produkten wahrgenommen
werden, insbesondere bei Fruchtaromen (Gléria, 2003). Beim Menschen hat NHDC
durch die Stimulation des SiiBrezeptors TASIR2/TAS1R3 einen intensiv siiBen Ge-
schmack. In diesem Zusammenhang konnte demonstriert werden, dass die Rezeptorbin-
dung von NHDC speziesabhéngig ist und Ratten keine Reaktion auf die sii3-schmeckende
Verbindung zeigen (Atta-ur-Rahman, 2005; Winnig u. a., 2007). NHDC findet als kalo-
rienarmes, kiinstliches SiiBungsmittel, sowie als Bitterkeitsblocker und Geschmacksver-
stirker eine breite Anwendung in verschiedenen Getranken, Lebensmitteln und Arznei-
mitteln, jedoch ist dessen Verwendung als EinzelsiiBstoff durch unerwiinschte sensori-
sche Eigenschaften, wie eine verzogertes Einsetzen der Siile und einem anhaltenden
Menthol- beziehungsweise Lakritz-dhnlichen Nachgeschmack bei hoheren NHDC-Kon-
zentrationen, eingeschriankt (DuBois u. a., 1977; DuBois, Crosby, und Stephenson, 1981;
Shi u. a., 2015).

HO™ ™ O OH
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Abbildung 4: Chemische Struktur von Neohesperidin-Dihydrochalkon.
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Aus dem menschlichen Diinndarm wird, wie auch bei anderen didtischen Flavonoiden,
nur eine begrenzte Menge von NHDC unverindert resorbiert. Der Abbauweg von NHDC
beginnt mit der schrittweisen Deglykosylierung mittels menschlicher Darmbakterien
durch die Spaltung der glykosidischen Seitenkette und der einhergehenden Bildung des
Aglykons Hesperetin-Dihydrochalkon. Das Aglykon wird mittels bakterieller Glyko-
sidasen weiter zu 3-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)-Propionsidure und zu dem A-Ring
Metaboliten Phloroglucin gespalten. Wéhrend die 3-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)-
Propionsdure weiter zu 3-(3,4- Dihydroxyphenyl)-Propionsidure demethyliert wird, wird
Phloroglucin schnell zu Butyrate und/oder Acetat durch Bakterien degradiert. Es kommt
zur Exkretion iiber Urin oder Galle, wobei zuvor Modifikationen wie Hydroxylierung,
Dehydroxylierung und Dealkylierung mdglich sind. Das im Darm verbleibende, nicht
hydrolysierte, NHDC wird primér unverindert {iber den Fazes ausgeschieden (O’Brien
Nabors und Miller, 1991; Gloria, 2003; Braune, Engst, und Blaut, 2005). NHDC ist daher
nicht génzlich kalorienfrei und der Energiegehalt betrdgt 2 kcal/g, wobei dieser kalorische
Gehalt fiir die Erndhrung aufgrund der geringen Einsatzmenge von weniger als 100 mg/kg
vernachléssigt werden kann (Gloéria, 2003). Studien haben gezeigt, dass Zitrusflavonoide
unterschiedliche pharmakologische Wirkungen haben kdnnen, inklusive einer entziin-
dungshemmenden, krebshemmenden und kardiovaskuldren Aktivitit (Benavente-Garcia
und Castillo, 2008). Lo Furno u. a. (2016) haben demonstriert, dass die Zitruspflanze
Bergamotte die Adipogenese verringern und die Lipolyse erhdhen kann. Zudem haben
Han u. a. (2018) in einer Studie starke Auswirkungen von NHDC Analoga auf die adi-
pogene Differenzierung von, aus menschlichem Fettgewebe gewonnenen, Stammzellen
festgestellt, was als mogliches therapeutisches Mittel zur Uberwindung von Fettleibigkeit

dienen konnte.
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2.2 Der Siifirezeptor TAS1IR2/TAS1R3

Grundsitzlich hat der Mensch die Fahigkeit zwischen fiinf Grundgeschmacksarten zu un-
terscheiden, ndmlich siif3, salzig, umami, bitter und sauer. Nagetier- und Humanstudien
deuten darauf hin, dass fettig als sechste Geschmacksmodalitdt definiert werden konnte,
da der linguale Lipidsensor CD36 als Geschmackslipidsensor fungiert (Khan und
Besnard, 2009; Martin u. a., 2011). Dariiber hinaus gibt es noch weitere Geschmacksqua-
litditen, die diskutiert werden, einschlielich dem metallischen Geschmack und dem
Kokumi-Geschmack (Maruyama u. a., 2012; Di Pizio u. a., 2019). Die Verarbeitung des
Geschmacks beginnt zunichst auf der Ebene der Geschmacksrezeptorzellen (GRZ), wel-
che sich zu kelchféormigen Geschmacksknospen gruppieren und iiberwiegend auf der dor-
salen Oberfliache der Zunge und am weichen Gaumen lokalisiert sind (Fernstrom u. a.,
2012). Zudem konnten Geschmacksrezeptoren auch in extraoralen Bereichen einschlief3-
lich Fettgewebe (Simon u. a., 2013), Atmungssystem (Lee und Cohen, 2014), zentralem
Nervensystem (Kohno, 2017), Spermien (Meyer u. a., 2012) und Gastrointestinaltrakt
(GD) (Jang u. a., 2007) gefunden werden. Die Aktivierung dieser Rezeptorzellen mittels
bestimmter Geschmacksreize setzt Neurotransmitter aus den basalen Enden von Ge-
schmackzellen auf benachbarte afferente Hirnnervenfasern frei und bewirkt die Ubertra-
gung von Geschmacksinformationen zu bestimmten Bereichen des Gehirns, die an der
Geschmackswahrnehmung beteiligt sind. Gemeinsam mit anderen sensorischen Informa-
tionen, welche olfaktorischer, thermischer und struktureller Natur sein konnen, werden
die Geschmacksinformationen verarbeitet und interpretiert, um die passende Ge-
schmackswahrnehmung hervorzurufen (Fernstrom, 2012; Fernstrom u. a., 2015; Lee und

Owyang, 2017).

Es wurden vier morphologische Subtypen von GRZ identifiziert, wobei einzelne Ge-
schmackszellen nur einen von mehreren Geschmacksrezeptortypen exprimieren. Gliaar-
tige Zellen vom Typ I libertragen den salzigen Geschmack. Der siil3e, bittere und umami
Geschmack kann durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), welche von Typ II
Zellen exprimiert werden, detektiert werden. Wihrend Typ III Zellen Ionenkanile expri-
mieren, um saure Reize zu erkennen, konnen Typ IV Basalzellen als Stamm- oder Vor-
laufergeschmackszellen angesehen werden (Yarmolinsky, Zuker, und Ryba, 2009; Jans-
sen und Depoortere, 2013). Die von den GRZ exprimierten Rezeptoren sind fiir die Er-

kennung und Selektivitdt des Geschmacksstimulus verantwortlich, wobei dahingehend
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zwel Klassen von Geschmacks-GPCRs identifiziert wurden, die Typ 1-Geschmackrezep-
torfamilie (TASIR) und die Typ 2-Geschmacksrezeptorfamilie (TAS2R). Subtypen der
TAS1R-Familie heterodimerisieren zur Detektion von umami und siilen Geschmacks-
stoffen, wobei der Umamirezeptor aus den TAS1R1- und TAS1R3- Untereinheiten und
der Siiirezeptor aus den TAS1R2- und TAS1R3- Untereinheiten zusammengesetzt ist.
Im Nachfolgenden werden humane Gen- und Proteinnamen durch Grof3buchstaben abge-

kiirzt, wihrend die kleingeschriebene Form auf murine Gen- und Proteinnamen verweist.

Viele chemisch unterschiedliche Verbindungen konnen an den SiiBrezeptor
TAS1R2/TASIR3 binden und diesen aktivieren, darunter Zucker (Glukose, Maltose,
Fruktose), kiinstliche Siistoffe (unter anderem Aspartam, Cyclamat, Sucralose), Pflan-
zenmetabolite (Stevioside), D-Aminosduren (D-Tryptophan, D-Phenylalanin, D-Serin)
und siifle Proteine (Brazzein, Monellin, Thaumatin). Nicht alle diese Liganden binden an
die gleichen Dominen des Siirezeptors, wobei bereits mehrere Bindungsstellen fiir Sii-
Bungsmittel und Inhibitoren des siiBen Geschmacks gefunden werden konnten. Die bei-
den TAS1R-Rezeptoruntereinheiten sind strukturell dhnlich und bestehen aus einer N-
terminalen, extrazelluldren Venusfliegenfallen-Domine (VFT), einer 7-Transmembrand-
omine (TMD), einer Cystein-reichen Linkerregion (CRD), die die beiden Dominen ver-
bindet, und aus einem C-Terminus der in das Zellinnere ragt (Behrens und Meyerhof,
2011; Fernstrom u. a., 2012; Lee und Owyang, 2017). In Abbildung 5 ist der schemati-

sche Aufbau des Siiirezeptors mit den unterschiedlichen Interaktionsstellen skizziert.

Glucose,
aspartame,

and sucralose Brazzein

Cyclamate
and lactisole

L\ /

HOOC COOH

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Siiirezeptors TAS1R2/TASIR3 (Fernstrom u.
a., 2012).
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Die Aktivierung des Siirezeptors durch eine Ligandenbindungen fiihrt zur Konformati-
onsinderung des SiiBrezeptors, wodurch die Dissoziation des heterotrimeren G-Proteins
ausgelost wird. Dabei dissoziiert die Ga-Untereinheit namens a-Gustducin von der di-
meren Gf3yi13-Untereinheit (Pérez u. a., 2002; Kinnamon, 2012). Die abgespaltenen
B3y 13-Untereinheiten des G-Proteins aktivieren die Phospholipase C 2 (PLC[S2), um das
Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) in die beiden Second Mess-
enger 1,4,5-Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) zu spalten (Rossler u. a.,
1998). Wihrend DAG die Proteinkinase C aktiviert, bindet IP3 an den Typ III IP; Rezep-
tor, der in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert ist, wodurch
eine Freisetzung von Ca’?" aus dem intrazelluliren Ca**-Speicher hervorgerufen wird
(Clapp u. a., 2001). Ein Anstieg des intrazelluldren Ca®* aktiviert Ca®>*-abhingige Pro-
teinkinasen, sowie den transienten Rezeptorpotentialkationenkanal Subfamilie M Mit-
glied 5 (TRPMS) und andere Rezeptoren (Pérez u. a., 2002; Zhang u. a., 2007; Taruno
u. a., 2013). Durch die Offnung des fiir monovalente Kationen selektiven Kanals TRPMS5
in der Plasmamembran k6nnen monovalente Ionen, unter anderem Na*, in die Zelle ein-
stromen. Zusétzlich phosphoryliert die aktivierte Proteinkinase C den K*-Kanal, wodurch
dieser geschlossen und ein K™-Ionenaustritt verhindert wird. Dies fiihrt zu einer Memb-
randepolarisation, der dadurch bedingten Erzeugung von Aktionspotentialen und zur

Freisetzung von ATP, vermutlich durch den Pannexin-1 Hemikanal (Huang u. a., 2007).

Im Gegensatz zum Gfy-abhéngigen Signalweg ist jener Pathway, welcher durch die Ga-
Untereinheit aktiviert wird, weniger gut untersucht. Diesbeziiglich konnte nur gezeigt
werden, dass eine verkiirzte Form des a-Gustducins in vitro die Phosphodiesterase (PDE)
anregen kann, welche im Anschluss cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) zu Ade-
nosinmonophosphat (AMP) umwandelt (Moriyama u. a., 2002). Durch die Abnahme des
intrazelluldren cAMPs wird nachfolgend die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) in-
hibiert, was wiederrum den Ca?" Anstieg in der Zelle blockiert und dadurch eine chroni-
sche Desensibilisierung gegen siile Geschmacksreize verhindert, wodurch die GRZ
responsiv bleiben (Yan u. a., 2001). Dennoch konnte in einer Studie von Striem u. a.
(1989) ein Anstieg der cAMP-Konzentration nach einer Stimulation von Rattenzungen
mit unterschiedlichen StiBungsmitteln beobachtet werden. Vermutlich kann dies iiber die

Aktivierung der mit a-Gustducin und PLCS2 coexprimierten Adenylatcyclase (AC),

13



Wissenschaftliche Grundlagen und Kenntnisstand

welche ATP zu cAMP umwandelt, erfolgen (Abaffy, Trubey, und Chaudhari, 2003; Tru-
bey u. a., 2006). Trubey u. a. (2006) konnten in ihrer Studie einen Ca?"-abhingigen wie
auch Ca?"-unabhingigen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration feststellen.
Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung der AC und die einhergehende Erhohung der
cAMP-Konzentration sowohl direkt durch das G-Protein als auch sekundér durch den
Anstieg der Ca?"-Konzentration reguliert werden kann (Bojahr, 2015). In Abbildung 6 ist
die vereinfachte intrazelluldre Signalkaskade nach der Aktivierung des Siilrezeptors

TAS1R2/TAS1R3 zu sehen.

Zucker/
SuRstoff
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Abbildung 6: Intrazelluldre Signalweiterleitung nach der Aktivierung des Siirezeptors

TAS1R2/TAS1R3 (Bojahr, 2015).

Das von den Typ Il GRZ freigesetzte extrazelluldre ATP kann einerseits die ATP-Rezep-
toren P2X2/P2X3 von afferenten purinergen Nervenfasern stimulieren, welche dadurch
mit dem Zentralnervensystem kommunizieren und in Folge zur Geschmackswahrneh-
mung fithren, und andererseits GRZ vom Typ III durch die Bindung von ATP an den
ATP-Rezeptor P2Y aktivieren, was die Sekretion der Neurotransmitter Serotonin und
Noradrenalin induziert (Finger u. a., 2005; Huang u. a., 2007; Dvoryanchikov, Tomchik,
und Chaudhari, 2007; Behrens und Meyerhof, 2011). Fiir die Initiierung des purinergen
ATP-Effluxes aus den Typ Il GRZ wurde von Taruno u. a. (2013) gezeigt, dass der Cal-
ciumhomoostasemodulator 1 (CALHMI), der einen spannungsgesteuerten Ionenkanal

darstellt, unverzichtbar ist. Dieser ATP-Transport findet als Reaktion auf die TRPMS
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vermittelte Depolarisation mit anschlieBendem Aktionspotential, welches CALHM1 ak-
tiviert, um nicht-vesikuldres ATP freizusetzen, statt (Taruno u. a., 2013; Tordoff u. a.,
2015). Shirazi-Beechey u. a. (2014) haben in ihrem Artikel zusammengefasst, dass Mit-
glieder von TAS1R sowie das G-Protein a-Gustducin in K- und L- neuroendokrinen Zel-
len im Darmgewebe verschiedenster Spezies coexprimiert werden und dort fiir die Siil3-
wahrnehmung zustindig sind. Der G-Protein-gekoppelte TAS1R2/TAS1R3 Siiflrezeptor
in der apikalen Enterozytenmembran kann durch natiirliche und kiinstliche SiiBungsmittel
aktiviert werden und die in Abbildung 6 gezeigten intrazelluldren Signalwege anregen.
Diese konnen zur Sekretion von Darmhormonen, wie dem Glukagon-dhnlichen Peptid 1
und 2 (GLP1 und GLP2) und GIP fiihren, welche wiederum die Nahrungsaufnahme, In-
sulin Sekretion, das Darmwachstum und die Glukoseaufnahme beeinflussen koénnen
(Shirazi-Beechey u. a., 2014). Da Taslr3- und TRPMS5-Knock-out Méause die Ge-
schmackspréferenz gegeniiber dem kiinstlichen SiiBungsmittel Sucralose vollstindig ver-
lieren, die Reaktion auf Sucrose jedoch beibehalten, wird davon ausgegangen, dass zu-
sdtzlich zur priméren StiBwahrnehmung tiber den SiiSrezeptor TAS1R2/TAS1R3 weitere
TAS1R3- oder TRPMS5-unabhingige Detektionsmechanismen vorhanden sind (Damak
u. a. 2003; 2006). Diese konnen unter anderem von Glukosetransportern (GLUT2,
GLUT4, GLUTS5, GLUT8 und GLUT9), dem Natrium-Glukose-Cotransporter 1
(SGLTI1) und ATP-gesteuerten K*-Stoffwechselsensoren (Karp) abhdngen (Kir 6.1,
SURI1 und SUR2A) (Yee u. a., 2011; Merigo u. a., 2011; Sukumaran u. a., 2016).
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2.3 TAS1R-unabhingige SiiBwahrnehmung

GRZ, welche auf Zucker und Sii3stoffe reagieren, weisen einen TAS1R-abhingigen Weg
zur Wahrnehmung von Zuckern und kalorienfreien SiiBungsmitteln, sowie einen TASIR-
unabhingigen Pathway zur Detektion von Monosacchariden auf. Es wurde bereits fest-
gestellt, dass Glukosetransporter (GLUT), der Natrium-Glukose-Cotransporter 1
(SGLT1) und ATP-gesteuerte K*-Stoffwechselsensoren (Katp) in Geschmackszellen mit
TAS1R3 coexprimiert und fiir die Erkennung von Zucker verwendet werden (Yee u. a.,
2011; Merigo u. a., 2011; Sukumaran u. a., 2016). Diese speziellen TAS1R-unabhingi-
gen Wege wiirden nur Reaktionen auf Monosaccharide erkldren, nicht jedoch auf Disac-
charide und Oligosaccharide, die keine Substrate fiir GLUT oder SGLT1 sind. Falls
Disaccharide oder oligomere Zucker als Substrate fiir die TAS1R-unabhéngige StiBwahr-
nehmung dienen, so miissen diese zuvor durch Enzyme, die am Kohlenhydratverdau be-
teiligt sind, zu Monosacchariden hydrolysiert werden. In diesem Kontext wurde bereits
gezeigt, dass Darmenzyme, wie die -Amylase oder die Sucrase-Isomaltase, welche dii-
tische Zuckeroligomere zu Monosacchariden hydrolysieren, auch in lingualen Ge-
schmackszellen und -geweben exprimiert werden. Durch diese Hydrolyse von Disaccha-
riden und oligomeren Zuckern zu Monosacchariden ist es moglich, dass ein TAS1R-un-
abhéngiger Weg auch deren Wahrnehmung in GRZ ermdglicht (Merigo u. a., 2009; Yee
u. a., 2011; Sukumaran u. a., 2016). Diese Beobachtung wurde von Sukumaran u. a.
(2016) bestitigt, welche zeigen konnten, dass die Behandlung der Zunge von Wildtyp
C57BL/6 und Taslr3-Knock-out Méusen mit den Disaccharidase-Inhibitoren Migli-
tol (500 uM) und Voglibose (10 uM), spezifisch die Reaktionen des Geschmacksnervs
auf Disaccharide, jedoch nicht auf Monosaccharide oder nicht kalorische Siifistoffe, ver-

ringern kdnnen.

2.3.1 Karr-abhéngige SiiBwahrnehmung

ATP-sensitive K*-Kanile treten in einer Reihe von Geweben auf, insbesondere in S-Zel-
len des Pankreas, wo sie als Metabolismus-abhidngige lonenkanile fungieren, welche sich
bei steigender intrazelluldrer ATP-Konzentration und der damit einhergehenden Depola-
risation der Zelle schlieBen. Aufgrund des dadurch reduzierten K*-Ionen Effluxes kann
eine Repolaristation verhindert werden und eine Membrandepolarisation wird initiiert,
welche nachfolgend Aktionspotentiale, Ca** Influx durch spannungsabhingige Ca**-Ka-

néle und Insulin Sekretion auslost. Analog dazu haben Yee u. a. (2011) in Miusen vor-
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geschlagen, dass ein moglicher TAS1R-unabhéngiger Pathway von der Glukoseauf-
nahme in Tas1r3-exprimierende GRZ abhéngt, gefolgt von dem Metabolismus zu ATP,
welches an den Karp-Kanal binden kann, diesen Kanal schlieft und die GRZ depolari-
siert. Mittels quantitativer real-time Polymerase-Kettenreaktion, in sifu Hybridisierung
und Immunohistochemie konnten Yee u. a. (2011) zeigen, dass neben Glukosetranspor-
tern auch schwach einwirts gleichrichtende ATP-sensitive K*-Kanile selektiv auf Ge-
schmackszellen, die auch eine Taslr3-Untereinheit aufweisen, exprimiert werden. Das
einwérts gleichrichtende K*-Kanalprotein (Kir) 6.1 bildet mit einer regulatorischen f-
Untereinheit, dem Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR) 1 oder 2A, diesen einwérts gleich-

richtenden ATP-gesteuerte K-metabolischen Sensor aus.

Fiir Méduse wurde demonstriert, dass Karp-Kanile in Taslr3-exprimierenden GRZ eine
Moglichkeit darstellen konnen die Aktivitét dieser GRZ entsprechend dem Gehalt an me-
tabolisierbaren, siifen Losungen zu regulieren. Weiters konnen diese Kanile den allge-
meinen Stoffwechselzustand des Organismus beeinflussen, indem eine Kommunikation
mit Geschmackszellen iiber Blutzucker und Hormone stattfindet. Sind Karp-Kanéle in
Tas1r3-GRZ apikal angeordnet, wiirde eine Inhibierung des K*-Flusses durch Sulfonyl-
harnstoffe, wie Glibenclamid, oder ATP die Zellen depolarisieren. Die Kombination ei-
nes kalorienfreien SiiBungsmittels, welches tiber Tas1r2/Tas1r3 Rezeptor wirkt, um eine
Second-Messenger-Signalkaskade zu initiieren, zusammen mit einem kalorischen Sii-
Bungsmittel, welches nach der Metabolisierung die Schliefung der Karp-Kanile auslost,
fiihrt zu einer verbesserten SiiBwahrnehmung gegeniiber jener, die durch eine sii3-schme-
ckende Verbindung alleine erreicht werden wiirde. Umgekehrt wiirde eine geringe Glu-
kose beziehungsweise ein geringer Metabolismus aufgrund der gleichbleibenden, starken
Aktivitdt von Karp-Kanélen die GRZ hyperpolarisieren, wodurch es unwahrscheinlicher
wird, dass die Aktivierung des Tas1r2/Tas1r3 Rezeptors durch einen Sii3stoff eine De-
polarisation hervorruft. Daher ist es denkbar, dass die Regulation der Katp-Kanédle von
Tas1r3-GRZ eine Moglichkeit darstellt, die Empfindlichkeit der GRZ gegeniiber siilen
Verbindungen gemal} den Stoffwechselbediirfnissen zu regulieren. Dariiber hinaus kon-
nen Karp-Kanédle von GRZ moéglicherweise die Hormon- und/oder Neurotransmitterfrei-
setzung aus Taslr3-Zellen als Reaktion auf Anderungen des Metabolismus in Ge-

schmackszellen beeinflussen (Yee u. a., 2011).
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2.3.2 Glukosetransporter-abhingige SiiBwahrnehmung

2.3.2.1 Natrium-Glukose-Cotransporter
Flavonoidkonjugate, unter anderem mit Glukose, haben polare Eigenschaften und kénnen

die lipidreiche Zellmembran nur mit Hilfe von membranassoziierten Transportproteinen,
den Natrium-Glukose-Cotransportern, durchqueren (Gonzales u. a., 2015). Die Familie
der Natrium-Glukose-Cotransporter setzt sich aus insgesamt sechs Mitgliedern zusam-
men, davon haben zwei Mitglieder (SGLT1 und SGLT2) eine Funktion als Zuckertrans-
porter und SGLT3 eine Rolle als Zuckersensor. SGLT1 gehort zur Unterfamilie der Zu-
ckertransporter, welche die Natrium- und Glukosesubstrate aus dem Darmlumen in das
Zellinnere von Enterozyten transportieren, wobei die beiden Substrate in die gleiche
Richtung tiber die apikale Membran befordert werden. Beim Symport werden zwei Nat-
riumatome zusammen mit einem Molekiil Glukose transportiert, dabei folgt Natrium dem
Konzentrationsgradienten nach innen, welcher auf basolateraler Seite durch eine Nat-
rium-Kalium-ATPase aufrecht gehalten wird. Hierbei kann ein Transport der Glukose
gegen deren Konzentrationsgradienten erfolgen, auch wenn die Konzentration der lumi-
nalen Glukose geringer als jene der Blutglukose ist (Wright, Hirayama, und Loo, 2007,
Kellett u. a., 2008; Merigo u. a., 2011). Eine Reihe von Tierstudien hat gezeigt, dass die
intestinale Expression des Gens SLC541, welches fiir SGLT1 codiert, in Gegenwart von
einer unterschiedlichen Menge an luminalen siilen Liganden, einschlieflich kiinstlicher
Stilstoffe, erhoht ist. Es ist bereits bekannt, dass dieser Prozess unabhéngig vom Stoff-
wechsel und iiber einen Rezeptorweg des siiBen Geschmacks erfolgt (Dyer u. a., 2003;
Stearns u. a., 2010; Moran u. a., 2010). Entscheidend fiir diese Erkenntnis waren Ergeb-
nisse von Margolskee u. a. (2007), die anhand eines Mausmodells zeigten, dass das intes-
tinale SGLT1 bei Miusen, welchen das G-Protein a-Gustducin oder die SiiBrezeptorein-
heit Tas1r3 fehlte, als Reaktion auf Glukose oder Sucralose nicht hochreguliert war. Im
Gegensatz dazu erhohen didtische Zucker und kiinstliche Siilstoffe die SGLT1 mRNA-
und Proteinexpression und die Aufnahmekapazitit von Glukose bei Wildtyp C57BL/6
Mausen (Margolskee u. a., 2007).

Neben Rezeptoren fiir den siiBen Geschmack scheinen auch vagale Reflexwege eine
wichtige Rolle bei der SGLT1 Kontrolle zu spielen. Hierbei wurde bei Tieren gezeigt,
welche einer selektiven vagalen Ablation unterliegen, dass der erwartete Anstieg des
SGLT1 Proteins als Reaktion auf eine akute und chronische Glukoseexposition im Darm,

sowie durch ein zirkadianes Muster von Fiitterungszeiten, verloren geht (Bates, Sharkey,
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und Meddings, 1998; Stearns u. a., 2008; 2010). Dieser neuronale Reflex konnte die Be-
obachtung erkldren, dass die Glukoseexposition isolierter Regionen des GI bei Ratten zu
einer erhdhten SGLT1 Proteinexpression in nicht exponierten Regionen fiihrt (Stearns
u. a., 2010). Weiters besteht auch die Moglichkeit, dass ein humoraler Reflexweg durch
die Glukose im Darm ausgelost wird, um die SGLT1 Expression anderenorts zu modu-
lieren. Beispielsweise wurde die GIP-Freisetzung als Mechanismus vorgeschlagen, der
die Aktivierung des SiiBrezeptors im Darm mit der SGLT1 Regulation bei Miusen ver-

bindet (Margolskee u. a., 2007; Singh u. a., 2008).

Dieser Mechanismus kann moglicherweise nicht auf Menschen {ibertragen werden. In
einer Studie von Ma u. a. (2010) mit gesunden Probanden konnte keine Wirkung von
Sucralose bei der Verbesserung der Glukoseaufnahme, glykdmischen Antwort oder des
Inkretin-Effekts beobachten werden, wenn Glukose akut intraduodenal infundiert wurde.
Die Konzentration der, bei dieser Studie infundierten, Glukose konnte jedoch die verfiig-
baren Glukosetransporter geséttigt haben, worin eine mogliche Synergie zwischen Sucra-
lose und Glukose geschlossen werden konnte. Es muss zudem noch gezeigt werden, ob
eine ldngere Exposition mit didtischen SiiBungsmitteln die Glukoseabsorption im Darm
des Menschen sowie bei den Miusen erhohen kann (Margolskee u. a., 2007) oder ob es

beim Menschen zu SiiBungsmittel-spezifischen Reaktionen kommen kann.

2.3.2.2 Glukosetransporter
Die natriumunabhéngige GLUT-Familie, deren Vertreter ausschlieBlich Hexosen bidi-

rektional und energieabhingig tliber die Zellmembran befoérdern und sich auf der basola-
teralen Membran befinden, besteht aus 14 Mitgliedern, wobei GLUT]1 - 5 die bekanntes-
ten Glukosetransporterisoformen sind, die unterschiedliche regulatorische und/oder kine-
tische Eigenschaften aufweisen (Scheepers, Joost, und Schiirmann, 2004; Wright,
Hirayama, und Loo, 2007). Dieser bidirektionale Transportmechanismus gilt, trotz gerin-
ger Affinitdt, auch fiir andere Zucker wie Mannose oder Galaktose, jedoch nicht fiir
Fruktose, die nur von GLUT2 ausgestoBen werden kann (Cheeseman, 1993), aber von
der GLUTS-Isoform aus dem Darmlumen aufgenommen werden muss (Burant u. a.,
1992). Im Darm wird der Transport von Glukose als wichtiges Beispiel dafiir angesehen,
wie siifle Reize im Lumen eine regulatorische Wirkung auf Glukosetransporter haben, da
Anderungen der Zuckerkonzentration, die wihrend der Verdauung im Darmlumen er-

zeugt werden, adaptive Reaktionen von Glukosetransportern im Darmepithel induzieren.
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Mehrere in vivo und in vitro Experimente haben eine enge Verbindung zwischen der Ex-
pression von intestinalen Glukosetransportern und der Menge und Zusammensetzung der

Nahrung nachgewiesen (Merigo u. a., 2011).

SGLT1 kann bei einer hohen Glukosekonzentration, zum Beispiel nach einer Mahlzeit,
gesittigt werden und spielt daher eine wichtige Rolle bei der Aussendung des ersten we-
sentlichen Signals, welches zur Erzeugung einer zusatzlichen Transportkapazitit durch
schnelle Translokation von GLUT2 aus der basolateralen in die apikale Membran von
Enterozyten fiihrt, um iiberschiissige Glukose absorbieren zu kdnnen (Kellett u. a., 2008).
Es erfolgt jedoch so lange keine Insertion neuer GLUT2, bis das zweite essentielle Signal
durch die Aktivierung des Siiirezeptors in der apikalen Membran erzeugt wird (Li u. a.,
2002; Mace u. a., 2007). Erst bei Glukosekonzentrationen von 30 mM — 100 mM stellt
GLUT2 den Hauptabsorptionsweg der Glukose dar. Alternativ kann die apikale GLUT2
Insertion bei einer niedrigen Glukosekonzentration von 20 nM durch die Aufnahme von
kiinstlichen Sii3stoffen induziert werden (Mace u. a., 2007; 2009). Diese Daten deuten
darauf hin, dass zumindest in Ratten, SiiBrezeptoren die vorhandenen SiiBungsmittel oder
hohe Glukosekonzentrationen im Darm mit einem gesteigerten Glukosetransport {iber
GLUT?2 verbinden (Young, 2011). Mdglicherweise ist dieser Transportweg speziesspezi-
fisch, da apikale GLUT2 in Darmepithelzellen von Schweinen nach einer kohlenhyd-
ratangereicherten Mahlzeit nicht nachgewiesen werden konnte (Moran u. a., 2010). Dar-
iiber hinaus spricht der Gendefekt Glukose-Galaktose-Malabsorption, welcher aus Muta-
tionen im, fiir SGLT1 codierenden, SLC541 Gen resultiert und bei Babys nur selten auf-
tritt, gegen das Vorhandensein eines menschlichen Mechanismus, der zur Translokation
von GLUT?2 in die apikale Biirstensaummembran der Enterozyten fiihrt (Turk u. a., 1991;
Young, 2011). Es konnte gezeigt werden, dass inaktivierende Mutationen im Gen
SLC2A2, welches fiir GLUT2 codiert, voriibergehend Diabetes mellitus bei Neugebore-
nen verursacht, wobei dieses Krankheitsbild nach 18 Monaten verschwindet. Dies weist
darauf hin, dass in den ersten Lebensmonaten GLUT2 kurzzeitig fiir die Kontrolle der

Insulinsekretion bendtigt wird (Sansbury u. a., 2012).
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2.4 Zellmodelle der intestinalen Barriere

Das Darmepithel ist eine der grofSten Schleimhauptoberflachen des Korpers, die eine phy-
sikalische und biochemische Barriere gegen die duflere Umgebung bildet. Der GroBteil
(~ 80%) der epithelausbildenden Zellen sind absorptive Enterozyten mit Barriere-, Nihr-
stoffabsorption- und immunologischer Funktion. Zusétzlich zu den Enterozyten werden
fiir die Stoffwechsel- und Verdauungsfunktionen des Darmepithels noch weitere spezia-
lisierte Darmepithelzellen wie Mucus-produzierende Becherzellen, enteroendokrine Zel-
len, Paneth-Zellen, Tufts-Zellen und Microfold-Zellen (M-Zellen) bendtigt (Haller,
Grune, und Rimbach, 2013; Kleiveland, 2015). Den zweitgroBten Teil der epithelausbil-
denden Zellen stellen Mucus-produzierende Becherzellen dar, wobei diese 10 — 24% des
Epithels, abhingig von der GI-Region in der sie sich befinden, ausmachen (Hilgendorf
u. a., 2000).

Die Epithelschicht des Darms ist durch eine Schleimschicht vom Inhalt des Darmlumens
getrennt. Diese Mucusschicht wirkt als physikalische und chemische Abwehr gegen Le-
bensmittelpartikel, Chemikalien, Enzyme, Mikrobiota, mikrobielle Produkte und sekre-
tierte Produkte wie Gallensduren (Johansson u. a., 2008). Sekretierte Mucine sind grofe,
stark O-glykosylierte Glykoproteine, die die wichtigsten makromolekularen Bestandteile
des Schleims bilden und von spezialisierten Becherzellen produziert werden. Die Mucus-
schicht tiberzieht die gesamte Epithelschicht und stellt somit eine erste Barriere dar, um
den Kontakt von intestinalem Epithel und Mikroorganismen zu minimieren (McGuckin
u. a., 2011; Haller, Grune, und Rimbach, 2013). Durch eine gemeinsame Kultivierung der
CaCo-2 und HT29-MTX-E12 Zelllinien kann ein in vitro Modell erhalten werden, das
die im humanen Epithel am stirksten vertretenen Zelltypen, die Enterozyten und die
Mucus-produzierende Becherzellen, inkludiert und somit eine verbesserte Ndherung zum
humanen Darmepithel darstellt. Sowohl die Morphologie als auch die Permeabilitét der
Zellschicht, die aus den cokultivierten CaCo-2 Zellen und HT29-MTX Zellen besteht,
dhnelt jener des intestinalen Epitheliums. Walter u. a. (1996) verglichen die Permeabilitét
des Cokultur Modells mit den absorbierten Fraktionen bestimmter Arzneimittel beim

Menschen, wobei eine gute Korrelation gefunden werden konnte.
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2.4.1 CaCo-2 Zellmodell

Die humane Epithelzelllinie Cancer coli-2 (CaCo-2) wurde von J. Fogh am Sloan Kette-
ring Cancer Research Institute aus einem humanen kolorektalen Adenokarzinom gewon-
nen und wird seither haufig als Modell fiir die Darmepithelbarriere verwendet (Fogh,
Fogh, und Orfeo, 1977). Eine der vorteilhaften Eigenschaften dieses Zellmodells ist die
Fahigkeit sich in einen adhdrenten Zellmonolayer mit vielen Charakteristika, die fiir ab-
sorbierende Enterozyten im Diinndarm typisch sind, auszudifferenzieren. Wahrend der
Ausbildung eines konfluenten Monolayers beginnen sie zu sdulenférmigen, absorbieren-
den Zellen zu polarisieren und auf ihrer apikalen Oberfldche eine charakteristische Biirs-
tensaummembran mit Mikrovilli auszubilden (Lea, 2015). Dariiber hinaus kommt es zwi-
schen benachbarten Zellen zur Ausbildung von Tight Junctions, zur Expression von Nihr-
stofftransportern wie SGLT1, GLUT1 und GLUT2 und zur Sekretion von typischen Ver-
dauungsenzymen, Membranpeptidasen und Disaccharidasen des Diinndarms (Hidalgo,
Raub, und Borchardt, 1989; Mahraoui u. a., 1994). Einige dieser typischen Charakteris-
tika des differenzierten CaCo-2 Phénotyps sind in Abbildung 7 illustriert.

