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1. Einleitung und Fragestellung

Homoeriodictyol, ein Flavanon des im Siidwesten der USA beheimateten Santakrauts
(Eriodictyon californicum), ist vor allem fiir seine gesundheitsfordernden Eigenschaften
und aufgrund seiner bittermaskierenden Wirkung als Geschmacksmodulator fiir
Lebensmittel und Pharmazeutika bekannt [Doostdar et al., 2000; Ley et al., 2005; Yao
et al., 2006].

Im Zuge der vorliegenden Masterarbeit wurde nun ein weiterer Aspekt, ndmlich der
Einfluss des Homoeriodictyols in Form seines Natriumsalzes auf die zelluldre
Glukoseaufnahme sowie die Serotoninfreisetzung im Caco-2-Zellmodell untersucht.
Diese Zelllinie eignet sich auf Grund phénotypischer, morphologischer und
funktioneller Ahnlichkeiten zu Enterozyten als in vitro Modell fiir die intestinale
Barriere. Zum einen ging es dabei um die Fragestellung einer mdglichen Einflussnahme
des Natriumsalzes von Homoeriodictyol (NaHED) auf die Glukoseaufnahme im
Enterozytenmodell sowie die Untersuchung des daran beteiligten Wirkmechanismus.
Die Grundlage dieser Fragestellung sind Ergebnisse verschiedener Studien, die darauf
hindeuten, dass einzelne Flavonoide die Glukoseaufnahme in den Darmzellen iiber
direkte Interaktion mit Glukosetransportern beeinflussen konnen [z.B. Johnston et al.,
2005; Chen et al., 2007; Kwon et al., 2007; Zheng et al., 2012]. Zum anderen wurde der
Frage nachgegangen, ob dieses Flavanon die Freisetzung von Serotonin in den Caco-2-
Zellen beeinflusst, um dann, basierend auf den gezeigten Effekten des NaHED auf
Glukoseaufnahme und Serotoninausschiittung einen mdglichen Zusammenhang
zwischen diesen beiden Systemen zu diskutieren. Wie Untersuchungen bereits belegen,
zeigt zirkulierendes Serotonin ndmlich auch in der peripheren Glukoseregulation
komplexe Effekte auf [Sugimoto et al., 1990; Watanabe et al., 2010; Watanabe et al.,
2014].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, neben der moglichen Auswirkung des
NaHED auf die Glukoseaufnahme im Caco-2-Zellmodell einen potentiellen Beitrag des
intestinalen natriumabhédngigen Glukosetransporters 1 (SGLT1) und Glukose-
transporters 2 (GLUT2) an einem Effekt auf die Glukoseaufnahme zu ermitteln.
AuBerdem sollten die mdglichen Auswirkungen von NaHED auf die

Serotoninfreisetzung in Darmzellen geklart werden, wobei die Hypothese aufgestellt



wurde, dass es durch Behandlung mit dieser Substanz zu einer verringerten
Ausschiittung von Serotonin kommt. Diese Annahme beruht auf bereits durchgefiihrten
Untersuchungen, die darauf hinwiesen, dass unter dem Einfluss von Homoeriodictyol
die Serotoninfreisetzung in neuronalen Zellen signifikant reduziert werden kann
[Somoza et al., 2014]. Des Weiteren liefert eine Humanstudie Indizien dafiir, dass die
Verabreichung von NaHED den Serotoninspiegel im Plasma signifikant senken kann
[Somoza et al., 2014]. Es ist schon lange bekannt, dass im Zentralnervensystem
synthetisiertes  Serotonin als wichtiger Regulator der Energiebalance eine
vordergriindige Rolle in der Kontrolle der Nahrungsaufnahme spielt und mit Sattigung
assoziiert ist. Doch verdichten sich inzwischen Hinweise, dass peripheres Serotonin,
welches den grofiten Anteil an Serotonin im Korper ausmacht, ebenso wie Serotonin im
ZNS am Mechanismus der Sittigungsregulation beteiligt sein konnte. Ausgehend von
der Annahme einer verringerten Serotoninausschiittung in neuronalen Zellen, wurde
daher in der vorliegenden Arbeit auch die Hypothese einer NaHED-bedingten
verringerten Serotoninfreisetzung im Darm getestet, um anhand der neuen Erkenntnisse
nicht nur einen moglichen Zusammenhang mit der Glukoseaufnahme in den Caco-2-
Zellen, sondern auch eine denkbare Verbindung zum Thema Sittigung aufzeigen zu

konnen.



2. Literaturiibersicht
2.1 Phenolische Verbindungen
2.1.1 Homoeriodictyol

Homoeriodictyol zéhlt innerhalb der Flavonoide, einer Gruppe sekundérer
Pflanzenstoffe, zu den in pflanzlichen Geweben hauptsidchlich als Glykoside

vorkommenden Flavanonen und ist chemisch betrachtet ein 3’-Methoxy-4’, 5, 7-

trihydroxyflavanon.
a) b)
OCH;
OH
H O O v
OH O

Abb.1: (a) Struktur des Homoeriodictyols

(b) Eriodictyon californicum [Brousseau, 1995]

Dieses Flavanon kommt in verschiedenen Pflanzenarten wie etwa dem Santakraut
(Eriodictyon californicum), auch Herba Santa genannt, einem im Siidwesten der USA
und in Mexiko verbreiteten Raublattgewdchs (Abb.1b), vor. Es wird durch Extraktion
aus dieser Pflanze gewonnen [Ley et al., 2004], aber auch mittels chemischer Synthese

[Shetgiri und Rege, 2003] oder biosynthetisch hergestellt [Liu et al., 2013].



Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Substanz handelt es sich um das Natri-
umsalz des Homoeriodictyols (NaHED), das als racemisches Gemisch vorliegt und in

Puffer gelost eingesetzt wurde [Ley et al., 2005].

Wie viele Vertreter aus der Gruppe der Flavonoide zeichnet sich auch Homoeriodictyol
durch mogliche gesundheitsfordernde Eigenschaften aus. So konnten Yao et al. [2006]
beispielsweise antioxidative Effekte des aus der Pflanze Viscum coloratum isolierten
(28)-Homoeriodictyol-7,4"-di-O-B-D-glucopyranosids nachweisen. Die radikalfangen-
den Eigenschaften dieses Homoeriodictyol-Glykosids (Konzentrationen: 0,21 mM und
0,39 mM) wurden hierbei unter Verwendung von H,O»/Fe’™- sowie Xan-
thin/Xanthinoxidase-Testsystemen zur Produktion von Hydroxylradikalen bzw. Super-
oxidanionradikalen gezeigt. Basierend auf der nachgewiesenen inhibitorischen Wir-
kung des Homoeriodictyols (0,24 uM) auf humane Cytochrom-P450-Enzyme der
CYP1-Familie, speziell auf CYP1BI, das auf Grund seines Karzinogen-aktivierenden
Potentials bei der Krebsentstehung eine Rolle spielen kann, wird auch ein moglicher
protektiver Effekte dieses Flavanons gegen bestimmte Krebsarten diskutiert [Doostdar
et al., 2000]. Bekannt ist aulerdem, dass Homoeriodictyol und vor allem dessen Natri-
umsalz eine bittermaskierende Wirkung aufweisen, weshalb sie auch als Geschmacks-
modulator und -verstérker in Lebensmitteln sowie im pharmazeutischen Bereich An-
wendung finden konnen [Ley et al., 2005]. So konnte etwa gezeigt werden, dass
NaHED die Bitterkeit von Stoffen wie beispielsweise Coffein, Quinin oder Paracetamol
reduzieren kann und somit eine interessante Verwendungsmoglichkeit im Bereich funk-

tioneller Lebensmittel darstellt [Ley et al., 2005].

Uber die Bioverfiigbarkeit und den Metabolismus des Homoeriodictyols finden sich im
Gegensatz zu strukturverwandten Verbindungen, wie die beispielsweise in
Zitrusfriichten vorkommenden Flavanone Hesperetin und Naringenin, die gut
untersucht sind [Manach et al., 2003], bis jetzt nur wenige einschldgige Informationen.
Bekannt ist allerdings, dass mit Glukose konjugierte Flavonoide vorwiegend im
Diinndarm resorbiert werden [Day et al, 2003; Review Khan et al., 2014], wihrend die
Absorption von Flavanon-Rutinosiden (Rhamnoglukoside) wie Hesperidin und
Naringin, als welche die oben genannten Verbindungen in Zitrusfriichten hauptséachlich

zu finden sind, im Dickdarm stattfindet. Der Grund dafiir ist, dass die Lactase-



Phlorizinhydrolase (LPH), die in menschlichen Diinndarmzellen vorkommt, zwar
Flavonoid-Glukoside hydrolysieren kann, wie beispielsweise anhand von Quercetin-4'-
glukosid, Quercetin-3,4'-diglukosid oder Genistein-7-glukosid gezeigt werde konnte,
nicht jedoch Rutinoside (Rhamnoglukoside) wie Quercetin-3-rhamnoglukosid oder
Naringenin-7-rhamnoglukosid [Day et al., 2000]. Erst Bakterien, die den Dickdarm
besiedeln, konnen Enzyme, wie etwa die o-Rhamnosidasen, zur Hydrolyse der
Rutinoside zur Verfiigung stellen. Die Resorption und Bioverfiigbarkeit der somit
freigesetzten Aglyka entspricht allerdings an dieser Stelle nicht mehr jener des

Diinndarms [Nielsen et al., 2006; Tomas-Navarro et al., 2014].