Aufgrund der abweichenden Kultivierungsbedingungen in den unterschiedlichen Labo-
ratorien und der variierenden Anzahl von Passagen haben CaCo-2 héufig heterogene Ei-
genschaften erworben, wobei sich die Expression der, fiir die Enterozyten typischen, Dif-
ferenzierungsmarker mit zunehmender Anzahl an Passagen verdndert (Artursson, Palm,
und Luthman, 2001). Weiters wurde berichtet, dass sich Parameter wie der transepitheli-
ale elektrische Widerstand (TEER) und die Proliferationsrate mit steigender Passagen-
nummer verdndern konnen (Briske-Anderson, Finley, und Newman, 1997). Das in vitro
CaCo-2 Modell kann Informationen iiber die biologischen und biochemischen Barriere-
eigenschaften der Darmschleimhaut, aber auch entscheidende Aussagen iiber die Absorp-
tion von Arzneimitteln und Lebensmittelkomponenten liefern, die sowohl fiir die Pharma-
als auch fiir die Lebensmittelindustrie relevant sind (Tang u. a., 1993; Nerurkar, Burton,

und Borchardt, 1996; P. S. Burton u. a., 1996, 1997; Knipp u. a., 1997; Shimizu, 2010).
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Abbildung 7: Differenzierte CaCo-2 Enterozyten 21 Tage nach dem Ausstreuen. Abkdir-

zungen der Zellstrukturen: Mitochondrien (M), Mikrovilli (Mv), Nucleus (N), Kern-
membran (Nm), Tight Junction (TJ) (Abal u. a., 2017).

Im Vergleich zum natiirlichen humanen Darmepithel weist das CaCo-2 Zellmodell den-
noch mehrere Einschrinkungen auf. Einerseits besteht das humane Darmepithel neben
Enterozyten noch aus weiteren Zelltypen und andererseits ist im CaCo-2 Modell keine
Mucusschicht vorhanden. Zudem wirken sich einige nichtzelluldre Parameter in vivo auf
die Absorption von bestimmten Verbindungen in die Zellen aus. Folglich wird der Trans-
port von lipophilen Molekiilen stark durch vorhandene Gallensduren und Phospholipiden
beeinflusst. Auch die Loslichkeit der Verbindungen in der Mucusschicht fiihrt zur Ver-
dnderung der Aufnahme in vivo, da die Absenz von Mucus den hoch diffusionsfdhigen
kleinen Molekiilen einen erleichterten Zugang zu den Zellen erméglicht, was oftmals zu
einer Uberschitzung der Permeabilitiit solcher Verbindungen fiihrt (Hidalgo, 1996; Jo-
hansson u. a., 2008). Erginzend dazu wurde dieses Modell oftmals kritisiert, da die Per-
meabilitdt des CaCo-2 Monolayers fiir hydrophile Verbindungen, die im Allgemeinen
durch parazelluldre Mechanismen transportiert werden, aufgrund der relativ hohen An-
zahl an Tight Junctions der CaCo-2 Zellen, schlecht ist (Artursson, Palm, und Luthman,
2001). Obwohl festgestellt wurde, dass CaCo-2 eine grole Anzahl von Enzymen und
Transportproteinen exprimiert, die auch im natiirlichen humanen Darmepithel vorhanden
sind, legen Studien nahe, dass es Unterschiede in den Genexpressionsprofilen von
Epithelzelllinien wie CaCo-2 und HT29 mit dem menschlichen Darmepithel gibt. Daher
konnen die Daten aus den in vitro CaCo-2 Experimenten nicht direkt mit der in vivo Si-
tuation verglichen werden. Dennoch bietet das CaCo-2 Darmepithelzellenmodell auf-
grund der Einfachheit und Reproduzierbarkeit einige Vorteile, die einen Vergleich der

Ergebnisse zwischen den Laboratorien ermoglicht (Lea, 2015).
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2.4.2 HT29-MTX-E12 Zellmodell

Fogh und Trempe (1975) isolierten aus einem Primértumor einer 44 Jahre alten kaukasi-
schen Frau die humane Kolonadenokarzinom-Zelllinie HT29, welche urspriinglich dazu
verwendet wurde, die Biologie von humanen Kolonkarzinomen zu untersuchen. Seither
haben diese Zellen jedoch, aufgrund ihrer Fihigkeit Eigenschaften reifer Darmzellen aus-
zubilden, insbesondere flir Studien, die sich auf die Verdauung von Lebensmitteln und
Bioverfiigbarkeit fokussieren, Interesse geweckt. Unter den Standardwachstumsbedin-
gungen, das heilit hohe Glukosekonzentration und 10% fotales Kélberserum (FBS), zei-
gen diese Zellen einen undifferenzierten Phinotyp, wobei sie als adhdrenter Monolayer
von unpolarisierten und undifferenzierten Zellen wachsen, die funktionell keine typischen
Merkmale von Darmepithelzellen aufweisen (Martinez-Maqueda, Miralles, und Recio,
2015). Seitdem gezeigt wurde, dass der Ersatz der Glukose durch Galaktose im Kultur-
medium eine reversible enterozytische Differenzierung induziert, sind HT29 Zellen ein
einzigartiges Modell fiir die Untersuchung der molekularen Mechanismen der Darmzell-
differenzierung geworden (Pinto u. a., 1982). Durch die Behandlung der HT29 Zellkultur
mittels Methotrexat konnte eine stabile homogene Subpopulation von schleimsekretie-

renden Zellen erhalten werden (Lesuffleur u. a., 1990).

Der differenzierte, polarisierte Phianotyp ist durch spezifische physiologische, morpholo-
gische und durch biochemische Marker charakterisiert. In Abbildung 8 ist der Phénotyp
der differenzierten HT29-MTX Becherzellen mit diesen spezifischen Markern darge-
stellt. Die Differenzierung ist wachstumsbedingt und beginnt nach der Konfluenz, wobei
die Zellen einen Monolayer mit Tight Junctions zwischen den Zellen, mit weniger Tight
Junctions im Vergleich zu CaCo-2, und einer apikalen Biirstensaummembran ausbilden.
Zusitzlich exprimieren differenzierte HT29-MTX Zellen Biirstensaum-assoziierte Hyd-
rolasen und Proteine, die normalerweise in Darmmikrovilli vorhanden sind, jedoch keine
Laktase. Es konnte beobachtet werden, dass die enzymatische Aktivitit geringer ist als
die in vivo vorherrschende (Zweibaum, Alvarado, und van Os, 1986; Zweibaum u. a.,
2011; Martinez-Maqueda, Miralles, und Recio, 2015). Einen entscheidenden Hauptunter-
schied zu CaCo-2 Zellen stellt deren Féahigkeit dar, groBere Mengen an Mucinen produ-
zieren zu konnen (Huet u. a., 1987; Maoret u. a., 1989). Dabei konnen HT29-MTX nicht
nur das membrangebundene MUCI1 produzieren, sondern auch das schleimbildende

MUCS5  (Kleiveland, 2015). Es muss jedoch beachtet werden, dass
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HT29-MTX Zellen hauptsdchlich Magen-dhnliche Mucine, wie das MUCS5AC, sekretie-
ren, welche sich von den Mucinen MUC2 und MUC3 des Darms unterscheiden (Le-

suffleur u. a., 1993; Hennebicq-Reig u. a., 1997).

Abbildung 8: Differenzierte schleimsekretierende HT29-MTX  Becherzellen.

(A) Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahme von konfluenten, voll-
standig differenzierten HT29-MTX Zellen mit der polarisierten Organisation der Zellen,
einer apikalen Biirstensaummembran und intrazelluliren Mucin-Vesikeln, (B) TEM mit
intrazellularen Mucin-Vesikeln nahe der apikalen Seite, (C) Rasterelektronenmikrosko-
pische (REM) Aufnahme der Biirstensaummembran nach der Entfernung des Schleims,
(D) REM Aufnahme der Schleimsekretion an der Zelloberfliche, (E-F) REM Aufnahme
der Schleimschicht auf der Zelloberfliche, (G) Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
Aufnahme des immunfluoreszenzmarkierten MUCSAC (Liévin-Le Moal und Servin,

2013).

HT29 Zellen und HT29 abgeleitete Zelllinien, wie auch HT29-MTX Subtyp E12, wurden
in groBem Umfang eingesetzt, um die potentiell krebshemmenden Effekte von verschie-
denen Lebensmittelkomponenten und deren GI Verdauung zu untersuchen (Pérez u. a.,
2002; Guil-Guerrero u. a., 2011). Zusitzlich ist dieses Modellsystem wichtig fiir die Ab-
schitzung der Darmpermeabilitdt, da die Mucusbarriere der Absorption bestimmter lipo-
philer Verbindungen entgegenwirkt. Des Weiteren wurden mit diesem Modell immunre-
gulatorische und antioxidative Aktivititen sowie Barriere-Eigenschaften bewertet (Beh-
rens u. a., 2001; Collins, 2004; Wagar u. a., 2009; Rieder u. a., 2011). Zudem kann eine
Anwendung fiir Transportstudien von Arzneimitteln und Lebensmittelverbindungen er-
folgen oder es kann die intestinale Immunantwort auf bakterielle Infektionen und das

Uberleben, die Adhésion oder die Invasion von Mikroorganismen untersucht werden.
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Wie auch im CaCo-2 Zellmodell, kdnnen diese signifikante Unterschiede in der Genex-
pression von Transportproteinen und Enzymen, verglichen mit natiirlichen humanen
Darmzellen, aufweisen (Langerholc u. a., 2011). Jedoch konnte eine dhnliche Proteinex-
pression in HT29 Zellen und den entsprechenden Darmabstrichen gefunden werden, wo-
von einige Proteine fiir das menschliche Darmepithel in vivo charakteristisch zu sein
scheinen. Dennoch wurden mehrere Proteine, einschlieBlich einiger Transportproteine,
iiber- oder unterexprimiert (Lenaerts u. a., 2007). Bourgine u. a. (2012) verglichen die
Expressionsprofile von 377 Genen in HT29 und vier weiteren intestinalen Zelllinien, wel-
che als in vitro Modelle des Darmepithels Anwendung finden, mit den entsprechenden
Gewebebiopsien des GI. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass differenzierte HT29
Zellen und menschliches Darmgewebe nicht signifikant unterschiedlich sind. Obwohl die
HT29 Zelllinie in ihrem differenzierten Phianotyp den epithelausbildenden Zellen in Be-
zug auf deren Struktur, das Vorhandensein Biirstensaum-assoziierter Hydrolasen und
Proteinen dhnelt, weist dieses Zellmodell einige Einschrankungen auf. Da es sich bei den
Zellen um maligne Zellen handelt, haben sie einen erhdhten Glukoseverbrauch und stel-
len eine Beeintrachtigung des Glukosestoffwechsels dar, zudem imitieren diese zwar ei-
nige Eigenschaften von Mucus-produzierenden Becherzellen, weisen aber nicht alle Hyd-
rolasen auf (Zweibaum u. a. 2011). Es wurde zudem postuliert, dass diese Zellen den
humanen fetalen Kolonzellen aufgrund der exprimierten Hydrolasen und der intrazellu-
laren Konzentration von akkumuliertem Glykogen besonders dhnlich sind (Hekmati, Po-

lak-Charcon, und Ben-Shaul, 1990).
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2. Zielsetzung und Hypothesen

Der weltweit ansteigende Konsum von Lebensmitteln mit hohem Energiegehalt, welcher
primér auf Zucker zuriickzufithren ist, steht nicht nur im Zusammenhang mit Uberge-
wicht und Adipositas, welche sich seit 1975 mehr als verdoppelt haben, sondern auch mit
der Pathogenese von Diabetes mellitus Typ II und Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Burke
und Small, 2015; World Health Organization, 2018; Sanchez-Tapia u. a., 2019). Aus die-
sem Grund wird empfohlen, den Zuckergehalt in Lebensmitteln und Getranken zu redu-
zieren und die Aufnahme von freien Zuckern auf maximal 10% der Gesamtenergicauf-
nahme zu beschrianken (World Health Organization, 2015). Eine mdgliche Strategie dafiir
ist der Einsatz von kiinstlichen, kalorienfreien Siilstoffen, um den Kaloriengehalt zu re-
duzieren ohne die Nahrungsmittelaufnahme zu senken und gleichzeitig den siilen Ge-
schmack aufrechtzuerhalten (Beidler, 1982; Fernstrom, 2015). Ein Grof3teil der dazu ver-
offentlichten Studien im Menschen fokussiert sich auf Monosaccharide (Tappy, 2018),
jedoch sind nur wenige Arbeiten bekannt, die natiirliche, komplexe Siifistoffe wie Steviol-
Glykoside oder kiinstliche SiiBstoffe einschlieBlich Neohesperidin-Dihydrochalkon ana-
lysieren. Auch ein Einfluss einer Langzeitbehandlung mit natiirlichen, komplexen Siif3-
stoffen oder kiinstlichen Sii8stoffen wurde bisher nur in Mausen, nicht aber in humanen

Darmepithelmodellen untersucht (Shi, Zhu, und Deng, 2019).

Das bislang fiir in vitro Untersuchung der humanen intestinalen Barriere etablierte
CaCo-2 Zellmodell bringt mehrere Limitationen mit sich. Zum einen weist das CaCo-2
Modell im Gegensatz zum humanen Darmepithel, welches aus diversen, spezialisierten
Darmepithelzellen besteht, nur absorptive Enterozyten auf, zum anderen kann dieses Mo-
dell keine, fiir die Epithelschicht des Darms charakteristische, Schleimschicht aufgrund
fehlender Mucus-produzierender Zellen, ausbilden. Weiters zeigt das CaCo-2 Zellmodell
aufgrund von zahlreichen Tight Junctions, laut einiger Studien, eine eingeschrinkte pa-
razelluldre Permeabilitdt verglichen mit dem humanen intestinalen Epithel (Artursson,
Palm, und Luthman, 2001; Bourgine u. a., 2012). Die Hypothese ist nun, dass durch die
Cokultivierung von CaCo-2 Enterozyten und Mucus-produzierenden HT29-MTX-E12
Zellen das etablierte in vitro Darmepithelmodell verbessert werden kann. Um dieses Co-
kultur Modell vollstindig zu charakterisieren und mit dem standardmifig verwendeten

CaCo-2 Monokultur Modell zu vergleichen, wurden transepitheliale elektrische Wider-
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standsmessungen, ein Permeabilititstest mit Lucifer Yellow zur Uberpriifung der Integ-
ritdt des Zellmonolayers und eine Alcianblau Fiarbung zur Sichtbarmachung des, durch

die HT29-MTX-E12 Zellen, produzierten Schleims durchgefiihrt.

Bei einer anhaltenden Aufnahme von SiiBungsmitteln werden die Untereinheiten
TAS1R2 und TAS1R3 des SiiBirezeptors aktiviert (Sanchez-Tapia u. a., 2019). Diese Re-
zeptoren fiir den siiBen Geschmack sind nicht nur in Geschmacksknospen im Mundraum
vorhanden, sondern konnten unter anderem auch im GI nachgewiesen werden, wobei das
menschliche Darmepithel eine besonders hohe Dichte von Geschmacksrezeptorproteinen
aufweist (Meyer u. a., 2012; Simon u. a., 2013; Lee und Cohen, 2014; Kohno, 2017). Wie
die Rezeptoren des siilen Geschmacks auf der lingualen Oberfliche, reagieren die Stif3-
rezeptoren im GI ebenso auf kalorische und nicht kalorische SiiBungsmittel (Jang u. a.,
2007). Zudem wurde bereits festgestellt, dass Glukosetransporter (GLUT), Natrium-Glu-
kose-Cotransporter 1 (SGLT1) und ATP-gesteuerte K*-Stoffwechselsensoren (Katp) in
Geschmackszellen mit der TAS1R3-Untereinheit coexprimiert werden und einen Weg
der TAS1R-unabhéngigen SiiBwahrnehmung darstellen (Yee u. a., 2011; Merigo u. a.,
2011; Sukumaran u. a., 2016). Diesbeziiglich konnte bereits gezeigt werden, dass die
Wahrnehmung von siifl-schmeckenden Verbindungen durch den Siiirezeptor, im Spezi-
ellen durch die TAS1R3-Untereinheit, sowohl die Expression des passiven Glukosetrans-
portes GLUT?2, als auch jene des aktiven Natrium-Glukose-Cotransporters SGLT1 in Na-
getieren reguliert werden kann, jedoch gibt es noch keine vergleichbaren Studien im Men-

schen (Margolskee u. a., 2007; Mace u. a., 2007).

Nach der Validierung des neuen, humanen in vitro Darmepithelmodells sollte daher eine
weitere Hypothese bearbeitet werden, die einen Einfluss einer mehrwdchigen SiiBungs-
mittelexposition auf die Genexpression in einer CaCo-2 Monokultur und in einem Cokul-
tur Modell vermutet. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Verdnderung der Genexpression
von SLC5A41 (SGLT1), SLC242 (GLUT2), TASIR3 und KCNJS§ (Kir 6.1), als Marker fiir
Karp, durch die Langzeitbehandlung der beiden Zellmodelle, {iber den Zeitraum der drei-
wochigen Differenzierung, mit den sii-schmeckenden Verbindungen Sucrose, Rebaudi-
osid M (Reb M), Sucralose und Neohesperidin-Dihydrochalkon (NHDC) zu analysieren.
AuBlerdem sollte eine mdgliche Rolle der Siiintensitét bei der Genexpressionsdnderung
geklart werden, wobei zwei unterschiedliche Konzentrationen der siil-schmeckenden

Verbindungen gewdhlt wurden, zum einen eine dquimolare Konzentration (0.1 mM) und
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zum anderen eine, zu 5%-iger Sucrose, dquisiiBe Konzentration des jeweiligen SiiBungs-

mittels.
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3. Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Verbrauchsmaterialien und Geriite
Tabelle 1: Gerite

Gerite

Hersteller

Autoklav, 3870 ML

Chopstick Elektrodenset fiir das EVOM
Voltohmmeter, STX2, 4 mm
CO; Inkubator, C150

C1000 Touch™ Thermal Cycler
Elektrische Pipettierhilfe, PipetBoy, acu 2
Elektrophorese-Kamm, 34-Well, 1.5 mm

Elektrophoresekammer, 40-1515
Elektrophorese-Stromquelle, EV233
Endohm-24 SNAP, Endohm fiir 24 mm
Zellkultur-Inserts

Epithelialer Voltohmmeter EVOMX

Erlenmeyerkolben, 250 mL
EVOS® FL Fluoreszenzmikroskop, Cell

Imaging System
Mehrkanalpipette (300 pL)
Imager, FUSION-FX7™

Inkubationsschiittler, INCU-Line®, ILS 4

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
MSC Advantage
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Tuttnauer Europe B.V., Breda, NL

World Precision Instruments Inc., Sara-
sota, US
BINDER GmbH, Tuttlingen, DE
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, US
INTEGRA Biosciences AG, Zizers, CH
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, DE
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, DE
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, DE
World Precision Instruments Inc., Sara-
sota, US
World Precision Instruments Inc., Sara-
sota, US
SIMAX Professional, Sazava, CZ

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg, DE
Vilber Lourmat™ Deutschland GmbH,
Eberhardzell, DE
VWR International GmbH, Darmstadt,
DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
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Mikroliterpipette, Research plus®,
(0.1 =2.5puL;0.5-10 puL; 2 - 20 pL;
10 - 100 pL; 20 - 200 pL; 100 - 1000 pL;
0,5-5mL)
Mikrotiterplatten-Schiittler, PMS-1000i
Mikroskop, IT400 Trino

Mikrowelle

Mini-Taumelmischer

Prizisionswaage, Entris 2241-1S
Prizisionswaage, Pioneer™
StepOnePlus™, Real-Time PCR System
Tecan Infinite® M200 Plattenlesegerit
Tecan NanoQuant® Platten

Trockenschrank, Dry-Line®

Ultraschallbad, Ultrasonic Cleaner

Vortexer, RS-VA10

Wasseraufbereitungsanlage, Reinstwasser
System, arium pro®

Wasserbad, open bath steel

Zihlkammer, Neubauer® improved
bright-line, 0.1 mm Tiefe, 0.0025 mm?
Zentrifuge, Microcentrifuge 5415R

Zentrifuge, Centrifuge 5804R
12 Megapixel Dualkamera, CMOS

Bildsensor

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Grant Instruments™, Cambridge, UK
VWR International GmbH, Darmstadt,
DE
STUDIO, Aldi Siid, Miilheim an der
Ruhr, DE
VWR International GmbH, Darmstadt,
DE
Satorius AG, Gottingen, DE
OHAUS, Parsippany, US
Applied Biosystems ™, Foster City, US
Tecan Group Ltd., Méannedorf, CH
Tecan Group Ltd., Méannedorf, CH
VWR International GmbH, Darmstadt,
DE
VWR International GmbH, Darmstadt,
DE

Phoenix Instruments, Garbsen, DE

Satorius AG, Géttingen, DE

VWR International GmbH, Darmstadt,
DE
BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim,
DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Sony Corporation, Tokio, JPN
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller

Aspirations-Pipetten, steril, 2 mL
Cryorohrchen mit Innengewinde, 2 mL,
steril
CytoOne® Zellschaber, 220 mm, 11 mm
fixierte Klinge
CytoOne®, 100 x 20 mm, unbehandelt,
steril
Einmalkaniile, Sterican® Standard-
kaniilen, Gr. 2, steril
Einmalspritze, Injekt® Solo, steril, 2 mL,
5mL, 10 mL
Laborhandschuhe, Microflex™
XCEED™ Puderfreie Nitril Handschuhe
Menzel Deckgldser 18 x 18 mm

DURAN Objekttrager, 76 x 26 mm

ROTILABO® Spritzenfilter, steril, PVDF
PorengrofBe 0.22 uM, @ Membran 30 mm
ROTILABO® Spritzenfilter, steril, PVDF
PorengrofBBe 0.45 uM, @ Membran 30 mm
Pasteurpipette, ohne Wattestopfen,
Kalksoda-Klarglas
Pipettenspitzen, TipOne® (10 uL;
200 pL; 300 pL; 1000 puL; 5 mL)
Prizisionstiicher, Kimtech Science

Sarstedt Deckgléser, 13 mm, steril

Serologische Pipetten, steril (5 mL;
10 mL; 25 mL; 50 mL)
SuperLock Mikrozentrifugengefal3,
1.5 mL
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Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg, DE
STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg, DE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg, DE
Kimberly-Clark, Irving, US
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg, DE
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Wischtiicher, Rotizell®-Taschentiicher

Zellkulturflasche (T75, T175), steril

Zellkultur-Insert, 6- und 24-Well, PET,
durchsichtig, 0.4 um

Zellkulturschale, Falcon™, 10 cm

Zellkultur Multi-Well-Platten, Standard
F, steril (6-, 12-, 24- und 96-Well-Plat-
ten)

Zellkultur Multi-Well Platten, Cell+,
Standard F, steril (6-Well-Platten)
Zentrifugenréhrchen, Falcon™, koni-
sches Zentrifugengefa3 (15 mL, 50 mL)
1,5 mL ReaktionsgefdBe ROTILABO®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE

Tabelle 3: Verwendete Programme

Programme

Hersteller

ChemDraw® Professional

EVOS® FL Cell Imaging System Soft-
ware

Fusion-Capt™ Software

LinRegPCR Version 2016.0

Microsoft Excel, Version 16.32
Plattenlesegerit Software, i-control™ 1.6
Prism 8

StepOne™ Software Version 2.1

PerkinElmer® Informatics Inc., Waltham,
US
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Vilber Lourmat™ Deutschland GmbH,
Eberhardzell, DE
Heart Failure Research Center, Academic
Medical Center Amsterdam, NL
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH
GraphPad Software Inc, San Diego, US
Applied Biosystems™, Foster City, US
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4.1.2 Chemikalien

Tabelle 4: Allgemeine Chemikalien und molekularbiologisches Material

Produkt Hersteller
Albumin Fraktion V (BSA), > 98%, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
pulv., fiir die Molekularbiologie DE
Alcian Blue 8 GS, fiir Mikroskopie Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE

AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix
CaCo-2 Zelllinie

D — (+) — Glukose, wasserfrei

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Dimethylsulfoxid, 99,5%

DNA Gel Ladepuffer (6 x)
Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
viel Glukose, GlutaMAX™ Zusatz
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Erythrosin B (0,1% in PBS, steril filtriert)

Essigsédure, 100%, p.a.

Ethanol, 96%

Ethanol > 96%, vergillt

Formaldehyd, fiir Molekularbiologie,
38% in Wasser
GAPDH Forward Primer

GAPDH Reverse Primer
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
SLC2A2 Forward Primer
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Applied Biosystems™, Foster City, US
CLS Cell Lines Service GmbH, Eppe-
lheim, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
LACTAN Chemikalien & Laborgerite
GmbH & Co. KG, Graz, AT
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

VBC-Biotech Services GmbH, Wien, AT
VBC-Biotech Services GmbH, Wien, AT
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
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SLC2A2 Reverse Primer
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure (HEPES), 1 M, pH 7.0-
7.6, steril filtriert, BioReagent, fiir
Zellkultur
HPRT Forward Primer

HPRT Reverse Primer
HT29-MTX-E12 Zelllinie
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Kir 6.1 Forward Primer
Kir 6.1 Reverse Primer
Lucifer Yellow CH, Lithium Salt, 25 mg
Luna® Universal gPCR Master Mix

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (Na;HPO4)

Nuklease-freies, autoklaviertes, Diethyl-
dicarbonat-behandeltes Wasser
Penicillin-Streptomycin, steril filtriert,
10000 Einheiten Penicillin, 10 mg/mL
Streptomycin, 0,9% NaCl
peqGOLD Universal Agarose

1 x Phosphatgepufferte Salzlosung
ROTI® Gel-Stain

ROTI® Nukleinséurefrei, 500 ml, Sprayfl.

Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

VBC-Biotech Services GmbH, Wien, AT
VBC-Biotech Services GmbH, Wien, AT
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Invitrogen™ AG, Carlsbad, US
New England Biolabs® GmbH, Massa-
chusetts, US
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, DE
Hergestellt aus der 10 x Stammldsung
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE

35



Material und Methoden

Salzsdure (HCI), 36%

SLC5A1 Forward Primer
SLC5A1 Reverse Primer
Sulforhodamine 101 (SR-101)
TASI1R3 Forward Primer
TASIR3 Reverse Primer
Thiazolylblau, > 98%, fiir die Biochemie

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Ace-
tat
1 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-
Puffer)
Trypanblau Losung, 0.4%, steril filtriert,
fliissig
Trypsin-EDTA Losung, steril filtriert

VWR International GmbH, Darmstadt,
DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
DE

Hergestellt aus der 50 x Stammldsung

Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

Tabelle 5: SiuiBstoffe und Zucker

Produkt

Hersteller

Neohesperidin-Dihydrochalkon
Rebaudiosid M
Sucralose

Sucrose

Symrise AG, Holzminden, DE
Symrise AG, Holzminden, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE

Tabelle 6: Kits

Produkt

Hersteller

LunaScript™ RT SuperMix Kit

Monarch® Total RNA Miniprep Kit

PureLink™ Quick PCR Purification Kit

New England Biolabs® GmbH, Massa-
chusetts, US
New England Biolabs® GmbH, Massa-
chusetts, US
Invitrogen™ AG, Carlsbad, US
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4.1.3 Zusammensetzung der Losungen

Tabelle 7: 10 x PBS

Chemikalie Menge [g/500 mL]
KCl 1.0064
KH2PO4 1.3609
NaCl 40.0314
NaxHPOq4 7.098
Tabelle 8: MTT Reagenz
Chemikalie Menge
Thiazolylblau 250 mg
PBS 50 mL
Tabelle 9: HEPES gepufferte HBSS-Losung
Chemikalie Menge
HBSS 49 mL
HEPES 1 mL
Tabelle 10: 50 x TAE
Chemikalie Menge
0.5 M EDTA 100 mL
TRIS-Acetat 2423 ¢
Essigsédure 57.2 mL

pH 8.2 8.4
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Tabelle 11: DAPI/SR-101 Lésung

Chemikalie Konzentration
TRIS-Acetat 200 mM
NaCl 200 mM
DAPI 8 uM
SR-101 50 uM

pH 7.6
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur CaCo-2

Die CaCo-2 Zelllinie wurde in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), welches
mit 10% FBS, 2% stabilen L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin (Pen./Strep.) an-
gereichert war, bei 37°C und 5% CO: in einem befeuchteten Inkubator kultiviert. Sowohl
die Kultivierung als auch das Passagieren und der Mediumwechsel der Zellen fanden un-
ter sterilen Bedingungen statt. Der Mediumwechsel erfolgte je nach Bedarf, spitestens
aber nach vier Tagen. Zum Feststellen von moglichen Kontaminationen oder Ablsen der
Zellen wurde die Zellkultur tdglich makro- und mikroskopisch begutachtet. Aufgrund des
Néhrstoffverbrauchs und der damit verbundenen Bildung von pH senkenden Stoffwech-
selprodukten oder aufgrund einer bakteriellen Kontamination konnte sich der pH-Wert
des Mediums mit der Zeit in den sauren Bereich verschieben. Da zu hohe Konzentratio-
nen dieser Stoffwechselprodukte toxisch sind, wurde zur optischen Kontrolle des pH-
Wertes und somit der Wachstumsbedingungen der Zellen der, im DMEM enthaltene, pH-
Indikator Phenolrot verwendet. Durch einen Farbumschlag von magenta nach gelb zeigte
der Indikator eine zunehmende Ansduerung des Mediums an und signalisierte damit einen
notwendigen Mediumwechsel. Kam es zu einer Verschiebung des pH-Wertes in den ba-
sischen Bereich, so dndert sich die Farbe von magenta nach rotviolett (Jawetz, Melnik,

und Adelberg, 2013).

4.2.1.1 Auftauen der CaCo-2 Zellen
Die aliquotierten, gefrorenen CaCo-2 Zellen wurden in fliissigem Stickstoff bei -196°C

bis zur Verwendung gelagert. Bei Bedarf wurden die cryokonservierten Zellen entnom-
men und im 37°C warmen Wasserbad so schnell wie moglich unter kontinuierlichem
Schwenken aufgetaut, da im Cryordhrchen 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) enthalten
war, welches in der zugesetzten Konzentration fiir die Zellen bei 37°C toxisch ist. Um die
zytotoxische Wirkung von DMSO zu umgehen, wurde unmittelbar nach dem Auftauen
der DMSO-Gehalt auf 1% verdiinnt, indem 1 mL der Zellen zu 9 mL Medium zupipettiert
wurden. AnschlieBend wurde fiir zehn Minuten bei 25°C und 110 x g zentrifugiert, um
nachfolgend den Uberstand zu verwerfen. Das Zellpellet wurde in
frischem Néhrmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche iiberfithrt. Im
Anschluss erfolgte eine Kultivierung der Zellsuspension bei 37°C und 5% CO> im

befeuchteten Inkubator.
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4.2.1.2 Passagieren der CaCo-2 Zellen
Fiir das Passagieren der CaCo-2 Zellen sollte eine 80 — 90%-ige Konfluenz in der Zell-

kulturflasche festgestellt werden. Kurz vor der Verwendung wurden alle bendtigten Rea-
genzien bei 37°C aufgewdrmt oder bei Raumtemperatur aufgetaut. Damit eine Inaktivie-
rung des Trypsins durch Selbstverdau vermieden werden konnte, erfolgte nur eine kurze
Erwédrmung des Trypsins. Nach dem Erreichen der Konfluenz wurde das alte Medium
aus der Zellkulturflasche abgesaugt und die adhdrenten Zellen mit 5 mL einer sterilen
phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) gewaschen, um alle Mediumreste zu entfernen.
Nach dem Absaugen des PBS, erfolgte eine Zugabe von 0.5 - 2.5 mL Trypsin, abhingig
von der Grof3e der Zellkulturflasche, wodurch alle Zellen vom Boden der Kulturflasche
gelost wurden. Es wurde vorsichtig geschwenkt, sodass die Zellen gleichméBig mit
Trypsin benetzt wurden und anschlieend erfolgte eine Inkubation bei 37°C. Durch Klop-
fen der Flasche und anschlieBender Begutachtung unter dem Mikroskop konnte die Ab-
16sung der Zellen vom Flaschenboden tiberpriift werden. Nach einer Einwirkzeit von flinf
Minuten wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe von
2 - 7.5 mL frischem Néhrmedium gestoppt. Mittels mehrmaligem Auf- und Abpipettieren
mit einer serologischen Pipette wurde die Zellkulturflasche abgespiilt und die Zellen
dadurch vereinzelt. Nach dem Uberfiihren der Zellsuspension in ein 50 mL Reaktionsge-
fafl wurde mit einer 1000 pL Pipette erneut rund zehnmal auf- und abpipettiert. Die Zellen

wurden jeweils bis zu der Passagennummer 25 weitergefiihrt.

4.2.1.3 Ausstreuen der CaCo-2 Zellen
Die Zellzahl der, gemdfl Abschnitt 4.2.1.2, geernteten Zellen wurde mit Hilfe einer Neu-

bauer® improved bright-line Zahlkammer (0.1 mm Tiefe, 0.0025 mm?) bestimmt. Um
tote Zellen pink anzuférben und alle lebenden Zellen auszuzihlen, wurde ein 20 pL Ali-
quot der Zellsuspension entnommen und in einem Reaktionsgefd3 mit 80 pL Erythrosin
B (0.1%) vermischt. Die kolorierte Zellsuspension wurde in die Zdhlkammer pipettiert
und im Anschluss wurden die ungefarbten lebenden Zellen pro GroBquadrat unter dem
Mikroskop bestimmt. Als Kontrolle konnten die rétlichen, toten Zellen in den vier GroB3-
quadraten ebenfalls ermittelt werden. Die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension wurde
durch die Multiplikation des Mittelwertes der Zellen pro Groquadrat mit dem Verdiin-
nungsfaktor 5 und dem Zahlkammerfaktor 10* berechnet. Je nach durchzufiithrendem
Versuch wurden 12-Well-Platten, 24-Well-Platten oder 96-Well-Platten mit der verdiinn-
ten Zellsuspension ausgestreut, so dass sich etwa 2 * 10° Zellen/cm? in jedem Well be-

fanden.

40



Material und Methoden

Diese wurden anschlielend fiir zwei Tage bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Nach
zwei Tagen wurden die CaCo-2 Zellen im restlichen Zeitraum von 19 Tagen ausdifferen-
ziert, wobei alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. Dieses Me-
dium enthielt entweder ein kalorisches SiiBungsmittel, ein nicht kalorisches StiBungsmit-
tel oder keinen Zusatz. Zusétzlich wurde eine 0,1% DMSO-Kontrolle (Kpwmso) getestet,
um zytotoxische Effekte des Losungsmittels ausschlieBen zu konnen. Die vier verwende-
ten siiB-schmeckenden Verbindungen NHDC, Reb M, Sucralose und Sucrose wurden in
den jeweils angegebenen Konzentrationen, welche in Tabelle 12 aufgelistet sind, einge-
wogen, wobei zu Beginn von jeder Testsubstanz eine 1000-fach Stocklésung in DMSO
hergestellt wurde. Sucrose wurde im Gegensatz zu den anderen Substanzen nicht in
DMSO, sondern in serumfreiem Medium geldst. Zum Weiterfiihren der Zelllinie wurden
(10/27) mL (T= Tage bis zum néchsten Passagieren) in eine Kulturflasche iiberfiihrt, da
sich CaCo-2 Zellen etwa alle 24 Stunden verdoppeln, und Nédhrmedium zugegeben, so
dass sich insgesamt 40 mL der verdiinnten Zellsuspension in einer 175 mL Zellkulturfla-

sche befanden.

Tabelle 12: SiiBstoffe und Zucker in den verwendeten Konzentrationen

Konzentration Konzentration
Substanzen
dquimolar [mM] Aquisiil [mM]
NHDC 0.1 0.1
Reb M 0.1 0.2
Sucralose 0.1 0.2
Sucrose 0.1 150
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4.2.1.4 Mykoplasmentest der CaCo-2 Zellen
Aufgrund der parasitdren Eigenschaften und der guten Anpassung an Wirtszellen stellt

die Kontamination der Zellkultur mit Mykoplasmen ein gro3es Problem der zellbiologi-
schen Forschung dar, wobei Mykoplasmen die Physiologie der Zellen beeinflussen und
verdandern konnen (Drexler und Uphoft , 2002). Mykoplasmen kdnnen unbemerkt {iber
lingere Zeitrdume sowohl intra- als auch extrazelluldr in Kulturen iiberdauern und wei-
sen, aufgrund der Tatsache, dass Mykoplasmen keine Zellwand besitzen, Resistenzen ge-
gen zahlreiche Antibiotika auf. Da davon ausgegangen wird, dass etwa 30% der Zellkul-
turen mit Mykoplasmen kontaminiert sind, ist es empfehlenswert, Zellkulturen regelma-
Big auf Kontaminationen mit Mykoplasmen zu iiberpriifen (Drexler und Uphoft, 2002).
Der Nachweis von Mykoplasmen kann durch eine Farbung mittels 4',6-Diamidin-2-phe-
nylindol (DAPT) und Sulforhodamine 101 (SR-101) erfolgen. Das DNA-spezifische Flu-
orochrom DAPI kann zur Farbung der nuklearen DNA herangezogen werden, wihrend
das Protein-spezifische Fluorochrom zur Farbung der zelluldren Proteine verwendet wer-
den kann (Ulrich, 1992). Die Zytoplasmaproteine wurden durch SR-101 rotlich gefarbt,
wihrend die DNA durch die DAPI-Fiarbung anhand der blauen Kolorierung nachweisbar
wurde. Bei Vorliegen einer Kontamination mit Mykoplasmen wiren zusitzlich zu den
blau gefarbten Zellkernen kleine blaue Punkte im Zytoplasma rund um den Zellkern er-

kennbar (Gstraunthaler und Lindl, 2013).

Fiir die Farbung wurden die CaCo-2 Zellen mit einer Zellzahl von 3,64 * 10° in einer
24-Well-Platte ausgestreut und fiir 21 Tage ausdifferenziert, wobei alle zwei bis drei Tage
ein Mediumwechsel erfolgte. Nach der Kultivierung wurden die Zellen zweimal mit
500 uL PBS gewaschen und fiir 30 Minuten mit 4%-igem Formaldehyd fixiert. Anschlie-
end wurden die Zellen erneut zweimal mit 500 L. PBS gewaschen. Nachfolgend wur-
den 26 pL der DAPI/SR-101 Losung auf die Zellen getropft, wobei alle Zellen bedeckt
sein mussten. Vor der Aufnahme der Bilder mit einer 20 x VergroBerung auf dem EVOS®
FL Fluoreszenzmikroskop wurde die Farbelosung entfernt und die Zellen darauffolgend
zweimal mit 500 pL PBS abgespiilt. Die Zellkerne wurden durch einen DAPI-Filter be-

gutachtet, wahrend zelluldre Proteine mit einem CyS5-Filter betrachtet werden konnten.
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4.2.2 Zellkultur HT29-MTX-E12

Die HT29-MTX-E12 Zelllinie wurde, analog der CaCo-2 Zelllinie aus Kapitel 4.2.1, in
DMEM, welches mit 10% FBS, 2% stabilen L-Glutamin und 1% Pen./Strep. angereichert
war, bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Gemil der CaCo-2 Zelllinie erfolgte die Kultivie-
rung, das Passagieren und der Medienwechsel unter sterilen Bedingungen, wobei das Me-
dium spétestens nach vier Tagen gewechselt wurde. Die Zellkultur wurde téglich makro-

und mikroskopisch begutachtet, um mogliche Verdnderungen detektieren zu kdnnen.

4.2.2.1 Auftauen der HT29-MTX-E12 Zellen
Die Lagerung der HT29-MTX-E12 Zellen erfolgte bis zur Verwendung in fliissigem

Stickstoff bei -196°C. Bei Bedarf wurden die cryokonservierten Zellen entnommen und
kongruent den CaCo-2 Zellen aufgetaut, wobei nach der Zugabe von 9 mL Medium fiir
sieben Minuten bei 25°C und 120 x g zentrifugiert wurde. Das Zellpellet wurde in
frischem Ndhrmedium durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt, in eine

Zellkulturflasche tiberfithrt und bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

4.2.2.2 Passagieren der HT29-MTX-E12 Zellen
Zum Passagieren der HT29-MTX-E12 Zellen sollte eine 70 — 80%-ige Konfluenz in der

Zellkulturflasche vorliegen. Die Arbeitsschritte des Passagierens der HT29-MTX-E12
Zellen erfolgten analog jener der CaCo-2 Zelllinie aus Kapitel 4.2.1.2. Die Zellen wurden

jeweils zwischen Passagennummer 51 bis 66 fiir die nachfolgenden Versuche verwendet.

4.2.2.3 Ausstreuen der HT29-MTX-E12 Zellen
Die Zellzahl der, gemil3 Abschnitt 4.2.2.2, erhaltenen Zellen wurde entsprechend Kapitel

4.2.1.3 bestimmt, wobei Trypanblau (0.4%) fiir die Farbung eingesetzt wurde. Fiir den
prospektiven Versuch wurden 24-Well-Platten mit der verdiinnten Zellsuspension ausge-
streut, so dass sich etwa 2 * 10° Zellen/cm? in jedem Well befanden. Die Zellen wurden
nachfolgend fiir einen Zeitraum von 21 Tagen ausdifferenziert. Wahrend der Differenzie-
rung wurde alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel mit unsubstituiertem Medium
durchgefiihrt. Zum Weiterfithren der Zelllinie wurden (10/2T) mL (T= Tage bis zum
nichsten Passagieren) in eine Kulturflasche iiberfithrt und Ndhrmedium zugegeben, so

dass sich insgesamt 40 mL Zellsuspension in einer 175 mL Zellkulturflasche befanden.

4.2.2.4 Mykoplasmentest der HT29-MTX-E12 Zellen
Analog zu Kapitel 4.2.1.4 erfolgte der Nachweis von Mykoplasmen in HT29-MTX-E12

Zellen durch eine DNA beziehungsweise Protein Fluorochrom Féarbung mittels DAPI und

SR-101.
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4.2.3 Cokultur aus HT29-MTX-E12 und CaCo-2 Zellen

4.2.3.1 Ausstreuen der Cokultur aus HT29-MTX-E12 und CaCo-2 Zellen
Die trypsinierten Zellen der HT29-MTX-E12 und CaCo-2 Zelllinie wurden fiir die Co-

kultur in einem Verhéltnis von neun Teilen CaCo-2 Zellen und einem Teil HT29-MTX-
E12 Zellen, jeweils bezogen auf die bendtigte Gesamtzellzahl, in die Wells pipettiert.
Dabei wurden, abhdngig vom durchzufiihrenden Versuch, 12-Well-Platten, 24-Well-Plat-
ten oder 96-Well-Platten mit einer Suspension aus HT29-MTX-E12 Zellen, CaCo-2 Zel-
len und Medium ausgestreut, so dass sich etwa 2 * 10° Zellen/cm? in jedem Well befan-
den. Nach zwei Tagen wurde die Cokultur analog den CaCo-2 Zellen aus Kapitel 4.2.1.3
im restlichen Zeitraum von 19 Tagen unter Zusatz von, in Tabelle 12 angegebenen, siif3-
schmeckenden Verbindungen, Medium oder DMSO ausdifferenziert, wobei alle zwei bis
drei Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. Bei jedem Versuch erfolgten mindes-

tens drei biologischen Replikate.

4.2.4 Transepitheliale elektrische Widerstandsmessung

Das Kultivieren von Zellen auf einer porésen Membran verbessert die Qualitdt der Nach-
ahmung von in vivo dhnlichen Bedingungen, indem es die Diffusion zwischen dem api-
kalen und basolateralen Kompartiment ermoglicht. Dadurch wird die Zelldifferenzierung
gefordert und die morphologische sowie funktionelle Ahnlichkeit mit dem nativen Ge-
webe erhoht (Zegers u. a., 2003). Die Messung des TEER-Wertes wird verwendet, um
die Barrierefunktion von Zellen auf den pordsen Transwell-Inserts zu bewerten. Bei der
Beurteilung der elektrischen Impedanz flie3t ein kontinuierlicher Strom iiber die Zellen,
sowohl auf transzelluldren als auch auf parazelluldren Wegen (Powell, 1981). Der trans-
zelluldre Widerstand besteht hauptsédchlich aus der apikalen und basolateralen Plasma-
membran, wihrend der parazellulire Widerstand auf Zell-Zell-Kontakte zuriickzufiihren
ist. Es ist bekannt, dass spezifische Tight Junction-Proteine die Epithelresistenz stark be-
einflussen (Lo, Keese, und Giaever, 1999; Anderson, 2001). Daher spiegeln die gemes-
senen TEER-Werte physikalische Strukturen und Eigenschaften von membrangewachse-
nen Epithelkulturen wider. Bisher wurde die TEER-Messung hauptsédchlich zur Beurtei-
lung der Permeabilitdt von Tight Junctions oder Stérungen der Membran durch Giftstoffe
auf Darm- und Nierenepithelzelllinien angewendet (Narai, Arai, und Shimizu, 1997; Ve-

larde u. a., 1999; Madgula u. a., 2007).
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Fiir die TEER-Messungen wurden sowohl CaCo-2 Zellen als auch Zellen der Cokultur
mit einer Gesamtzellzahl von 8.9 * 10° in Zellkultur Transwell-Inserts fiir 6-Well-Platten
beziehungsweise einer Gesamtzellzahl von 6 * 10* in Zellkultur Transwell-Inserts fiir
24-Well-Platten ausgestreut. Die TEER-Werte der 6-Well-Platten Inserts wurden an-
schlieBend routinemifig vor jeder Fiitterung dreimal pro Woche mittels eines Voltohm-
meters gemessen. Um einen Temperatureinfluss des Mediums auf die Messwerte des Mo-
nolayers zu verhindern, erfolgte die Messung innerhalb von fiinf Minuten nach Heraus-
nehmen der Zellkulturplatten aus dem Inkubator. Das Transwell-Insert wurde in die mit
Medium befiillte, gesduberte Messvorrichtung tiberfithrt und der ohmsche Widerstand er-
mittelt. Parallel dazu wurde der ohmsche Widerstand eines Blank-Wertes, bei welchem
ein Transwell-Insert ohne Zellen in die Messvorrichtung gelegt wurde, gemessen. Die
Bestimmung der TEER-Werte in den 24-Well Transwell-Inserts erfolgte mittels der
Chopstick Elektrode direkt in der Platte. Um den Probenwiderstand zu erhalten und somit
auf die Konfluenz zu schlie3en, wurde der Blank-Wert vom Gesamtwiderstand der Probe
abgezogen. Der endgiiltige Flichenwiderstand (Q.cm?) wurde berechnet, indem der Pro-
benwiderstand mit der effektiven Fliche der Membran multipliziert wurde. Diese betrug
0.3 cm? flir Transwell-Inserts bei 24-Well-Platten beziehungsweise 4,5 cm? flir Trans-
well-Inserts bei 6-Well-Platten. Bei diesem Versuch wurden jeweils fiinf biologische

Replikate durchgefiihrt.

4.2.5 Permeabilitiitstest zur Uberpriifung der Integritiit des Zellmonolayers

Die Integritdt der Tight Junctions und die Permeabilitét des Zellmonolayers konnen neben
der TEER-Messung auch durch den passiven Transport kleiner hydrophiler Molekiile
iiber die Monoschicht detektiert werden. Diese hydrophilen Verbindungen passieren den
Monolayer vorwiegend passiv iiber den parazelluliren Weg, der durch Tight Junctions
gebildet und kontrolliert wird. Demzufolge kdnnen diese Verbindungen verwendet wer-
den, um Informationen iiber die Dichtheit der Tight Junctions zu erhalten. Ein leicht nach-
weisbarer Marker ist Lucifer Yellow (LY), welcher nicht von Epithelzellen absorbiert
wird und fiir die Bewertung der parazelluldren Permeabilitdt von der apikalen Seite des
Monolayers zur basolateralen Seite verwendet werden kann (Hossain und Takahashi,

2008; Lea, 2015; Ferraretto u. a., 2018).

Fiir den Permeabilititstest wurden sowohl CaCo-2 Zellen, HT29-MTX-E12 Zellen als
auch eine Kombination der beiden Zelllinien aus neun Teilen CaCo-2 und einem Teil

HT29-MTX-E12 mit einer Gesamtzellzahl von 6 * 10* in Zellkultur Transwell-Inserts fiir
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24-Well-Platten analog Kapitel 4.2.1.3 und 4.2.3.1 ausgestreut. Alle zwei bis drei Tage
wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, zudem erfolgte ein erneuter Mediumwechsel
der Transwell-Inserts zwei Stunden vor dem Permeabilitétstest. Da die Temperatur bei
diesem Experiment eine entscheidende Rolle spielte, wurden die Multi-Well-Platten wéh-
rend des gesamten Versuchs auf einer konstanten Temperatur von 37°C gehalten. Die
LY-Stocklésung wurde unmittelbar vor dem Experiment mit HEPES gepufferter HBSS-
Losung auf eine Endkonzentration von 100 uM verdiinnt. Vor dem Versuch erfolgte eine
Messung der TEER-Werte mittels einer Chopstick Elektrode gemif Kapitel 4.2.4. Um
alle Mediumreste zu entfernen, wurden die Transwell-Inserts zweimal mit
0.5 mL einer vorgewdarmten, HEPES gepufferten HBSS-Losung gewaschen. Anschlie-
end wurden 0.5 mL LY-Arbeitslosung in das Transwell-Insert auf die apikale Seite des
Monolayers und 1.2 mL vorgewarmte, HEPES gepufferte HBSS-Lsung in das basolate-
rale Well pipettiert. Die Multi-Well-Platten wurden im Anschluss auf einen Orbitalschiitt-
ler gestellt, wobei nach 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten eine 0.5 mL Probe von der baso-
lateralen Seite entnommen wurde und durch 0.5 mL einer vorgewdrmten, HEPES gepuf-

ferten HBSS-Losung ersetzt wurde (Lea, 2015).

Wihrend dieser Inkubationszeit mit LY wurden ausgehend von einer 100 pM LY-Ar-
beitslosung, Verdiinnungen fiir eine Standardgerade vorbereitet, wobei dafiir Konzentra-
tionen zwischen 0.00375 uM und 75 puM gewéhlt wurden. Nach der letzten Probenent-
nahme wurden jeweils 200 pL der Verdiinnungen der Standardgeraden, sowie 200 pL der
entnommen Proben nach 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten in Duplikaten in eine
96-Well-Platte pipettiert. Die fluorometrische Messung erfolgte am Tecan Infinite® Plat-
tenlesegerdt bei einer Anregungswellenldnge von 428 nm und einer Emissionswellen-
linge von 536 nm. Wihrend der fluorometrischen Messung wurde die Integritdt des Mo-
nolayers erneut mittels TEER-Messung iiberpriift, wobei eine Abnahme der TEER-Werte
um > 25% im Vergleich zur anfanglichen TEER-Messung als Indikator fiir den Verlust
des Monolayers herangezogen wurde. Wurde eine Reduktion des TEER-Wertes von mehr
als 25% im Vergleich zur initialen TEER-Messung verzeichnet, so wurden die Ergebnisse
des Permeabilititstests fiir dieses Transwell-Insert verworfen (Pontier u. a., 2001). Aus-
gehend von den Ergebnissen der fluorometrischen Messung konnte mit den nachfolgen-
den Formeln die parazelluldre Permeabilitat, ausgedriickt als %L Yvasal, und der Permea-
bilitdtskoeffizient Papp, berechnet werden. Bei diesem Versuch wurden fiinf biologische

Replikate durchgefiihrt.
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Formel 1: Parazellulire Permeabilitéit

LY,
%LYpasar = 100 * W
0

LY steht fiir die LY-Konzentration in der basolateralen Kammer nach einer bestimmten
Inkubationszeit (t= 15, 30, 60, 90 oder 120 Minuten), LY ist dic Konzentration der
LY-Arbeitslosung in der apikalen Kammer am Beginn der 120-miniitigen Inkubation

(100 uM).
Formel 2: Permeabilititskoeffizient

cm 1 dQ;
Pon () =Foc *a

Die Abkiirzung F steht fiir die Fldche der Transwell-Insert Membran (0.3 ¢cm?), Cy ist die

Anfangskonzentration der LY-Arbeitslosung im apikalen Kompartment (100 uM),

dQt

— reprisentiert die Flussrate iiber den Monolayer und gibt die Anzahl der LY-Molekiile,

die in einer gewissen Zeitperiode (t= 15, 30, 60, 90 oder 120 Minuten) von der apikalen

. . . 1
auf die basolaterale Seite transportiert wurden, an (%).

4.2.6 Alcianblau Firbung von Mucus-produzierenden Becherzellen

Aufgrund der Eigenschaft von Alcianblau, in sauren Losungen (pH ~ 2,5) die carboxy-
lierten und sulfatierten Proteoglykane, nicht aber Nukleinsiuren, selektiv zu farben, bietet
sich dieser Farbstoff fiir die Farbung von Mucosubstanzen an (Bdck, 1984). Kommt es
zu einem Kontakt des Farbstoffes mit Mucin-Glykoproteinen, so kann eine Salzbindung
ausgebildet werden, welche eine tiefblaue Farbe zeigt (Pan u. a., 2015). Um die Schleim-
produktion von HT29-MTX-E12 Zellen zu untersuchen wurden HT29-MTX-E12 Zellen
sowohl in einer Monokultur als auch in einer Cokultur mit CaCo-2 Zellen mit einer an-
fanglichen Zelldichte von 3,64 = 10°, analog Kapitel 4.2.1.3 und 4.2.3.1, auf Deckglésern
in einer 24-Well-Platte in Duplikaten ausgestreut. Nach einer Kultivierung fiir 14 bezie-
hungsweise 21 Tage wurde das Zellkulturmedium verworfen und die Zellen zweimal mit
500 uL PBS gewaschen (Chen, Elisia, und Kitts, 2010). Anschliefend wurden die Zellen
fiir 30 Minuten mit 4%-igem Formaldehyd fixiert. Nach erneutem, zweimaligem Wa-

schen mit 500 uL PBS wurden 500 pL einer 0.1%-igen Salzsdure zugegeben, wodurch
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der pH-Wert der Zellen verringert wurde. AnschlieBend wurden 500 pL des, in 3%-iger
Essigsdure gelosten, 1%-igen Alcianblaus mit einem pH-Wert von 2,5 zugegeben, um
den Schleim fiir 30 Minuten bei 25°C zu farben. Vor der Aufnahme der Bilder mittels
einer 12 Megapixel Dualkamera durch das IT400 Trino Durchlichtmikroskop wurde noch
zweimal mit 500 puLL PBS gewaschen (Pan u. a., 2015; Strugari u. a., 2018).

4.2.7 MTT-Test zur Bestimmung der Zellvitalitit

Um den Einfluss der zugesetzten Substanzen auf die metabolische Aktivitdt der Zellen
und somit deren Zellvitalitdt festzustellen, wurde ein MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) Test durchgefiihrt. Das Prinzip des MTT-Tests be-
ruht auf der Reduktion des gelben, wasserldslichen Tetrazoliumsalzes, welches leicht von
Zellen aufgenommen werden kann, zu violetten, wasserunldslichen Formazankristallen
durch den aktiven Zellmetabolismus (Morgan, 1998; Stockert u. a., 2018). Die zelluldre
Bioreduktion des MTT passiert zum Grof3teil auBerhalb der Mitochondrien unter der Be-
teiligung von Enzymen des ER und der reduzierenden Pyridinnukleotid-Cofaktoren Nico-
tinamidadenindinukleotid (NADH) und zu einem geringen Anteil auch durch Nicotina-
midadenindinukleotidphosphat (NADPH) (M. V. Berridge u. a., 1993; M. V. Berridge
und Tan, 1993). Diese Umwandlung von MTT zu Formazan ist schematisch in Abbil-
dung 9 dargestellt. Die Menge des gebildeten Formazans kann nach dem Lésen in DMSO
spektrophotometrisch bei einem Absorptionsmaximum von 570 nm und einer Referenz-
wellenldnge von 630 nm gemessen werden. Der Absorptionswert ist direkt proportional
zur Anzahl der lebenden Zellen und kann Auskunft iiber das Ausmal der Zellschidigung
und Zytotoxizitét der, wihrend der Differenzierung zugesetzten, Testsubstanzen geben.
Dies beruht auf der Tatsache, dass Zellen, welche aufgrund einer Substanztoxizitit ab-
sterben, die Féhigkeit verlieren MTT umzuwandeln, wodurch die Bildung von Formazan

ein guter Marker fiir Zellviabilitét ist (Morgan, 1998; Riss u. a., 2004).

Br Q NADH NAD* Q
"f'Nw S.__CHjs \/4 N-NH g _CHs
WAL > S

CHs N

CH;

MTT Formazan

Abbildung 9: Umwandlung von MTT zu Formazan mit Hilfe von NADH.
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Die CaCo-2 Zellen, sowie die Zellen der Cokultur wurden, wie in Kapitel 4.2.1.3 und
4.2.3.1 beschrieben, mit einer Gesamtzellzahl von 2.16 * 10° in einer 96-Well-Platte aus-
gestreut und fiir 21 Tage unter Behandlung mit vier unterschiedlichen Substanzen in zwei
verschiedenen Konzentrationen ausdifferenziert. Zusitzlich wurden zur Kontrolle Zellen
einerseits mit Medium und andererseits mit DMSO (Medium + 0.1% DMSO) versetzt.
Das Medium wurde nach der 21-tdgigen Kultivierung abgesaugt und 100 pL MTT Ar-
beitslosung, bestehend aus einem Teil MTT Stammldsung und fiinf Teilen serumfreiem
Medium, hinzupipettiert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation fiir rund fiinf Minuten,
worauf nachfolgend das MTT Reagenz vollstindig abgesaugt wurde. Nach der raschen
Zugabe von 150 uLL. DMSO konnte die Absorption bei 570 nm und einer Referenzwel-
lenldnge von 650 nm am Tecan Infinite® Plattenlesegerit gemessen werden. Dieser Ver-
such zur Bestimmung der Zellvitalitidt wurde an mindestens vier biologischen Replikaten

wiederholt.

4.2.8 Isolierung der RNA

Die Isolierung von RNA ist im Allgemeinen der erste Schritt bei der Analyse der Genex-
pression, da nur jene Gene, welche zum Zeitpunkt der Isolierung in der Zelle exprimiert
werden, als RNA vorliegen (Sivakumar, Franco, und Thayumanavan, 2007). Die Gewin-
nung groBer Mengen an RNA ist ein schwieriger Prozess, da ein wirksames Verfahren
zum Aufbrechen von Zellen und ein Aufreinigungsverfahren, welches die Nukleinséduren
von anderen Zellkomponenten trennt, bendtigt werden. Fiir die Vermeidung des Abbaus
oder der Denaturierung der empfindlichen RNA muss diese von Nukleasen, starken me-
chanischen Kriften, hohen Temperaturen und extremen pH- und Ionenstidrken geschiitzt
werden (Poulson, 1973). Um die oben genannten Kriterien zu erfiillen wurde zur RNA
Isolierung das Monarch® Total RNA Miniprep Kit von New England Biolabs® GmbH
eingesetzt (,,Manual Monarch Total RNA Mini Prep Kit", 2020). Dabei wurden die Zellen
lysiert, die genomische DNA (gDNA) entfernt und die gesamte RNA aus einer Vielzahl
von biologischen Proben aufgereinigt. Die aufgereinigte RNA wurde im Anschluss fiir
die quantitative real-time PCR-Analyse (qQRT-PCR) verwendet. Die RNA-Isolierung
erfolgte gemdl der Anleitung des Herstellers nach dem nachfolgenden Schema, wobei

die Zentrifugation zu allen Zeitpunkten bei 10.000 x g und 25°C durchgefiihrt wurde.

Es wurde zu vier Zeitpunkten (vor dem Ausstreuen, nach 7-, 14- und 21-tdgiger

Inkubation) eine Probe von den, mit unterschiedlichen Testsubstanzen behandelten,

49



Material und Methoden

Zellen gezogen. Dafiir wurden die Zellen aus jedem Well mit 500 uL. PBS gewaschen
und anschlieBend mit 400 pL DNA/RNA Protection Reagenz benetzt, die Zellen aus dem
Well geschabt und in ein Mikroreaktionsgefdf} iiberfiihrt. Die Proben wurden bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Bei Bedarf wurden diese aufgetaut und anschlieBend mit
400 pL Lysepuffer versetzt. Das gesamte Volumen der Probe wurde in eine Sdule mit
passender Sammelrdhre {iberfiihrt, welche gDNA abfiltert. Nachdem fiir 30 Sekunden
zentrifugiert wurde, wurde der Flow-Through mit einem &dquivalenten Volumen an
Ethanol (> 95%) vermengt und mittels mehrmaligem Pipettieren gut vermischt. Das
Gemisch wurde erneut in eine RNA Aufreinigungssidule mit passender Sammelrdhre
transferriert und fiir 30 Sekunden zentrifugiert, der gesammelte Flow-Through wurde
verworfen. Um die verbleibende gDNA zu entfernen wurden 500 uL. RNA Waschpuffer
auf die RNA Aufreinigungssdule pipettiert und fiir 30 Sekunden zentrifugiert, wobei der
Flow-Through ebenfalls verworfen wurde. Wéhrenddessen wurden in einem RNase-
freien Mikroreaktionsgefdl 5 pL DNase I und 75 pL DNase I Reaktionspuffer vereinigt
und im Anschluss in die Mitte der Sdulenmatrix getropft. Nach einer Inkubationszeit von
15 Minuten bei 25°C wurden 500 pL. RNA Priming Puffer auf die Sdulenmatrix pipettiert
und fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Flow-Through wurde im Anschluss verworfen,
500 uL RNA Waschpuffer wurden auf die Sdulenmatrix getropft und sukzedan wurde
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Flow-Through erneut verworfen und ein
weiteres Mal wurden 500 pL RNA Waschpuffer in die RNA Aufreinigungsséule
zugegeben, wonach eine zweiminiitige Zentrifugation erfolgte. Die Sammelrohre wurde
in ein RNase-freies Reaktionsgefaf iiberfiihrt und 50 pL nukleasefreies Wasser wurden
in die Mitte der Sdule getropft. Nachfolgend wurde fiir 30 Sekunden zentrifugiert, um die
RNA von der Sédulenmatrix zu eluieren. Die RNA wurde dann bis zur weiteren

Verwendung auf Eis gestellt.

4.2.9 Bestimmung der RNA Konzentration

Die Konzentration der RNA, sowie deren Qualitidt wurde mittels des Monochromator-
basierten Tecan Infinite® Plattenlesegerites bestimmt. Bei der Spektralphotometrie wurde
die optische Dichte bei dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, was einer
Wellenlidnge von 260 nm gleichkommt, gemessen. Dazu wurden 2 pL der jeweiligen
Probe in Duplikaten auf die NanoQuant® Platte des Lesegerites revers pipettiert, wobei
nukleasefreies Wasser als Leerwert diente. Als Referenzwellenldnge wurde bei einer
Messung das Absorptionsmaximum von Proteinen gewahlt, welches einer Wellenldnge

von 280 nm entspricht und bei einer zweiten Messung eine Wellenldnge von 230 nm
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verwendet, dessen Ratio mit 260 nm als MaB fiir organischen Verunreinigung fungiert
(Bilgin, DeLucia, und Clough, 2009). Die Software i-control™ ermittelte anhand dieser
Wellenlidngen die Konzentration [ng/uL] und die beiden Verhiltnisse, die iiber die
Qualitdt der Probe Aufschluss gaben. Das Ratio sollte bei A2e0/A280 zwischen 1.8 und 2.0
sowie bei Aaso/A23o liber 2.0 liegen. Eine Ratio von Azs/Azgo unter 1.8 deutet auf
mogliche Verunreinigung durch Proteine, Phenole oder andere Kontaminaten, welche
stark bei 280 nm absorbieren, hin (Arnemann, 2019), wéihrend ein niedriges Ratio von
Aze0/A23o auf Riickstinde von Losungsmittel oder chaotropen Salzen in der RNA Ldsung

deuten kann (Cirera, 2013).

Die isolierte RNA wurde im Anschluss direkt fiir das Umschreiben zu cDNA gemél

Kapitel 4.2.10 weiterverwendet.

4.2.10 cDNA Synthese

Mittels der reversen Transkriptase (RT) kann aus dem einzelstringigen RNA Template
stabilere komplementire DNA (cDNA) hergestellt werden. RT sind RNA-abhingige
5’- 3" DNA Polymerasen, welche bei einer Vielzahl von biologischen Prozessen eine
Rolle spielen. Haufig handelt es sich bei den kommerziell erhiltlichen RT um retrovirale
RT, die aufgrund der bestehenden RNase H Aktivitit die RNA wiéhrend oder kurz nach
der ,,Erst-Strang cDNA-Synthese* degradieren. Da die RT keine 3'- 5° Exonuklease-
Aktivitit besitzt, kommt es bei der Transkription im Vergleich zu DNA Polymerasen zu

erhohten  Fehlerraten (Boone, De Koker, und Callewaert, 2018).

Die zuvor isolierte RNA wurde nach der Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des
LunaScript™ RT SuperMix Kits von New England Biolabs® in cDNA umgeschrieben
und im Anschluss fiir eine qRT-PCR weiterverwendet (,,Protocol for LunaScript® RT
SuperMix Kit (E3010) | NEB*, 2018). Dazu wurde der Mittelwert der Konzentrationen
der beiden Duplikate, welche in Kapitel 4.2.9 durch die Software i-control™ ermittelt
wurden, berechnet und daraus die pL, die 1 pg Gesamt-RNA enthalten, kalkuliert. Aus
der Differenz dieses Volumens und dem Gesamtvolumen von 16 pL konnte die, fiir das
Kit bendtigte, Menge an nukleasefreiem Wasser errechnet werden. Um ein Endvolumen
von 20 pL zu erhalten, mussten 4 uL. LunaScript™ RT SuperMix hinzugefligt werden,
welcher aufgrund eines enthaltenen RNase Inhibitors das RNA Template vor
Degradierung durch RNasen schiitzte. Aus den berechneten Werten wurde das

Reaktionsgemisch fiir die cDNA Synthese hergestellt (Tabelle 13), wobei eine
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Kontrollreaktion ohne RT durchgefiihrt wurde (Tabelle 14). Final wurde die RNA im
C1000 Touch™ in cDNA umgeschrieben, wobei das in Tabelle 15 angefiihrte Programm

verwendet wurde.

Tabelle 13: Reaktionsgemisch fiir die cDNA Synthese

Finale Konzentra-
Komponente 20 pLL Reaktion
tion
LunaScript™ RT SuperMix 4 uL 1x
(5%)
RNA Probe Variabel 1 pg
Nukleasefreies Wasser Bis 20 uLL
Tabelle 14: Reaktionsgemisch fiir die Kontrollreaktion ohne RT
Komponente 20 pLL Reaktion Finale Konzentration
No-RT Control Mix (5x) 4 uL 1x
RNA Probe Variabel 1 pg
Nukleasefreies Wasser Bis 20 uL.
Tabelle 15: Thermal Cycler LunaScript™ Programm
Zyklusschritt Temperatur Zeit
Primer Annealing 25°C 2 Minuten
cDNA Synthese 55°C 10 Minuten
Hitze Inaktivierung 95°C 1 Minute
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4.2.11 Primer Validierung

Mittels PrimerBank und Primer-BLAST wurden die in Tabelle 16 aufgelisteten,
geeigneten Primer fiir das humane 7AS/R3, KCNJS und ABCCS8 Gen fiir die
anschlieBende qRT-PCR ermittelt und subsekutiv bestellt.

Tabelle 16: TAS1R3, KCNJ8 und ABCCS8 Primer

Primer | Schmelz- Produkt-
Gen Primer Primer-Sequenz
Linge | temperatur grofle
Forward CCGCAGTGTG 20 bp 61.9 °C
Primer ACTGCATCAC
TASIR3 90 bp

Reverse CACGCTATACAC 23 bp 62.61 °C
Primer AGCTGCGTAGA
Forward AACCTGGCGCA 21 bp 58.98 °C
Primer TAAGAACATC
KCNJS 132 bp
Reverse CCACATGATAG 21 bp 58.87 °C
Primer CGAAGAGCAG

Forward GCAAGTCCTC 20 bp 59.18 °C
Primer GCTCCTTCTA
ABCCS 200 bp
Reverse CTCCACAGTG 20 bp 58.17 °C
Primer GCATTTAGCA
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Damit eine ideale Primerkonzentration festgelegt werden konnte, wurden die Primer zu
Beginn am StepOnePlus™ auf deren Effizienz getestet, wobei diese liber 1.8 liegen sollte.
Dafiir wurde ein Reaktionsgemisch angesetzt, welches sich aus 2 x Luna® Universal gRT-
PCR Master Mix von New England Biolabs®, den jeweiligen Forward- und Reverse-
Primern in Konzentrationen von 100nM —900nM und nukleasefreiem Wasser
zusammensetzte. Ein Aliquot von 29.7 uL dieses Gemisches wurde in ein Mikroreakti-
onsgefd vorgelegt und 3.3 pL einer synthetisierten CaCo-2 cDNA zugegeben. Nach
vorsichtigem Vermengen wurden 10 pL jeder Reaktionsmischung in Triplikaten auf die
96-Well-Platte pipettiert, mit einer Folie versiegelt, kurz zentrifugiert und darauffolgend

das Programm in Tabelle 17 am StepOnePlus™ gestartet.

Tabelle 17: StepOnePlus™ Programm

ZyKlusschritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale

95°C 1 Minute 1
Denaturierung
Denaturierung 95°C 15 Sekunden

40-45
Verldngerung 60°C 30 Sekunden
60-95°C; 0.5°C
Schmelzkurve . Variabel 1
Schritte

Im nichsten Schritt wurde ein 3%-iges Agarose Gel aus 3.6 g Agarose und 120 mL
1 x TAE-Puffer hergestellt. Diese Chemikalien wurden in einem Erlenmeyerkolben
vermengt und der 250 mL Erlenmeyerkolben mit beinhalteter Mischung gewogen. Der
Kolben wurde in der Mikrowelle solange erhitzt bis Blasenbildung detektiert werden
konnte, wobei der Kolben zwischendurch immer wieder vorsichtig geschwenkt wurde.
Im Anschluss wurde der Kolben, um ein konstantes TAE-Volumen zu gewihrleisten,
erneut gewogen und 1 x TAE zugegeben, bis das urspriingliche Gewicht eingestellt
werden konnte. Nach dem Abkiihlen des Kolbens auf Handwirme wurden 8 uLL ROTI®-
Gel-Stain zur Agarosemischung beigemengt, um die Banden im Anschluss sichtbar zu
machen. Darauffolgend wurde die Mischung in die Gelkammer gegossen und eine Stunde
zum Festigen des Gels stehen gelassen. War das Gel fest, so konnten die PCR-Proben mit
6 x DNA Gel Ladepuffer vermengt und anschlieend auf das Gel aufgetragen werden.
Fiir einen GroBenvergleich wurde die GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder auf das Gel

54



Material und Methoden

geladen. Nach drei Stunden bei 100V und 200 mA wurde mittels des
FUSION-FX7™ Imagers eine Aufnahme des Gels gemacht. Hatte das Produkt die ge-
wiinschte Grof3e aufgewiesen, wurde erneut eine PCR durchgefiihrt, wobei der AmpliTaq
Gold™ 360 Master Mix, ohne SYBR® Green Farbstoff, verwendet wurde. Das dafiir
angesetzte Reaktionsgemisch mit einem Volumen von 28 pL bestand aus
2 x AmpliTag Gold™ 360 Master Mix, Forward- und Reverse-Primer, nukleasefreiem
Wasser und cDNA. Final wurde die PCR im C1000 Touch™ Thermal Cycler ausgefiihrt,

wobei das aufgelistete Programm aus Tabelle 18 verwendet wurde.