In einer Studie von Medina et al. [2012] konnte gezeigt werden, dass korperliche
Aktivitidt die Bioverfiigbarkeit von Flavanonen nach der Aufnahme eines Aronia-
Zitrus-Saftes verbessert. So war die Gesamtexkretion der Flavanone bei Triathleten
fiinfmal, jene des Homoeriodictyols sogar neunmal hoher als bei Kontrollpersonen, was
auf eine gesteigerte Aktivierung des Mikrobiota-Stoffwechsels durch die korperliche

Aktivitat zuriickzufiithren sein konnte.

Im Zuge der Passage der Aglyka durch den Diinndarm kommt es in den Enterozyten
des Jejunums und Ileums zur Bildung von Metaboliten. Aber auch im Kolon kann es
durch bakterielle Enzyme zu einer weiteren Hydrolyse der Glykoside sowie durch
Bildung phenolischer Sduren zum Katabolismus der Aglyka kommen. Eine weitere
Metabolisierung dieser Verbindungen erfolgt in der Leber, dem Hauptorgan des
Flavanonmetabolismus, von wo sie dann {iber das Plasma im Kdrper verteilt und in
signifikanten Mengen auch iiber den Urin ausgeschieden werden. Zu den wichtigsten
Metaboliten der Flavanone zdhlen neben Glukuroniden auch Sulfate sowie
Sulfoglukuronide [Matsumoto et al., 2004; Review Khan et al., 2014]. Medina et al.
[2012] quantifizierten im Urin von Sportlern nach der Gabe eines Aronia-Zitrus-Saftes
unter anderem auch Homoeriodictyol als Aglykon sowie konjugiert an zwei
Glukuronide. In vitro Untersuchungen im Caco-2-Modell liefern Hinweise dafiir, dass
Flavanonaglyka wie Hesperetin, Naringenin, Eriodictyol und Homoeriodictyol
(0,5 mM) durch transzelluldre passive Diffusion iiber den einschichtigen Zellrasen der
Caco-2-Zellen absorbiert werden [Kobayashi und Konishi, 2008; Kobayashi et al.,
2012]. Kobayashi und Konishi [2008] diskutieren auflerdem einen protonengekoppelten



aktiven Transport von Hesperetin, Naringenin und Eriodictyol, der nach 40-miniitiger
Inkubation der Caco-2-Zellen mit den genannten Flavanonen (50 uM) gezeigt werden
konnte. Dass die Absorption von Flavanonaglyka wie Eriodictyol oder Hesperetin
rascher erfolgt als jene der glykosidisch verkniipften Flavanone, konnte unter anderem
auch von Miyake et al. [2006] in einer Humanstudie nachgewiesen werden. Nach oraler
Verabreichung der aus Zitronenschale zubereiteten Flavanonglykoside (4,5 g in 500 ml
Wasser) sowie deren Aglyka (3,7 g in 500 ml Wasser) wurden iiber einen Zeitraum von
vier Stunden die entsprechenden Metabolite im Plasma erfasst. Dabei konnten nach
Verabreichung der Flavanonaglyka hohere Konzentrationen an Metaboliten
nachgewiesen werden als nach Verabreichung der Glykoside. Bei den ermittelten
Metaboliten handelte es sich wiederum um Glukuronide und/oder Sulfoglukuronide des

Eriodictyols, Hesperetins und Homoeriodictyols [Miyake et al., 2006].

2.1.2 Phloretin und Phlorizin

Phloretin und sein glykosyliertes Produkt Phloretin-2'-O-f-D-glukosid, auch Phlorizin
genannt, gehoren ebenfalls zu den phenolischen Verbindungen. Innerhalb der
Flavonoide werden sie der Klasse der Dihydrochalkone zugeordnet [Ehrenkranz et al.,
2005]. Chemisch gesehen handelt es sich beim Phloretin um ein 2',4',6'-Trihydroxy-3-
(4-hydroxyphenyl)-propiophenon [Gémez-Zavaglia, 2009].
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Phloretin  und  Phlorizin kommen als natiirliche  Komponenten und
Nahrungsbestandteile in einer Reihe von Pflanzen und deren Friichten vor. In
beachtlicher Konzentration ist Phlorizin beispielsweise in Apfeln, aber auch in der
Rinde von Apfelbdumen zu finden, aus der es bereits im 19. Jahrhundert erstmals
isoliert wurde [Ehrenkranz et al., 2005]. Lata et al. [2009] wiesen etwa in einer
Untersuchung von 19 Apfelkultivaren auf darin enthaltene phenolische Verbindungen
in der gesamten Frucht Phlorizingehalte von 0,11-0,43 mg/g Trockenmasse, in den
Apfelschalen Konzentrationen von 0,71-2,42 mg/g Trockenmasse nach. Fiir Phloretin
und sein Glykosid sind eine Reihe biologischer Effekte bekannt, wie etwa die fiir viele
Flavonoide typischen antioxidativen oder antiinflammatorischen Wirkungen. Einen
Hinweis auf die antioxidative Aktivitdt des Phloretins (24 uM) lieferte etwa dessen
inhibierende Wirkung auf die Lipidperoxidation in Rattenleber-Mikrosomen (Rezk et
al., 2002). Aber auch Lotito und Frei [2004], die die antioxidativen Effekte von
Apfelpolyphenolen, darunter auch Phloretin und Phlorizin, in vitro und in vivo beim
Menschen verglichen (Polyphenol-Konzentrationen: 1,5-12,5 uM), konnten die
antioxidative Kapazitit des Phloretins und Phlorizins sowie weiterer Apfelpolyphenole
nachweisen. Dabei resultierte die Behandlung von humanem Plasma in vitro mit
Apfelextrakt (Polyphenol-Konzentrationen: 7,1 oder 14,3 pg/ml; Inkubationszeit
15 min) iiber einen Zeitraum von 10 min bis 4 Stunden in antioxidativen Effekten.
Nach dem Verzehr von 5 Apfeln wurde den Probanden iiber einen Zeitraum von
4 Stunden Blut abgenommen. /n vivo konnten allerdings keine &quivalenten
antioxidativen Wirkungen nachgewiesen werden [Lotito wund Frei, 2004].
Antiinflammatorische Effekte des Phloretins wiederum wurden anhand der
unterdriickten  Lipopolysaccharid-induzierten inflammatorischen Antwort nach
Vorbehandlung muriner RAW?264.7 Makrophagen mit besagtem Flavanon gezeigt. Die
Behandlung mit Phloretin-Konzentration von 10 uM resultierte hierbei in einer

reduzierten Bildung von proinflammatorischen Zytokinen [Chang et al., 2012].

Eine weitere wichtige Eigenschaft beider Verbindungen ist aulerdem die Féahigkeit, als
Inhibitoren von Glukosetransportern zu agieren. Es ist schon lange bekannt, dass
Phlorizin die Glukoseabsorption durch Inhibierung des natriumabhidngigen
Glukosetransporters 1 (,,sodium-dependent glucose transporter SGLT1), der in

Diinndarm und Niere zu finden ist, blockiert und somit den Glukosespiegel im Blut



beeinflussen kann [Review White, 2010]. Seit kurzem gibt es auch Hinweise auf eine
mogliche protektive Wirkung dieser phenolischen Verbindung bei diabetischer
Nephropathie. Eine Studie an diabetischen Ratten zeigte nach 10-wochiger
intragastraler ~ Verabreichung von 20 mg/kg Phlorizin  sowohl reduzierte
Niichternblutglukosespiegel und AGE-Konzentrationen (Advanced Glycation
Endproducts), als auch positive Auswirkungen auf die Expression unterschiedlicher
Proteine, die mit renalen Erkrankungen, molekularem Transport, oxidativem Stress und
Lipidmetabolismus assoziiert sind [Pei et al., 2014]. Phloretin hingegen wirkt als
Inhibitor des Glukosetransporters 2 (,,glucose transporter GLUT2) [Jordan und
Holman, 1992] und kann somit die Glukose-Homoostase ebenfalls positiv beeinflussen

[Shu et al., 2014].

2.2 Caco-2-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde die Caco-2-Zelllinie als in vitro Modell zur
Untersuchung des Einflusses von NaHED auf die Glukoseaufnahme und

Serotoninfreisetzung in Enterozyten verwendet.

Bei diesem in vitro Modell handelt es sich um eine seit ca. 30 Jahren verwendete
humane, von einem Kolonkarzinom abstammende Zelllinie, die modellhaft die

intestinale Barriere imitiert.

Abb.4: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Caco-2-Zelle mit Mikrovilli

(Pfeil) und Tight Junctions (Pfeilspitze), modifiziert nach Zheng et al. [2012].