Tabelle 18: Thermal Cycler AmpliTaq Gold™ Programm

ZyKlusschritt Temperatur Zeit Zyklen
AmpliTaq Gold™ 360
Master Mix 95°C 10 Minuten 1
Aktivierung
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
Primer Annealing 60°C 30 Sekunden 40
Elongation 72°C 30 Sekunden
Finale Extension 72°C 7 Minuten 1

Das erhaltene PCR-Produkt konnte nachfolgend mittels des PureLink™ Quick PCR Pu-
rification Kits aufgereinigt werden. Dafiir wurde die, durch die PCR erhaltene, DNA mit
vierfachem Volumen eines Bindepuffers mit zugesetztem Isopropanol vermengt und gut
durchmischt. Hiernach wurde die gesamte Probe in eine PureLink® Spinsdule {iberfiihrt
und fiir eine Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Flow-Through wurde verworfen
und 650 pL. Waschpuffer mit zugesetztem Ethanol auf die Spinsdule zugegeben. Nach
einer einminiitigen Zentrifugation bei 10.000 x g wurde der Flow-Through verworfen und
die Spinsdule erneut bei 16.000 x g fiir eine Minute zentrifugiert, um den Ethanol restlos
zu entfernen. Nachfolgend wurde die Siule in ein Elutionsréhrchen gesteckt und 50 pL.
Elutionspuffer auf die Saule pipettiert. Im Anschluss an eine einminiitige Inkubation bei
25°C wurde die Séule fiir zwei Minuten bei 16.000 x g zentrifugiert. Die Konzentration
des nun aufgereinigten PCR-Produktes wurde mittels des Tecan Infinite®

Plattenlesegerétes fiir weitere Anwendungen bestimmt.
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Fiir die Sanger Sequenzierung bei Eurofins Genomics musste die aufgereinigte Probe auf
eine Endkonzentration von 1ng/ul und einem Endvolumen von 15pL mit
nukleasefreiem Wasser verdiinnt werden. Die gesamte Reaktionsmischung wurde fiir
jeden Primer jeweils in ein SuperLock Mikrozentrifugengefal3 iberfiihrt. Weiters wurden
von jedem Primer jeweils 15 pL in ein SuperLock Mikrozentrifugengefal pipettiert, wo-
bei eine Primer-Endkonzentration von 10 pmol/uL vorliegen musste. Diese vier Mikro-
zentrifugengefde wurden nach der Beschriftung und Beklebung mit Barcode Stickern
zur Sequenzierung an Eurofins Genomics gesendet. Das durch die Sequenzierung erhal-
tene Ergebnis wurde anschlieBend mittels Nucleotide BLAST® iberpriift, um

festzustellen, ob das gewlinschte Gen durch die erstellten Primer amplifiziert wurde.

4.2.12 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine in vitro Amplifikation
von spezifischen Nukleinsduresequenzen. Der Ablauf einer PCR wird grundsétzlich in
drei Phasen unterteilt (1) Denaturierung der doppelstringigen Template DNA,
(2) Hybridisierung von sequenzspezifischen Oligonukleotiden an das komplementire
3’- Ende der DNA Einzelstringe, (3) Elongation durch die DNA Polymerase ausgehend
von den Primern, um die DNA zu vervielfiltigen. Diese Schritte werden bis zu 30-mal
wiederholt, um eine Vielzahl von DNA Kopien zu erzeugen, wobei sich die Anzahl der
Kopien in jedem Zyklus verdoppelt (Karcher, 1995). Das Prinzip der in diesem Versuch
verwendeten qRT-PCR beruht auf einer Vervielfaltigung der ausgewdhlten DNA-
Abschnitte und dem gleichzeitigen Einbau eines Fluoreszenzreporters in die neu
synthetisierten Stringen bei jedem PCR Zyklus. Diese Echtzeitquantifizierung kann
mittels Fluoreszenz-Messungen wiahrend des PCR Zykluses stattfinden, wobei die
Detektion der Signalstirke des Fluorophors am Ende der Elongationphase erfolgt. Die
Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der amplifizierten PCR-Produkte zu,
wodurch eine Aussage iiber die unterschiedliche Anzahl der in den Proben enthaltenen
Templates getroffen werden kann. Daraus kann riickgeschlossen werden, wie viel RNA
in den urspriinglichen, mit sii-schmeckenden Testsubstanzen behandelten, Zellen vorlag

(Jia, 2012).

Fiir die Farbstoff-basierte qRT-PCR wurde mit dem Luna® Universal gPCR Master Mix
von New England Biolabs® gearbeitet, welcher SYBR® Green als Fluoreszenzfarbstoff
verwendet. SYBR® interkaliert nach jedem Zyklus in die doppelstrangige DNA (dsDNA)

oder bindet an die kleine Furche der dsDNA und emittiert danach ein Fluoreszenzsignal
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welches 1000-fach groBer ist als jenes des ungebundenen SYBR® Green Farbstoffes. In
jedem Zyklus werden dsDNA Amplikons mittels der 7ag DNA Polymerase synthetisiert,
an welche umgehend der SYBR® Green Farbstoff binden kann. Dadurch nimmt die
Fluoreszenzsignalintensitdt zu, welche direkt proportional zur ansteigenden dsDNA ist.
Dieses Detektionssystem ist nicht selektiv, wodurch falsch positive Ergebnisse aufgrund
von Primerdimeren und unspezifischer Amplifikation auftreten kdnnen. Daher ist die
Auswahl von Primern von groBler Bedeutung fiir die Spezifitdt und Sensitivitit dieser
Methode (Mortarino u. a., 2004; Thornton und Basu, 2011). Ein zuverléssiger Primer fiir
die qRT-PCR sollte absolute Spezifitit aufweisen, weiters sollten keine
Haarnadelstrukturen oder Dimerisierungspotentiale vorhanden sein und auch die

Temperaturtoleranz ist von Relevanz (Bustin und Huggett, 2017).

Um die Spezifitit der qRT-PCR und das Vorhandensein von Primerdimeren zu
iiberpriifen wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Primerdimere koénnen
auftreten, wenn zwei PCR-Primer aneinander, anstatt an der Ziel cDNA binden, wobei
diese bei der Schmelzkurvenanlyse eine niedrigere Schmelztemperatur aufweisen als das
Amplikon (Varga und James, 2006). Die Schmelzkurvenanalyse basiert auf dem stetigen
Erhitzen der Proben nach der qRT-PCR. Wenn die Temperatur langsam auf eine
Maximaltemperatur von 95°C erhoht wird, beginnen die PCR Produkte zu denaturieren,
wobei sich die beiden DNA-Stringe trennen und der SYBR® Green Farbstoff freigesetzt
wird. Diese Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes wird als Verdnderung des
Fluoreszenzsignals detektiert (Kouhpayeh u. a., 2017). Da jedes PCR-Produkt eine
spezifische Schmelztemperatur aufweist, kann man eine erfolgreiche Amplifikation,

welche nur einen Peak zeigen sollte, von unerwiinschten Nebenprodukten unterscheiden.

Fiir diesen Versuch wurde die im vorangegangenen Schritt unspezifisch synthetisierte
cDNA mit spezifischen Primern fiir SLC242, SLC5A1, TASIR3 und KCNJS als genes of
interest und als Abgleich mit Primern gegen die, in allen Zellen exprimierte, Hypo-
xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als house-keeping Referenzgene analysiert. Hierzu wurde zu
Beginn ein Reaktionsgemisch angesetzt, welches aus 2 x Luna® Universal gPCR Master
Mix, Forward- und Reverse-Primer und nukleasefreiem Wasser bestand. Die eingesetzten
Primer-Konzentrationen koénnen aus Tabelle 19 entnommen werden. Ein Volumen von

29.7 uL dieses Reaktionsgemisches wurde in ein Reaktionsgefdl vorgelegt und 3.3 pL
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der, wie in Kapitel 4.2.10 beschrieben, synthetisierten cDNA zugegeben. Als
Negativkontrolle wurde anstelle von cDNA nukleasefreies Wasser zugegeben. Nach
vorsichtigem Auf- und Abpipettieren wurden 10 pL jeder Reaktionsmischung in
Triplikaten auf die 96-Well-Platte pipettiert und mit einer Folie versiegelt. Anschlieend
wurde kurz zentrifugiert und darauffolgend das Programm in Tabelle 17 am
StepOnePlus™ gestartet. Mit dem, in Kapitel 4.2.11, entworfenen Primerpaar fiir das Gen
ABCCS, welches fiir SUR1 codiert, konnte nicht weitergearbeitet werden, da nach der
Optimierung der Konzentrationen des Primerpaares und des Reaktionsvolumens, der An-
passung der Annealing Temperatur und nach einer Sequenzierung keine eindeutig repro-
duzierbaren Ergebnisse vorlagen, die fiir die vollstdndige Validierung des Primerpaares

bendtigt worden wiren.

Tabelle 19: Primer mit zugehdrigen Konzentrationen

Primer Konzentration [nM]
HPRT 100
GAPDH 200
SLC5A1 100
SLC2A2 100
TASIR3 300
KCNJ8 100

4.2.13 Statistische Auswertung

Die Aufbereitung der Daten und deren statistische Auswertung erfolgte mittels Microsoft

Excel Version 16.32 sowie dem Programm GraphPad Prism 8.

4.2.13.1 Transepitheliale elektrische Widerstandsmessung
Zur Auswertung der gemessenen TEER-Rohdaten wurde zu Beginn der erhaltene Blank-

Wert des Transwell-Inserts ohne Zellmonolayer von den TEER-Daten abgezogen. An-
schlieend wurden die berechneten Daten mit der Flache des Inserts multipliziert und der
Mittelwert der Replikate berechnet. Mittels eines ROUT Tests wurden mogliche Ausrei-
Ber ausgeschlossen und mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse gefolgt von einem Tu-

key post-hoc Test wurde auf statistische Signifikanz getestet.
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4.2.13.2 Permeabilitdtstest
Aus den Rohdaten, die durch die Messung am Tecan Infinite® Plattenlesegerit erhalten

wurden, konnte eine Standardgerade mit zugehoriger Trendlinien-Formel erstellt werden.
AnschlieBend wurde die LY-Konzentration anhand dieser Formel fiir alle Proben zu je-
dem Zeitpunkt berechnet. Darauffolgend wurde die Konzentration von LY in
500 pL beziehungsweise 1.2 mL fiir jede Probe zu allen Zeitpunkten ermittelt. Nach der
Berechnung der Gesamtkonzentration pro Sekunde konnten die erhaltenen Werte in For-
mel 1 beziehungsweise Formel 2 eingesetzt und der Permeabilititskoeffizient sowie die
parazelluldre Permeabilitét kalkuliert werden. Mogliche Ausreiler wurden durch einen
ROUT Test ausgeschlossen und die statistische Signifikanz durch eine zweifaktorielle

Varianzanalyse gefolgt von einem Tukey post-hoc Test eruiert.

4.2.13.3 MTT-Test
Fiir die Auswertung der MTT-Tests wurde zundchst der Blank-Wert von den ermittelten

Rohdaten abgezogen. Nachfolgend wurden die erhaltenen Ergebnisse auf den Mittelwert
der jeweiligen Kontrolle, entweder DMSO oder Medium, bezogen und in Prozent ange-
geben, wobei mit Hilfe eines ROUT Tests mogliche Ausreifler ausgeschlossen werden
konnten. Die statistische Signifikanz wurde sukzedan mit einer einfaktoriellen Vari-
anzanalyse gefolgt von einem Tukey post-hoc Test ermittelt. Der eruierte statistisch sig-

nifikante Unterschied wurde durch * p < 0.05 angegeben.

4.2.13.4 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion
Die durch den StepOnePlus™ erhaltenen Amplifikationsdaten wurden mit der Software

LinRegPCR Version 2016.0 bearbeitet, wobei die Baseline und Effizienz-Ausreifler er-
mittelt wurden. Fiir die nachfolgende Auswertung wurden die, aus dem Cr-Wert, der
mittleren PCR Effizienz und des Nt-Wert berechneten, NO-Werte herangezogen, welche
die hypothetische Start-cDNA darstellten. Die erhaltenen NO-Werte der genes of interest
wurden durch das geometrische Mittel der house-keeping Referenzgene HPRT und
GAPDH normalisiert. Nachfolgend wurde die x-fache Anderung der Genexpression in
Bezug auf den Mittelwert der undifferenzierten Probe und der Losungmittelkontrolle er-
mittelt. Im Anschluss wurden mogliche Ausreifler durch einen ROUT Test ausgeschlos-
sen und die statistische Signifikanz der unterschiedlichen Behandlungen durch eine zwei-
faktorielle Varianzanalyse gefolgt von einem Tukey post-hoc Test berechnet. Die statis-
tisch signifikanten Unterschiede wurden mit * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 und
*HEX p <0.0001 markiert.
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4. Ergebnisse

5.1 Transepitheliale elektrische Widerstandsmessung

Durch die Messung des TEER-Wertes konnte die Entwicklung der Barrierefunktion von
CaCo-2 Zellen und HT29-MTX-E12 Zellen in der Monokultur und als Cokultur auf der
pordsen Transwell-Insert Membran tiber einen Zeitraum von drei Wochen erfasst werden.
Die Ergebnisse der TEER-Messung innerhalb der dreiwdchigen Inkubation sind in Ab-
bildung 10 illustriert.

400
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Abbildung 10: Entwicklung der Messwerte des transepithelialen elektrischen Wider-
stands (TEER) [Qcm?] des Zellmonolayers der CaCo-2:HT29-MTX-E12 Zellkultur in
den Konzentrationen: 1:0; 9:1 und 0:1. Die TEER-Werte wurden am Tag 7, 14 und 21
nach dem Ausstreuen ermittelt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem
CaCo-2 Modell und dem Cokultur Modell wurde durch eine zweifaktorielle Varianzana-
lyse und anschlieBendem Tukey post-hoc Test ausgeschlossen (p > 0.05). Alle Werte sind
als Mittelwerte £ SEM dargestellt (n=10).

Aus Abbildung 10 geht hervor, dass die TEER-Werte der CaCo-2 Monokultur, der
HT29-MTX-E12 Monokultur und der Cokultur, mit steigender Kulturzeit zunahmen und
in der CaCo-2 Monokultur am hochsten waren. Nach der 21-tdgigen Inkubation der
CaCo-2 Monokultur konnte ein TEER-Wert von 364.53 + 82.38 Qcm? festgestellt wer-
den, wodurch eine hohe Integritdt und Konfluenz angezeigt wurde. Dabei betrug der
TEER-Wert bereits nach 14 Tagen Inkubation 307.55 + 78.65 Qcm? und lag somit {iber
250 Qcm?. Auch der TEER-Wert der Cokultur stieg ab Tag sieben der Kultivierung stark
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an und betrug nach 14 Tagen bei 266.03 + 32.17 Qcm?. Nach 21 Tagen lag der TEER-
Wert der CaCo-2 und HT29-MTX-E12 Cokultur bei 284.09 + 27.31 Qcm? und somit
niedriger als jener der CaCo-2 Monokultur. Wie erwartet zeigte die HT29-MTX-E12 Mo-
nokultur zwar einen konstanten Anstieg des TEER-Wertes, wobei dieser nach 21 Tagen
dennoch nur einen Wert von 178.12 + 55.54 Qcm? erreichte, was die geringere Anzahl an
Tight Junctions im Vergleich zu CaCo-2 Zellen widerspiegelte. Die kontinuierliche
Proliferation von Zellen kann die Integritidt des Monolayers verbessern, wobei gezeigt
wurde, dass sich mit zunehmendem Verhéltnis der CaCo-2 Zellen die TEER-Werte er-
hohten.
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5.2 Permeabilitiitstest zur Uberpriifung der Integritiit des Zellmo-

nolayers

Die Integritit der Tight Junctions und die Entwicklung der Barrierefunktion des CaCo-2
und HT29-MTX-E12 Zellmonolayers in einer Monokultur und in der Cokultur wurden
neben der TEER-Messung auch durch den Permeabilitétstest mittels Lucifer Yellow (LY)
untersucht. Alle Ergebnisse des Permeabilitdtstests mittels LY nach 7, 14 und 21 Tagen
sind in Abbildung 11 und Abbildung 12 abgebildet.
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Abbildung 11: Verlauf der parazelluliren Permeabilitit %LYpasa  der
CaCo-2:HT29-MTX-E12 Zellkultur nach (A) 7 Tagen, (B) 14 Tagen und (C) 21 Tagen
in drei unterschiedlichen Konzentrationen: 1:0; 9:1 und 0:1 jeweils nach einer Inkubati-
onszeit von 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzana-
lyse und anschlieBendem Tukey post-hoc Test wurde eine signifikante Anderung der pa-
razelluldren Permeabilitit ausgeschlossen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM

angegeben (n=5).

Aus den Ergebnissen der parazelluliren Permeabilitét in Abbildung 11 ist ersichtlich, dass
es keine signifikanten Unterschiede zwischen der Cokultur und den CaCo-2 Zellen, un-
abhéngig von der Kultivierungszeit und der Inkubationszeit mit LY, gab. Eine Verédnde-

rung der LY-Konzentration iiber die 120-miniitige Versuchsdauer in der basolateralen
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Kammer wurde mit Zellmonolayer nach 7, 14 und 21 Tagen Kultivierung untersucht, wo-
bei die basolaterale LY-Konzentration in jedem der drei Zellmodelle besonders zwischen
30 Minuten und 60 Minuten anstieg. Zudem wurde deutlich, dass nach der Inkubation fiir
sieben Tage grofBere Unterschiede in der parazelluldren Permeabilitit zwischen den ver-
schiedenen Kulturmodellen als nach der 21-tdgigen Kultivierung bestanden. Die parazel-
luldre Permeabilitdt lag dabei nach einer siebentdgigen Inkubation zum Zeitpunkt t=120
bei 2.45 + 0.35% fiir die CaCo-2 Monokultur, bei 2.00 + 0.26% fiir die Cokultur und bei
3.32 £ 1.31% fiir die HT29-MTX-E12 Monokultur. Im Gegensatz dazu betrug die para-
zelluldre Permeabilitdt nach einer 21-tdgigen Inkubation zum Zeitpunkt t=120 fiir das
CaCo-2 Modell 2.50 £ 0.39%, fiir das Cokultur Modell 2.61 + 0.37% und fiir die
HT29-MTX-E12 Monokultur 2.56 + 0.55%.
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Abbildung 12: Verdnderung des Permeabilitétskoeffizienten Papyp in [10° cm/sec] der
CaCo-2:HT29-MTX-E12 Zellkultur nach (A) 7 Tagen, (B) 14 Tagen und (C) 21 Tagen
in drei unterschiedlichen Konzentrationen: 1:0; 9:1 und 0:1 jeweils nach einer Inkubati-
onszeit von 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzana-
lyse und anschlieBendem Tukey post-hoc Test konnte keine statistisch signifikante An-
derung der parazelluldren Permeabilitdt ermittelt werden. Die Ergebnisse sind als Mittel-

werte + SEM angegeben (n=5).
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In Abbildung 12 wurden die Permeabilititskoeffizienten P,,p der drei Zellkulturmodelle
dargestellt, wobei diese nach einer 7-, 14- und 21-tdgigen Inkubation mittels einer Trans-
portstudie mit LY analysiert wurden. Ein Einfluss der pordsen Transwell-Membran auf
die Permeabilitit konnte durch die Blank-Messung eines zellfreien Transwell-Inserts in
Duplikaten ausgeschlossen werden. Die Pa,, Werte fiir die CaCo-2 Monokultur betrugen
bei Zeitpunkt t=120 nach sieben Tagen 1.79 * 107 + 3.49 * 10 cm/sec, nach 14 Tagen
1.54 * 107 £ 1.69 * 10" cm/sec und nach 21 Tagen 1.77 * 10 +2.92 * 10" cm/sec. Der
Permeabilititskoeffizient der Cokultur und der HT29-MTX-E12 Monokultur ndherten
sich mit steigender Inkubationszeit jener der CaCo-2 Monokultur stark an, wobei Pap, fiir
die Cokultur nach sieben Tagen bei 1.46 * 10 +2.04 * 10° cm/sec, nach 14 Tagen
1.61 * 103 £2.03 * 10 cm/sec und nach 21 Tagen bei 1.92 * 1073 +2.58 * 10 cm/sec
lag. Die HT29-MTX-E12 Monokultur ergab Payp  Werte von
2.47 *10°+£9.21 * 10%cm/sec nach 7 Tagen, 1.83 * 10 + 3.49 * 10 cm/sec nach
14 Tagen und 1.88 * 10 + 3.93 * 10" cm/sec nach 21 Tagen.

Weiters kann aus den Ergbnissen in Abbildung 11 und Abbildung 12 entnommen werden,
dass die HT29-MTX-E12 Monokultur die Konfluenz erst nach einer siebentdgigen Kul-
tivierung erreichte, da zuvor sowohl die parazelluldre Permeabilitit zum Zeitpunkt t=15
im Vergleich zu den beiden anderen Kulturen stark erhoht war und bei 0.72 + 0.17% lag,
als auch der Permeabilititskoeffizient nach einer 15-miniitigen Inkubation mit LY
3.21 * 10° +7.35 * 10°° cm/sec ergab und durch die kontinuierliche Probenentnahme
iiber den restlichen Versuchszeitraum abnahm. Nach einer Kultivierung fiir drei Wochen
stieg Papp in jedem der drei Zellmodelle zwischen 30 Minuten und 60 Minuten sehr deut-
lich an (Abbildung 12 C), wobei auch hier zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Zellen der Cokultur und den CaCo-2 Zellen festgestellt werden

konnte.

64



Ergebnisse

5.3 Alcianblau Farbung von Mucus-produzierenden Becherzellen

Um die Schleimsekretion der HT29-MTX-E12 Zellen in der Monokultur und in einer
Cokultur mit CaCo-2 Zellen iiber einen Zeitraum von 21 Tagen zu analysieren und mit
jener des CaCo-2 Modells zu vergleichen, erfolgte eine Farbung der Mucosubstanzen mit
Hilfe von Alcianblau nach einer 7-, 14- und 21-tdgiger Kultivierung. Die, durch das
Durchlichtmikroskop, generierten Aufnahmen der Alcianblau Farbung der CaCo-2 und
HT29-MTX-E12 Zellen in der jeweiligen Monokultur und der Cokultur sind in Abbil-

dung 13 zu sehen.

Abbildung 13: Mit Alcianblau geféirbte Zellmonolayer zur Visualisierung von Mucinen.
(A) CaCo-2 Zellen nach zwei Wochen, (B) Zellen der Cokultur nach zwei Wochen,
(C) HT29-MTX-E12 Zellen nach zwei Wochen, (D) CaCo-2 Zellen nach drei Wochen,
(E) Zellen der Cokultur nach drei Wochen und (F) HT29-MTX-E12 Zellen nach drei Wo-

chen.

Man konnte anhand der Aufnahmen erkennen, dass HT29-MTX-E12 Zellen bereits nach
14-tidgiger Kultivierung eine nachweisbare blaue Farbung des Mucus auf der gesamten
Zelloberfliche aufwiesen (Abbildung 13 C), wihrend CaCo-2 Zellen (Abbil-
dung 13 A, D) auch eine geringe Blaufdarbung auf ihrer Oberflache zeigten. Auch die Co-
kultur wurde mittels der Alcianblau-Farbung untersucht, wobei anhand der Aufnahmen

in Abbildung 13 bestitigt werden konnte, dass durch den geringen Anteil der
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HT29-MTX-E12 Zellen die produzierte Schleimmenge, und somit die Intensitit der
blauen Farbe, in der Cokultur im Vergleich zur CaCo-2 Monokultur erhdht wurde. Durch
dieses Resultat wurde demonstriert, dass HT29-MTX-E12 Zellen nicht nur Schleim pro-
duzieren wenn sie alleine kultiviert werden, sondern auch wenn eine Cokultivierung mit

CaCo-2 Zellen erfolgt.
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5.4 MTT-Test

Mittels des MTT-Tests wurde ein negativer Einfluss der sii}-schmeckenden Verbindun-
gen Sucrose, Reb M, Sucralose und NHDC auf die Zellvitalitit ausgeschlossen. Hierfiir
wurde sowohl die dquimolare (4m) Konzentration (0.1 mM) als auch eine, zu 5%-iger
Sucrose, dquisiile (4s) Konzentration des jeweiligen SiiBungsmittels getestet. Sucrose
wurde direkt in Medium geldst, weshalb die erhaltenen Daten in Bezug auf die Medium-
kontrolle (K =100%) angegeben wurden. Hingegen wurden Sucralose, Reb M und
NHDC in DMSO gelost, weshalb deren Werte auf die Losungsmittelkontrolle (Medium
mit 0.1% DMSO (Kpwmso = 100%)) bezogen wurden. Die hier verwendeten Substanzen in
den unterschiedlichen Konzentrationen wurden im Anschluss fiir die qRT-PCR verwen-

det.

5.4.1 MTT-Test der CaCo-2 Zellen

Die Ergebnisse des MTT-Tests nach einer dreiwdchigen Behandlung der CaCo-2 Zellen
mit den Testsubstanzen in beiden Konzentrationen und den beiden Lésungsmitteln sind

in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Zellvitalitét [%] der CaCo-2 Zellen behandelt mit Sucrose ds (150 mM),
Sucrose dm (0.1 mM), NHDC é&s (0.1 mM), NHDC dm (0.1 mM), Reb M ds (0.2 mM),
Reb M dm (0.1 mM), Sucralose ds (0.2 mM), Sucralose &m (0.1 mM), bezogen auf die
jeweilige Losungsmittelkontrolle (K = Medium; Kpmso= K + 0.1% DMSO). Mit Hilfe

einer einfaktoriellen Varianzanalyse und anschlieBendem Tukey post-hoc Test wurde
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eine signifikante Reduktion der Zellvitalitdt ausgeschlossen (p > 0.05). Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte = SEM angegeben (n=4).

Anhand der MTT Ergbnisse in Abbildung 14 ist ersichtlich, dass keine statistisch signi-
fikante, negative Beeinflussung der Zellvitalitit durch die 21-tigige Behandlung der
CaCo-2 Zellen mit Sucrose, Sucralose, Reb M und NHDC durch die dquimolare
(0.1 mM) als auch durch deren dquisiie (0.1, 0.2, 0.2, 150 mM) Konzentration im Ver-
gleich zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle (=100%) auftrat. Alle verwendeten siil3-
schmeckenden Verbindungen in den beiden Konzentrationen zeigten keine Toxizitdt im

CaCo-2 Zellmodell.

5.4.2 MTT-Test der Cokultur aus HT29-MTX-E12 und CaCo-2 Zellen
Nach einer dreiwdchigen Behandlung der Cokultur mit den vier Testsubstanzen in beiden
Konzentrationen und den beiden Losungsmitteln wurden mittels des MTT-Tests die, in

Abbildung 15 dargestellten, Ergebnisse erzielt.
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Abbildung 15: Zellvitalitét [%] der Cokultur Zellen behandelt mit Sucrose ds (150 mM),
Sucrose dm (0.1 mM), NHDC &s (0.1 mM), NHDC dm (0.1 mM), Reb M ds (0.2 mM),
Reb M dm (0.1 mM), Sucralose ds (0.2 mM), Sucralose &m (0.1 mM), bezogen auf die
jeweilige Losungsmittelkontrolle (K = Medium; Kpmso =K + 0.1% DMSO). Die statis-
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tische Signifikanz wurde mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse und anschlielen-
dem Tukey post-hoc Test bestimmt und mit * p < 0.05 angegeben. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwerte + SEM dargestellt (n=5).

In Abbildung 15 ist die Vitalitdt der Zellen im Cokultur Modell nach der dreiwdchigen
Behandlung mit 0.1 mM Sucrose, Sucralose, Reb M und NHDC, sowie 0.2 mM Sucra-
lose und Reb M und 150 mM Sucrose im Vergleich zur jeweiligen Losungsmittelkon-
trolle (=100%) dargestellt, wobei festgestellt werden konnte, dass eine statistisch signifi-
kante Reduktion der Zellvitalitit auf 82.4 + 13.93% (p < 0.05) nach der Behandlung mit
einer dquisiiBen Sucralose-Losung im Vergleich zur Kontrolle auftrat. Jedoch werden ge-
mal der ISO-Norm 10993-5 Substanzen, die zu einer Vitalitit der Zellen von iiber 80%
fiihren, als nicht zytotoxisch angesehen (ISO 10993-5, 2009).
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5.5 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion

Um zu untersuchen, ob sich eine Behandlung der Zellen mit den Testsubstanzen Sucrose,
Reb M, Sucralose und NHDC auf die Expressionslevel der Marker-Gene SLC541
(SGLT1), SLC242 (GLUT2), TASIR3 und KCNJ§ (Kir 6.1) in den CaCo-2 Zellen und
der Cokultur auswirkt, wurde eine QRT-PCR durchgefiihrt. Fiir diesen Versuch wurden
die Zellen zum einen mit einer &quimolaren Konzentration von 0.1 mM und zum anderen
mit einer, zu 5%-igen Sucrose, dquisiiBen Konzentration der jeweiligen Testsubstanz {iber

einen Zeitraum von 7, 14 oder 21 Tagen behandelt.

5.5.1 Verinderung der Genexpression wihrend der Differenzierung in der CaCo-2
Monokultur und der Cokultur aus HT29-MTX-E12 Zellen und CaCo-2 Zellen

Die zusammengefassten Ergebnisse der qRT-PCR aller Marker-Gene nach der 7-, 14-
und 21-tdgigen Zugabe von unsubstituiertem Medium zu der CaCo-2 Monokultur und zu
der Cokultur aus HT29-MTX-E12 Zellen und CaCo-2 Zellen (1:9) sind in Abbildung 16,

jeweils bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle, illustriert.
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Abbildung 16: Entwicklung der Expression der Marker-Gene SLC541, SLC2A42, TASIR3

und KCNJS innerhalb der dreiwdchigen Differenzierungszeit unter Zugabe von Medium

normalisiert auf die Referenzgene und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle.

(A) CaCo-2 Monokultur, (B) Cokultur. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse

und anschlieBendem Tukey post-hoc Test konnte eine statistisch signifikante Anderung

der Genexpression im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ermittelt werden und wurde

mit * p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001 und **** p < 0.0001 markiert. Die Ergebnisse

sind als Mittelwerte = SEM angegeben (n=4).
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Die Ergebnisse in Abbildung 16 wurden zur Veranschaulichung der Expressionsentwick-
lung der Marker-Gene SLC541, SLC2A2, TASIR3 und KCNJ§ im Laufe der 21-tdgigen
Differenzierung verwendet. Hierbei wird evident, dass die 74AS1R3 Genexpression in bei-
den Zellmodellen wihrend der gesamten Kultivierungszeit auf einem konstanten Expres-
sionsniveau mit einer x-fachen Anderung von mindestens 0.92 + 0.47 bis 1.92 + 1.56 in
der CaCo-2 Monokultur und von 0.86 + 0.23 bis hochstens 2.26 + 1.89 in der Cokultur
gehalten wurde. Die Expression der Kir 6.1 Untereinheit wurde wihrend der Differenzie-
rung signifikant auf eine x-fache Anderung von 0.42+0.24 (p<0.01) bis zu
0.37+0.17 (p <0.0001) in der CaCo-2 Monokultur und in der Cokultur von
0.62 + 0.34 (p <0.0001) bis maximal 0.26 + 0.07 (p < 0.0001) signifikant erniedrigt. Ent-
gegen dessen stieg die Expression der zwei Glukosetransporter in beiden Zellmodellen
signifikant an. Dabei erreichte die Expression des Gens SLC2A42 eine x-fache Anderung
von 1.7+ 0.51 (p <0.01) bis hochstens 7.48 + 5.19 (p < 0.001) in der CaCo-2 Monokul-
tur und mindestens 0.73 + 0.15 (p < 0.0001) bis maximal 5.12 + 1.75 (p < 0.0001) in dem
Cokultur Modell. Die Genexpression von SLC5A41 erzielte eine x-fache Anderung von
bis zu 55.49 £32.41 (p<0.001) fiir das Monokultur Modell und von mindestens
16.58 £ 13.28 (p < 0.05) fiir die Cokultur.

5.5.2 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen

5.5.2.1 qRT-PCR nach dem Treatment mit Testsubstanzen in dquimolaren Konzentratio-
nen

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der qRT-PCR aller Marker-Gene nach einer Be-
handlung der CaCo-2 Zellen fiir 7, 14 und 21 Tagen mit einer der vier sii-schmeckenden
Verbindungen, in einer dquimolaren Konzentration und den beiden Losungsmitteln sind

in Abbildung 17, jeweils bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle, abgebildet.
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Abbildung 17: x-fache Anderung der relativen Expression der CaCo-2 Monokultur nach
einer Langzeitbehandlung fiir 7, 14 und 21 Tagen mit K, Kpmso und einer dquimolaren
Konzentration der Testsubstanzen Sucrose, Reb M, Sucralose und NHDC, normalisiert
auf die house-keeping Referenzgene und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle.
(A) SLC5A1 Expression,  (B) SLC242 Expression,  (C) TASIR3 Expression  und
(D) KCNJS Expression. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse und anschlie-
Bendem Tukey post-hoc Test konnte eine statistisch signifikante Anderung der Genex-
pression im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ermittelt werden. Diese wurde mit
**p<0.01 und ****p<0.0001 gekennzeichnet. Die Ergebnisse sind als Mittel-
werte + SEM dargestellt (n=4).

Generell konnte anhand der Ergebnisse in Abbildung 17 demonstriert werden, dass die
Genexpression von SLC5A41, SLC2A2 und TASIR3 im gesamten Zeitraum der Behand-
lung im Vergleich zur undifferenzierten Kontrolle hochreguliert war, wéhrend die
KCNJS Expression verglichen mit der Kontrolle verringert war. Durch die zweiwdchige
Behandlung der CaCo-2 Zellen mit den Testsubstanzen Sucralose und NHDC in der dqui-
molaren Konzentration wurde die Expression des Transporters SGLT1 im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle, siche Abbildung 17 A, signifikant reduziert. Dabei lag die x-fa-

che Anderung der SLC541 Genexpression durch die Inkubation mit Sucralose bei
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40.28 £5.32 (p <0.0001) und mit NHDC bei 45.82 + 6.01 (p <0.01). Zudem zeigte Su-
cralose eine 3.17 + 1.79-fache Anderung der SLC242 Expression (p < 0.01), siche Abbil-
dung 17 B. Weiters wurde keine signifikante Anderung der Expression von SLC541 und
SLC2A2 nach einem Treatment mit den siiB-schmeckenden Verbindungen nach einer o-
der drei Wochen detektiert. Sowohl die 74S/R3, als auch die Expression der Kir 6.1 Un-
tereinheit wurden zu keinem Zeitpunkt von den Testsubstanzen signifikant beeinflusst.
Es konnte kein Einfluss der Stifintensitit durch das Treatment mit den SiiBstoffen in dqui-

molaren Konzentrationen auf die Genexpression festgestellt werden.

5.5.2.2 qRT-PCR nach dem Treatment mit Testsubstanzen in dquistiffen Konzentratio-
nen

Die Ergebnisse der qRT-PCR der ausgewihlten Gene nach einer Behandlung der
CaCo-2 Zellen fiir 7, 14 und 21 Tagen mit einer der vier sii3-schmeckenden Verbindun-
gen, in dquisiifen Konzentrationen und den beiden Losungsmitteln sind in Abbildung 18,

jeweils bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle, zusammengefasst.
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Abbildung 18: x-fache Anderung der relativen Expression der CaCo-2 Monokultur nach
einer Langzeitbehandlung fiir 7, 14 und 21 Tagen mit K, Kpmso und einer dquisiiBen
Konzentration der Testsubstanzen Sucrose, Reb M, Sucralose und NHDC, normalisiert

auf die house-keeping Referenzgene und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle.
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(A) SLC541 Expression, (B)SLC2A42 Expression, (C) TASIR3 Expression und
(D) KCNJS Expression. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse und anschlie-
Bendem Tukey post-hoc Test konnte eine statistisch signifikante Anderung der Genex-
pression im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ermittelt werden, wobei diese mit
*4% p <0.001 und **** p <0.0001 markiert wurden. Die Ergebnisse sind als Mittel-

werte = SEM angegeben (n=4).

Die 14-tigige Behandlung der CaCo-2 Zellen mit der Testsubstanz Sucralose in einer
Konzentration von 0.2 mM fiihrte zu einer x-fachen Anderung der SLC541 Genexpres-
sion von 44.92 £4.72 (p <0.001), Abbildung 18 A. Nach einem Treatment mit Reb M
und Sucralose in einer Konzentration von 0.2 mM fiir zwei Wochen konnte eine signifi-
kante Reduktion der SLC242 Expression verglichen mit der Losungsmittelkontrolle fest-
gestellt werden. Die x-fache Anderung der SLC242 Expression, siche Abbildung 18 B,
lag durch die Inkubation mit Reb M bei 3.10 = 0.16 (p < 0.0001) und durch das Sucralose
Treatment bei 2.78 + 0.14 (p < 0.0001). Keine signifikanten Anderungen der Genexpres-
sion der beiden Néahrstofftransporter SGLT1 und GLUT2 wurden nach einem ein- oder
dreiwdchigen Treatment mit den siif-schmeckenden Verbindungen identifiziert. Die
CaCo-2 Zellen wiesen fiir die 7AS/R3 und fiir die KCNJS Expression nach 7, 14 und
21 Tagen keine signifikante Beeinflussung durch die Testsubstanzen auf. Auch hier war
auftillig, dass die Genexpression von SLC541, SLC2A2 und TASIR3 grundsétzlich liber
den gesamten Behandlungszeitraum im Vergleich zur undifferenzierten Kontrolle hoch-
reguliert war, wahrend die Expression der Kir 6.1 Untereinheit verringert war. Basierend
auf diesen Ergebnissen kann davon ausgegangen werden, dass die Anderung der Genex-
pression nicht von der Siifle der Testsubstanz abhidngig war, sondern substanzspezifische

Effekte auf die Expression eines bestimmten Gens identifiziert werden konnten.

5.5.3 qRT-PCR der Cokultur aus HT29-MTX-E12 und CaCo-2 Zellen

5.5.3.1 qRT-PCR nach dem Treatment mit Testsubstanzen in dquimolaren Konzentratio-
nen

Die qRT-PCR-Ergebnisse aller Marker-Gene nach einer Behandlung der Cokultur fiir 7,
14 und 21 Tagen mit einer der vier siil-schmeckenden Verbindungen, in einer dquimola-
ren Konzentration, und den beiden Losungsmitteln sind in Abbildung 19, jeweils bezogen

auf die undifferenzierte Kontrolle, gezeigt.
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Abbildung 19: x-fache Anderung der relativen Expression der Cokultur nach einer Lang-
zeitbehandlung fiir 7, 14 und 21 Tagen mit Medium, DMSO und einer dquimolaren Kon-
zentration der Testsubstanzen Sucrose, Reb M, Sucralose und NHDC, normalisiert auf
die house-keeping Referenzgene und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle.
(A) SLC54A1 Expression, (B)SLC2A42 Expression, (C) TASIR3 Expression und
(D) KCNJS Expression. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse und anschlie-
Bendem Tukey post-hoc Test konnte eine statistisch signifikante Anderung der Genex-
pression im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ermittelt werden und wurde mit

** p <0.01 und markiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM angegeben (n=4).

Die Behandlung der Zellen im Cokultur Modell fiir 14 Tage mit Reb M in einer Konzent-
ration von 0.1 mM, siehe Abbildung 19 C, fiihrte zu einer 0.84 + 0.13-fachen Anderung
(p <0.01) der TASIR3 Expression. Nach einer ein- oder dreiwdchigen Kultivierung
wurde keine signifikante Reduktion der 74S7/R3 Expression durch Reb M hervorgerufen.
Die anderen analysierten, siil-schmeckenden Verbindungen fiihrten bei keinem der Mar-
ker-Gene, unabhingig von dem Behandlungszeitraum mit der Testsubstanz, zu einer sig-
nifikanten Anderung der Expressionslevels. Interessanterweise wurde in Abbildung 19 B

eine stufenartig ansteigende Hochregulierung der SLC2A42 Expression iiber den 21-tdgi-
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gen Zeitraum erkennbar, wobei deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Substanz-
behandlungen fiir 7, 14 oder 21 Tage detektiert wurden. Ein Effekt der Siiintensitdt auf
die Genexpressionslevels konnte durch die Resultate dieser Genexpressionsanaylse aus-

geschlossen werden.

5.5.3.2 qRT-PCR nach dem Treatment mit Testsubstanzen in dquistiffen Konzentratio-
nen

Die, durch die qRT-PCR gemessenen, Expressionslevels aller Marker-Gene nach einer
Behandlung der Cokultur fiir 7, 14 und 21 Tagen mit einer der vier sii-schmeckenden
Verbindungen, in einer dquisiiBen Konzentration, und den beiden Losungsmitteln sind in

Abbildung 20, jeweils bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle, dargestellt.

5 3
S 80- = 10
0 A 7] B3 K
i} o B
— -
g 3 = Kpmso
W Gt w84 =3 Sucrose 150 mM
4 c
g 2 B RebM 0,2 mM
= =
% % 6+ mm Sucralose 0,2 mM
5 40+ 5 == NHDC 0,1 mM
T ©
2 2
= =
3 ]
.g 20+ .g -
24 <L
- Q
§ §
& 0= & o-
x 7 14 21 x 7 14 21
Tage Tage

5 §
g 4= % 0.8
] C S D
S -
g s
o i

34 0.6
g g
kS g
[ )
.
5 27 5 0.4
° ©
g 2
2 S
5 2
3 1+ % 0.2
< c
<L g
£ 2
g o- g
x 7 14 21 x

Tage

Abbildung 20: x-fache Anderung der relativen Expression der Cokultur nach einer Lang-
zeitbehandlung fiir 7, 14 und 21 Tagen mit Medium, DMSO und einer dquisiien Kon-
zentration der Testsubstanzen Sucrose, Reb M, Sucralose und NHDC, normalisiert auf
die house-keeping Referenzgene und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle.
(A) SLC541 Expression, (B)SLC2A42 Expression, (C) TASIR3 Expression und
(D) KCNJS Expression. Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse und anschlie-
Bendem Tukey post-hoc Test konnte eine statistisch signifikante Anderung der Genex-

pression im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ermittelt werden und wurde mit

77



Ergebnisse

*p<0.05; **p<0.01 und *** p<0.001 markiert. Die Ergebnisse sind als Mittel-
werte = SEM angegeben (n=4).

Eine 14-tdgige Behandlung der Cokultur mit der Testsubstanz Reb M in einer Konzent-
ration von 0.2 mM fiihrte zu einer x-fachen Anderung der TASIR3 Expression von
0.84 +£0.29 (p <0.01), siehe Abbildung 20 C. Der Zusatz von Sucralose in einer Kon-
zentration von 0.2 mM und NHDC in einer Konzentration von 0.1 mM fiir zwei Wochen
erhohte das Expressionlevel von KCNJS im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle DMSO
signifikant. Die x-fache Anderung der KCN.JS Expression, siche Abbildung 20 D, lag fiir
Sucralose bei 0.38 £ 0.06 (p < 0.001) und fiir NHDC bei 0.33 + 0.06 (p < 0.05). Es konnte
keine signifikante Anderung der T4S/R3 und KCNJ8 Expression nach einem ein- oder
dreiwdchigen Treatment mit den siil-schmeckenden Verbindungen identifiziert werden.
Die Cokultur wies fiir die Genexpression der Transporter SGLT1 und GLUT2 nach 7, 14
und 21 Tagen keine signifikante Beeinflussung durch die Testsubstanzen auf. Die Ande-
rung der Genexpression war nicht von der SiiBe der Testsubstanz abhédngig, sondern es
konnten substanzspezifische Effekte auf die Expression eines bestimmten Gens bestétigt

werden.

5.5.4 Vergleich der qRT-PCR Ergebnisse der CaCo-2 Monokultur und der Cokul-

tur aus HT29-MTX-E12 Zellen und CaCo-2 Zellen

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der qRT-PCR aller Marker-Gene nach einer Be-
handlung der CaCo-2 Monokultur und der Cokultur aus HT29-MTX-E12 Zellen und
CaCo-2 Zellen (1:9) fiir 7, 14 und 21 Tagen mit den vier sii-schmeckenden Verbindun-
gen, sowohl in der dquimolaren, als auch in der dquisiiBen Konzentration sind in Abbil-

dung 21, jeweils bezogen auf die Losungsmittelkontrolle, dargestellt.
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Abbildung 21: Heatmap der Marker-Gene SLC541, SLC2A2, TASIR3 und KCNJ§ nach
einer Inkubation fiir 7, 14 und 21 Tagen mit den unterschiedlichen Testsubstanzen in ei-
ner dquimolaren (dm) sowie dquisiilen (ds) Konzentrationen normalisiert auf die house-
keeping Referenzgene und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle. (A) CaCo-2 Mono-
kultur, (B) Cokultur.

Die beiden Heatmaps wurden fiir eine Mustererkennung herangezogen, wobei deutlich
wurde, dass die Genexpressionsmuster der Substanzen in der Monokultur und in der Co-
kultur relativ &hnlich sind. Deutlich erkennbar war die starke Hochregulierung der
SLC5A1 und TAS1R3 Genexpression durch Sucrose in den beiden unterschiedlichen Kon-
zentrationen, die bei der Cokultur nach einer 14 Tage langen Behandlung, festgestellt
werden konnte. Weiters konnte anhand der Resultate in Abbildung 21 B eine starke Er-
héhung der SLC2A42 Expression in der Cokultur nach der 7-tdgigen Inkubation mit Reb M
detektiert werden. Es gibt jedoch keinen starken Shift zwischen den dquimolaren und

dquisiiBen Konzentrationen der Verbindungen, welcher aufgrund der unterschiedlichen
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Stiintensitét der siiB-schmeckenden Testsubstanzen erwartet wurde. Auffillig war zu-
dem der Unterschied zwischen der Heatmap der CaCo-2 Zellen und der Heatmap der
Cokultur, wobei deutlich wurde, dass die SiiBungsmittel nach 21 Tagen einen stirken

Einfluss auf die Genexpressionslevel der CaCo-2 Monokultur haben.
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6. Diskussion

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war einerseits, dass die Cokultivierung von
CaCo-2 Enterozyten und Mucus-produzierenden HT29-MTX-E12 Zellen zu einer Ver-
besserung des bisher etablierten in vitro Modells der intestinalen Barriere fiihrt. Anderer-
seits sollte herausgefunden werden, ob eine Behandlung mit den ausgewihlten siif3-
schmeckenden Verbindungen Sucrose, Rebaudiosid M (Reb M), Sucralose und Neohes-
peridin-Dihydrochalkon (NHDC) einen Einfluss auf die Expressionslevel der Marker-
Gene SLC5A41 (SGLT1), SLC242 (GLUT2), TASIR3 und KCNJS (Kir 6.1) in CaCo-2
Enterozyten mit oder ohne Cokultivierung von Mucin-produzierenden HT29-MTX-E12

Zellen, innerhalb der dreiwochigen Differenzierung, hat.

Somit wurde in dieser Arbeit zunichst das Cokultur Modell, bestehend aus CaCo-2
Enterozyten und HT29-MTX-E12 Becherzellen, durch unterschiedliche Assays charak-
terisiert und mit dem standardméBig verwendeten CaCo-2 Darmepithelmodell vergli-
chen. Hierfiir wurden transepitheliale elektrische Widerstandsmessungen, ein Permeabi-
litdtstest mit Lucifer Yellow zur Uberpriifung der Integritit des Zellmonolayers und eine
Alcianblau Farbung zur Sichtbarmachung des durch die Becherzellen produzierten
Mucus, durchgefiihrt, um festzustellen, ob eine Optimierung des in vitro Modells detek-
tiert werden konnte. Nach der Validierung des neuen Modells der intestinalen Barriere
konnte ein Einfluss der Testsubstanzen auf die Genexpressionlevel nach einer 7-, 14- oder
21-tidgigen Substanzexposition in einem Monokultur Modell und in einem Cokultur Mo-
dell gepriift werden. Es wurden hierbei jeweils zwei Konzentrationen pro SiiBungsmittel
in vier biologischen Replikaten getestet, zum einen eine dquimolare Konzentration
(0.1 mM) und zum anderen eine, zu 5%-iger Sucrose, dquisiie Konzentration der jewei-

ligen Testsubstanz.
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6.1 Validierung des Cokultur Modells

In Standardmedium kultivierte CaCo-2 Zellen zeigen deutliche Merkmale einer intesti-
nalen Differenzierung zu einem absorbierenden Phédnotyp, wobei im Vergleich zum
CaCo-2 Modell der intestinalen Barriere das humane in vivo Darmepithel neben absorp-
tiven Enterozyten noch aus weiteren spezialisierten Darmepithelzellen besteht, welche
fiir unterschiedliche Stoffwechsel- und Verdauungsfunktionen bendtigt werden (Haller,
Grune, und Rimbach, 2013; Kleiveland, 2015). Aus dieser Unmoglichkeit die menschli-
che intestinale Barriere unter Verwendung einer einzelnen Zelllinie im in vitro Zellmodell
darzustellen, ergibt sich die Notwendigkeit eine, dem humanen in vivo Darmepithel dhn-
liche, Cokultur zu etablieren. Durch eine gemeinsame Kultivierung der CaCo-2 und
HT29-MTX-E12 Zelllinien ist es moglich, ein in vitro Modell zu erhalten, das die beiden
Zelltypen darstellt, die im natiirlichen humanen Epithel am stérksten vertreten sind, ndm-
lich Enterozyten und Mucus-produzierende Becherzellen. Dadurch kdnnte das Cokultur
Modell eine verbesserte Ndherung zum humanen Darmepithel darstellen. Der Anteil der
beiden Hauptzelltypen im Darm variiert zwischen den unterschiedlichen Darmregionen.
Wihrend das Epithel im Zwolffingerdarm zu 90% aus absorptiven Enterozyten und zu
10% aus Schleim-sekretierenden Becherzellen besteht, tragen Becherzellen im Dick-
darmbereich 24% zur Gesamtzellzahl bei (Huet u. a., 1987; Forstner und Forstner, 1994).
Basierend auf dieser Information wurden CaCo-2 Zellen und HT29-MTX-Zellen in ei-
nem Verhiltnis von 9:1, welches sich geméal3 einer Studie von Pan u.a. (2015) als optimal
fiir Permeabilitdtsstudien erwiesen hat, cokultiviert und mit den beiden Monokultur-Er-
gebnissen verglichen. Aufgrund der geringeren Anzahl an Tight Junctions zwischen
HT29-MTX-E12 Zellen und der Fihigkeit Mucine zu produzieren, sollte die Morpholo-
gie als auch die Permeabilitét der Cokultur-Zellschicht jener des intestinalen Epitheliums

stark dhneln (Huet u. a. 1987; Maoret u. a. 1989; Walter u. a. 1996).

Um die in vivo dhnlichen Merkmale der Cokultur beziiglich der Durchlissigkeit zu tiber-
priifen, erfolgte die Messung der TEER-Werte iiber einen Zeitraum von 21 Tagen, durch
welche die epitheliale Integritdt der Monoschicht verfolgt werden konnte. Wie erwartet
waren die TEER-Werte der Cokultur niedriger als jene der CaCo-2 Monokultur und héher
als jene des HT29-MTX-E12 Zellmodells. Demzufolge konnte gezeigt werden, dass die
Cokultivierung mit HT29-MTX-E12 Zellen zu einer Verringerung der TEER-Werte und
somit zu einer Erhohung des interzelluldren Raums fiihrte. Die post-konfluente CaCo-2

Monokultur zeigte TEER-Werte zwischen 225.8 und 490.5 Qcm?, dabei konnten diese
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durch die, mittels Cokultur erzielte, Reduktion der TEER-Werte auf
249.3 bis 303.75 Qcm? verringert werden. Durch diese Verminderung der Werte konnten
diese an die realistischen TEER-Werte des Dickdarms unter in vivo Bedingungen von
rund 300-400 Qcm? angenéhert werden (Powell, 1987; Srinivasan u. a. 2015). Vergleich-
bare Resultate wurden in Studien von Ferraretto u. a. (2018) und Strugari u. a. (2018) fiir
CaCo-2 und HT29-MTX-E12 Cokulturen erzielt, wobei in keiner der beiden Arbeiten ein
CaCo-2:HT29-MTX-E12 Verhiltnis von 9:1 tiberpriift wurde. Analog den Angaben in
der Literatur wurden durch die Cokultivierung mit HT29-MTX-E12 Zellen die TEER-
Werte verringert und die Mucusmenge gesteigert (Schimpel u. a., 2014; Pan u. a., 2015;
Strugari u. a., 2018). Dieser Unterschied in der Schleimsekretion zwischen den drei Zell-
modellen konnte mittels Alcianblau Féarbung demonstriert werden, wobei sowohl bei bei-
den Monokulturen als auch bei der Cokultur eine Schleimbildung zu jedem analysierten
Zeitpunkt detektiert werden konnte. Diese ungeahnte, marginale Mucussekretion durch
CaCo-2 wurde bereits in einem Paper von Leonard, Collnot, und Lehr (2010) beschrie-

ben.

Der in dieser Arbeit verwendete hydrophile Marker Lucifer Yellow kann den Zellmo-
nolayer iiber passive parazelluldre Diffusion passieren und wurde fiir die Bewertung der
parazelluldren Permeabilitidt von der apikalen Seite des Monolayers zur basolateralen
Seite verwendet. Die hierbei erhaltenen %LY vasal- und Papp-Werte von Lucifer Yellow der
Cokultur stimmten mit den Werten der TEER-Messung iiberein, wobei der progressive
Integritdtsverlust des Monolayers durch die Verminderung der Tight Junction Komplexe
zu einer Erhohung der parazelluliren Permeabilitit fiihrte. Sowohl die
%L Ybasal- als auch die Papp-Werte lagen iiber den in der Literatur beschriebenen Werten,
was moglicherweise auf eine schlechte Loslichkeit der in diesen Studien verwendeten
Substanzen zuriickzufiihren ist (Pontier u. a., 2001; Hoppe u. a., 2014; Ferraretto u. a.
2018). Eine schlechte Loslichkeit von Lucifer Yellow, ein Metabolismus durch die kulti-
vierten Zellen, sowie eine Akkumulation des Lucifer Yellows in dem Zellmonolayer
konnte in dieser Arbeit aufgrund von Pa,, Werten iiber 10 ausgeschlossen werden
(Hoppe u. a., 2014). Laut Artursson und Karlsson (1991) liegen P,,p-Werte fiir vollstdn-
dig absorbierbare Substanzen im menschlichen intestinalen Epithel tiber 1 * 106 cm/sec,
wodurch die in dieser Arbeit erhaltenen Werte gut mit der in vivo Situation konvergieren.

Anhand der erhaltenen Permeabilititstestdaten konnte man erkennen, dass sich, trotz der
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abweichenden TEER-Werte, die parazellulire Permeabilitdt mit steigender Kultivie-
rungszeit der drei Zellmodelle immer weiter annéherte. Betrachtet man die Gesamtheit
der, aus der Charakterisierung des Cokultur Modells, generierten Ergebnisse, konnte an-
genommen werden, dass die CaCo-2 Monokultur, sowie die Cokultur bereits 14 Tage
nach dem Ausstreuen fiir Folgeexperimente geeignet sind. Die Verringerung der Tage
nach der Konfluenz, die erforderlich sind, um ein gut differenziertes Modell der intesti-
nalen Barriere zu erhalten, ist eine interessante Eigenschaft der vorliegenden 9:1
CaCo-2:HT29-MTX-E12 Cokultur. Einerseits konnte dies auf den ausgeprigten Diffe-
renzierungsgrad der CaCo-2 Zellen vor ihrer Konfluenz zuriickzufiihren sein und ande-
rerseits auf die Verwendung von Passagen hoher als Passagennummer 18, die laut Ferra-
retto u. a. (2007) reprasentativ fiir einen differenzierten Phanotyp sind, der vor allem
durch das Vorhandensein eines gut entwickelten Biirstensaumrandes mit Mikrovilli und
hoher Enzymaktivitit gekennzeichnet ist (Pinto u. a., 1983; Ferraretto u. a., 2007; 2018).
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass die Passagennummer durch unterschiedliche
Zihlweise in den Laboratorien nicht direkt miteinander verglichen werden kann (Pan u. a.
2015; Ferraretto u. a. 2018). Unter Bedachtnahme aller Ergebnisse hat sich das Cokultur
Modell im Verhiltnis 9:1 als reprdsentatives in vitro Darmmodell erwiesen und konnte

somit in den nachfolgenden Versuchen eingesetzt werden.
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6.2 Einfluss der Testsubstanzen auf die Genexpressionslevel

Aufbauend auf den Ergebnissen der Validierung des Cokultur Modells als eine verbes-
serte Version des etablierten CaCo-2 Modells der intestinalen Barriere, wurde untersucht,
welche Auswirkung die Langzeitbehandlung mit den sii-schmeckenden Verbindungen
Sucrose, Reb M, Sucralose und NHDC auf die Expressionslevel bestimmter Gene, insbe-

sondere von jenen die an der StiBwahrnehmung beteiligt sind, im Intestinaltrakt hat.

6.2.1 Effekt der siil}-schmeckenden Verbindungen auf die TAS1R-abhiingige Siif3-

wahrnehmung in in vitro Darmmodellen

Uber das intestinale Vorkommen des G-Protein-gekoppelten —SiiBrezeptors
TAS1R2/TASIR3 der TAS1R-Familie, der die Zuckeraufnahme im Mundraum initiiert,
wurde erstmals von Dyer u. a. (2005) berichtet. Analog den Rezeptoren des siilen Ge-
schmacks auf der lingualen Oberfliche, reagieren die Siiirezeptoren im GI ebenso auf
kalorische und nicht kalorische SiiBungsmittel (Jang u. a., 2007). Die TASIR2- und
TAS1R3-Untereinheiten im Darm konnen eine Rolle bei der postoralen Absorption und
dem Metabolismus von SiiBstoffen spielen sowie die Sekretion von Inkretinen stimulie-
ren, die wiederum die Glukosetransporter und die Insulinsekretion regulieren (Mace u. a.,
2007). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, hat die Behandlung der Zellen im
CaCo-2 Modell fiir 7, 14 oder 21 Tage mit einer Konzentration von 0.1 mM der siif3-
schmeckenden Verbindungen keine signifikante Auswirkung auf die Expression der
TAS1R3-Untereinheit. Die TASIR3 Genexpression wurde nach 21 Tagen tendenziell
runterreguliert, wobei dieser Trend nicht signifikant war. Auch ein Treatment mit einer,
zu 5%-iger Sucrose, dquisiiBen Konzentration der jeweiligen Testsubstanz fiihrte zu kei-

ner signifikanten Anderung der Genexpression im CaCo-2 Modell.

Im Gegensatz zur CaCo-2 Monokultur konnte im Cokultur Modell nach einer 14-tigigen
Behandlung mit 0.1 mM RebM, als auch nach der Inkubation mit 0.2 mM
Reb M eine signifikante Reduktion der T7AS7R3 Expression erfasst werden, was auf einen
Einfluss der HT29-MTX-E12 Zellen auf die 7AS1R3 Genexpression deutete. Anhand der
Inkubation der Zellen mit den siiB-schmeckenden Verbindungen in einer dquimolaren
Konzentration konnte gezeigt werden, dass die Siiintensitét der einzelnen Testsubstan-
zen keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression der TAS1R3-Untereinheit hat.
Ein Effekt der siiB-schmeckenden Verbindungen auf die TAS1R2-Untereinheit wurde

nicht untersucht, da diese Untereinheit Expressionslevel unterhalb des Detektionslimits
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der qRT-PCR aufweist (O’Brien und Corpe, 2016). In mehreren anderen Studien wurde
gezeigt, dass durch den Zusatz des kiinstlichen Siistoffs Sucralose im Trinkwasser von
Wistar-Ratten; ICR Méusen beziehungsweise C57BL/6 Mausen das Expressionslevel
von TasIr3 signifikant erhoht wurde (Shi u. a. 2019; Sanchez-Tapia u. a., 2019; Shi, Zhu,
und Deng, 2019). Zudem wurde die Tas/r3 Expression sowohl durch die Zugabe des
Disaccharids Sucrose im Trinkwasser als auch durch Steviol-Glykoside gemeinsam mit
Sucrose signifikant hochreguliert (Sanchez-Tapia u. a., 2019). So demonstrierte die Stu-
die von Shi, Zhu und Deng (2019), dass eine zwolfwochige Fiitterung mit einem verrin-
gerten Gehalt an verdaulichen Kohlehydraten (55% - 33%) und einem erhohten Anteil an
unverdaulichen Kohlenhydraten (11% - 33%) gemeinsam mit 0.4 g/L Sucralose die Ge-
nexpression der Tas1r3-Unterheit des StiBrezeptors im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
(66% verdauliche Kohlenhydrate, 0.4 g/L. Sucralose) im Zwolffingerdarm der C57BL/6
Maiuse senkte. Die verwendeten Konzentrationen der siil-schmeckenden Verbindungen
in diesen drei Nagetierstudien lagen jedoch bis zu 300-fach {iber den in dieser Arbeit
verwendeten Konzentrationen und die Behandlung erfolgte tiber einen drei bis vier Mo-
nate langen Zeitraum. Bislang wurden keine vergleichbaren Studien an humanen Model-
len durchgefiihrt, auch eine Beeinflussung der 74S/R3 Expression durch NHDC wurde

bislang noch nicht im Rahmen von Studien erforscht.

6.2.2 Effekt der siifl-schmeckenden Verbindungen auf die TAS1R-unabhiingige

Siifwahrnehmung in in vitro Darmmodellen

Wie bereits durch unterschiedliche Studien belegt werden konnte, werden die beiden Glu-
kosetransporter SGLT1 und GLUT2 im Intestinaltrakt mit dem Geschmacksrezeptorpro-
tein TAS1R3 coexprimiert und stellen einen Weg der TAS1R-unabhingigen SiiBwahr-
nehmung dar (Yee u. a., 2011; Merigo u. a., 2011; Sukumaran u. a., 2016). Diesbeziiglich
wurde herausgefunden, dass durch die TAS1R3-Untereinheit des Siiirezeptors sowohl
die Expression des passiven Glukosetransportes GLUT?2, als auch jene des aktiven Nat-
rium-Glukose-Cotransporters SGLT1 in Nagetieren reguliert wird (Margolskee u. a.,
2007; Mace u. a., 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Be-
handlung der Zellen im CaCo-2 Modell beziehungsweise im Cokultur Modell fiir 7, 14
oder 21 Tage mit einer Konzentration von 0.1 mM oder einer, zu 5%-iger Sucrose, dqui-
stiBen Konzentration der siil-schmeckenden Verbindungen zu einer mindestens 28-fa-
chen Anderung der SLC541 Expression in der Monokultur beziehungsweise einer 10.78-
fachen Anderung der SLC541 Expression in der Cokultur im Vergleich zur undifferen-
zierten Kontrolle fiihrte, wobei der Nahrstofftransporter SGLT1, codiert durch SLC5A41,
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erst nach der Konfluenz in CaCo-2 Zellen exprimiert wird (Mahraoui u. a., 1994). An-
hand der Mustererkennung konnte festgestellt werden, dass ausschlieBlich Sucrose, in
den Konzentrationen 0.1 mM und 150 mM, sowohl in der Monokultur als auch in der
Cokultur, zu einer signifikanten Erhdhung der SLC54 1 Expression nach 14 Tagen, bezo-
gen auf die Losungsmittelkontrolle, fiihrte. Zudem konnte mittels der in der Heatmap
dargestellen qRT-PCR Ergebnissen der Cokultur detektiert werden, dass ein 14-tigiges
Treatment mit 0.1 mM beziehungsweise 150 mM Sucrose eine deutliche Hochregulation
der TASIR3 Expression hervorrief. Da es sowohl in dieser Arbeit als auch in einem Paper
von Esclatine u. a. (2000) Hinweise darauf gibt, dass CaCo-2 Zellen bereits 14 Tage nach
dem Ausstreuen vollstindig differenziert sind, kdnnte dieses Ergebnis zum einen darauf
hindeuten, dass das Cokultur Modell 14 Tage nach dem Ausstreuen ein verbessertes Mo-
dell des humanen Intestinaltrakts darstellt. Zum anderen koénnte es darauf verweisen, dass
eine in vivo Reaktion auf siiB-schmeckende Verbindungen beim Menschen, die durch den
StiBrezeptor TAS1R2/TAS1R3 im Darm hervorgerufen wird, nur durch kalorische Sii-
Bungsmittel zu einer Hochregulierung des SGLT1 Transporters fiihrt.

Weiters zeigten die Resultate dieser Arbeit, dass die Behandlung der CaCo-2 Zellen fiir
14 Tage mit einer Konzentration von 0.1 mM NHDC und Sucralose in den Konzentrati-
onen 0.1 mM beziehungsweise 0.2 mM zu einer signifikant reduzierten SLC541 Expres-
sion, verglichen mit der Losungsmittelkontrolle, fithrte. Entgegen dieser Ergebnisse re-
sultierte das Treatment der Zellen im Cokultur Modell fiir 7, 14 oder 21 Tage mit einer
Konzentration von 0.1 mM oder einer, zu 5%-iger Sucrose, dquisiiBen Konzentration der
stiB-schmeckenden Verbindungen in keiner signifikanten Verdnderung der SLC541 Ex-
pression. Es konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der TAS1R3 Aktivierung und
der Expression des SLC541 Gens, wie von Margolskee u. a. (2007) in Miusen nachge-
wiesen, fiir nicht kalorische SiiBungsmittel gefunden werden. Margolskee u. a. (2007)
haben dabei gezeigt, dass durch die zweiwochige Fiitterung von Wildtyp C57BL/6 Méu-
sen mit einer kohlenhydratarmen Didt (1.9% Sucrose) und Wasser, welches 2 mM des
kiinstlichen Siilstoffs Sucralose enthielt, die Menge der SGLT1 mRNA in enteroendo-
krinen Zellen um das 2.1-fache gegeniiber den Kontrollméusen mit kohlenhydratarmem
Futter und unversetztem Wasser erhoht war. Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir Wildtyp
C57BL/6 Méuse erzielt, die eine kohlenhydratreiche Diét (70% Sucrose) fiir zwei Wo-
chen erhielten, wobei die intestinale SGLT1 mRNA um das 1.6-fache hoher war als in

Maiusen mit kohlenhydratarmer Fiitterung. Jedoch konnte kein Effekt von Zucker und
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kiinstlichen SiiBBstoffen auf die Expression des Slc5al Gens in Knock-out Médusen, denen
die Tas1r3 SiiBBrezeptoreinheit oder a-Gustducin fehlte, gefunden werden. Diese Ergeb-
nisse haben nahegelegt, dass a-Gustducin und Tas1r3 an der Regulierung der Slc5al Ex-
pression als in vivo Reaktion auf luminalen Zucker oder Siilstoff in Mausen beteiligt sind.
In einer Studie von Sanchez-Tapia u. a. (2019) wurde beobachtet, dass eine Fiitterung von
méinnlichen Wistar Ratten mit Sucrose (10%), Sucralose (1.5%) oder Steviol-Glykosiden
(2.5%) im Trinkwasser fiir einen Zeitraum von vier Monaten zu einer 2.0-, 1.5- bezie-
hungsweise 1.2-fachen, signifikanten Erh6hung der Sic5al Expression in Enterozyten im
Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrte. Auch Shi, Zhu, und Deng (2019) konnten nach einer
12 Wochen langen Trinkwasser-Behandlung von méinnlichen C57BL/6 Méusen mit Su-
cralose in den Konzentrationen 0.27, 0.33, 0.4 beziechungsweise 0.47 g/L eine signifikante
Hochregulierung der intestinalen Slc5al Expression feststellen. Auch fiir NHDC konnte
durch Moran u. a. (2010) im Darm von Schweinen bereits gezeigt werden, dass das im
Trinkwasser enthaltene 0.02 mM NHDC bei Ferkeln, die mit dem kommerziell erhaltli-
chen Standardfutter (43% verdauliche Kohlenhydrate) gefiittert wurden, zu einer 1.6-fa-
chen Erhdhung der SLC5A4 1 Expression in enteroendokrinen Zellen im Vergleich zu Fer-
keln, die Wasser ohne SiiBungsmittel konsumierten, fiihrte. Diese Resultate der unter-
schiedlichen Studien bestétigten, dass der Rezeptor fiir den siiBen Geschmack im Darm
von Méusen, Ratten und Schweinen durch die genannten SiiBungsmittel aktiviert wird,
was durch den Anstieg in der SLC54 1 Expression als Reaktion auf die sii-schmeckende
Verbindung in der Nahrung gemessen werden konnte. Die Daten dieser Arbeit deuten
darauf hin, dass der Siilrezeptor im humanen Darm nur durch den kalorischen Siistoff
Sucrose aktiviert wird, da eine erhohte Expression des SLC54 1 Gens im Cokultur Modell

nur durch Sucrose hervorgerufen werden konnte.

Neben der Analyse der Regulation der humanen SLC541 Expression iiber Siistoffe er-
folgte auch eine Untersuchung des Einflusses auf andere Glukosetransporter. Die Daten
dieser Arbeit zeigten dabei, dass die Inkubation der CaCo-2 Zellen fiir 14 Tage mit
0.2mM RebM oder Sucralose in den Konzentrationen 0.1 mM beziehungsweise
0.2 mM zu einer signifikant reduzierten SLC242 Genexpression, welches fiir GLUT2 co-
diert, verglichen mit der Losungsmittelkontrolle, fiihrte. Gegeniiber diesen Resultaten
zeigte die Behandlung der Zellen im Cokultur Modell fiir 7, 14 oder 21 Tage mit einer

Konzentration von 0.1 mM oder einer, zu 5%-iger Sucrose, dquisiiBen Konzentration der
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stiB-schmeckenden Verbindungen keine signifikante Verdnderung der SLC242 Expres-
sion. Eine Hochregulierung des GLUT2 Transporters durch sii3-schmeckende Verbin-
dungen, wie bei Sanchez-Tapia u. a. (2019) anhand von Ratten beschrieben, konnte nicht
gefunden werden. In dieser Studie von Sanchez-Tapia u. a. (2019) hatte eine Fiitterung
von ménnlichen Wistar Ratten fiir vier Monate mit Standardfutter und Zusatz von Sucrose
(10%), Sucralose (1.5%) beziehungsweise Steviol-Glykosiden (2.5%) im Trinkwasser,
zu einer erhohten Expression des Slc2a2 Gens in Enterozyten im Vergleich zur Kontroll-
gruppe, welche sich von Standardfutter und Wasser erndhrten, gefiihrt. Auch in der Maus-
studie von Shi, Zhu, und Deng (2019) konnte ein signifikanter Anstieg der GLUT2
mRNA in Enterozyten nach der Trinkwasser-Behandlung mit Sucralose in den Konzent-
rationen 0.27, 0.33, 0.4 beziehungsweise 0.47 g/L fiir 12 Wochen im Vergleich zur Kon-
trolle detektiert werden. Die Konzentrationen der siiB-schmeckenden Verbindungen in
den beiden Studien lagen bis zu 300-fach iiber den in dieser Arbeit verwendeten Kon-
zentrationen und die Behandlung erfolgte {iber einen bis zu vier Monate langen Zeitraum.
Direkt vergleichbare Studien an humanen in vitro Modellen, die einen Einfluss unter-
schiedlicher SiiBungsmittel analysierten, konnten nicht gefunden werden. Unterschiede
zwischen den diversen Spezies diirften fiir das Fehlen der Wirkung von Sucralose auf den
Menschen verantwortlich sein. Es wurde diesbeziiglich berichtet, dass es bei Menschen
eine viel geringere duodenale Expression von SLC2A42 gibt als bei Ratten und Méusen,
wihrend die Expression von SLC541 bei Menschen im Vergleich zu Nagetieren viel ho-

her ist (Kim u. a., 2007).