Im Zuge des Ausdifferenzierens in der Zellkultur iiber einen Zeitraum von 21 Tagen
bilden Caco-2-Zellen einen epithelartigen, einschichtigen Zellrasen mit zwei
unterschiedlichen Plasmamembrandomidnen - einer apikalen oder Biirstensaum-
Membran sowie einer basolateralen Membran. Kultivierte Caco-2-Zellen weisen durch
ihre charakteristischen Enterozyten-Mikrovilli und Tight Junctions Ahnlichkeiten zum
Phinotyp der reifen Enterozyten auf. Sie exprimieren auflerdem viele der bisher
bekannten Carrier-Systeme wie beispielsweise die Glukosetransporter und einige
Phase-1- und Phase-2-Enzyme des Stoffwechsels, die fiir Enterozyten typisch sind
[Boulenc et al., 1992; van Breemen und Li, 2005; Grefner et al., 2010]. Die Caco-2-
Zelllinie ist demnach als relevantes in vitro Modell anerkannt und kann fiir
mechanistische Studien der intestinalen Absorption, wie etwa den Transport von
Kohlenhydraten, genutzt werden [Pinto et al., 1983; Sambuy et al., 2005; Grefner et al.,
2010]. Der natriumabhidngige Glukosetransporter 1  SGLT1) wund der
Glukosetransporter 2 (GLUT2), die im Wesentlichen fiir die Glukoseaufnahme im
Diinndarm verantwortlich sind, werden, wie oben erwihnt, in Caco-2-Zellen exprimiert
[Blais et al., 1987; Mahraoui et al., 1994]. Allerdings existieren noch nicht viele Daten

zur Lokalisation dieser Transporter, insbesondere des GLUT?2, in diesen Zellen.

Grefner et al. [2010] konnten zeigen, dass SGLT1-Proteine sowohl in der apikalen, als
auch in der basalen Seite der Caco-2-Zellen verteilt sind. Bei Abwesenheit von
Hexosen wurde der Transporter GLUT2 ebenfalls in apikalen und basalen Teilen der
Zelle exprimiert. Nach Behandlung der Caco-2-Zellen mit niedrigen Hexose-
konzentrationen wurde der Transporter hingegen hauptsidchlich in den basalen
Bereichen der Zelle, wo er die Zucker aus der Zelle transportiert, nachgewiesen
[Grefner et al., 2010]. Auch Zheng et al. [2012] gehen von einer konstitutiven
Expression des GLUT2 in der apikalen Membran von Caco-2-Zellen aus sowie einer
zusitzlichen Translokation des Transporters aus dem Cytoplasma in die apikale

Membran bei hohen Glukosekonzentrationen.



2.3 Glukoseabsorption

Die Aufnahme von Zuckern iiber das intestinale Epithel hdngt einerseits von der
Anwesenheit von Hydrolasen, die hohermolekulare Zucker in Monosaccharide spalten,
und andererseits von der Anwesenheit der Hexosetransporter fiir den Transport in die
Zelle ab [Mahraoui et al., 1992]. Es werden zwei Klassen von Transportern
unterschieden, die mit der Glukosehomdostase im Korper assoziiert sind. Dazu gehoren
zum einen die GLUT Transporter, bei denen es sich um natriumunabhéngige Uniporter
handelt, die eine erleichterte Diffusion ermdglichen, und zum anderen die SGLT
Transporter, auch als Na'/Glukose-Cotransporter bekannt, die aktive Transporter oder
Symporter darstellen. Die Energie flir den aktiven Glukosetransport wird durch einen
Natriumgradienten iiber die Biirstensaummembran hinweg, der durch eine Na'/K"

Pumpe aufrecht erhalten wird, zur Verfiigung gestellt [Review Wright et al., 2011].

Die Glukosetransporter, die membrangebundene Transporter darstellen, werden von
der Solute-Carrier Gene (SLC) - Uberfamilie, die eine Vielzahl an Gen-Familien
umfasst, codiert [He et al., 2009]. Von den 5 Vertretern der Hexosetransporter der
GLUT Familie wird in Enterozyten nur der Glukosetransporter GLUT2, der mit der
basolateralen Membran assoziiert ist, und der Fruktosetransporter GLUTS, der mit der
Biirstensaummembran in Verbindung steht, exprimiert [Mahraoui et al., 1992; Thorens,

1993; Mahraoui et al., 1994].

Die intestinale Glukoseabsorption erfolgt in zwei Schritten, wobei zunéchst iiber den
natriumabhéngigen  Glukosetransporter 1 (SGLT1) die mit der Nahrung
aufgenommenen Zucker D-Glukose und D-Galaktose aus dem Lumen des Darms in die
Enterozyten transportiert werden. Dieses aktive Transportprotein ist apikal lokalisiert
und zeichnet sich durch eine hohe Affinitdt, aber nur durch eine geringe

Transportkapazitdt aus [Review Kellett und Brot-Laroche, 2005].
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Abb.5: Schematische Darstellung des klassischen Modells der Glukoseabsorption mit apikal
lokalisiertem natriumabhéngigen Transporter 1 (SGLT1) und basolateral gelegenem

Glukosetransporter 2 (GLUT2).

Die zweite Komponente der intestinalen Absorption ist der Glukosetransporter 2
(GLUT2), bei dem es sich um einen Uniporter mit geringer Affinitdt, aber hoher
Transportkapazitit [Maenz und Cheeseman, 1987; Cheeseman, 1993; Zheng et al.,
2012] handelt. GLUT2 ist Mueckler [1994] zufolge vor allem in der basolateralen

Membran der Enterozyten lokalisiert und transportiert Glukose aus diesen Zellen ins
Blut.

Dieses klassische Modell, welches in Abbildung 5 schematisch dargestellt ist, eignet
sich gut zur Erkldrung der Glukoseabsorption bei niedrigen luminalen Glukose-
Konzentrationen (<10 mM). Allerdings kann damit nicht begriindet werden, warum es

bei hohen Glukosekonzentrationen im Darm (> 25 mM), die die Transportkapazitét des

SGLTI1 bei weitem iibersteigen, zu einem starken Anstieg der Glukoseabsorption

kommt [Zheng et al., 2012].

Ein neueres Erklarungsmodell zur intestinalen Glukoseabsorption geht davon aus, dass

bei hohen Glukosekonzentrationen im Darm GLUT2 von intrazelluldren Vesikeln in
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die apikale Membran rekrutiert wird, wodurch die Absorption einer groBen Menge an
Glukose ermdglicht wird [Kellett und Helliwell, 2000]. Die Translokation von GLUT2
aus dem intrazelluldren Pool und der Einbau in die Biirstensaummebran wird dabei
durch SGLT1-abhingige Aktivierung der Proteinkinase C und MAP-Kinase-vermittelt
[Helliwell et al, 2000; Kellett und Helliwell, 2000]. Auch Grefner et al [2010]
unterstiitzen diese Hypothese mittels immunocytochemischer Methoden, die zeigten,
dass nach Behandlung von Enterozyten aus Rattejejunum mit hohen
Glukosekonzentrationen von 50 mM, GLUT2 Transporter in grolem Ausmal} in den

apikalen Bereichen der Zellen lokalisiert waren.

Eine in vivo Studie von Scow et al. [2011] konnte allerdings keinen Beweis fiir die
Translokation von GLUT2 in die Apikalmembran der Enterozyten aufzeigen und die
Existenz eines intrazelluldren Signalweges, der durch die die Translokation
mediierende Proteinkinase C vermittelt wird, somit nicht bestitigen. Die partielle
Hemmung der durch Transporter vermittelten Glukoseaufnahme unter GLUT2-
Inhibierung durch Phloretin deutet darauf hin, dass GLUT2 unter den in dieser Studie
getesteten Bedingungen (1 mM, 20 mM und 50 mM Glukose) auf Grund konstitutiver
apikaler Expression in den Glukosetransport in die Zellen involviert ist, wéhrend die
Inhibierung der GLUT2-Aktivitdt durch den SGLTI1-Inhibitor Phlorizin zeigt, dass
SGLT1-Aktivitét fiir die Glukoseaufnahme durch GLUT?2 erforderlich ist.
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2.4 Serotonin

Serotonin, auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT), ist ein Indolamin, das aus einem

Indolring und einer Carboxylamid Seitenkette besteht [Review Lam und Heisler, 2007].
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Abb.6: Struktur von Serotonin

Dieses Gewebshormon wird sowohl im Zentralnervensystem als auch im
Gastrointestinaltrakt produziert und ist an einer Reihe von Koérperfunktionen beteiligt.
Hierzu zédhlen beispielsweise Hormonfreisetzung, Schlaf, Temperaturregelung,
Stimmung, Angst, Aggression, Kognition, Stressverarbeitung, motorische Aktivitét
sowie Regulation kardiovaskuldrer und gastrointestinaler Funktionen oder des Appetits
[Meguid et al., 2000; Nebigil et al., 2000; Review Lam und Heisler, 2007; Nozawa et
al., 2009; Review Lam et al., 2010; Review Marston et al., 2011]. Serotonin fungiert
dabei als multifunktionaler Neurotransmitter im Zentralnervensystem, wo die Raphe-
Kerne des Mittelhirns die Hauptquelle der serotonergen Neuronen darstellen [Hornung,
2010], und als Autacoid in peripheren Organen wie Duodenum, Jejunum, Kolon, Leber
oder Milz [Mosienko et al., 2015]. Als letzteres wirkt es wie ein lokales Hormon und ist
auch in der Lage, die Knochenbildung zu regulieren sowie Erythropoese und

regenerative Prozesse zu steuern [ Yadav et al., 2008; Amireault et al., 2011].

Es konnte auch gezeigt werden, dass peripheres Serotonin in die Entstehung und
Pravalenz chronisch entziindlicher Darmerkrankungen und des Reizdarmsyndroms
involviert ist [O Hara et al., 2004; Spiller et al., 2007]. Aber auch schon im Zuge der
frihen Embryonalentwicklung spielt dieses Gewebshormon als morphogenetisches
Signal in der Regulierung von Differenzierungsvorgingen eine Rolle [Hiither und
Riither, 2000]. Einer neuen Hypothese zufolge ist die evolutive Funktion des

serotonergen Systems die Energieregulation und die Evolution des Mitochondriums
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wird darin als jener Ort angesehen, wo sich Serotonin wahrscheinlich entwickelt hat

[Andrews et al., 2015].

2.4.1 Serotoninsynthese und —freisetzung

Der Intestinaltrakt stellt die bei weitem wichtigste Produktionsquelle fiir 5-HT dar,
wobei der Grofteil des endogenen Serotonins in den enterochromaffinen Zellen (EC)
der Darmschleimhaut und nur ein kleiner Anteil in den Neuronen des enterischen
Nervensystems gebildet wird [Erspamer, 1954; Gershon und Tack, 2007]. Bei den EC-
Zellen handelt es sich um einen Subtyp der enteroendokrinen Zellen, die sich zwischen
den Enterozyten der Darmschleimhaut befinden, auf luminale Signale reagieren
[Dockray et al., 2003] und mehr als 90% des Gesamtserotonins im Korper

synthetisieren, speichern und freisetzen [Keszthelyi et al., 2009].

Die entscheidende Rolle bei der Biosynthese von Serotonin spielt die Aminosdure L-
Tryptophan, die dem Korper iliber die Nahrung zugefiihrt werden muss. Nach
Absorption des L-Tryptophans aus dem Darm ist sie im Blutkreislauf, wo sie in einer
freien und einer Albumin-gebundenen Form existiert [Fernstrom und Fernstrom, 2006],
verfligbar und kann die Blut-Hirn-Schranke passieren, um an der Serotoninsynthese im
ZNS teilzunehmen [Ruddick et al., 2006]. Serotonin selbst ist nicht in der Lage, die
Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden, weshalb das im ZNS vorkommende Serotonin im
Gehirn synthetisiert werden muss [Review Voigt und Fink, 2015]. Die Synthese des
Neurotransmitters im Gehirn macht trotz seiner hohen Wirksamkeit im ZNS nur einen
sehr geringen Anteil an der Gesamtproduktion von Serotonin im Korper aus [Ruddick
et al., 2006]. Schwerpunktméfig wird Serotonin, wie oben erwéhnt, in den EC-Zellen
synthetisiert, aber auch in den enterischen Neuronen erfolgt ein Teil der Produktion

[Gershon, 2013].

Ungeachtet des Produktionsortes im Korper ist die synthetische Kaskade des
Serotonins sehr dhnlich: Unter Beteiligung der Enzyme Tryptophanhydroxylase (TPH)
und aromatische L-Aminosdure-Decarboxylase (AAAD) wird aus L-Tryptophan in

zwei  Schritten Serotonin synthetisiert. Zunédchst erfolgt die durch die
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geschwindigkeitsbestimmende Tryptophanhydroxylase katalysierte Umwandlung von
L-Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan (5-HTP), wobei die Aminosdure durch das
Enzym am Indolring in 5-Stellung hydroxyliert wird [Grahame-Smith, 1967;
Verbeuren, 1989]. Tryptophanhydroxylase existiert in zwei Isoformen, von denen die
Tryptophanhydroxylase 1 (Tphl) in den peripheren Geweben vorherrscht und die
Tryptophanhydroxylase 2 (Tph2) in zentralen Geweben zu finden ist [Walther et al.,
2003; Sakowski et al., 2006]. Der erste Reaktionsschritt in der Serotoninsynthese
bestimmt die Produktionsrate an gebildetem Serotonin und bendtigt neben Sauerstoff

noch weitere Faktoren wie Tetrahydrobiopterin und Eisen-II-Ionen [Fitzpatrick, 1999].

In einem zweiten, nicht geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wandelt die
aromatische L-Aminosédure-Decarboxylase, ein Enzym, das in serotoninproduzierenden
Zellen im Uberschuss vorhanden ist, dessen Verteilung und Funktionen jedoch nicht
nur auf das serotonerge System beschrinkt sind, 5-HTP zu 5-HT um [Verbeuren, 1989;
Mosienko et al., 2015]. Diese Reaktionen erfolgen sowohl im ZNS als auch in den
Neuronen des enterischen Nervensystems, wobei zwischen Gehirn und Darm ein
bidirektionales Kommunikationsnetz existiert und das 5-HT-System eine essentielle
Rolle in den Funktionen und Aktionen dieser zwei Hauptorgane spielt [O " Mahony et al,
2015]. In Abbildung 7 sind diese Gehirn-Darm-Achse und der serotonerge

Metabolismus sowie die Serotoninsynthese im Uberblick dargestellt.
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Abb.7: Schematische Darstellung der Gehirn-Darm-Achse und des serotonergen Mechanismus,

modifiziert nach O"Mahony et al. [2015].

Im Anschluss an die Synthese wird Serotonin in den EC-Zellen mit Hilfe des
vesikuldren Monoamintransporters Typ 1 (VMATI1) in synaptische Vesikel
geschleust, in denen sie bis zur Freisetzung gespeichert und dann durch Exozytose in
den synaptischen Spalt entleert werden, wo das Serotonin an prid- und/oder
postsynaptische Serotoninrezeptoren binden kann [Peter et al., 1995]. Es wird in erster
Linie von Vesikeln nahe der Basalmembran der enterochromaffinen Zellen

freigesetzt, doch gibt es auch Hinweise darauf, dass sich diese Granula in der Ndhe
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der Apikalmembran befinden kénnen und Serotonin selektiv in das Lumen abgegeben

werden kann [Fujimiya et al., 1998].

Die Freisetzung von 5-HT im Darm erfolgt als Antwort enterochromaffiner Zellen auf
chemische oder mechanische Stimuli. Nahrstoffe, wie Glukose, kurz- oder langkettige
Fettsduren oder Peptide, sowie intraluminale Ausdehnungen oder efferente vagale
Stimulationen etwa fiihren zu einer Serotoninfreisetzung [Raybould, 2002; Gershon
und Tack, 2007; Betrand und Bertrand, 2010; Voigt und Fink, 2015]. Racké et al.
[1996] diskutieren in diesem Zusammenhang eine Reaktion der enterochromaffinen
Zellen auf den Inhalt des Darmlumens durch Aktivierung rezeptorbetriebener oder
spannungsabhingiger Ca’’-lIonenkanile. Der Kationenkanal TRPA1 (Transient
Receptor Potential Cation Channel), der in EC-Zellen vermehrt exprimiert wird, kann
durch scharf schmeckende Verbindungen oder Kailte aktiviert werden. TRPAI
Agonisten, wie etwa das Zimtaldehyd, stimulieren enterochromaffine Zellen und
fiihren zu einem  gesteigerten intrazelluliren Kalziumlevel, der die

Serotoninausschiittung induziert [Nozawa et al., 2009].

Aus EC-Zellen freigesetztes Serotonin gelangt in die Lamina Propria, wo es an
intrinsischen und extrinsischen Nerven wirken kann, was in weiterer Folge in
unterschiedlichsten physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen, wie etwa
gastrointestinalen Kontraktionen, Sekretion, Vasodilation, Schmerzempfindung oder
Nausea resultieren kann [Gershon und Tack, 2007]. Aber auch Interaktionen mit
Immunzellen wie beispielsweise die Modulation der Immunantwort und somit der
potentielle Einfluss der intestinalen Inflammation durch Serotonin [Spiller, 2007] oder
die Aufnahme von ins Blut freigesetztem 5-HT durch die Thrombozyten, die selbst

kein Serotonin produzieren kénnen, werden diskutiert [Pletscher, 1968].
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Beendet wird die Wirkung des Serotonins im Gastrointestinaltrakt durch die Aufnahme
iiber den Serotonin Reuptake Transporter (SERT) in die Epithelzellen [Gill et al.,
2008]. Es wird angenommen, dass das von den EC-Zellen freigesetzte 5-HT entweder
direkt an den sensorischen Nervenendigungen agieren und in weiterer Folge von SERT
aufgenommen werden konnte oder alternativ auch direkt von SERT aufgenommen
werden konnte, bevor es die Mdglichkeit hat, an den sensorischen Nerven zu wirken
(Abb.8) [Bertrand und Bertrand, 2010]. Somit konnte SERT eine primire Rolle dabei
spielen, die Hintergrundkonzentrationen an Serotonin zu kontrollieren, welche
wiederum das Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Desensibilisierung der
Serotoninrezeptoren regulieren [Bertrand und Bertrand, 2010]. Auch D’Souza und
Craig [2010] weisen darauf hin, dass der Grofiteil des extrazelluldren Serotonins iiber
Serotonin Reuptake Transporter, die in vielen peripheren Organen, die Serotonin iiber
das Blut aufnehmen, exprimiert werden, in das prasynaptische Neuron transportiert

wird.