Analog der Expression der Glukosetransporter SGLT1 und GLUT2 wird auch Katp in
Geschmackszellen mit der Siilrezeptoruntereinheit TASIR3 coexprimiert (Yee u. a.,
2011; Sukumaran u. a., 2016). Die Resultate dieser Masterarbeit demonstrierten, dass ein
Treatment der CaCo-2 Monokultur fiir 7, 14 oder 21 Tage mit einer Konzentration von
0.1 mM oder einer, zu 5%-iger Sucrose, dquisiien Konzentration der sii3-schmeckenden
Verbindungen keine signifikante Verdnderung der, fiir die Kir 6.1 Untereinheit codieren-
den, KCNJ8 Genexpression hervorruft. Allerdings zeigte eine 14-tigige Inkubation der
Cokultur mit 0.1 mM Sucralose beziehungsweise 0.1 mM NHDC eine signifikante Erho-
hung der Genexpression verglichen mit der Losungsmittelkontrolle. Im Gegensatz zu die-
sen Resultaten wies die Behandlung der Zellen im Cokultur Modell fiir 7, 14 oder 21 Tage
mit einer, zu 5%-iger Sucrose, dquisiiBen Konzentration der stiB-schmeckenden Verbin-

dungen keine signifikante Verdanderung der Expression der Kir 6.1 Untereinheit auf. Es
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konnten keine vergleichbaren Arbeiten gefunden werden, die einen Einfluss unterschied-
licher sii3-schmeckender Testsubstanzen auf die KCNJ8 Expression in humanen Darm-
modellen untersuchten. Yee u. a. (2011) konnten in Méusen zeigen, dass Glukosetrans-
porter und Katp in Geschmackszellen, die auf stile Stimuli reagieren, exprimiert werden
und neben dem Siilrezeptor TAS1R2/TAS1R3 ebenfalls als Zuckersensoren dienen kon-
nen. Dieser TAS1R-unabhingige Weg der SiiBwahrnehmung wiirde nur Reaktionen auf
Monosaccharide erklédren, nicht jedoch auf Disaccharide und Oligosaccharide, welche die
Hauptkomponenten didtischer Kohlenhydrate darstellen. Diesbeziiglich konnte durch
Sukumaran u. a. (2016) anhand von Miusen herausgefunden werden, dass linguale Ge-
schmackszellen und -gewebe mehrere a-Glycosidasen, unter anderem die a-Amylase,
und intestinale Biistensaum-assoziierte Disaccharid-hydrolysierende Enzyme, wie zum
Beispiel Sucrase-Isomaltase, exprimieren, die didtische Zuckeroligomere lokal zu Mono-
sacchariden hydrolysieren. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde davon ausgegangen, dass
ein dhnlicher Vorgang auch fiir die Disaccharide im humanen in vitro Darmmodell vor-
handen ist, wodurch sii}-schmeckende Verbindungen, im Speziellen Sucrose, als Sub-
strate flir die TAS1R-unabhéngige SiiBwahrnehmung dienen kdnnten. Aufgrunddessen
sollte die KCNJS Genexpression durch die Inkubation mit Sucrose stirker hochreguliert
werden, wahrend die Behandlung mit Sii8stoffen keinen Effekt zeigen sollte, sofern nicht
doch eine Verbindung von Katp zum Siifirezeptor besteht, welche bislang noch nicht er-
kannt wurde. Allerdings konnte in dieser Arbeit keine signifikant abweichende Beein-
flussung der Expression der Kir 6.1 Untereinheit durch das kalorische StiBungsmittel Su-
crose verglichen mit den drei nicht kalorischen SiiBungsmitteln Reb M, Sucralose und
NHDC detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass der ATP-gesteuerter K*-Stoff-

wechselsensor im menschlichen Darm nicht als Sensor fiir den siilen Geschmack dient.
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7. Schlussbetrachtung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche Optimierung des etablierten in
vitro Modells der intestinalen Barriere durch die Cokultivierung von CaCo-2 Enterozyten
und Mucus-produzierenden HT29-MTX-E12 Becherzellen, in einem Verhiltnis von 9:1,
untersucht. Um dieses Cokultur Modell vollstidndig zu charakterisieren und mit dem stan-
dardmiBig verwendeten CaCo-2 Darmepithelmodell zu vergleichen, wurden eine
transepitheliale elektrische Widerstandsmessung, ein Permeabilititstest und eine Alcian-
blau Férbung durchgefiihrt. Nach der Validierung des neuen, humanen in vitro Darme-
pithelmodells konnte ein mdglicher Einfluss der sii-schmeckenden Testsubstanzen Su-
crose, Rebaudiosid M (Reb M), Sucralose und Neohesperidin-Dihydrochalkon (NHDC)
auf die Expressionlevel der Marker-Gene SLC541 (SGLT1), SLC242 (GLUT2), TASIR3
und KCNJS (Kir 6.1) nach einer 7-, 14- oder 21-tdgigen Langzeitexposition in einem
CaCo-2 Monokultur Modell und in einem Cokultur Modell analysiert werden. Es wurden
hierbei je zwei Konzentrationen pro SiiBungsmittel getestet, zum einem eine dquimolare
Konzentration (0.1 mM) und zum anderen eine, zu 5%-iger Sucrose, dquisiiBe Konzent-
ration der jeweiligen siif}-schmeckenden Verbindung, um einer Rolle der Siiintensitét

bei der Genexpressionsdanderung nachzugehen.

Die Ergebnisse der Cokultur Charakterisierung zeigten, dass die gemeinsame Kultivie-
rung der CaCo-2 Zellen und der HT29-MTX-E12 Zellen den TEER-Wert nach einer 21-
tagigen Inkubation im Vergleich zur CaCo-2 Monokultur um rund 22% senkte, was die
geringere Anzahl von Tight Junctions in der Cokultur widerspiegelte. Durch die Reduk-
tion der TEER-Werte und der Erhohung des interzelluliren Raums erfolgte eine Annéhe-
rung an die realistischen in vivo TEER-Werte des Dickdarms, die bei rund 300-400 Qcm?
liegen (Powell, 1987; Srinivasan u. a. 2015). Einige Studien haben bereits nachgewiesen,
dass durch eine Cokultivierung der Enterozyten mit Mucus-produzierenden Becherzellen
nicht nur der TEER-Wert verringert werden kann, sondern auch eine Steigerung der
Schleimproduktion hervorgerufen wird (Schimpel u. a., 2014; Pan u. a., 2015; Strugari
u. a., 2018). Analog dieser Beobachtungen aus der Literatur, konnte auch im Zuge dieser
Arbeit mittels Alcianblau Férbung eine Erhdhung der Mucusmenge im Cokultur Modell
visualisiert werden. Der Lucifer Yellow Permeabilitétstest legte jedoch keinen statistisch
signifikanten Einfluss der HT29-MTX-E12 Zellen, im Cokultur Modell, auf die parazel-
luldre Permeabilitdt im Vergleich zum etablierten Monokultur Modell dar. Anhand der

generierten Daten konnte festgestellt werden, dass sich mit steigender Kultivierungszeit
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die Permeabilititskoeffizienten, sowie die parazelluldre Permeabilititen der untersuchten
Zellmodelle immer weiter annéherten. Zusammengefasst konnte durch die Reduktion der
TEER-Werte, der Steigerung der Mucusproduktion und der beinahe unveridnderten para-
zelluldaren Permeabilitit, das Cokultur Modell als eine verbesserte Version des CaCo-2
Modells charakterisiert werden, wodurch die erste Hypothese bestitigt werden konnte.
Interessanterweise konnte zudem durch die Assays der Modell Charakterisierung de-
monstriert werden, dass sowohl das CaCo-2 Modell als auch das Cokultur Modell bereits
nach 14-tdgiger Kultivierung spezifische Eigenschaften der humanen intestinalen Barri-
ere zeigten und moglicherweise schon 14 Tage nach dem Ausstreuen als in vitro Darm-

modelle fungieren kdnnten.

Bei der Analyse der Verdnderung der Genexpression durch die Langzeitbehandlung mit
den vier siiB-schmeckenden Verbindungen in jeweils zwei Konzentrationen, konnte keine
signifikante Auswirkung auf die Expression der Kir 6.1 Untereinheit des ATP-gesteuer-
ten K'-Stoffwechselsensors und der Siiirezeptor-Untereinheit TASIR3 im
CaCo-2 Modell, und auf die Expression des Natrium-Glukose-Cotransporters SGLT1
und des Glukosetransporters GLUT2 im Cokultur Modell gefunden werden. Aufgrund
der Tatsache, dass die siiB-schmeckenden Testsubstanzen in einer dquisiiBen Konzentra-
tion zugegeben wurden, wurde erwartet, dass kein Unterschied zwischen dem Expressi-
onslevel eines Gens nach der Behandlung fiir 7, 14 oder 21 Tage zwischen den Substan-
zen zu sehen ist. Anhand der qRT-PCR Ergebnisse konnte aber erkannt werden, dass fiir
einige Gene dennoch Unterschiede in den Genexpressionsleveln detektierbar sind. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die Anderung der Genexpression nicht von der
Stie der Testsubstanz abhidngig war, sondern substanzspezifische Effekte auf die Expres-
sion eines bestimmten Gens beobachtet werden konnten. Generell wurde deutlich, dass
der Einfluss der sti-schmeckenden Verbindungen im Cokultur Modell nur selten eine
statistische Signifikanz erreichte, was auf eine mogliche Interferenz der HT29-MTX-E12
Zellen mit der Expression der untersuchten Marker-Gene deutete. Untersuchungen an
Nagetieren konnten bereits zeigen, dass durch die TAS1R3-Untereinheit des Stilrezep-
tors sowohl die Expression des passiven Glukosetransportes GLUT2, als auch jene des
aktiven Natrium-Glukose-Cotransporters SGLT1 reguliert werden (Margolskee u. a.,
2007; Mace u. a., 2007). Hinweise auf eine derartige Regulation der Glukosetransporter
durch TAS1R3 im humanen Darmepithelmodell konnten in dieser Arbeit ausschlieBlich

durch Sucrose in den Konzentrationen 0.1 mM und 150 mM erfasst werden. Dabei wies
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die Cokultur sowohl eine signifikante Erhdhung der TAS/R3 als auch der SLC541 Ex-
pression nach 14 Tagen auf, wenn die Daten auf die Losungsmittelkontrolle bezogen wur-
den. Da es in dieser Arbeit auch bei der Modellvalidierung erste Anzeichen dafiir gab,
dass die CaCo-2 Zellen bereits 14 Tage nach dem Ausstreuen iiber einen ausgepriagten
Differenzierungsgrad verfiigen, konnte dieses Genexpressionsergebnis darlegen, dass das
Cokultur Modell nach 14-tigiger Inkubation tatséchlich ein optimiertes Modell der hu-
manen in vitro Darmepithelbarriere darstellt. Zusétzlich indiziert das Ergebnis, dass eine
humane in vivo Reaktion auf sii3-schmeckende Verbindungen, hervorgerufen durch den
intestinalen Siirezeptor TAS1R2/TAS1R3, nur durch kalorische SiiBungsmittel zu einer
Hochregulierung der SLC5A41 Expression fiihrt, nicht aber der SLC242 Expression.

Anhand der Kultivierung der Zellenmodelle mit den siif}-schmeckenden Verbindungen in
einer dquimolaren Konzentration konnte gezeigt werden, dass die Siiintensitét der ein-
zelnen Testsubstanzen keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression der unter-
suchten Gene hatte. Basierend auf Ergebnissen von Yee u.a. (2011) und Sukuma-
ran u. a. (2016) wurde davon ausgegangen, dass siil-schmeckende Kohlenhydrate, im
Speziellen Sucrose, als Substrate fiir die TAS1R-unabhéngige SiiBwahrnehmung dienen
konnten. Daher sollte die Langzeitbehandlung mit Sucrose die KCNJS Expression stirker
hochregulieren, wihrend die Behandlung mit Siiflstoffen keinen Effekt zeigen sollte, so-
fern nicht doch eine bislang unbekannte Konnektivitat zwischen Kir 6.1 und dem Siif3re-
zeptor besteht. Jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter abweichender
Einfluss des kalorischen SiiBungsmittels Sucrose von den nicht kalorischen StiBungsmit-
teln detektiert. Dies deutet darauf hin, dass der ATP-gesteuerte K*-Stoffwechselsensor
im menschlichen Darm nicht als Sensor fiir den siiBen Geschmack dient. Die im Rahmen
der Fragestellung formulierte Hypothese, dass die mehrwochige Exposition einer
CaCo-2 Monokultur und eines Cokultur-Modells mit siiB-schmeckenden Testsubstanzen
einen Einfluss auf die Expression von Marker-Genen hat, konnte nur teilweise verifiziert

werden.

Generell wire fiir die vollstdndige Validierung des optimierten in vitro Cokultur Modells
der intestinalen Barriere eine morphologische Charakterisierung mittels Rasterelektro-
nenmikroskopie oder Transmissionselektronenmikroskopie von Interesse, um zwischen

den beiden Zelltypen zu unterscheiden und morphologische Verdnderungen an der Zell-
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oberfliche zu evaluieren. Fiir zukiinftige Forschung wire auch relevant, welche Auswir-
kungen die hier getesteten SiiBungsmittel auf die unterschiedlichen Assays der Modell
Validierung haben, um mogliche Effekte der siil-schmeckenden Verbindungen auf die
Tight Junction Dichte, die Mucusproduktion und die einhergehende parazelluldre Perme-
abilitdt zu beleuchten. Zusétzlich wire es interessant, ob eine langere Exposition mit ka-
lorischen und nicht kalorischen SiiBungsmitteln die Glukoseabsorption im Darm des
Menschen wie bei den Miusen erhdhen kann (Margolskee u. a., 2007) oder ob es beim

Menschen zu SiiBungsmittel-spezifischen Reaktionen fiihrt.

Aufgrund der, in der vorliegenden Arbeit, erhaltenen Indizien, dass das CaCo-2 Modell,
sowie das Cokultur Modell bereits nach 14-tagiger Kultivierung vollstindig differenziert
sind und durch eine 21-tdgige Inkubation iiberdifferenziert werden, konnte in einem
ndchsten Schritt eine weitere Genexpressionsanalyse erfolgen. Dafiir kdnnten die, im
Rahmen dieser Arbeit, gewonnenen cDNA Proben nach der zweiwochigen Inkubation
mittels qRT-PCR auf Differenzierungsmarker wie Sucrase Isomaltase, oder Alkaline
Phosphatase getestet werden und den Genexpressionsprofilen der cDNA Proben nach der
dreiwochigen Kultivierung gegeniibergestellt werden. Sollte dabei kein signifikanter Un-
terschied erkennbar sein, so konnten die CaCo-2 Monokultur und die Cokultur, bestehend
aus CaCo-2 Zellen und HT29-MTX-E12 Zellen, bereits nach 14 Tagen, die intestinale

Barriere modellhaft imitieren und wéren somit fiir Folgeexperimente geeignet.

94



Zusammenfassung

8. Zusammenfassung

Durch den Einsatz von kalorienarmen Siilstoffen kann der Kaloriengehalt von Lebens-
mitteln reduziert und gleichzeitig der siile Geschmack aufrechterhalten werden, wodurch
das Risiko fiir Ubergewicht und Adipositas gesenkt und der damit assoziierten Pathoge-
nese von Folgeerkrankungen entgegengewirkt werden kann. Die Folgen einer Exposition
mit natiirlichen oder kiinstlichen Siilstoffen auf die intestinale Genexpression wurden
bisher nur in Nagetieren, nicht aber in humanen Darmepithelmodellen untersucht. Zu-
néchst wurde daher in dieser Arbeit das etablierte in vitro Modell der humanen intestina-
len Barriere optimiert, welches zuvor einige Limitationen mit sich brachte, indem eine
Cokultivierung von CaCo-2 Enterozyten und Mucus-produzierenden HT29-MTX-E12
Zellen, in einem Verhiéltnis 9:1, erfolgte. Fiir die Modell-Charakterisierung wurden eine
TEER-Messung, ein Permeabilititstest mit Lucifer Yellow und eine Alcianblau Mucus-
Farbung durchgefiihrt. Die Charakterisierungsergebnisse der Cokultur zeigten eine Sen-
kung der TEER-Werte, eine erhohte Schleimproduktion und eine in vivo dhnliche para-
zelluldre Permeabilitdt. Nach der Validierung des verbesserten in vitro Darmepithelmo-
dells wurde ein moglicher Einfluss einer mehrwdchigen SiiBungsmittelexposition auf die
Expression der, an der SiiBwahrnehmung beteiligten, Marker-Gene TASIR3, SLC2A42
(GLUT2), SLC5A41 (SGLT1) und KCNJS (Kir 6.1) in dem Cokultur Modell untersucht
und mit jener des etablierten CaCo-2 Modells verglichen. Dafiir erfolgte eine dreiwdchige
Behandlung der beiden Zellmodelle mit jeweils zwei Konzentrationen der siif3-schme-
ckenden Verbindungen Sucrose (0.1 mM, 150 mM), Rebaudiosid M (0.1 mM, 0.2 mM),
Sucralose (0.1 mM, 0.2 mM) und Neohesperidin-Dihydrochalkon (0.1 mM). Die gene-
rierten Daten zeigten, dass die Expressionsverdnderung im Cokultur Modell nur selten
eine statistische Signifikanz erreichte, was auf einen Einfluss der HT29-MTX-E12 Zellen
auf die Expression der untersuchten Gene deutete. Hinweise, wie aus der Literatur fiir
Nagetiere evident, auf eine Regulation der Glukosetransporter durch TAS1R3 im huma-
nen Darmepithelmodell konnten in dieser Arbeit ausschlieBlich durch Sucrose erhalten
werden. Die Cokultur wies dabei sowohl eine signifikante Erh6hung der TAS/R3 als auch
der SLC5A41 Expression nach der 14-tdgigen Behandlung auf. Ein Einfluss der Siiinten-
sitdt der Verbindungen auf die Genexpression konnte durch das Treatment mit dquimo-
laren Konzentrationen ausgeschlossen werden. Gemeinsam mit Indizien aus der Modell-
validierung deuteten die Genexpressionsergebnisse auf eine vollstindige Differenzierung
der beiden Zellmodelle nach einer Kultivierung fiir 14 Tage, jedoch muss dies durch zu-

kiinftige Forschungsarbeit definitiv belegt werden.
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9. Summary

One way to reduce the energy content of foods while maintaining the sweet taste is the
application of low-caloric sweeteners, which lower the risk of excess weight and obesity
and thus counteract associated secondary diseases such as type II diabetes mellitus and
cardiovascular diseases. So far, consequences of the exposure to natural or artificial
sweeteners on gene expression have only been investigated in rodents, but not in models
of the human intestine. This master thesis started with the optimization of the established
model of the human intestinal barrier, which previously entailed some limitations. There-
fore, a cocultivation of the absorptive CaCo-2 enterocytes and mucus-producing
HT29-MTX-E12 goblet cells, in a ration 9:1, was tested. For the characterization of this
new model, a transepithelial electrical resistance measurement (TEER), a paracellular
permeability test with Lucifer Yellow to check the integrity of the cell monolayer and an
Alcian blue staining to visualize the produced amount of mucus, were conducted. The
generated characterization results showed a reduction of the TEER by 22%, an increased
mucus production and an in vivo like paracellular permeability. Following the validation
of the improved in vitro model of the intestinal barrier, a possible sweetener influence on
the expression of the marker genes TASIR3, SLC242 (GLUT2), SLC541 (SGLT1) and
KCNJS (Kir 6.1), which are involved in the perception of sweet taste, was examined in
the coculture model and afterwards compared with the CaCo-2 model. For this purpose,
the two cell models were treated with two different concentrations of the sweet-tasting
compounds sucrose (0.1 mM, 150 mM), rebaudioside M (0.1 mM, 0.2 mM), sucralose
(0.1 mM, 0.2 mM) and neohesperidin dihydrochalcone (0.1 mM) for three weeks. The
obtained data suggested that the change of the gene expression in the coculture model
rarely reached statistical significance, pointing out an influence of the HT29-MTX-E12
on the expression of the examined genes. Indications, as evident in the literature for ro-
dents, on a possible regulation of glucose transporters by TAS1R3 were only obtained by
sucrose in both concentrations. Thereby, the coculture showed a significant increase in
TASIR3 expression as well as an upregulation of SLC5A4 [ after fourteen days of treatment.
Furthermore, by the usage of equimolar concentrations it was shown that there was no
influence of the sweetness intensity on the expression of the marker genes. Together with
hints from the coculture model validation, the gene expression results suggest a com-
pleted differentiation process of the two cell models after a cultivation period of fourteen

days. This observation has to be validated in future studies.
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Anhang

11. Anhang

Tabelle 20: Rohdaten der TEER-Werte der CaCo-2 in Qcm? nach Abzug des Blank-Wer-
tes und Einbeziehung der Well-Flache nach dem ROUT Test sowohl von der TEER-Mes-

sung mit der Chopstick Elektrode, als auch von jener mit dem Voltohmmeter.

CaCo-2
TEER [Qcm?

Tag 7 Tag 14 Tag 21
177.75 310.50 328.50
135.00 423.00 490.50
149.70 432.00 445.50
156.60 246.60 472.50
167.70 279.30 292.20
136.50 225.80 289.50
108.50 290.30 318.60
149.70 252.90 355.50
288.00
Mittelwert 147.39 307.55 364.53
Stabw. 23.13 78.65 82.38

Tabelle 21: Rohdaten der TEER-Werte der Cokultur in Qcm? nach Abzug des Blank-
Wertes und Einbeziehung der Well-Flidche nach dem ROUT Test sowohl von der TEER-

Messung mit der Chopstick Elektrode, als auch von jener mit dem Voltohmmeter.

Cokultur
TEER [Qcm?

Tag 7 Tag 14 Tag 21
126.00 308.25 330.75
92.25 249.30 274.50
170.40 303.90 246.00
144.60 230.00 285.90
133.20 254.20 282.00
132.60 250.50 285.90
116.60

Mittelwert 130.81 266.03 284.09

Stabw. 24.08 32.17 27.31




Anhang

Tabelle 22: Rohdaten der TEER-Werte der HT29-MTX-E12 in Qcm? nach Abzug des
Blank-Wertes und Einbeziehung der Well-Flache nach dem ROUT Test von der TEER-
Messung mit der Chopstick Elektrode.

HT29-MTX-E12
TEER [Qcm?
Tag 7 Tag 14 Tag 21
11.80 138.90 231.90
13.50 76.50 117.60
19.50 119.50 233.70
13.20 69.90 126.30
12.30 96.60 181.10
Mittelwert 14.06 100.28 178.12
Stabw. 3.12 29.00 55.54

i



Anhang

Tabelle 23: Rohdaten des Permeabilititskoeffizienten Papp in [10°° cm/sec] nach der 7-

tagigen Inkubation der CaCo-2 Monokultur, der HT29-MTX-E12 Monokultur und der

Cokultur mit Lucifer Yellow fiir 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten, nach dem ROUT Test.
Papp CaCo-2 Cokultur HT29-MTX-E12

[10°
12 12 12
cm/ | 15 30 | 60 | 90 15 30 | 60 | 90 15 | 30 | 60 | 90

S€C |

4. |86 | 13.|17. | 18. | 1. | 6.8 | 86 | 11. | 13. | 39. | 36. | 22. | 18. | 15.
491 0 | 73| 68 | 50 |47 O 5 |33 |48 | 48 | 61 | 71 20 | 06

2,162 12,18 | 17.|-2. |22 | 10. | 14. | 15. | 31. | 26. | 20. | 17. | 14.
251 4 | 46 | 57 | 52 |59 | 4 | 94 18 | 25 | 78 | 52 | 30 | 91 | 77

4. 179 |15.119.|20.| 0. | 43 | 11. | 14. | 16. | 19. | 30. | 35. | 33. | 32.
51 6 | 28 |36 |20 |20 7 | 72|19 |59 |8 |8 | 15| 10 | 63

5. 11.| 15.| 22. | 20. | 6. | 10. | 14. | 18. | 16. | 34. | 33. | 34. | 33. | 33.
89| 21 | 64 | 16 | 99 | 67| 90 | 91 | 47 | 02 | 36 | 25 | 36 | 86 | 47

-0. 35| 11. |72 12.-0.| 1.8 | 12. | 11. | 11. | 34. | 32. | 37. | 31. | 27.
10 9 29 7 |13 74| 7 |95 |70 59 | 8 | 32| 09 | 69 58

Mitt
el- | 3. 17513 | 17.[17. | 1. |52 | 11.| 14. | 14. | 32. | 31. | 29. | 26. | 24.
wer (40| 2 68 | 01 | 8 |00 4 |8 | 13 |59 | 07 |91 |92 |95 |70

Sta | 2. /28 18|57 |34 |3./37|23 2820|7336/ 7.7|81]92
bw. | 36 | 3 4 0 9 |50 3 3 8 4 5 8 9 6 1

il



Anhang

Tabelle 24: Rohdaten des Permeabilititskoeffizienten Papp in [10° cm/sec] nach der 14-

tagigen Inkubation der CaCo-2 Monokultur, der HT29-MTX-E12 Monokultur und der

Cokultur mit Lucifer Yellow fiir 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten, nach dem ROUT Test.
Papp CaCo-2 Cokultur HT29-MTX-E12

[10°¢
12 12 12
co/s | 15| 30 | 60 | 90 15130 60 | 90 15] 30 | 60 | 90

ec]

5.110.11. | 14. | 14. | 4. | 9. | 13. | 15. | 17. | 3. | 13. | 21. | 23. | 22.
57167 |71 | 06| 00 3201 99| 8 | 78 | 07| 05 | 42 | 16 | 76

S.| 11| 14. ) 15. | 15. | 1. | 9. | 14, 17. | 13. | 1. | 6.0 | 16. | 14. | 12.
9 | 16 | 08 | 17 | 21 | 97 | 29| 34 | 67 | 18 | 65| 3 | 51 | 39 | 96

1. |91 |15 (17.|16. | 2. | 8 |99 13. |15 | 0. | 2.8 | 17. | 19. | 18.
790 2 | 17 197 | 72 | 25|87 | 3 | 68| 5 8 | 9 | 05| 57 | 49

2.198 12, | 14. | 17. | 1. | & | 15. | 15. | 18 | 1. | 49 | 16. | 19. | 18.
21 5 | 70 | 95 | 41 |95 46 76 | 63 | 23 | 55| 8 | 28 | 57 | 75

-0.1 39| 85| 12. | 13. | 1. 13. | 14. | 15. 43. | 27. | 21. | 18.
23 3 6 92 | 49 | 50 92 | 04 | 48 43 | 32 | 98 | 75
Mit-
ol 3. 189 | 12. | 15. | 15. | 2. | 8 | 13. | 15. | 16. | 1. | 14. | 19. | 19. | 18.
e -
06 5 44 | 01 37 140 191 | 59 | 37 | 05 17908 | 72 | 73 | 34
wert

Stab| 2. 1292518 16 1.0 |21|16|20 0.|16.|47 33 34

v



Anhang

Tabelle 25: Rohdaten des Permeabilitéitskoeffizienten Papp in [10° cm/sec] nach der 21-

tagigen Inkubation der CaCo-2 Monokultur, der HT29-MTX-E12 Monokultur und der

Cokultur mit Lucifer Yellow fiir 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten, nach dem ROUT Test.
Papp CaCo-2 Cokultur HT29-MTX-E12

[10¢
em/s | 15130 60 | 90 | 120 | 1530 | 60 | 90 | 120 | 15|30 | 60 | 90 | 120
ec]

-0. | 7. 012 12. | 16. | -0. | 7. | 16. | 21. | 21. | -2. | 0. | 20. | 24. | 25.
29,091 04 | 94 | 75 81 62| 78 | 02 | 26 |25 73| 20 | 99 | 06

0. 5 |14.|19.|21.|-0.] 4. |12. | 16. | 16. | -0. | 1. | 14. | 17. | 16.
72178 10 | 06 | 91 | 23|95 71 | 30 | 21 |39 |8 | 03 | 29 | 09

-1 20 110 130 140 -1 ) 20 ) 130 17, 17,1 -0. | 2. | 7.6 | 14. | 19.
1140 19 | 28 | 76 |43 | 95|45 | 01 | 39 | 18 |28 | 5 | 92 | 06

0. 2. 11. | 13. | 15. | -1. | 3. | 14. | 18. | 18 | 0. | 2. | 10. | 14. | 14.
65|80 | 02 | 48 | 72 | 11102 97 | 60 | 67 | 75|72 14 | 16 | 94

0. |5 | 11.)17.)19.| 1. | 8& | 15. | 20. | 22. | 0. | 4. | 15. | 21. | 19.
23 /74| 51 | 90 | 39 |51 /39| 51 | 57 | 35 |08 20| 33 | 54 | 26

Mit-
1 0. 4. 11. |15 | 17. | -0. | 5. | 14. | 18. | 19. | -0. | 2. | 13. | 18. | 18.
tel-

22 176 | 97 | 33 71 | 41 | 39 | 68 | 70 18 | 40 | 35 | 47 | 58 88
wert

Stab | 0. | 2. | 1.2 2929 | 1.2 |16 |20]25| 1. |1 | 48|46 39




Anhang

Tabelle 26: Rohdaten der parazelluldren Permeabilitit %L Yvasat nach der 7-tdgigen Inku-
bation der CaCo-2 Monokultur, der HT29-MTX-E12 Monokultur und der Cokultur mit
Lucifer Yellow fiir 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten, nach dem ROUT Test.

% CaCo-2 Cokultur HT29-MTX-E12

LY 12 12 12
15130 | 60 | 90 15|30 | 60 | 90 15|30 | 60 | 90

basal 0 0 0

01/03/1019/25/00]02)06|12,1908|12|15|18|19
0 4 9 3 2 3 9 6 6 0 9 8 1 3 5

00/02}1020(22]-0./01,09]15/2107]09|14]|18|19
5 6 1 8 &8 1 06| 3 3 3 1 2 0 5 1 0

01103122127 /01]01,09]16|23|04]|12)26/|33]|44
0 2 4 0 6 5 9 7 1 1 5 0 6 6 7

0104122427 -0.104|11]20,20]07]|11)|26) 3445
3 5 2 8 4 102 3 6 1 5 7 7 0 9 7

01/09]05)19 0011111607 1.1]28)|3.0]|3.6
6 5 9 4 9 3 1 2 8 3 7 8 8
Mit-
el 00/03/11,18(24100(02]09|15/20]07|1.1/|22|27|33
e -
8 1 0 4 5 2 3 7 0 0 2 4 2 1 2
wert

Stab | 0.0 | 0.1 | 0.1 07/03]0.0|01|02]03]02)0.1]0.1|06|0.8] 1.3

vi



Anhang

Tabelle 27: Rohdaten der parazelluliren Permeabilitdt %L Ypasat nach der 14-tégigen In-
kubation der CaCo-2 Monokultur, der HT29-MTX-E12 Monokultur und der Cokultur mit
Lucifer Yellow fiir 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten, nach dem ROUT Test.

%
LY

basal

CaCo-2

Cokultur

HT29-MTX-E12

15

30

60

90

12

15

30

60

90

12

15

30

60

90

12
0

0.1

0.1

0.0

0.0

01

0.4
3

0.4
5

0.3
9

0.4
2

0.1
8

0.8
8

1.0

8

1.2

0.9

0.7

1.5

1.6

1.9

1.6

1.4

1.8

2.0

2.2

24

1.8

0.1

0.0

0.0

0.0

0.0

0.3
6

0.4
0

0.1
5

0.3
8

0.3
7

1.1

1

1.1

0.8

1.2

1.1

1.6
8

1.9
2

1.5
0

1.5
9

1.4

2.5

2.3

2.1

2.6

2.1

0.0

0.0

0.0

0.0

1.1

0.5
6

0.2
6

0.1
2

0.2
1

1.4

1.7
0

1.3

8

1.4

1.3

1.8

24
2

1.9
4

2.0
2

2.0
7

2.2

3.0
9

2.3

3

24

2.5

24

Mit-
tel-

wert

0.0

0.3
7

0.9

1.6

2.0

0.0

0.3
3

1.0

1.6

2.3

0.2

0.5

1.5

2.1

2.5

Stab

0.0

0.1

0.1

0.1

0.2

0.0

0.1

0.1

0.1

0.1

0.4

0.5

0.2

0.1

0.3

vii
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Tabelle 28: Rohdaten der parazelluliren Permeabilitdt %L Ypasat nach der 21-tégigen In-
kubation der CaCo-2 Monokultur, der HT29-MTX-E12 Monokultur und der Cokultur mit
Lucifer Yellow fiir 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten, nach dem ROUT Test.

% CaCo-2 Cokultur HT29-MTX-E12

LY 12 12 12
15 | 30 | 60 | 90 15 1 30| 60 | 90 15 30 | 60 | 90

basal 0 0 0

-0. 103/09|13}24) 0. 103132228 -0. 02|17 26|34
01 2155 5102 |5 6 | 7| 8 | 05 1 3 5 1

0. 102{09,20|30| -0. 102101721 | -0. | 0.1]12]|1.8]2.1
02 | 56| 9 | 7] 01 3 516 | 8] 01 3 1 3 3

-0. 101/09|13}20 -0. 101111823 ] 0. |00)0.6]|1.7]27
03 |2 /41|09 8 03 |5 S512 1|7 003 713 1

-0. 101/09|14}22) 0. 101121925 0. |00]/08 1520
01 3 3 3 3103 |5 971|402 |8 8|44

0. |02 20126 0. [03]12(2230| 0. [0.1]13/23|24
01 6 3 4 03 6 4 6 8 00 0 4 5 9
Mit-
el 0. 1021091625 -0. 102122026 -0. |0.1|1.1]20]25
e -
00 2 4 6 0 01 5 2 2 1 01 1 7 2 6
wert

Stab | 0. 100000303 0. 1 01]01/02[03] 0. |00/|04]04]0.5

viii
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Tabelle 29: Rohdaten des CaCo-2 MTT in [%] Vitalitidt von Sucrose ds, Sucrose dm,
NHDC ds, NHDC &m, Reb M &s, Reb M dm, Sucralose &s, Sucralose 4m bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle K = Medium oder Kpmso = K + 0.1% DMSO nach dem ROUT

Test.

Vitali-
tat [%]

Kbmso

Sucrose

NHDC

Reb M

Sucralose

as

am

as

am

as

am

as

am

90.60
98.36
111.04
96.11
100.21
103.68
95.01
121.79
83.20
106.71
102.09
91.21

137.00
76.43
86.57
78.76
102.83
118.41
98.52
101.62
99.87
88.92
93.81
117.27

111.42
128.30
95.90
101.92
122.33
107.25
75.81
81.49
76.87
92.11
146.61
83.38

98.66
81.54
87.29
110.72
111.39
107.01
64.98
115.23
76.19
95.23
103.02
97.44

94.28
90.91
84.95
62.66
64.06
77.68
66.97
72.13
76.79
87.06
89.01
105.20

99.82
89.34
74.94
83.17
78.90
72.20
79.28
79.89
95.26
110.97
106.16
101.58

103.48
76.98
97.60
72.34
75.03
84.25
81.03
80.70
86.55
83.35
74.25

92.62
102.46
110.51
98.15
93.22
96.51
92.83
87.19
86.18
90.42
89.49
103.96

87.97
91.30
100.67
74.64
75.66
79.60
79.60
81.71
70.00
69.39
69.70
89.37

75.11
77.28
90.83
86.31
73.84
54.39
72.45
90.97
79.57
87.62
118.91
111.87

Mittel-

wert

100

100

101.95

95.73

80.97

89.29

83.23

95.29

80.80

84.93

Stabw.

17.49

10.23

22.22

15.5

13.16

13.09

9.72

7.33

9.85

17.47

X



Anhang

Tabelle 30: Rohdaten des Cokultur MTT in [%] Vitalitiat von Sucrose ds, Sucrose dm,
NHDC ds, NHDC &m, Reb M &s, Reb M dm, Sucralose &s, Sucralose 4m bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle K = Medium oder Kpmso = K + 0.1% DMSO nach dem ROUT
Test.

Vitali- Sucrose NHDC Reb M Sucralose
. K | Kbwmso
tit [%] as am as am as am as am

99.40 | 111.68 | 96.83 | 115.03 | 81.21 | 99.84 | 125.59| 78.63 | 75.82 | 90.99
99.10 | 112.28 | 95.49 | 84.62 | 79.62 | 97.15 | 90.48 | 80.43 | 57.25 | 70.11
101.50 | 102.42 | 88.93 | 80.49 | 81.86 | 98.55 | 114.68| 71.40 | 74.78 | 58.54
113.71 | 104.08 | 98.57 | 106.11 | 88.26 | 70.21 | 93.66 | 81.91 | 74.26 | 86.90
88.80 | 93.50 | 94.63 | 85.54 | 93.11 | 96.07 | 86.59 | 93.58 | 77.53 | 75.54
97.49 |101.47| 93.68 | 93.33 | 92.30 | 89.98 | 99.37 | 84.18 | 82.35 | 85.51
102.83 | 98.14 | 93.21 | 90.89 | 94.11 | 87.64 | 100.95| 99.84 | 85.98 | 91.05
95.83 |100.39|107.47| 98.73 | 129.09 | 94.66 | 85.42 | 96.36 | 93.65 | 89.21
101.34 | 97.64 | 98.29 | 94.14 | 100.91 | 98.24 |124.09|107.17| 90.60 | 91.92
103.48 | 97.99 | 97.37 |105.53 | 89.96 | 94.56 | 87.30 | 87.38 | 74.79 | 93.87
104.76 | 104.37 1 101.04 | 91.83 | 81.88 | 91.97 | 86.14 | 100.77 | 73.30 | 88.86
91.75 | 102.37 | 86.42 | 93.92 | 76.52 | 87.43 | 88.75 | 90.93 | 66.32 | 77.92
108.82 | 97.85 | 93.88 | 87.57 | 105.67|107.38 | 100.91 | 93.84 | 98.70 | 115.60
112.02 | 99.78 | 90.45 | 119.21 | 98.91 | 102.64 | 110.04 | 103.67 | 103.99 | 105.93
79.16 101.79 1 105.85|113.47 | 104.90 | 94.39 | 105.95|107.23

Mittel-
100 | 101.71] 95.45 | 96.58 | 93.28 | 95.32 | 99.92 | 90.97 | 82.35 | 88.61
wert

Stabw. | 890 | 523 | 526 | 11.14 | 13.61 | 9.87 | 13.58 | 10.15 | 13.93 | 14.57




Anhang

Tabelle 31: Rohdaten der SLC5A1 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von K = Medium; Kpmso
=K + 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC 4s, NHDC dam, Reb M &ds, Reb M
dm, Sucralose ds, Sucralose 4m normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kon-
trolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung
K | Kpmso

der Genex- as am as am as am as am

pression
1 Woche |635.91 73.31 |51.43 | 33.58 | 25.25 | 25.46 | 42.94 | 36.46 | 35.05 | 20.85

62.85| 75.94 | 54.47 | 26.60 | 34.35 | 27.02 | 47.08 | 38.5 | 36.63 | 19.15
63.54 | 75.06 | 56.10 | 48.85 | 34.54 | 26.76 | 48.99 | 49.83 | 36.76 | 19.28
29.34 | 5997 | 54.16 | 42.74 | 53.97 | 28.74 | 76.67 | 42.47 | 22.58 | 42.81
30.61 | 59.53 |56.77 | 46.44 | 53.22 | 29.34 | 74.81 | 44.81 | 21.70 | 44.15
29.16 | 5832 | 59.87 | 61.25 | 55.94 | 27.85 | 75.22 | 59.80 | 22.53 | 43.19
23.72 | 30.62 | 30.30 | 19.57 | 30.98 | 34.46 | 27.39 | 18.80 | 19.96 | 21.01
23.62| 29.82 | 30.50 | 19.98 | 31.52 | 36.43 | 28.07 | 20.07 | 20.93 | 21.10
2426 | 29.96 | 32.47 | 28.86 | 30.66 | 35.19 | 28.11 | 26.99 | 19.39 | 20.23

51.42 | 33.83 | 32.04 | 23.20 | 33.16 33.98 | 25.5 | 33.36 | 3548
51.76 | 34.10 | 32.15 | 22.92 | 33.30 34.58 | 26.57 | 33.16 | 35.99
51.41| 35.03 | 33.00 | 31.45 | 34.95 34.44 | 34.02 | 33.92 | 3241

Mittelwert | 42.30 | 49.62 | 43.60 | 33.79 | 37.65 | 30.14 | 46.02 | 35.32 | 28.00 | 29.64

Stabw. |17.01| 19.13 | 12.56 | 13.23 | 10.42 | 4.10 | 19.17 | 1248 | 7.26 | 10.36
86.72| 65.28 | 63.81 | 60.00 | 64.91 | 44.09 | 59.96 | 79.13 | 38.64 | 32.66
43.24 | 64.71 | 62.93 | 62.37 | 64.80 | 42.98 | 59.92 | 58.93 | 38.16 | 32.99
40.76 | 68.40 | 65.98 | 58.27 | 65.22 | 51.60 | 60.39 | 62.56 | 36.56 | 39.41
53.89| 54.80 | 55.43 | 51.54 | 82.42 | 48.39 | 47.09 | 46.99 | 47.73 | 38.56
2797 | 53.83 | 55.45 | 53.12 | 82.96 | 48.54 | 45.26 | 50.55 | 48.26 | 38.07
2 Wochen [28.80| 55.17 | 54.83 | 53.50 | 90.01 | 55.74 | 47.03 | 52.71 | 49.41 | 41.71
38.28 | 57.22 | 43.43 | 70.76 | 50.30 | 38.08 | 34.30 | 47.75 | 44.62 | 38.79
35.75| 54.27 |53.30 | 72.81 | 43.88 | 37.35 | 38.8 | 44.89 | 43.63 | 36.83
35.24 | 56.75 | 54.28 | 70.26 | 51.12 | 45.63 | 41.17 | 48.48 | 45.73 | 42.46
44.76 53.97 40.02 | 48.98 | 44.35
53.84 47.28 | 46.6
5391 50.08 | 50.97

xi



Anhang

Mittelwert | 58.18 | 58.94 | 56.61 | 61.40 | 63.11 | 45.82 | 48.21 | 53.20 | 44.92 | 40.28
Stabw. |35.15] 559 | 6.85 | 820 | 1487 | 6.01 | 9.79 | 11.22 | 4.72 5.32
18.01| 36.33 | 27.27 | 12.31 | 25.8 | 20.48 | 15.39 | 13.30 | 24.15 | 19.13
18.98| 37.55 | 27.29 | 12.55| 26.02 | 20.68 | 16.05 | 12.64 | 23.48 | 19.49
17.71| 37.89 | 28.34 | 12.50 | 27.09 | 20.22 | 16.18 | 13.49 | 23.68 | 20.35
50.89| 60.86 | 34.72 | 27.44 | 68.22 | 75.83 | 73.51 | 77.30 | 70.50 | 81.41
51.70| 63.86 | 34.34 | 41.60 | 67.45 | 82.69 | 71.83 | 51.06 | 68.35 | 78.58
3 Wochen |51.66| 65.79 | 36.78 | 42.23 | 63.36 | 84.21 | 76.30 | 80.36 | 70.85 | 102.79
33.48| 97.67 | 42.81 | 30.59 | 30.07 | 30.34 | 94.01 | 91.27 | 108.42 | 101.32
34.37|100.74 | 47.34 | 34.59 | 30.47 | 34.29 | 92.68 | 88.53 | 103.87 | 100.85
30.88 | 104.03 | 50.06 | 36.53 | 32.5 | 33.69 | 97.89 | 43.73 | 109.51 | 103.86
50.37| 51.94 53.06 | 53.75 | 45.36 | 53.04 | 41.99 | 54.06 | 38.00
50.24 | 52.29 52.73 | 54.62 | 45.24 | 54.49 | 43.93 | 51.35 | 37.86
47.99 | 53.37 53.75 | 54.18 | 44.51 | 54.90 52.48 | 39.21
Mittelwert | 38.02 | 63.53 | 36.55 | 34.16 | 44.46 | 44.79 | 59.69 | 50.69 | 63.39 | 61.90
Stabw. | 14.14| 24.57 | 8.56 | 15.62 | 17.24 | 23.69 | 30.44 | 30.11 | 31.60 | 3591

Xii



Anhang

Tabelle 32: Rohdaten der SLC5A1 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von Sucrose ds, Sucrose
am, NHDC as, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert
und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung

der Genex- as am as am as am as am

pression

0.80 0.52 0.91 0.94 0.57 0.49 0.47 0.28
0.85 0.41 0.90 0.92 0.63 0.51 0.49 0.26
0.88 0.76 0.94 0.92 0.66 0.67 0.49 0.26
1.82 1.44 1.03 0.95 1.29 0.72 0.38 0.72
1.91 1.56 1.05 0.97 1.26 0.76 0.37 0.74
2.02 2.06 1.02 0.92 1.27 1.01 0.38 0.73
1 Woche
1.27 0.82 0.97 1 0.91 0.62 0.66 0.70
1.28 0.84 0.97 1.06 0.93 0.67 0.69 0.70

1.36 1.21 1.02 1.03 0.93 0.90 0.64 0.67

0.62 0.45 0.99 0.74 0.97 1.03
0.62 0.44 1.01 0.77 0.97 1.05
0.64 0.61 1 0.99 0.99 0.94

Mittelwert 1.17 0.93 0.98 0.97 0.95 0.74 0.63 0.67
Stabw. 0.52 0.53 0.05 0.05 0.24 0.17 0.24 0.28

1.23 1.66 0.40 0.75 0.98 0.7 0.72 0.20
1.23 1.83 0.40 0.83 0.99 0.74 0.73 0.20
1.27 1.28 0.4 0.98 0.97 0.48 0.75 0.24
1.39 1.31 1.25 0.67 0.91 0.89 0.82 0.58
1.37 1.36 1.25 0.65 0.91 0.95 0.80 0.58
2 Wochen 1.44 1.27 1.36 0.78 0.91 0.71 0.84 0.63
1.75 1.63 0.92 0.89 0.86 0.93 0.87 0.71
1.75 1.68 0.80 0.89 0.83 0.97 0.84 0.67
1.73 1.69 0.94 1.02 0.86 0.87 0.89 0.78

1.13 1.83 0.96 0.68 0.61 0.80 0.79
1.38 1.89 0.96 0.67 0.69 0.86 0.83
1.41 1.82 0.96 0.81 0.73 0.71 091

Mittelwert 1.42 1.60 0.88 0.8 0.86 0.8 0.81 0.59

Xiii
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Stabw. 0.21 0.24 0.34 0.13 0.12 0.14 0.06 0.25
1.50 0.68 0.69 0.55 0.41 0.36 1.11 0.51
1.50 0.69 0.70 0.56 0.43 0.34 1.08 0.52
1.55 0.69 0.73 0.54 0.43 0.36 1.12 0.55
1.88 0.53 1.07 1.19 1.16 1.22 1.08 1.28
1.82 0.81 1.06 1.30 1.13 0.80 1.03 1.24
3 Wochen 1.90 0.82 1 1.33 1.20 1.27 1.09 1.62
1.06 0.93 0.30 0.30 0.93 0.91 1.03 1.01
1.04 1.05 0.30 0.34 0.92 0.88 0.98 1
1.12 1.11 0.32 0.33 0.97 0.83 1 1.03
0.86 1.07 1.02 0.86 1.01 0.8 0.72
0.96 1.06 1.04 0.86 1.04 0.84 0.72
1.01 1.09 1.03 0.85 1.04 0.75
Mittelwert 1.35 0.88 0.77 0.75 0.89 0.78 0.95 1.04
Stabw. 0.38 0.20 0.31 0.37 0.29 0.32 0.19 0.30

X1V



Anhang

Tabelle 33: Rohdaten der SLC5A1 qRT-PCR der Cokultur von K = Medium; Kpmso =K
+ 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC ds, NHDC dm, Reb M ds, Reb M 4m,

Sucralose &s, Sucralose am normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle

nach dem ROUT Test.
x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose
Anderung
der Genex- % | Rouso as am as am as am as am
pression
33.22 | 45.53 | 28.01 | 19.42 | 20.11 | 24.54 | 30.85 | 21.44 | 19.78 | 18.60
37.87 | 45.00 | 26.32 | 25.14 | 20.31 | 26.28 | 30.84 | 27.78 | 19.82 | 18.18
36.74 | 46.35 | 17.05 | 11.25 | 18.30 | 16.93 | 20.49 | 13.97 | 22.37 | 30.16
18.79 | 28.64 | 17.62 | 11.21 | 19.11 | 16.65 | 21.28 | 14.62 | 23.75 | 31.05
18.75] 29.46 | 19.31 | 1691 | 19.08 | 16.37 | 21.94 | 19.95 | 22.75 | 30.47
| Woche 194 | 2985 | 840 | 6.16 | 822 | 9.02 | 833 | 6.26 | 564 | 7.88
922 | 9.65 | 849 | 599 | 838 | 943 | 872 | 576 | 575 | 8.32
9.35 | 9.81 9.21 | 931 | 851 | 9.06 | 898 | 7.55 | 5.68 | 8.18
9.16 | 990 | 248 | 143 | 294 | 3.05 | 2.76 | 1.77 | 2.01 | 2.31
225 | 258 | 251 | 138 | 3.02 | 3.02 | 280 | 1.80 | 2.08 | 2.34
215 | 259 | 262 | 208 | 3.10 | 2.86 | 2.80 | 245 | 196 | 245
2.09 | 2.74 | 28.01 | 19.42 | 20.11 | 24.54 | 30.85 | 21.44 | 19.78 | 18.6
Mittelwert | 16.58 | 21.84 | 14.13 | 10.78 | 12.61 | 13.62 | 15.80 | 11.81 | 12.56 | 14.74
Stabw. 17.61 | 13.28 | 9.81 | 790 | 7.51 | 888 | 11.28 | 8.76 | 9.29 | 11.17
39.68 | 67.92 | 39.68 | 76.79 | 69.13 | 94.14 | 51.15 | 45.51 | 57.58 | 51.66
49.66 | 71.73 | 49.66 | 76.67 | 68.2 | 95.07 | 61.94 | 46.1 | 51.53 | 53.36
21.63 | 31.54 | 21.63 | 31.66 | 34.43 | 46.89 | 31.77 | 29.87 | 30.75 | 39.23
21.31 | 31.33 | 21.31 | 32.58 | 35.17 | 45.40 | 32.51 | 29.49 | 31.36 | 38.49
28.85 | 32.58 | 28.85 | 33.13 | 35.01 | 41.75 | 39.78 | 30.93 | 28.92 | 40.14
2 Wochen | 6.67 | 12.72 | 6.67 | 10.58 | 10.34 | 11.63 | 837 | 929 | 9.83 | 9.42
6.61 | 12.58 | 6.61 | 10.59 | 11.03 | 11.69 | 8.81 | 9.13 | 10.98 | 9.56
8.92 | 12.86 | 892 | 9.78 | 10.55 | 11.96 | 10.66 | 9.71 | 9.36 | 9.69
7.33 | 10.26 | 7.33 | 10.31 | 9.21 | 10.24 | 841 | 7.19 | 8.22 | 10.54
7.24 | 10.37 | 7.24 | 10.67 | 10.13 | 10.20 | 853 | 6.97 | 8.66 | 10.51
9.53 | 1095 | 9.53 | 10.62 | 947 | 1042 | 1043 | 6.97 | 7.32 | 11.10
39.68 | 67.92 | 39.68 | 76.79 | 69.13 | 94.14 | 51.15 | 45.51 | 57.58 | 51.66

XV
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Mittelwert

20.60

31.02

32.24

29.38

40.30

27.15

23.02

26.32

27.95

27.53

Stabw.

15.51

24.51

27.82

23.01

35.71

20.50

16.52

20.65

19.22

21.98

3 Wochen

45.04
46.07
46.05
42.51
42.06
20.62
22.58
23.28
32.13
21.22
20.79
45.04

34.74
35.84
39.05
40.91
41.32
23.11
23.79
23.72
20.32
20.76
21.69
34.74

56.72
53.94
56.91
36.31
34.66
38.96
24.71
22.62
24.53
22.55
21.92
22.79

38.79
37.82
40.16
32.26
3241
34.00
25.40
26.11
26.45
22.17
23.30
24.90

51.34
50.05
51.68
36.2
35.95
36.60
22.88
23.82
23.98
22.77
23.10
23.52

45.54
47.23
48.75
30.21
40.95
41.17
24.41
25.62
25.15
23.41
23.40
23.82

26.71
26.68
27.17
22.23
21.87
22.50
21.62
21.18
21.61

47.6
50.46
52.46
36.54
34.73
36.43
24.46
23.93
26.24
24.82
24.45

26.4

51.85
5141
52.86
39.88
39.70
40.15
18.65
17.59
18.84
29.53
29.28
29.74

45.35
44.97
46.54
42.8
43.43
45.36
22.22
20.17
22.81
27.95
26.29
28.63

Mittelwert

34.13

29.95

34.72

30.31

33.49

33.30

23.51

34.04

34.96

34.71

Stabw.

11.64

8.40

14.05

6.39

11.93

10.46

2.54

10.85

13.03

10.77

XVvi



Anhang

Tabelle 34: Rohdaten der SLC5A1 qRT-PCR der Cokultur von Sucrose ds, Sucrose dm,
NHDC ds, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert und
bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung

der Genex- as am as am as am as am

pression

0.76 0.53 0.44 0.58 0.65 0.40 0.42 0.37
0.78 0.54 0.44 0.54 0.68 0.47 0.43 0.41
0.73 0.70 0.45 0.58 0.68 0.61 0.43 0.40
0.90 0.59 0.62 0.58 0.70 0.48 0.76 1.03
0.93 0.59 0.65 0.57 0.73 0.50 0.81 1.06
1.02 0.89 0.65 0.56 0.75 0.68 0.78 1.04
1 Woche
0.91 0.67 0.84 0.92 0.85 0.64 0.58 0.81
0.92 0.65 0.86 0.96 0.89 0.59 0.59 0.85

1 1.01 0.87 0.93 0.92 0.77 0.58 0.84
1.15 0.66 1.11 1.16 1.05 0.67 0.76 0.88
1.16 0.64 1.15 1.14 1.06 0.68 0.79 0.89

1.21 0.96 1.17 1.09 1.06 0.93 0.74 0.93

Mittelwert | 0.96 0.70 0.77 0.80 0.83 0.62 0.64 0.79
Stabw. 0.16 0.16 0.27 0.26 0.16 0.15 0.15 0.25

1.64 1.12 1.37 0.77 0.65 0.89 0.75 0.84
1.32 1.55 1.36 0.74 0.66 0.83 0.75 0.84
1.36 1.53 1.38 0.90 0.67 0.75 0.77 0.85
1.38 1.44 1.47 1 0.73 0.97 1.23 1.06
1.43 1.47 1.43 1.02 0.72 0.99 1.21 1.09
2 Wochen 1.43 1.46 1.31 1.25 0.76 0.91 1.26 1.24
1.32 1.40 0.91 0.66 0.68 0.77 0.74 0.61
1.28 1.49 0.92 0.69 0.66 0.86 0.75 0.63
1.33 1.43 0.94 0.84 0.66 0.74 0.76 0.69

1.32 1.15 0.97 0.80 0.78 1 0.70
1.26 0.97 0.81 0.82 1 0.73
1.18 0.99 0.99 0.7 1.05 0.82

Mittelwert 1.38 1.37 1.17 0.87 0.69 0.83 0.94 0.84

Xvil
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Stabw. 0.10 0.15 0.23 0.17 0.04 0.09 0.21 0.20
1.23 0.84 1.47 1.30 1.72 1.36 1.48 1.30

1.17 0.82 1.43 1.35 1.73 1.45 1.47 1.29

1.23 0.87 1.48 1.40 1.78 1.50 1.51 1.33

0.83 0.74 0.90 0.75 0.66 0.90 0.99 1.06

0.80 0.74 0.89 1.01 0.66 0.86 0.98 1.07

3 Wochen 0.89 0.78 0.91 1.02 0.67 0.90 0.99 1.12
1.12 1.15 0.97 1.04 0.94 1.04 0.79 0.94

1.02 1.18 1.01 1.09 0.93 1.02 0.75 0.86

1.11 1.19 1.02 1.07 0.96 1.11 0.8 0.97

0.91 0.90 1.09 1.12 1.03 1.19 1.41 1.34

0.89 0.94 1.10 1.12 1.01 1.17 1.40 1.26

0.92 1.01 1.12 1.14 1.03 1.26 1.42 1.37

Mittelwert 1.01 0.93 1.12 1.12 1.09 1.15 1.17 1.16
Stabw. 0.16 0.17 0.22 0.17 0.42 0.22 0.31 0.18

Xviii
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Tabelle 35: Rohdaten der SLC2A2 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von K = Medium; Kpmso
=K + 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC 4s, NHDC dam, Reb M &ds, Reb M
dm, Sucralose ds, Sucralose 4m normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kon-

trolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung
K | Kbmso

der Genex- as am as am as am as am

pression

196 | 350 | 1.56 | 1.61 | 149 | 1.78 | 239 | 231 | 127 | 1.37
1.63 | 328 | 142 | 209 | 1.57 | 1.69 | 1.92 | 243 | 124 | 1.62
196 | 284 | 1.16 | 1.85 | 142 | 1.60 | 2.11 | 2.12 | 1.17 | 1.60
140 | 148 | 237 | 193 | 1.75 | 1.78 | 240 | 194 | 095 | 0.86
1.52 | 148 | 225 | 1.79 | 1.65 | 1.89 | 2.19 | 1.77 | 1.03 | 0.84
142 139 | 220 | 1.82 | 1.58 | 1.75 | 197 | 195 | 1.19 | 1.13
.12} 1.30 | 1.82 | 142 | 1.32 | 1.37 | 1.27 | 1.29 | 0.89 | 1.22
1.04 | 1.31 1.50 | 1.55 | 149 | 135 | 1.25 | 1.33 | 0.80 | 1.36

1 Woche

121 1.04 | 146 | 149 | 143 | 1.34 | 133 | 1.39 | 091 | 1.32
237 1.73 | 1.84 | 2.02 | 1.88 | 1.69 | 1.81 | 1.70 | 1.67 | 1.49
233 | 188 | 1.72 | 193 | 1.80 | 1.76 | 1.85 | 1.74 | 1.74 | 142
249 | 1.79 | 1.65 | 1.88 | 147 | 1.81 | 1.84 | 1.74 | 1.70 | 1.38

Mittelwert | 1.70 | 192 | 1.75 | 1.78 | 1.57 | 1.65 | 1.86 | 1.81 | 1.21 | 1.30

Stabw. 051 082 | 037 | 022 | 0.17 | 0.19 | 040 | 036 | 033 | 0.25

4.06 | 484 | 7.03 | 580 | 8.84 | 20.58 | 3.26 | 4.69 | 2.86 | 4.61
4.09 | 471 | 7.13 | 547 | 8.66 | 20.54 | 324 | 490 | 2.61 | 4.78
411 | 430 | 753 | 6.03 | 845 | 21.19 | 296 | 444 | 276 | 5.14
345 | 535 | 433 | 422 | 6.64 | 0.01 | 290 | 3.54 | 2.82 | 0.34
355 | 484 | 441 | 401 | 6.10 | 001 | 323 | 324 | 2.64 | 035
2 Wochen | 3.66 | 493 | 432 | 427 | 577 | 0.01 | 299 @ 336 | 2.75 | 041

635 | 587 | 522 | 488 | 222 | 3.53 3.19 | 2.70 | 3.26
636 | 5.78 | 519 | 494 | 291 | 3.60 3.11 | 2.86 | 3.23
6.52 | 5.75 | 487 | 537 | 3.02 | 340 3.00 | 2.55 | 3.39
3.86 | 5.50 3.02 | 4.08
3.79 | 5.88 2.80 | 4.07
3.68 | 5.81 295 | 432

Xix



Anhang

Mittelwert | 4.68 | 5.15 | 5.56 | 5.00 | 533 | 7.50 | 3.10 | 3.72 | 2.78 | 3.17
Stabw. 132 056 | 1.30 | 0.72 | 241 | 828 | 0.16 | 0.74 | 0.14 | 1.79
556 | 10.17 | 7.73 | 498 | 10.61 | 533 | 698 | 5.69 | 573 | 3.52
588 | 1082 | 7.62 | 499 | 10.75| 544 | 7.07 | 5.86 | 536 | 3.49
573 | 10.68 | 7.73 | 540 | 10.55| 558 | 697 | 6.12 | 559 | 3.57
344 230 | 9.10 | 6.03 | 7.17 | 6.56 | 637 | 6.77 | 823 | 4.12
351 234 | 879 | 6.18 | 654 | 734 | 583 | 692 | 837 | 3.81
3 Wochen | 324 | 245 | 875 | 620 | 635 | 8.05 | 568 | 7.24 | 9.02 | 4.17
746 | 347 | 537 | 561 | 433 | 413 | 336 | 3.11 | 391 | 2.82
7.69 | 335 | 544 | 547 | 413 | 443 | 328 | 3.06 | 3.74 | 2.66
779 338 | 549 | 545 | 402 | 483 | 3.10 | 3.12 | 3.85 | 3.00
6.62 | 879 | 9.08 | 522 | 537 | 553 | 10.66 | 6.51 | 7.87
692 | 901 | 878 | 529 | 525 | 576 | 9.73 | 632 | 7.62
7.08 | 937 | 899 | 522 | 524 | 628 | 990 | 6.54 | 7.76
Mittelwert | 591 | 634 | 7.74 | 550 | 6.69 | 5.77 | 6.58 | 5.60 | 642 | 3.46
Stabw. 1.68 | 3.68 | 149 | 042 | 256 | 1.14 | 2.57 | 1.57 | 1.94 | 0.54

XX
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Tabelle 36: Rohdaten der SLC2A2 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von Sucrose &s, Sucrose
am, NHDC as, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert
und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung

der Genex- as am as am as am as am

pression

0.85 0.87 0.47 0.56 0.74 0.72 0.40 0.43
0.77 1.13 0.49 0.53 0.60 0.76 0.39 0.50
0.63 1 0.44 0.50 0.66 0.66 0.36 0.50
1.63 1.33 1.21 1.23 1.66 1.34 0.65 0.59
1.55 1.24 1.14 1.30 1.51 1.22 0.71 0.58
1.52 1.25 1.09 1.21 1.36 1.34 0.82 0.78
1 Woche
1.62 1.26 1.09 1.13 1.04 1.06 0.73 1

1.34 1.38 1.22 1.11 1.03 1.09 0.66 1.12

1.30 1.33 1.18 1.10 1.09 1.15 0.74 1.08

0.77 0.84 1.04 0.94 1 0.95 0.93 0.83
0.72 0.80 1 0.98 1.03 0.97 0.97 0.79
0.69 0.78 0.82 1 1.02 0.97 0.95 0.77

Mittelwert 1.12 1.10 0.93 0.96 1.06 1.02 0.69 0.75
Stabw. 0.41 0.23 0.30 0.28 0.32 0.23 0.22 0.23

1.24 1.28 0.37 0.87 1.35 0.68 0.61 0.19
1.26 1.33 0.37 0.87 1.31 0.71 0.57 0.20
1.32 1.37 0.36 0.90 1.36 0.61 0.60 0.22
1.72 1.42 1.44 0.70 0.65 1.02 0.54 0.07
1.75 1.34 1.32 0.71 0.64 1.06 0.57 0.08
2 Wochen 1.84 1.48 1.25 0.67 0.59 0.96 0.51 0.09
1.22 1.19 0.44 0.95 0.50 0.70 0.52 0.65
1.24 1.13 0.58 1.01 0.56 0.64 0.48 0.64

1.22 1.20 0.60 1 0.52 0.67 0.51 0.67
0.81 0.76 0.66 0.55 0.70
0.81 0.77 0.65 0.54 0.70
0.76 0.84 0.63 0.52 0.74

Mittelwert 1.27 1.18 0.72 0.64 0.83 0.72 0.44 0.41

xxi
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Stabw. 0.36 0.25 0.39 0.40 0.39 0.19 0.20 0.29
1.35 0.87 1 0.50 0.66 0.54 0.54 0.33

1.33 0.87 1.02 0.52 0.67 0.55 0.51 0.33

1.35 0.94 1 0.53 0.66 0.58 0.53 0.34

2.68 0.73 3.04 2.78 0.99 0.91 1.15 1.75

2.59 0.72 2.77 3.11 0.96 0.90 1.10 1.61

3 Wochen 2.58 0.71 2.69 341 0.91 0.92 1.13 1.77
0.70 0.76 1.27 1.21 1.18 0.72 0.87 0.83

0.71 0.77 1.21 1.30 1.07 0.70 0.84 0.78

0.72 0.76 1.18 1.42 1.09 0.72 0.86 0.88

1.32 0.59 0.61 0.85

1.28 0.58 0.64 0.83

1.31 0.58 0.69 0.86

Mittelwert 1.49 0.79 1.41 1.39 0.91 0.73 0.84 0.93
Stabw. 0.73 0.08 0.89 1.09 0.20 0.15 0.26 0.52

xxil
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Tabelle 37: Rohdaten der SLC2A2 qRT-PCR der Cokultur von K = Medium; Kpmso =K
+ 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC ds, NHDC dm, Reb M ds, Reb M 4m,

Sucralose &s, Sucralose am normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle

nach dem ROUT Test.
x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose
Anderung
der Genex- K| fowso as am as am as am as am
pression
0.80 | 0.68 | 055 | 041 | 034 | 047 | 0.67 | 0.55 | 0.38 | 0.37
085 059 | 055 | 041 | 039 | 043 | 0.67 0.6 0.25 | 041
0.82 | 066 | 054 036 | 036 | 042 | 0.65 | 0.69 | 0.39 | 042
0.82 | 026 | 0.69 | 075 | 0.37 | 055 | 0.94 | 1.01 | 0.79 | 041
081 | 029 | 0.61 | 074 | 034 | 0.58 | 098 | 1.04 | 0.77 | 042
| Woche 0.87 | 020 | 066 | 0.73 | 037 | 0.63 | 092 | 1.07 | 0.75 | 0.50
0.73 ] 078 | 094 | 084 | 0.75 | 095 | 0.76 | 0.76 | 0.69 | 0.46
0.76 | 0.85 | 083 | 096 | 0.76 | 094 | 083 | 0.74 | 0.65 | 045
0.81 | 0.71 0.82 | 093 | 0.66 | 0.86 | 0.82 | 0.79 | 0.65 | 0.44
0.60 | 0.51 0.55 | 0.63 | 055 | 0.62 | 0.50 | 0.58 | 0.40
0.56 | 055 | 062 | 0.56 | 0.59 | 053 | 0.62 | 0.47
0.56 | 049 | 059 | 0.56 | 0.65 | 045 | 0.57 | 0.45
Mittelwert | 0.79 | 0.55 | 0.65 | 0.66 | 0.50 | 0.64 | 0.72 | 0.75 | 0.55 | 0.43
Stabw. 0.08 | 0.21 0.14 | 020 | 0.16 | 0.18 | 0.18 | 0.19 | 0.18 | 0.04
271 | 3.24 1.89 | 3.16 | 396 | 329 | 236 | 333 | 233 | 2.64
2.60 | 3.19 | 2.05 | 3.11 | 3.65 | 3.31 | 255 | 331 | 229 | 2.62
2.74 | 3.12 1.92 | 321 | 381 | 3.18 | 2.56 | 298 | 2.46 | 2.56
3.70 | 3.05 325 | 3.65 | 473 | 238 | 1.73 | 2.05 2.6 1.20
3.65| 2.73 327 | 379 | 440 | 244 | 1.72 | 2.08 | 2.54 | 1.25
2 Wochen | 3.56 | 2.85 310 | 373 | 436 | 244 | 1.59 | 1.72 | 2.50 | 1.17
3.02 | 423 352 | 349 | 412 | 3.16 | 326 | 3.33 | 3.07 | 2.96
312 | 387 | 352 | 353 | 358 | 324 | 3.06 | 331 | 296 | 2.83
299 | 396 | 3.67 | 353 | 372 | 328 | 293 | 2.74 | 3.22 | 2.80
1.88 | 2.02 | 2.57 | 220 | 231 | 2.16 | 2.07 | 198 | 1.56 | 1.32
212 ] 190 | 248 | 224 | 224 | 231 1.83 1.98 | 1.61 1.38
208 | 209 | 249 | 239 | 227 | 222 | 2.16 | 1.70 | 1.75 | 141

XXiii
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Mittelwert | 2.85 | 3.02 | 2.81 | 3.17 | 3.60 | 2.78 | 2.32 | 2.54 | 241 | 2.0l
Stabw. 0.61| 0.76 | 0.66 | 0.58 | 0.87 | 049 | 0.56 | 0.68 | 0.55 | 0.77
389 | 545 | 6.08 | 421 | 417 | 298 | 572 | 473 | 332 | 4.06
403 | 541 | 583 | 390 | 4.08 | 293 | 580 | 493 | 3.13 | 3.83
392 | 560 | 632 | 450 | 426 | 3.18 | 557 | 5.01 | 322 | 4.18
596 | 321 | 533 | 420 | 418 | 582 | 321 | 479 | 426 | 5.09
568 | 324 | 499 | 421 | 442 | 597 | 3.06 | 459 | 411 | 5.01
3 Wochen | 583 | 323 | 522 | 4.17 | 430 | 6.28 | 3.18 | 4.66 | 424 | 513
318 339 | 357 | 359 | 3.69 | 270 | 3.53 | 237 | 3.34 | 3.19
354 315 | 3.64 | 3.76 | 3.67 | 2.60 | 395 | 3.17 | 3.38 | 2.96
344 | 344 | 345 | 381 | 343 | 2.81 | 3.59 | 320 | 3.39 | 3.17
9.09| 7.00 | 6.23 558 | 575 | 519 | 6.78 | 3.79 | 6.92
639 | 7.10 | 6.13 6.17 | 639 | 524 | 6.08 | 3.77 | 6.74
643 | 722 | 6.04 6.01 | 6.64 | 529 | 6.85 | 392 | 6.72
Mittelwert | 5.12 | 4.79 | 523 | 4.04 | 450 | 451 | 444 | 476 | 3.66 | 4.75
Stabw. 1.75| 1.69 | 1.10 | 029 | 091 | 1.73 | 1.11 | 1.38 | 041 | 143

XXiv
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Tabelle 38: Rohdaten der SLC2A2 qRT-PCR der Cokultur von Sucrose ds, Sucrose dm,
NHDC ds, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert und
bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung

der Genex- as am as am as am as am

pression

0.67 0.50 0.53 0.73 1.04 0.85 0.60 0.57
0.67 0.50 0.61 0.66 1.04 0.93 0.39 0.63
0.65 0.43 0.55 0.65 1.01 1.08 0.61 0.65
0.83 0.89 1.46 2.18 0.97 0.97 0.88 1.61
0.73 0.89 1.36 2.32 1.06 0.94 0.84 1.68
0.79 0.88 1.47 2.51 1.05 1.01 0.83 1.98
1 Woche
1.22 1.09 0.95 1.21 0.93 1.07 0.74 0.99
1.09 1.24 0.97 1.20 0.99 1.16 0.88 1.09

1.07 1.21 0.85 1.10 0.83 1.06 0.84 1.06

1.09 1.25 1.01 1.16 0.85
1.09 1.22 1.04 1.09 0.83
0.98 1.17 1.03 1.20 0.82

Mittelwert | 0.91 0.94 0.99 1.33 0.99 1.01 0.73 1.06
Stabw. 0.2 0.31 0.32 0.64 0.07 0.09 0.17 0.46

0.70 1.18 1.25 1.04 0.74 1.05 0.73 0.83
0.76 1.16 1.15 1.04 0.80 1.04 0.72 0.82
0.72 1.20 1.20 1 0.80 0.94 0.77 0.80
0.89 1 1.64 0.83 0.60 0.71 0.90 0.42
0.90 1.04 1.53 0.85 0.60 0.72 0.88 0.43
2 Wochen 0.85 1.03 1.52 0.85 0.55 0.60 0.87 0.41
1.16 1.15 1.03 0.79 0.81 0.83 0.76 0.74
1.16 1.16 0.89 0.81 0.76 0.82 0.74 0.70
1.20 1.16 0.93 0.82 0.73 0.68 0.80 0.70
1.27 1.09 1.15 1.08 1.03 0.99 0.78 0.66
1.22 1.10 1.11 1.15 0.91 0.99 0.8 0.69
1.23 1.18 1.13 1.10 1.07 0.85 0.87 0.71

Mittelwert 1.01 1.12 1.21 0.94 0.79 0.85 0.8 0.66

XXV



Anhang

Stabw. 0.22 0.07 0.24 0.13 0.16 0.15 0.06 0.15
0.92 1.07 0.76 0.54 1.04 0.86 0.61 0.74

0.86 0.99 0.74 0.53 1.06 0.90 0.57 0.70

0.90 1.14 0.78 0.58 1.02 0.91 0.59 0.76

1.05 0.72 1.30 1.80 0.99 1.48 1.32 1.58

1.07 0.72 1.37 1.85 0.95 1.42 1.27 1.55

3 Wochen 1.02 0.72 1.33 1.95 0.98 1.44 1.31 1.59
0.85 1.06 1.11 0.81 1.06 0.71 1.01 0.96

0.84 1.11 1.10 0.78 1.19 0.95 1.02 0.89

0.83 1.12 1.03 0.85 1.08 0.96 1.02 0.96

0.92 0.78 0.81 0.73 0.95 0.53 0.97

0.95 0.87 0.90 0.74 0.86 0.53 0.95

0.96 0.85 0.93 0.75 0.96 0.55 0.95

Mittelwert | 0.93 0.96 1 1.03 0.97 1.04 0.86 1.05
Stabw. 0.10 0.16 0.24 0.52 0.15 0.26 0.33 0.33