EC-Zelle

SERT
(Aufnahme)

5-HT.-R
(Aufnahme) . (Wirkung an Nerven)

Sensorische Nervenendigung

Abb.8: Schematische Darstellung der Serotoninaufnahme iiber Serotonin Reuptake Transporter
in intestinalen Epithelzellen: In groBen Mengen freigesetztes 5-HT konnte zum Teil auch direkt
von SERT aufgenommen werden, bevor es an Nervenendigungen agieren kann. Modifiziert

nach Bertrand und Bertrand [2010].
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Das aus den enterochromaffinen Zellen freigesetzte Serotonin kann mehrere mdgliche
Wege einschlagen. Das in das Lumen abgegebene 5-HT kann dort verbleiben und
spiater in den Fidzes nachweisbar sein oder von den Epithelzellen iiber SERT
aufgenommen werden, wihrend das in die Lamina propria freigesetzte Serotonin,
welches dort mit Nervenendigungen interagiert, aber auch {liber SERT in die

Enterozyten aufgenommen werden oder in die Blutbahn eintreten kann (Abb.9).

In den Epithelzellen wird Serotonin durch oxidative Desaminierung mittels
Monoaminooxidase zu einem 5-Hydroxyindol-3-acetaldehyd abgebaut, welches in
weiterer Folge durch eine Aldehyddehydrogenase zur 5-Hydroxyindolessigsdure

oxidiert wird [Lam et al., 2010].

Sensorische

Nervenendigungen -j

Abb.9: Mogliche Wege des peripheren Serotonins, modifiziert nach Bertrand und Bertrand
[2010].
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Im Blut liegt 5-HT in freier Form vor oder wird von Blutpldttchen liber SERT
aufgenommen. Das im Blut in freier Form existierende Serotonin wird rasch durch
Monoaminoxidasen oder Glukuronidasen abgebaut, wéhrend das in die
Thrombozyten aufgenommene Serotonin vor seinem Abbau geschiitzt ist. Somit tritt
unter normalen Umstdnden nur das hier befindliche Serotonin in den Blutkreislauf ein

[Bertrand und Bertrand, 2010].

2.4.2 Serotonin und Sittigung

Die in die Kontrolle der Nahrungsaufnahme und Sittigung involvierten Mechanismen
sind sehr vielschichtig, sowohl in Hinsicht auf die beteiligten Strukturen als auch auf
die mitwirkenden Neurotransmitter und Hormone. Im Gehirn wurden mit dem Nucleus
arcuatus und dem Nucleus paraventricularis einerseits Bereiche des Hypothalamus,
mit dem Nucleus parabrachialis sowie dem Nucleus des Solitartrakts andererseits auch
auBerhypothalamische Bereiche als Mediatoren serotonerger Sattigungsmechanismen

nachgewiesen [Garfield et al., 2014; Review Voigt und Fink, 2015].

Die Vielfalt an physiologischen Wirkungen und die regulatorische Flexibilitdt des
Serotonins, die jene anderer Neurotransmitter weit liberragt, kann durch die grof3e
Anzahl an 5-HT Rezeptorfamilien und Subtypen sowie die komplexe serotonerge
Versorgung des Gehirns erkldrt werden [Lam und Heisler, 2007; Voigt und Fink,
2015]. Es werden mindestens 14 verschiedene Rezeptorsubtypen unterschieden, die
aufgrund ihrer Gensequenz und intrazelluldren Signaliibertragung klassifiziert wurden,
zu einer der komplexesten Familie von Neurotransmitter-Rezeptoren zéhlen und mit

Ausnahme des 5-HT3 Rezeptors, eines ligandengesteuerten Ionenkanals, G-

proteingekoppelt sind [Hoyer et al., 2002].

Multiple Serotonin-Rezeptortypen werden auf vielen verschiedenen Zellen im Gehirn
und in der Peripherie des Korpers co-exprimiert [Bonsi et al., 2007]. Die komplexe
Kontrolle, die durch die Vielfalt an Rezeptorfunktionen ermoglicht wird, deutet auf die
Rolle des serotonergen Systems in der Energieregulation hin [Andrews et al., 2015]. Im

Zuge zahlreicher Tierversuche -einschlieflich verschiedener transgener Modelle
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konnten bereits mehrere 5-HT-Rezeptorsubtypen, beispielsweise 5-HT,,, 5-HT ,, 5-

HT,,, 5-HT,. und 5-HTs identifiziert werden, die mit der Regulation der
Nahrungsaufnahme in Zusammenhang gebracht werden. So wurde etwa gezeigt, dass
die Aktivierung des Rezeptorsubtyps 5-HT;4 zu einer Verstirkung der
Nahrungsaufnahme fiihrt [Mohammad-Zadeh et al., 2008], was durch die verringerte
Beteiligung von 5-HT in anorexigenen Stoffwechselwegen bedingt sein konnte [Lam

und Heisler, 2007]. Die Stimulierung von 5-HT ., 5-HT,a oder 5-HT,¢ dagegen fordert

1B’
die Sittigung und bewirkt somit eine verringerte Nahrungsaufnahme [Rosmond et al.,

2002; Jonnakuty und Gragnoli, 2008; Feijo Fde et al., 2011].

Fiir den ebenfalls im Gehirn einschlieBlich der hypothalamischen Regionen [Roberts et
al., 2002] exprimierten Rezeptorsubtyp 5-HTe liegen voneinander abweichende
Ergebnisse vor. Wihrend anfénglich kein Nachweis einer Beteiligung an der Sittigung
gezeigt werden konnte [Roberts et al, 2002], ergaben spdtere Studien einen
Zusammenhang zwischen 5-HTs und verringerter Nahrungsaufnahme einerseits bzw.
Gewichtszunahme andererseits [Bentley, 1999; Woolley et al. 2001] sowie eine
Reduktion der Nahrungsaufnahme bei Inaktivierung des 5-HTs Rezeptors [Frassetto et
al., 2008]. Es wurde auch diskutiert, dass moglicherweise die Uberlappung von
Antagonisten an 5-HT¢ Rezeptoren mit der GABAergischen Hemmung indirekt zur
Freisetzung von a-Melanozyten stimulierendem Hormon und in weiterer Folge zu

Sattigung fithren konnte [Woolley et al., 2004].

Garfield et al. [2014] wiesen darauf hin, dass die von einem selektiven 5-HTs-
Rezeptor-Antagonisten induzierte Hypophagie mit einer signifikanten Zunahme an
neuronaler Aktivitidt im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus und im Nucleus
des Solitartrakts im Hirnstamm assoziiert ist. Dies konnte nach Voigt und Fink [2015]
unter anderem dahingehend interpretiert werden, dass eine verstdrkte Expression des 5-
HTs-Rezeptors im Hirnstamm es 5-HTs-Antagonisten ermdoglichen konnte, die

Weiterleitung von peripheren Séttigungssignalen, die hier enden, zu unterbinden.

Evidenz fiir den Zusammenhang zwischen zentralem Serotonin und Nahrungsaufnahme
- in Form von appetitstimulierenden Effekten nach der Gabe von Serotoninantagonisten

sowie einer Hemmung der Nahrungsaufnahme bei gesteigerter Verfligbarkeit von 5-HT
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oder einer direkten Aktivierung von 5-HT Rezeptoren - existiert schon seit mehreren
Jahrzehnten [Review Voigt und Fink, 2015]. Bereits in den 1970er Jahren konnte
gezeigt werden, dass der Abbau von zentralem Serotonin zu Hyperphagie und

Ubergewicht fiihrt.

Die bisherige Forschung zur Frage der appetithemmenden Wirkung dieses
Neurotransmitters konzentrierte sich vorwiegend auf dessen Signaliibertragung im
Gehirn, wo serotonerge Mechanismen der Sittigung, wie oben erwidhnt, im
Hypothalamus, wo sich das ,,Appetitzentrum* des Gehirns befindet, aber auch in
Strukturen auBlerhalb des Hypothalamus, zum Beispiel im Hirnstamm, identifiziert
wurden. Serotonin interagiert innerhalb des Hypothalamus mit endogenen orexigenen
Peptiden wie Neuropeptid Y/Agouti related protein und anorexigenen Peptiden, wie
zum Beispiel das a-Melanozyten stimulierende Hormon. Im Nukleus des Solitartrakts
integriert Serotonin periphere Sattigungssignale, wobei 5-HT;, aber wahrscheinlich

auch 5-HT,c, eine Rolle spielen [Review Voigt und Fink, 2015].