XXV
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Tabelle 39: Rohdaten der TAS1R3 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von K = Medium; Kpmso
=K + 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC 4s, NHDC dam, Reb M &ds, Reb M
dm, Sucralose ds, Sucralose 4m normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kon-
trolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung
K | Kbmso

der Genex- as am as am as am as am

pression

137 726 | 554 | 356 | 430 | 095 | 023 | 1.81 | 1.65 | 1.54
093 | 561 | 261 | 361 | 024 | 1.16 | 0.86 | 140 | 2.15 | 2.04
036 | 590 | 331 | 023 | 0.15 | 2.13 | 1.06 | 1.24 | 1.69 | 2.08
041 0.16 | 035 | 0.64 | 046 | 0.66 | 333 | 0.80 | 0.24 | 0.36
058 | 0.11 | 0.59 | 045 | 0.75 | 095 | 334 | 1.12 | 0.30 | 0.15
077 0.13 | 049 | 1.66 | 0.53 | 0.78 | 0.98 | 0.88 | 0.28 | 0.09
097 059 | 196 | 2.13 | 0.66 | 0.84 | 0.66 | 1.76 | 1.05 | 1.03
063 | 089 | 197 | 1.66 | 1.90 | 0.64 | 035 | 1.06 | 0.36 | 1.02

1 Woche

1.84 | 0.54 | 146 096 | 0.85 | 250 | 097 | 0.62 | 0.84
149 | 1.83 | 0.93 144 | 2.07 | 1.81 | 1.05 | 1.06 | 2.27
0.82 | 3.18 | 2.03 1.30 | 2.01 | 1.26 | 1.53 | 2.04

2.04 | 0.76 1.95 | 240

Mittelwert | 0.92 | 235 | 1.83 | 1.74 | 1.14 | 1.12 | 1.56 | 1.21 | 1.07 | 1.32
Stabw. 047 | 255 | 148 | 132 | 1.23 | 052 | 1.12 | 0.33 | 0.71 | 0.85
190 337 | 195 299 | 0.75 | 2.87 | 280 | 2.21 | 098 | 0.79
211 | 5.05 | 3.70 | 1.89 | 0.71 | 3.47 | 242 | 272 | 034 | 0.86
270 1.63 | 190 | 2.13 | 0.78 | 3.49 | 492 | 0.82 | 0.82 | 0.33
033 026 | 051 | 0.18 | 0.36 | 0.29 | 0.84 | 0.36 | 049 | 0.16
044 | 025 | 045 | 045 | 044 | 025 | 0.53 | 034 | 038 | 042
2 Wochen | 040 | 038 | 0.74 | 023 | 0.63 | 0.14 | 033 | 0.26 | 036 | 0.43
145 1.57 | 1.18 | 1.99 | 0.67 | 1.56 | 098 | 0.70 | 1.01 | 1.06
123 144 | 1.18 | 097 | 0.77 | 196 | 0.57 | 095 | 0.95 | 1.09
084 | 097 | 1.03 | 1.62 | 0.66 | 1.34 | 1.04 | 0.64 | 1.04 | 0.99
410 | 139 | 1.82 | 472 | 1.20 | 3.18 | 1.30 | 233 | 093 | 2.62
544 | 434 | 1.06 | 280 | 098 | 2.77 | 1.71 | 1.60 | 1.98 | 2.23
215 | 283 | 212 | 343 | 148 | 1.51 | 239 | 233 | 1.67 | 1.65
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Mittelwert | 1.92 | 1.96 | 147 | 1.95 | 079 | 1.90 | 1.65 | 1.27 | 091 | 1.05
Stabw. | 1.56 | 1.60 | 090 = 1.39 | 031 | 125 | 1.31 | 091 | 0.51 | 0.76
0.74 | 0.66 | 0.60 = 043 | 079 | 073 | 145 | 072 | 123 | 141

0.69| 037 | 056 | 036 | 031 | 071 | 1.70 | 0.51 | 0.67 & 0.65

0.15| 039 | 063 | 041 | 032 | 065 | 2.12 | 1.16 | 0.98 | 0.93

034 | 047 | 057 | 058 | 023 | 031 | 050 | 0.53 | 038 | 0.59

134 | 029 | 035 | 040 | 022 | 0.68 | 0.54 | 037 | 037 | 0.57

3 Wochen | 0.92 | 027 | 0.69 | 1.66 | 038 | 0.46 | 0.56 = 0.40 | 0.31 | 0.87
1.62| 1.65 | 0.79 | 142 | 1.04 | 049 | 091 | 132 | 128 | 1.67

296 1.07 | 1.19 | 1.71 | 1.02 | 0.86 | 1.15 | 1.13 | 094 | 1.41

316 1.57 | 0.88 | 198 | 125 | 1.39 | 098 | 1.01 | 1.58 | 1.38

139 259 | 171 | 2.17 | 1.58 | 1.81 | 226 | 2.67 | 3.10 | 2.46

223 | 1.66 | 3.00 | 2.14 | 1.52 | 327 323 | 2.00

332 | 267 1.63 | 1.04 | 1.99 253 | 1.22

Mittelwert | 133 | 1.24 | 1.03 | 1.18 | 091 | 0.89 | 1.45 | 098 | 1.38 | 1.26
Stabw. | 1.02 | 1.03 | 0.68 | 0.94 | 0.64 | 046 | 0.85 | 0.69 | 1.04 | 0.58

XXviii
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Tabelle 40: Rohdaten der TAS1R3 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von Sucrose ds, Sucrose
am, NHDC as, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert
und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung
K | Kbmso

der Genex- as am as am as am as am

pression

145 1.78 | 0.84 | 0.05 | 0.69 | 024 | 1.08 | 1.58 | 1.30 | 0.35
0.81 | 1.24 1 032 | 070 | 0.78 | 0.78 | 0.94 | 1.13 | 0.50
0.92 | 1.56 1.29 | 1.50 | 1.10 | 0.54 | 0.66 | 0.89 | 0.69 | 0.41
0.71 | 1.17 1.41 1.29 | 1.75 | 1L.71 | 099 | 0.81 | 0.64 | 1.77
0.80 | 163 | 0.88 | 0.78 | 1.56 | 1.86 | 0.95 | 1.56 | 0.69 | 2.05
0.63 | 0.64 1.74 | 0.82 | 1.43 | 2.18 | 0.93 1.90 | 097 | 1.70
1 Woche
0.67 | 039 | 038 | 0.66 | 099 | 0.61 | 0.83 | 0.65 | 0.16 | 0.61
0.7 | 030 | 046 | 1.11 | 047 | 036 | 1.33 | 026 | 0.32 | 0.81

092 062 | 033 | 040 | 0.67 | 1.24 | 0.80 | 0.90 | 0.34 | 0.70

1 034 | 0.79 039 | 057 | 0.79 | 042 | 0.63 | 0.74
0.66 | 0.70 | 041 0.81 | 032 | 0.64 0.62 | 0.66
1.02 | 036 | 0.19 0.65 | 0.68 | 0.29 049 | 1.16

Mittelwert | 0.86 | 0.89 | 0.81 | 0.77 | 093 | 0.92 | 0.84 | 0.99 | 0.66 & 0.95

Stabw. 023 055 | 023 | 048 | 047 | 044 | 0.66 | 0.26 | 0.53 | 0.33

081 | 096 | 133 | 140 | 1.32 | 289 | 1.15 | 0.75 | 0.61 | 1.96
044 1.13 | 122 | 1.62 | 227 | 1.14 | 0.61 | 0.93 | 091 | 2.07
203 | 2.03 | 146 | 1.57 | 1.33 1 0.90 | 1.03 | 0.79 | 1.10
099 | 1.76 | 0.96 1.6 090 | 0.70 | 1.16 | 097 | 2.05 | 2.17
1.07 | 1.58 | 0.67 | 1.39 | 1.03 | 0.77 | 1.09 | 0.75 | 243 | 1.18
2 Wochen | 093 | 193 | 0.75 | 1.97 | 186 | 1.51 | 1.27 | 0.78 | 1.37 | 1.33
056 | 1.05 | 1.13 | 1.09 | 1.27 | 1.23 | 0.75 | 0.69 | 1.34 | 0.96
123 | 091 | 0.88 | 1.59 | 1.03 | 1.16 | 0.56 | 0.94 | 0.45 | 1.31
0.64 | 1.61 1.25 1 0.76 | 1.34 | 036 | 0.86 | 1.40 | 1.31
044 | 1.58 | 1.78 | 0.68 | 0.74 | 1.19 | 0.62 | 0.67 | 0.84 | 0.94
218 | 1.85 | 0.62 | 1.02 0.68 092 | 093
1.88 | 1.95 | 1.23 0.98 1.01

Mittelwert | 0.91 | 1.55 | 1.27 | 1.31 | 1.23 | 1.29 | 0.84 | 0.84 | 1.18 | 1.39
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Stabw. 048 | 044 | 043 | 040 | 047 | 061 | 029 | 0.13 | 0.58 | 0.46
076 | 1.56 | 1.62 | 0.69 | 1.55 | 324 | 1.72 | 0.85 | 1.05 | 0.66

1.66 | 2.64 2.0 1.63 | 1.94 | 509 | 228 | 0.73 | 0.87 | 1.36

1.79 | 1.69 | 189 | 195 | 0.73 | 348 | 1.76 | 0.86 | 1.14 | 0.98

1.4 | 216 | 126 | 1.74 | 2.07 | 246 | 142 | 1.82 | 046 | 0.89

095| 123 | 1.02 | 1.90 | 1.50 | 1.08 | 091 | 2.13 | 1.05 | 0.44

3 Wochen | 121 | 1.65 | 1.41 | 1.87 | 196 | 148 | 1.87 | 1.57 | 0.37 | 0.82
074 129 | 0.69 | 094 | 0.89 | 254 | 198 | 1.65 | 1.26 | 1.76

136 | 1.30 | 1.10 | 3.15 | 094 | 3.14 | 1.55 | 091 | 1.22 | 1.20

121 073 | 224 | 248 | 1.18 | 1.86 | 1.69 | 1.56 | 1.04 | 2.29

357 | 190 | 263 | 149 | 1.75 | 096 | 3.08 | 1.84 | 2.29

3.52 | 146 218 | 1.86 | 1.83 | 1.75 | 1.81 | 2.63

3.61 1.33 1.97 361 | 1.86 | 3.13

Mittelwert | 1.26 | 2.08 | 149 | 1.90 | 1.53 | 2.54 | 1.63 | 1.71 | 1.16 | 1.54
Stabw. 039| 101 | 045 | 0.74 | 0.50 | 1.14 | 041 | 0.89 | 049 | 0.87

XXX
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Tabelle 41: Rohdaten der TAS1R3 qRT-PCR der Cokultur von K = Medium; Kpmso =K
+ 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC ds, NHDC dm, Reb M &ds, Reb M 4m,

Sucralose &s, Sucralose am normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle

nach dem ROUT Test.
x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose
Anderung
der Genex- K| Rowso as am as am as am as am
pression
1.45 | 1.78 0.84 | 0.05 | 0.69 | 0.24 1.08 1.58 1.30 | 0.35
0.81 | 1.24 1 032 | 070 | 0.78 | 0.78 | 0.94 1.13 | 0.50
0.92 | 1.56 1.29 1.50 1.10 | 0.54 | 0.66 | 0.89 | 0.69 | 041
0.71 | 1.17 1.41 1.29 1.75 1.71 0.99 | 0.81 0.64 | 1.77
0.80 | 1.63 0.88 | 0.78 1.56 1.86 | 0.95 1.56 | 0.69 | 2.05
| Woche 0.63 | 0.64 1.74 | 0.82 1.43 | 2.18 | 0.93 1.90 | 0.97 1.70
0.67 | 0.39 0.38 | 0.66 | 099 | 0.61 0.83 0.65 0.16 | 0.61
0.7 | 030 | 0.46 1.11 0.47 | 0.36 1.33 026 | 032 | 0.81
0.92 | 0.62 0.33 | 040 | 0.67 1.24 | 0.80 | 090 | 0.34 | 0.70
1 0.34 | 0.79 039 | 057 | 079 | 042 | 0.63 | 0.74
0.66 | 0.70 | 0.41 0.81 0.32 | 0.64 0.62 | 0.66
1.02 | 036 | 0.19 0.65 | 0.68 | 0.29 0.49 1.16
Mittelwert | 0.86 | 0.89 0.81 0.77 | 0.93 092 | 0.84 | 099 | 0.66 | 0.95
Stabw. 0.23 | 0.55 023 | 048 | 047 | 044 | 0.66 | 026 | 0.53 | 0.33
0.81 | 0.96 1.33 1.40 1.32 | 2.89 1.15 | 0.75 0.61 1.96
0.44 | 1.13 1.22 1.62 | 2.27 1.14 | 0.61 0.93 091 | 2.07
2.03 | 2.03 1.46 1.57 1.33 1 0.90 1.03 0.79 1.10
0.99 | 1.76 | 0.96 1.6 0.90 | 0.70 1.16 | 097 | 2.05 | 2.17
1.07 | 1.58 0.67 1.39 1.03 0.77 1.09 | 0.75 | 2.43 1.18
2 Wochen | 0.93 | 1.93 0.75 1.97 1.86 1.51 1.27 | 0.78 1.37 1.33
0.56 | 1.05 1.13 1.09 1.27 1.23 0.75 | 0.69 1.34 | 0.96
1.23 | 091 0.88 1.59 1.03 1.16 | 0.56 | 094 | 0.45 1.31
0.64 | 1.61 1.25 1 0.76 1.34 | 036 | 0.86 1.40 | 1.31
0.44 | 1.58 1.78 | 0.68 | 0.74 1.19 | 0.62 | 0.67 | 0.84 | 0.94
2.18 1.85 | 0.62 1.02 0.68 092 | 0.93
1.88 1.95 1.23 0.98 1.01
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Mittelwert | 0.91 | 1.55 1.27 | 131 1.23 129 | 0.84 | 0.84 | 1.18 | 1.39
Stabw. 048 | 044 | 043 | 040 | 047 | 0.61 | 029 | 0.13 | 0.58 | 0.46
076 | 156 | 1.62 | 0.69 | 1.55 | 324 | 1.72 | 0.85 1.05 | 0.66

1.66 | 2.64 2.0 1.63 | 1.94 | 509 | 228 | 0.73 | 0.87 | 1.36

1.79 | 1.69 | 189 | 195 | 0.73 | 348 | 1.76 | 086 | 1.14 | 0.98

1.64 | 216 | 126 | 1.74 | 2.07 | 246 | 142 | 1.82 | 046 | 0.89

095 | 1.23 1.02 | 190 | 1.50 | 1.08 | 091 | 2.13 1.05 | 0.44

3 Wochen | 1.21 | 1.65 1.41 1.87 | 196 | 148 | 1.87 | 1.57 | 037 | 0.82
074 | 129 | 0.69 | 094 | 0.89 | 254 | 198 | 1.65 1.26 | 1.76

136 | 130 | 1.10 | 3.15 | 094 | 3.14 | 155 | 091 1.22 | 1.20

121 073 | 224 | 248 | 1.18 | 186 | 1.69 | 1.56 | 1.04 | 2.29

357 | 190 | 2.63 | 149 | 1.75 | 096 | 3.08 | 1.84 | 2.29

3.52 | 1.46 218 | 1.86 | 1.83 1.75 1.81 | 2.63

3.61 1.33 1.97 3.61 1.86 | 3.13

Mittelwert | 1.26 | 2.08 | 1.49 | 190 | 1.53 | 2.54 | 1.63 1.71 1.16 | 1.54
Stabw. 039 ] 101 | 045 | 0.74 | 050 | 1.14 | 041 | 0.89 | 0.49 | 0.87
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Tabelle 42: Rohdaten der TAS1R3 qRT-PCR der Cokultur von Sucrose ds, Sucrose dm,
NHDC ds, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert und
bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung

der Genex- as am as am as am as am

pression

0.79 0.04 0.45 0.16 0.71 1.04 0.85 0.23
0.94 0.30 0.46 0.51 0.51 0.82 0.74 0.33
1.22 2.12 0.72 0.35 0.43 0.78 0.45 0.27
1.98 1.81 1.53 1.49 0.86 0.70 0.56 1.54
1.24 1.10 1.36 1.62 0.83 3.58 0.60 1.78
2.45 1.07 1.25 1.91 0.82 1.50 0.85 1.49
1 Woche
0.50 0.74 2.28 1.39 1.90 0.56 0.36 1.39
0.61 1.24 1.07 0.82 3.05 1.93 0.74 1.86

0.44 0.45 1.54 2.84 1.84 0.90 0.79 1.60

0.88 0.83 1.21 1.69 1.34 1.59
0.46 1.73 0.69 1.37 1.32 1.41
0.22 1.38 1.45 0.62 1.05 247

Mittelwert | 0.98 0.99 1.22 1.20 1.22 1.31 0.80 1.33
Stabw. 0.66 0.69 0.54 0.75 0.78 0.95 0.31 0.70

2.12 222 2.27 2.10 0.84 0.54 0.45 1.43
1.94 2.58 0.96 0.83 0.45 0.67 0.66 1.51
2.33 2.50 1.65 0.57 0.65 0.59 0.58 1.23
0.70 1.17 0.76 0.40 0.66 0.55 1.17 0.67
0.49 1.02 0.51 0.44 0.62 0.63 1.38 1.11
2 Wochen 0.55 1.44 0.59 1.26 0.72 0.66 0.78 0.81
1.51 1.46 1.56 1.03 0.63 0.58 1.13 1.10
1.18 2.13 1.07 0.62 0.47 0.50 0.38 0.69
1.67 1.34 0.87 0.72 0.30 0.46 1.17 0.50
2.14 0.82 0.40 0.63 0.33 0.36 0.45 0.50
2.22 0.75 0.40 0.36 0.49
2.34 1.48 0.54 0.52 0.54

Mittelwert 1.60 1.57 0.96 0.86 0.55 0.55 0.76 0.95
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Stabw. 0.70 0.63 0.59 0.51 0.17 0.10 0.35 0.37
1.15 0.49 0.79 1.65 0.88 0.43 0.53 0.34

1.43 1.29 0.99 2.59 1.16 0.37 0.44 0.69

1.35 1.55 0.37 1.77 1.05 0.44 0.58 0.50

1 1.38 1.23 1.46 0.84 1.08 0.27 0.53

0.81 1.72 0.89 0.64 0.54 1.27 0.62 0.26

3 Wochen 1.11 1.70 1.17 0.88 1.69 0.94 0.22 0.49
0.63 0.85 0.80 2.29 1.79 1.49 1.13 1.59

1 0.60 0.85 2.83 1.40 0.82 1.10 1.08

2.02 0.47 1.06 0.52 0.47 1.41 0.94 2.06

0.36 0.50 0.42 0.49 0.27 0.86 0.52 0.64

0.28 0.61 0.52 0.51 0.49 0.51 0.74

0.25 0.55 1.01 0.52 0.88

Mittelwert | 0.95 1.05 0.81 1.42 0.96 0.88 0.62 0.82
Stabw. 0.52 0.52 0.28 0.88 0.51 0.39 0.29 0.53
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Tabelle 43: Rohdaten der KCNJ8 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von K = Medium; Kpmso
=K + 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC 4s, NHDC dam, Reb M &ds, Reb M
dm, Sucralose ds, Sucralose 4m normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kon-
trolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose

Anderung
K | Kbmso

der Genex- as am as am as am as am

pression

044 | 0.59 | 046 | 0.55 0.6 052 | 053 | 0.55 | 0.55 | 0.78
044 | 050 | 045 | 0.62 | 0.65 | 0.55 | 0.53 | 0.54 | 0.57 | 0.88
049 | 0.58 | 047 | 0.59 | 0.57 | 0.57 | 0.56 | 0.55 | 0.53 | 0.83
0.1r1, 0.13 | 0.08 | 0.09 | 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.10 | 0.50 | 0.09
0.1r1, o0.14 | 0.09 | 0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.12 | 0.10 | 0.53 | 0.09
{ Woche 0.13 | 0.12 | 0.09 | 0.07 | 0.11 | 0.12 | 0.11 | 0.11 | 0.53 | 0.09
055 059 | 0.63 | 0.60 | 0.68 | 0.58 | 0.55 | 0.61 | 0.42 | 0.69
055 062 | 0.58 | 0.56 | 0.66 | 0.64 | 0.58 | 0.67 | 0.41 | 0.69

0.55| 0.59 | 0.60 | 0.67 | 0.65 | 0.65 | 0.59 | 0.76 | 041 | 0.71

036 | 039 | 054 | 045 | 045 | 049 | 038 | 0.39 0.42
038 043 | 054 | 047 | 041 | 044 | 037 | 040 0.42
031 042 | 051 | 050 | 044 | 051 | 0.34 | 0.39 0.41

Mittelwert | 0.37 | 0.42 | 042 | 044 | 045 | 044 | 040 | 043 | 050 | 0.51

Stabw. 0.17 0.19 | 021 | 022 | 0.23 | 0.20 | 0.19 | 0.23 | 0.06 | 0.30

052 0.64 | 0.67  0.69 | 0.61 | 0.73 | 0.62 | 0.72 | 0.47 | 0.55
062 075 | 0.61 | 0.73 | 0.59 | 0.72 | 0.61 | 0.79 | 0.46 | 0.54
053 | 055 | 0.63 | 0.62 | 0.56 | 0.79 | 0.53 | 0.60 | 044 | 0.61
0.10 | 0.10 | 0.15 | 0.10 | 0.12 | 0.13 | 0.18 | 0.14 | 0.15 | 0.14
0.10 | 0.09 | 0.14 | 0.12 | 0.13 | 0.12 | 0.18 | 0.17 | 0.15 | 0.14
2 Wochen | 0.11 | 0.08 | 0.14 | 0.13 | 0.13 | 0.14 | 0.15 | 0.14 | 0.15 | 0.15
045 0.63 | 0.63 | 0.53 | 0.54 | 048 | 046 | 0.59 | 0.67 | 0.53
0.53 | 0.57 | 0.60 | 0.57 | 049 | 048 | 049 | 0.58 | 0.58 | 0.54
056 | 0.61 | 0.58 | 0.56 | 046 | 0.53 | 049 | 0.58 | 0.63 | 0.54
045 055 | 039 | 040 | 039 | 035 | 0.37 | 0.39 | 043 | 044
043 | 048 | 039 | 044 | 038 | 037 | 0.39 | 038 | 042 | 046
044 | 053 | 039 | 045 | 037 | 039 | 040 | 039 | 041 | 047
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Mittelwert | 0.40 | 0.46 | 044 | 0.44 | 040 | 044 | 041 | 046 | 041 | 0.43
Stabw. | 0.19| 024 | 021 & 022 | 0.18 | 023 | 0.16 | 022 | 0.18 | 0.18
0.59| 0.62 | 064 | 043 052 | 048 | 0.76 | 0.72 | 0.77 | 0.50
0.56 | 0.71 | 0.61 | 044 | 058 | 044 | 08 | 0.67 | 0.73 | 0.53
0.58 | 0.66 | 0.63 | 045 | 058 | 0.56 | 0.71 | 0.64 | 0.70 | 0.53
0.09| 0.09 | 0.19 | 0.07 | 0.08 | 0.12 | 0.10 | 0.09 | 0.11 | 0.08
0.10 | 0.10 | 0.16 | 0.08 = 0.09 | 0.10 | 0.10 | 0.05 | 0.10 | 0.09
3 Wochen | 0.09 | 0.09 | 0.17 | 0.08 | 0.08 & 0.12 | 0.10 | 0.10 | 0.12 | 0.09
0.69| 0.53 | 0.56 | 039 | 043 | 039 | 053 | 0.52 | 0.51 | 0.55
0.71| 053 | 053 | 048 043 | 046 | 050 | 049 | 0.50 | 0.44
0.70 | 0.62 | 0.51 | 046 032 | 042 | 049 | 0.54 | 0.56 | 0.49
032] 028 | 041 | 032 | 025 | 022 | 035 | 026 | 038 | 031
032 025 | 037 | 033 025 | 025 | 035 | 029 | 039 | 030
034 028 | 038 | 033 | 023 | 026 | 038 | 029 | 039 | 031
Mittelwert | 0.42 | 0.40 | 043 | 032 | 032 | 032 | 043 | 039 | 044 | 035
Stabw. | 024 | 024 | 0.18 | 0.16 | 0.19 | 0.16 | 025 | 024 | 0.24 | 0.18
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Tabelle 44: Rohdaten der KCNJ8 qRT-PCR der CaCo-2 Zellen von Sucrose &s, Sucrose
am, NHDC as, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert

und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose
Anderung
der Genex- as am as am as am as am
pression
1.01 1.22 1.08 0.95 0.96 0.99 0.99 1.4
0.99 1.38 1.17 1 0.95 0.97 1.02 1.6
1.04 1.30 1.04 1.02 1.01 1 0.95 1.49

0.73 0.79 0.90 0.94 0.94 0.78 0.83 0.66
0.75 0.85 0.82 0.89 0.92 0.75 0.94 0.70
0.74 0.62 0.84 0.96 0.85 0.86 0.94 0.66
1 Woche
1.14 1.09 1.14 0.97 0.93 1.02 0.84 1.15
1.04 1.01 1.11 1.07 0.97 1.12 0.89 1.16
1.09 1.21 1.09 1.09 0.99 1.28 0.89 1.19
1.55 1.30 1.09 1.20 0.92 0.94 1.02 1.01
1.54 1.35 1 1.07 0.90 0.97 1 1.02

1.46 1.43 1.06 1.23 0.83 0.95 1 0.98

Mittelwert | 1.09 1.13 1.03 1.03 0.93 0.97 0.94 1.09
Stabw. 0.29 0.26 0.11 0.10 0.05 0.14 0.07 0.31

1.20 1.23 0.95 1.12 0.95 1.12 0.72 0.85
1.10 1.31 0.90 1.12 0.95 1.22 0.72 0.83
1.14 1.12 0.87 1.22 0.82 0.92 0.67 0.94
1.47 1.05 0.89 1.45 0.77 1.58 1.74 0.88
1.40 1.23 0.81 1.42 0.81 1.99 1.67 0.89
2 Wochen 1.39 1.32 0.76 1.59 0.82 1.58 1.72 0.91
1.23 1.03 0.75 0.80 0.72 0.98 1.11 0.85
1.16 1.10 0.73 0.81 0.75 0.97 0.96 0.89
1.13 1.08 0.72 0.89 0.78 0.97 1.06 0.90

0.88 0.91 0.68 0.76 0.82
0.88 1 0.71 0.72 0.81
0.89 1.02 0.76 0.74 0.79

Mittelwert | 1.15 1.12 0.82 1.05 0.82 1.13 1.07 0.88
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Stabw. 0.20 0.13 0.08 0.32 0.08 0.32 0.08 0.40
1.10 0.74 0.79 0.72 1.15 1.09 1.16 0.76
1.05 0.76 0.87 0.66 1.20 1.01 1.11 0.79
1.10 0.78 0.87 0.85 1.07 0.97 1.06 0.80
1.99 0.72 0.89 1.23 1.05 0.96 1.15 0.87
1.67 0.80 0.94 1.03 1.06 0.57 1.04 0.95
3 Wochen 1.83 0.81 0.85 1.26 1.04 1.05 1.24 1
0.80 0.56 0.77 0.70 0.94 0.93 0.91 0.98
0.76 0.68 0.77 0.82 0.90 0.88 0.88 0.79
0.73 0.66 0.57 0.75 0.88 0.96 1 0.87
1.27 1 0.91 0.82 1.31 0.95 1.39 1.13
1.13 1.03 0.91 0.91 1.29 1.09 1.44 1.11
1.17 1.01 0.84 0.97 1.40 1.07 1.46 1.17
Mittelwert | 1.21 0.8 0.83 0.89 1.11 0.96 1.15 0.94
Stabw. 0.41 0.15 0.1 0.2 0.17 0.14 0.2 0.14
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Tabelle 45: Rohdaten der KCNJ8 qRT-PCR der Cokultur von K = Medium; Kpmso = K
+ 0.1% DMSO, Sucrose is, Sucrose dm, NHDC ds, NHDC dm, Reb M ds, Reb M 4m,

Sucralose &s, Sucralose am normalisiert und bezogen auf die undifferenzierte Kontrolle

nach dem ROUT Test.
x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose
Anderung
der Genex- K| fowso as am as am as am as am
pression
0.16 | 0.16 | 0.19 | 0.17 | 0.18 | 0.21 | 0.22 | 0.16 | 0.19 | 0.22
021 0.17 | 0.19 | 0.19 | 0.17 0.2 0.21 | 0.18 | 0.20 | 0.24
020 | 0.16 | 022 | 021 | 0.17 | 024 | 0.22 | 0.19 | 0.19 | 0.27
035] 033 | 034 | 026 | 0.39 | 033 | 030 | 034 | 0.28 | 0.39
040 | 034 | 033 | 027 | 042 | 033 | 032 | 035 | 0.28 | 0.39
| Woche 036 | 033 | 035 | 030 | 039 | 035 | 033 | 0.37 | 0.31 | 040
026 | 028 | 0.29 | 0.18 | 0.25 | 0.27 | 0.27 | 0.18 | 0.27 | 0.32
025 033 | 026 | 0.19 | 026 | 0.26 | 0.27 | 0.26 | 0.27 | 0.29
026 | 030 | 026 | 023 | 0.28 | 0.28 | 0.26 | 0.28 | 0.30 | 0.30
023 0.18 | 0.19 | 020 | 0.22 | 0.19 | 022 | 0.19 | 0.24 | 0.22
022 | 0.21 0.18 | 0.19 | 0.21 | 0.23 | 0.20 | 0.21 | 0.26 | 0.22
024 0.19 | 0.19 | 0.19 | 023 | 023 | 0.21 | 023 | 0.25 | 0.25
Mittelwert | 0.26 | 0.25 | 0.25 | 021 | 026 | 0.26 | 0.25 | 0.24 | 0.25 | 0.29
Stabw. 0.07 | 0.08 | 0.06 | 0.04 | 0.09 | 0.05 | 0.05 | 0.07 | 0.04 | 0.07
028 | 029 | 028 | 029 | 032 | 0.28 | 0.29 | 0.27 | 0.29 | 0.36
027 026 | 027 | 030 | 0.30 | 033 | 030 | 0.26 | 0.30 | 0.33
029 027 | 029 | 031 | 033 | 030 | 0.33 | 027 | 0.29 | 0.34
0.31 | 027 | 031 | 021 | 035 | 036 | 0.17 | 031 | 0.30 | 0.46
029 027 | 029 | 023 | 035 | 034 | 0.17 | 031 | 032 0.4
2 Wochen | 0.32 | 023 | 032 | 023 | 036 | 034 | 0.15 | 033 | 0.28 | 0.43
0.37 | 024 | 037 | 037 | 035 | 039 | 036 | 042 | 042 | 042
032 023 | 032 | 043 | 0.30 | 047 | 0.36 0.4 0.43 | 0.45
036 | 025 | 036 | 039 | 033 | 038 | 037 | 045 | 0.36 | 046
0.19 0.19 | 028 | 025 | 027 | 0.18 | 0.25 | 0.25 | 0.33
0.21 021 | 029 | 027 | 026 | 0.18 | 025 | 0.25 | 0.31
0.22 022 | 032 | 029 | 025 | 0.19 | 0.24 | 0.24 | 0.29
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Mittelwert | 0.29 | 0.26 | 0.30 | 0.32 | 033 | 0.25 | 032 | 031 | 0.38 | 0.33
Stabw. 0.06 | 0.02 | 0.07 | 0.04 | 0.06 | 0.09 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | 0.07
038| 030 | 032 | 030 | 032 | 047 | 032 | 029 | 033 | 0.31

037] 029 | 028 | 029 | 034 | 045 | 029 | 027 | 033 | 0.33

035| 029 | 033 | 034 | 031 | 048 | 0.29 | 0.30 | 0.33 | 0.36

046 | 040 | 039 | 029 | 027 | 035 | 034 | 033 | 046 | 0.36

045| 043 | 040 | 028 | 029 | 036 | 031 | 033 | 041 | 0.39

3 Wochen | 046 | 042 | 038 | 029 | 028 | 040 | 034 | 034 | 043 | 041
045| 045 | 054 | 050 | 043 | 045 | 0.52 | 042 | 0.57 | 042

050 | 048 | 054 | 043 | 044 | 041 | 0.51 | 040 | 0.56 | 0.46

049 | 045 | 057 | 044 | 048 | 042 | 0.51 | 044 | 0.61 | 0.46

039 | 039 | 044 | 045 | 042 H 040 | 043 | 045

037 | 040 | 042 | 039 | 038 | 041 | 041 | 0.42

036 | 039 | 048 | 043 0.4 039 | 041 | 0.44

Mittelwert | 0.44 | 039 | 041 | 036 | 037 | 042 | 039 | 036 | 044 | 040
Stabw. 0.05| 0.08 | 0.09 | 0.07 | 0.08 | 0.04 | 0.09 | 0.06 | 0.10 | 0.05
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Tabelle 46: Rohdaten der KCNJ8 qRT-PCR der Cokultur von Sucrose ds, Sucrose dm,
NHDC ds, NHDC dam, Reb M is, Reb M dm, Sucralose ds, Sucralose &m normalisiert und

bezogen auf die Losungsmittelkontrolle nach dem ROUT Test.

x-fache Sucrose NHDC Reb M Sucralose
Anderung
der Genex- as am as am as am as am
pression
0.98 0.89 1.08 1.30 1.33 1 1.17 1.35

0.98 0.99 1.07 1.24 1.31 1.12 1.20 1.49
1.18 1.09 1.05 1.46 1.38 1.17 1.17 1.63
0.92 0.70 1.17 0.98 0.89 1.02 0.84 1.17
0.88 0.73 1.27 0.98 0.96 1.04 0.84 1.16
0.93 0.80 1.16 1.04 0.99 1.10 0.92 1.20

1 Woche
1.14 0.72 0.81 0.87 0.88 0.58 0.89 1.05
1.01 0.75 0.85 0.85 0.89 0.85 0.88 0.96
1.01 0.88 0.91 0.91 0.86 0.93 0.99 1
0.83 0.87 1.15 0.97 1.13 0.98 1.25 1.14
0.76 0.80 1.08 1.19 1.03 1.07 1.36 1.17
0.82 0.82 1.20 1.20 1.08 1.19 1.31 1.30
Mittelwert 0.95 0.84 1.07 1.08 1.06 1 1.07 1.22
Stabw. 0.12 0.12 0.14 0.19 0.19 0.17 0.19 0.20

1.04 1.13 1.04 1.06 1.01 1.06 1.33 0.98
1.07 1.06 1.21 1.09 0.97 1.11 1.22 1.11
1.11 1.18 1.11 1.19 1.0 1.05 1.26 1.18
0.67 1.13 1.40 0.64 1.19 1.14 1.80 1.42
0.74 1.12 1.30 0.66 1.19 1.24 1.56 1.42
2 Wochen 0.74 1.17 1.32 0.58 1.29 1.07 1.66 1.55
1.06 0.98 0.88 0.81 0.95 0.94 0.95 0.88
1.22 0.86 1.05 0.81 0.9 0.97 1.01 0.9
1.11 0.94 0.87 0.84 1.02 0.81 1.04 0.97
1.39 1.20 1.12 0.77 1.07 1.06 1.37 1

1.43 1.33 1.11 0.77 1.04 1.06 1.29 1.06
1.54 1.41 1.07 0.82 1.02 0.99 1.24 1.03

Mittelwert 1.09 1.13 1.12 0.84 1.05 1.04 1.31 1.12
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Stabw. 0.28 0.16 0.16 0.19 0.11 0.11 0.26 0.22
0.88 0.80 1.11 1.63 1.09 1 1.12 1.05
0.77 0.80 1.16 1.56 1.01 0.92 1.12 1.14
0.89 0.93 1.05 1.63 1 1.03 1.13 1.22
0.86 0.63 0.64 0.83 0.81 0.78 1.12 0.88
0.87 0.61 0.69 0.86 0.74 0.79 0.99 0.95
3 Wochen 0.83 0.63 0.67 0.96 0.82 0.82 1.04 1
1.13 1.04 0.94 0.97 1.12 0.91 1.23 0.92
1.13 0.9 0.94 0.89 1.10 0.85 1.21 1
1.20 0.92 1.04 0.90 1.10 0.95 1.31 0.99
0.33 0.34 0.42 0.43 0.40 0.39 0.43
0.32 0.34 0.40 0.38 0.37 0.39 0.40
0.31 0.34 0.46 0.41 0.39 0.38 0.43
Mittelwert | 0.79 0.69 0.79 0.95 0.83 0.77 0.96 0.87
Stabw. 0.31 0.25 0.28 0.45 0.30 0.24 0.35 0.29

xlii