Es liegen auch zahlreiche Studien vor, die die Auswirkungen genetischer Storungen des
Serotoninsystems auf Nahrungsaufnahme und Korpergewicht untersuchen [z.B.
Bechtolt et al., 2008; Wade et al., 2008]. Zusitzlich unterstreichen Ergebnisse zu
Manipulationen der endogenen Serotoninsynthese und Bioverfiigbarkeit durch
genetische  Verdnderungen von Serotonin assoziierten Genen sowie zur
pharmakologischen Beeinflussung von Serotoninrezeptoren die Rolle dieses
Neurotransmitters im Zusammenhang mit Nahrungsaufnahme und Kdorpergewicht und
damit die inverse Beziehung zwischen Serotonin-Signaliibertragung im Gehirn und

Nahrungsaufnahme [Lam et al., 2010].

Obwohl beinahe 95% des gesamten endogenen Serotonins im Gastrointestinaltrakt
gebildet werden [Berger et al., 2009], ist dennoch relativ wenig iiber einen potentiellen
Beitrag von peripherem Serotonin an der Sattigung bekannt. Eine mdgliche Erklarung
dafiir konnte die Tatsache sein, dass die serotonergen Mechanismen im Gehirn
selektiver untersucht werden konnen, da die involvierten Rezeptor-Subtypen nur oder
zum groflten Teil im Gehirn exprimiert werden [Review Voigt und Fink, 2015]. Es ist
zwar unwahrscheinlich, dass peripheres Serotonin auf Grund der schlechten Passage

durch die Blut-Hirn-Schranke direkte Auswirkungen auf das Gehirn hat, doch gibt es
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Hinweise darauf, dass auch intestinales 5-HT an der Kontrolle der Nahrungsaufnahme
beteiligt sein konnte. So konnten beispielsweise Fletcher und Burton [1986], Edwards
und Stevens [1991] oder Simansky et al. [1992] im Tierversuch zeigen, dass durch
peripher verabreichtes Serotonin die Sattigung frither eintritt und die GroBe der
Mahlzeiten reduziert wird. Des Weiteren fiihrte peripher injiziertes 5-HT zu einer
dosisabhingigen Verringerung der Nahrungsaufnahme bei Ratten [Pollock und

Rowland, 1981].

Intravendse Verabreichung von 5-HT kann die Aktivierung vagaler afferenter
Nervenfasern des Diinndarms verursachen, was darauf hindeutet, dass auch aus
enterochromaffinen Zellen freigesetztes Serotonin in der afferenten Signaltransduktion
beteiligt sein konnte [Hillsley und Grundy, 1998]. Mazda et al. [2004] unterstiitzten
diese These, indem sie zeigen konnten, dass eine Ausdehnung des Magens die
Serotoninfreisetzung aus EC-Zellen stimuliert und dass das freigesetzte 5-HT die
Rezeptoren an den vagalen afferenten Nervenenden aktivieren kann, was wiederum die
c-fos Expression in spezifischen Gehirnregionen wie dem Nukleus des Solitirtrakts und
der Area postrema induziert und in weiterer Folge unter anderem auch den Nucleus
paraventricularis im Hypothalamus aktiviert. Truncale Vagotomie dagegen blockierte
die c-fos Expression, was darauf hindeutet, dass vagale afferente Pfade diese Antwort
vermitteln konnten. Peripheres Serotonin erhohte also die neuronale Aktvititdt in

Gehirnregionen, die mit Energiebalance assoziiert sind.

Des Weiteren zeigten Wang et al. [2013] Hinweise darauf, dass die serotonerge
Degranulation der enterischen Mastzellen und die Freisetzung von Mediatoren, die zu
parakrinen Signalen fiir afferente Nervenfasern werden, durch Stimulation des auch in

enterischen Mastzellen exprimierten SHT;4-Rezeptorsubtyps vermittelt wird.

Auch in Caco-2-Zellen wird SHT;4 exprimiert, wobei dieser Rezeptor in der Lage ist,
nach Stimulation die Aktivitit des SERT zu modulieren [Iceta et al., 2009]. Dass
Nahrungsentzug die Synthese von peripherem Serotonin férdern kann, welches in
weiterer Folge sowohl Fasten induzierte Lipolyse als auch Glukoneogenese in der
Leber durch Signaltransduktion in Adipozyten und Hepatozyten begiinstigt, wurde in
einer Tierstudie von Sumara et al. [2012] gezeigt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung

weisen auch darauf hin, dass im Darm synthetisiertes Serotonin die Glukoseaufnahme
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durch Hepatozyten verhindert und dadurch des Weiteren zur Aufrechterhaltung

normaler Blutglukosespiegel beitréagt.

Im Zusammenhang mit Serotonin und Séttigung muss auch erwahnt werden, dass 5-HT
nicht isoliert von anderen Sattigungssignalen arbeitet. Es {ibt zwar eine eigenstindige
Wirkung auf die Sittigung aus, doch gibt es auch Interaktionen mit anderen
Sattigungssignalen. Eines davon ist das Peptid Cholecystokinin (CCK), das wéhrend
und nach der Mahlzeit von neuroendokrinen Zellen im proximalen Bereich des
Diinndarms sezerniert wird und die postprandiale Sattigung induziert [Overduin et al.,

2014].

Die physiologische Rolle von CCK bei der Sattigung wird durch Studien bestétigt, die
zeigen konnten, dass einerseits die Nahrungsaufnahme nach systemischer
Verabreichung von CCK gehemmt wurde [Hillsley und Grundy, 1998] und sich
andererseits die Nahrungsaufnahme nach der Gabe von Antagonisten verschiedener
CCK;-Rezeptoren verstirkte [z.B. Miesner et al., 1992; Ritter, 2004]. Im lateralen
Hypothalamus wurden auch Neuronen identifiziert, die sowohl auf CCK- als auch auf
5-HT-Gabe reagierten und deren Antwort sich bei kombinierter Gabe beider
Sattigungssignale verstirkte, was darauf hindeutet, dass die Effekte der Signale auf
dem selben Neuron zusammenlaufen [Zippel et al., 1999]. Des Weiteren zeigten
synergistische Wirkungen von 5-HT und CCK im Nucleus paraventricularis einen
Einfluss auf die Motivation zur Nahrungsaufnahme [Helm et al., 2003]. Der GroBteil
der Studien zu Interaktionen zwischen 5-HT und CCK zeigt jedoch, dass eher CCK
Serotonin zur Vermittlung der Séttigung bendtigt als umgekehrt [Review Voigt und

Fink, 2015].

Ein weiteres Sittigungshormon, das mit dem Serotonin-System in Zusammenhang
gebracht wird, ist Leptin, ein in adiposem Gewebe produziertes und bei fettleibigen
Menschen in hohen Konzentrationen im Blut vorkommendes Protein, das die Blut-
Hirn-Schranke iiberwindet [Myers et al., 2009]. Allerdings konnte eine Interaktion
zwischen Serotonin und Leptin nicht in allen diesbeziiglichen Studien gezeigt werden
und es ist auch noch nicht vollig geklart, welche Rolle diese Interaktion in der
Kontrolle der Nahrungsautnahme spielt. So wurde einerseits beispielsweise in einer

Studie, die den Milchkonsum von Méusen untersuchte, die Involvierung des 5-HT»-
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Rezeptors in der Vermittlung Leptin-induzierter Anorexie nachgewiesen [Yamada et
al., 2003] oder in einer anderen in vivo Studie gezeigt, dass ein spezifischer Antagonist
des HT,-Rezeptors die Nahrungsaufnahme bei Leptin-defizienten Méusen verringerte
[Yadav et al. 2011]. Andererseits liegen aber auch Studien vor, die keine deutlichen
Hinweise auf einen direkten stimulatorischen Effekt von zentralem Leptin auf die
Serotoninfreisetzung im Hypothalamus [Halford und Blundell, 2000; Lam et al., 2011;
Telles et al., 2013] liefern.

2.4.3 Zusammenhang zwischen Glukosemetabolismus und peripherem Serotonin

In der Literatur finden sich bereits Hinweise auf Wirkungen von zirkulierendem
Serotonin auf die periphere Glukoseregulation und somit auf einen potentiellen
Zusammenhang zwischen peripherem Serotonin und dem Glukosemetabolismus.
Allerdings zeigte die periphere Verabreichung von Serotonin in manchen Studien einen
Anstieg, in anderen hingegen ein Absinken der zirkulierenden Blutglukoselevel. So
konnten beispielsweise von Sugimoto et al. [1990] 30 min nach der peripheren
Verabreichung von 5-HT ab 20 mg/kg bei niichternen Maiusen Hypoglykdmien
nachgewiesen werden, wobei die Blutglukose-senkenden Effekte mit dem nach der
peripheren Injektion von Serotonin ebenfalls angestiegenen Plasmainsulinspiegel
assoziiert werden. Die Autoren diskutieren in diesem Zusammenhang eine mdgliche
Wirkung des Serotonins auf die Blutglukosespiegel, indem dieses den Mechanismus
der Insulinfreisetzung in pankreaktischen B-Zellen beeinflusst. Eine weitere in vivo
Studie an Ratten zeigte hingegen hyperglykdmische Effekte nach peripherer Gabe von
Serotonin von 5 mg/kg KG [Yamada et al., 1995]. Auch Watanabe et al. [2010]
konnten diese hyperglykdmische Wirkung des peripheren Serotonins in Maiusen
nachweisen und diese in einer nachfolgenden Studie auch bei Schafen reproduzieren
[Watanabe et al., 2014]. Zusétzlich zu den Serotonin-induzierten hyperglykdmischen
Effekten wurden nach der peripheren Verabreichung von 5-HT auch in diesen Studien
entsprechende Hyperinsulindmien nachgewiesen [Watanabe et al., 2010, Watanabe et
al., 2014]. Die ermittelten Blutglukose-steigernden Effekte werden von Watanabe et al.
[2010] mit einer Inhibierung der Glukoseaufnahme in Gewebe assoziiert, wobei diese

Inhibierung aber in Leber- und Muskelgewebe nicht nachgewiesen werden konnte
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[Watanabe et al., 2010]. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass der Serotonin-
induzierte Anstieg der Blutglukose- und Insulinspiegel mit dem Serotoninrezeptor 5-

HT, assoziiert ist [Watanabe et al., 2014].

Ein Einfluss des Serotonins auf die Insulinsekretion konnte etwa von Paulmann et al.
[2009] nachgewiesen werden, die zeigten, dass Serotonin die Insulinsekretion in
pankreatischen B-Zellen durch Serotonylierung von GTPasen regulieren kann. /n vivo
Versuche mit diabetischen Mausen (7phl—/— Méuse) zeigten auBerdem nach einem
induzierten Anstieg der intrazelluldren Serotoninkonzentrationen gesteigerte Insulin-
und reduzierte Glukosespiegel im Blut. Wéhrend aber intrazelluldres Serotonin auf eine
Insulinsekretion-férdernde Wirkung schlieBen lie3, deuteten in vitro Versuche mit
extrazellulirem 5-HT (500 uM; Inkubationszeit 60 min) in Insulin-sezernierenden
Zelllinien (MIN-6, INS-1 und RINmS5F) auf eine Inhibierung der Glukose-induzierten
Insulinsekretion hin. Auch die erhohten Blutglukosespiegel nach der systemischen
Verabreichung von 5-HT (4mg/kg KG) an Méause (7phl—/— Méuse) 30 min vor einer
Glukosegabe weisen auf diese inhibitorische Wirkung des extrazelluldren Serotonins

hin [Paulmann et al., 2009].

Der Mechanismus, der diese hyperglykdmischen Effekte im Plasma nach
Serotonininjektion bewirkt, muss also noch geklart werden [Watanabe et al., 2010].
Auch wenn die Resultate dieser Studien, mdglicherweise auf Grund unterschiedlicher
experimenteller Bedingungen, noch keine einheitlichen Ergebnisse liefern, lassen sie
zusammenfassend dennoch darauf schlielen, dass das peripher zirkulierende Serotonin

einen Einfluss auf die Glukoselevel in in vivo Modellen hat.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geriite

Advanced VMS-C4, Magnetriithrer, VWR
Arium 611VF, satorius stedim biotech Wasseraufbereitungsanlage
Autoklav 3870 ML, Tuttnauer

Dry-Line Trockenschrank, VWR

Infinite M200 Plattenlesegerét, Tecan
Inkubator CO, Binder C150, Binder
IT400 Trino, Mikroskop, VWR
NanoQuanrTM Platte, Tecan

PioneerTM Waage, OHAUS
StepOnePlus RealTime PCR

Telstar, Biostar Plus Sterilwerkbank
Zentrifuge, Eppendorf 5810R

Zentrifuge, Eppendorf 5804R
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3.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Cellstar tissue culture flask, PS, red standard cap (T25, T175) (Greiner bio-one)
Cryordhrchen mit Innengewinde, 2 ml (Carl Roth)

Eppendorf Research Mikroliterpipetten, 10 — 5000 uL

Eppendorf Research Multikanalpipette, 100 pL

Multiwell-Plate (6, 24, 96 Wells) mit Abdeckplatte (Greiner bio-one)
Multi-SafeSeal-Tubes (Carl Roth)

Neubauer improved Bright-line Zdhlkammer, 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm? (Brand)

Thermo Scientific, Matrix Pipettierhilfe

Reagenzien

4,6-Diamidino-2-phenylindol (Sigma-Aldrich)

D-(+)-Glukose, wasserfrei (Carl Roth)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

Dulbecco's Modified Eagle's medium (Sigma-Aldrich)

Ethanol, > 96 %, vergillt (Carl Roth)

Fetal bovine serum (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA)
L-Glutamin-Losung, steril filtriert, 200 nM (Sigma-Aldrich)

Hank's Balanced Salt Solution (Sigma-Aldrich)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (Sigma-Aldrich)
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Homoeriodictyol-Natriumsalz (Symrise AG, Holzminden, Deutschland)
Kaliumchlorid (Sigma-Aldrich)

Kaliumdihydrogenphosphat (Sigma-Aldrich)

Magnesiumsulfat (Sigma-Aldrich)

2-[N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxyglukose (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA)

N-Laurylsarcosin Natrium Salz (Sigma-Aldrich)
Natriumchlorid (Sigma-Aldrich)
Penicillin/Streptomycin-Losung (Sigma-Aldrich)
Phloretin (Sigma-Aldrich)

Phlorizin (Sigma-Aldrich)

Sulforhodamin 101

Trypanblau-Losung (0,4 %) (Sigma-Aldrich)
Trypsin-EDTA-L6sung, steril (Sigma-Aldrich)
Tyazolblau (Carl Roth)

Zimtaldehyd (Sigma-Aldrich)
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Molekularbiologische Kits

High Capacity cDNA Kit (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA)
peqGOLD Total RNA Kit (Peqlab Biotechnology GmbH)

Serotonin sensitiv ELISA-Kit (DLD Diagnostika, Hamburg, Deutschland)

SYBR Green Mastermix (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA

qRT-PCR Primer

GAPDH (VBC-Biotech, Osterreich)
GLUT? (Sigma-Aldrich, Osterreich)
HPRT (Sigma-Aldrich, Osterreich)

SGLTI (Sigma-Aldrich, Osterreich)

Tabelle 1: Sequenzen und Produktlinge der verwendeten Primer

Genname Forward Primer Reverse Primer Produktliinge (bp)
GLUT2 CATGCTCTGGTC AACCCCATCAA 150
CCTGTC GAGAGCT
TGTATC CCAACT
SGLTI CCGATATCTCCA CACGATTGGTG 78
TCATCG GAAAACA TAGC
TTATCTAC
HPRT TGCTCGAGATGT ATAGCCCCCCTT 70

GATGAAGGAG GAGCACAC

GAPDH AGGTCGGAGTC GGGGTCATTGA 95
AACGGATTTG TGGCAACAATA
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3.2 Zellkultur

Die Caco-2-Zelllinie (ATCC) wurde in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
- angereichert mit 10 % FBS (Fetal bovine serum), 2 % L-Glutamin und 1 %
Penicillin/Streptomycin - in einem befeuchteten Inkubator bei 37°C und 5 % CO,
kultiviert. Die Kultivierung sowie das Passagieren und der Mediumwechsel der Zellen
erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Zellkulturen wurden tdglich begutachtet, um

mogliche Verdnderungen wie Ablosung der Zellen oder Kontaminationen festzustellen.

AuBerdem zeigte der im Medium enthaltene pH-Indikator Phenolrot durch einen
Farbumschlag ins Gelbe an, ob ein Mediumwechsel notwendig war, da im Verlauf des
Nahrstoffverbrauchs von den Zellen pH-reduzierende Stoffwechselprodukte gebildet

werden, die fiir die Zellen toxisch sind.

3.2.1 Auftauen der Zellen

Die gefrorenen Zellen wurden aus dem Fliissigstickstofftank entnommen und so schnell
wie moglich im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, da die kryokonservierten Zellen als
Gefrierschutzmittel 10 % DMSO enthalten, welches bei 37°C in dieser Konzentration
toxisch ist. Die aufgetauten Zellen wurden zu einem bereits vorbereiteten Medium

hinzugefiigt und der DMSO-Gehalt auf 1 % verdiinnt.

Danach wurde bei 25°C 10 min lang bei 115 x g zentrifugiert und im Anschluss daran
der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von frischem Kultivierungsmedium wurde das

Zellpellet resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde nun in eine Zellkulturflasche {iberfiihrt und unter den oben

genannten Bedingungen (37°C, 5 % CO,) inkubiert.
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3.2.2 Passagieren und Ausstreuen der Zellen

Nach Erreichen einer 80 — 90 prozentigen Konfluenz in den Zellkulturflaschen wurden
die Zellen passagiert. Vor der Verwendung wurden alle Reagenzien im Wasserbad bei
37°C aufgewdrmt oder aufgetaut, wobei darauf geachtet wurde, Trypsin nicht zu lange
zu erwarmen, um eine Inaktivierung durch Selbstverdau zu vermeiden. Zunéchst wurde
das alte Medium in der Zellkulturflasche entfernt und mit steriler phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) gewaschen, bevor anschlieBend 5 min bei 37°C mit Trypsin inkubiert
wurde, um die Zellen vom Boden abzuldsen. Durch Zugabe von frischem Medium in

die Zellkulturflasche wurde das Trypsin anschliefend inaktiviert.

Vor der Ermittlung der Zellzahl wurden die Zellen mittels Trypanblau gefarbt, um die
lebenden Zellen zu bestimmen. Da sich fiir Caco-2-Zellen eine 1:5 Verdiinnung eignet,
wurden 20 uL der Zellsuspension mit 80 pL. Trypanblau in einem Reaktionsgefal3
vorbereitet. Nach Auftragen der gefarbten Zellsuspension auf das Hédmocytometer
konnten unter dem Mikroskop durch Differenzieren zwischen toten und lebenden Zellen
letztere ausgezdhlt werden. Fiir die Berechnung der Zellzahl pro Milliliter
Zellsuspension wurde die ermittelte Zellzahl der GroBquadrate mit dem

Verdinnungsfaktor und dem Z#hlkammerfaktor von 10* multipliziert.

Die gewiinschte Menge an Zellsuspension wurde nun in der Zellkulturflasche
weitergefithrt und die Zellen je nach durchgefiihrtem Versuch in 96-Well-Platten
(65x10° Zellen/Well), 24-Well-Platten (3,98x10° Zellen/Well) und 6-Well-Platten
(1,95x10° Zellen/Well) ausgestreut und iiber einen Zeitraum von 21 Tagen
ausdifferenziert, wobei alle zwei Tage ein Mediumwechsel erfolgte. Die Zellen wurden

jeweils bis zu einer Passagennummer von 21 weitergefiihrt.

3.3 Methoden
3.3.1 MTT-Test

Um auszuschlieBen, dass die in den Versuchen eingesetzten Konzentrationen der

Substanzen toxisch sind, wurden MTT (Methyl-Thiazolyl-Tetrazolium) - Tests in
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mindestens drei biologischen Replikaten durchgefiihrt. Der MTT-Test basiert auf der
Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid zum blau-violett gefarbten Formazan, die unter Beteiligung der
reduzierten Pyridinnukleotide NADH und in geringerem Ausmaf3 auch NADPH erfolgt.
Die Reduktion des MTT ist mit Enzymen des endoplasmatischen Retikulums assoziiert,
aber auch Succinat kann iiber die mitochondriale Succinatdehydrogenase in der MTT
Reduktion als Elektronendonor agieren. Allerdings ist die letztere Reaktion langsam
und trdgt nur wenig zur gesamten zelluliren MTT Reduktion bei [Berridge und Tan,

1993; Berridge et al., 1996].

Eine reduzierte Formazanbildung im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen zeigt eine
Beeintrachtigung der Zellproliferation durch die getesteten Substanzen an und dient als

Ma fiir die Zellviabilitit.

Im Zuge der Probenvorbereitung wurden NaHED, Phlorizin und Phloretin fiir jeden
Versuch frisch eingewogen und in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (mit
NaHCOs3, ohne Phenolrot, Calciumchlorid und Magnesiumsulfat)/HEPES (20 mM)-
Puffer geldst. Aufgrund der schlechten Loslichkeit in Wasser, wurde Phlorizin zunichst
in Ethanol und Phloretin in DMSO als jeweils 1000-fach konzentrierte Stammlosung
hergestellt.

Fir die Durchfilhrung des MTT-Tests in 96-Well-Platten wurde das
Kultivierungsmedium entfernt und die Zellen eine Stunde bei 37°C in glukosefreiem
Medium (90 uL/Well) inkubiert, um eine Synchronisierung der Zellen zu forcieren.
AnschlieBend erfolgte eine ebenfalls einstiindige Inkubation mit den Testsubstanzen
(10 uL /Well) NaHED, Phlorizin oder Phloretin allein oder in den Kombinationen
NaHED und Phlorizin bzw. NaHED wund Phloretin. Die jeweils mitgefiihrten
Kontrollen, auf die die zu testenden Substanzen bezogen werden, sowie die finalen

Konzentrationen der Substanzen auf der Reaktionsplatte sind in Tabelle 2 angegeben.
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Tabelle 2: Probenplan der MTT-Tests

Testsubstanz (finale Konzentration) Kontrolle

NaHED (0,001 pM/ 0,01 uM/ 0,1 puM/ HBSS/HEPES-Puffer
1 uM/ 10 pM/ 100 uM)

Phlorizin (0,5 uM/ 5 uM/ 50 uM/ 500 uM) | HBSS/HEPES-Puffer + 0,1 % Ethanol

Phloretin (1 pM/ 10 uM/ 100 uM/ HBSS/HEPES-Puffer + 0,1 % DMSO
1000 pM)

NaHED (100 uM) + Phlorizin (0,5 pM/ NaHED (100 uM) + 0,1 % Ethanol
5 uM/ 50 uM)

NaHED (100 puM) + Phloretin (1 uM/ NaHED (100 uM) + 0,1 % DMSO
10 M/ 100 M)

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Inkubationsmedium entfernt und die Zellen
wurden etwa 15 min bei 37°C mit 100 pL. MTT Working Solution (MTT-Stammldsung
und serumfreies Medium (DMEM, 2 % L — Glukose, 1% P/S, FBS frei) im Verhiltnis
1:6 inkubiert. Fiir die Herstellung der MTT-Stammldsung wurden 5 mg/ml Tyazolblau
in PBS gelost und filtriert. Nach Entfernen des MTT — Reagenz erfolgte die Zugabe von
150 pL DMSO, um die blauen wasserunldslichen Formazankristalle zu l6sen. Im
Anschluss daran wurde bei einer Wellenlinge von 570nm und einer

Referenzwellenldnge von 650 nm die Absorption ermittelt.

3.3.2 Mykoplasmen-Test

Durch einen moglichst sterilen Umgang mit Zellkulturen wird versucht,
Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Aber auch Mykoplasmen
stellen ein hdufiges Problem bei der Arbeit mit Zellkulturen dar und kénnen zu nicht

verlédsslichen oder falschen Ergebnissen in Zellkulturexperimenten fiihren, da sie um
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Néhrstoffe konkurrieren oder sich storend auf den Zellstoffwechsel auswirken konnen.
Bei Mykoplasmen handelt es sich um kleine, zellwandlose Prokaryoten, die der Klasse
Mollicutes zugeordnet werden [Drexler und Uphoff, 2002; Gstraunthaler und Lindl,
2013]. Sie konnen unbemerkt iiber ldngere Zeitrdume sowohl intra- als auch
extrazellulir in Kulturen iiberdauern und weisen Resistenzen gegen zahlreiche
Antibiotika auf. Es wird davon ausgegangen, dass etwa 30 % der Zellkulturen mit
Mykoplasmen kontaminiert sind, wobei dieser Wert in den vielen durchgefiihrten

Untersuchungen sehr stark variiert [Drexler und Uphoff, 2002].

Es 1st daher empfehlenswert, Zellkulturen regelmiBig auf Kontaminationen mit
Mykoplasmen zu tiberpriifen. Ein zuverldssiges und leicht durchfiihrbares Verfahren ist
etwa die Farbung der Mykoplasmen-DNA mit Farbstoffen, die sich in die DNA
einlagern konnen. Um in der vorliegenden Arbeit eine Kontamination mit
Mykoplasmen auszuschlieBen, wurde an der verwendeten Caco-2-Zelllinie ein
Nachweistest mit Hilfe einer DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)-Fiarbung
durchgefiihrt, bei der Mykoplasmen auf diese Weise sichtbar gemacht werden
[Gstraunthaler und Lindl, 2013].

Im Rahmen der Durchfiihrung wurde ein Deckglidschen in eine Petrischale gelegt und
anschliefend die Zellen - in Form weniger Tropfen Zellsuspension - ausgestreut. Um
anwachsen zu konnen, wurden die Zellen fiir einen Tag im Inkubator bei 37°C
kultiviert. Danach wurden die angewachsenen Zellen mit eiskaltem Methanol fixiert
und der Objekttrager mit einigen Tropfen DAPI/SR 101-Losung (200 mM TRIS,
200 mM NaCl, 8 uM DAPI, 50 uM Sulforhodamin 101, ph = 7,6) angefarbt.

Nach dem Auftragen eines Tropfens Immersionsdl wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Zytoplasmaproteine werden durch SR 101 rot
gefarbt, wihrend die DNA durch Bindung von DAPI an Hand der blauen Férbung
nachweisbar ist. Bei Vorliegen einer Kontamination mit Mykoplasmen sind zusétzlich
zu den blau gefiarbten Zellkernen kleine blaue Punkte in Zytoplasma und

Interzellularraum erkennbar [Gstraunthaler und Lindl, 2013].
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3.3.3 Analyse der zelluliren Glukoseaufnahme

Um die Glukoseaufnahme in die Zellen zu untersuchen, wurden ein Assay, basierend
auf Inkubation der Caco-2-Zellen mit 2-NBDG (2-[ N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl) amino]- 2-deoxyglukose), einem fluoreszierenden Glukoseanalog, und eine
anschlieende Fluoreszenzdetektion durchgefiihrt. Dieser sensitive und nicht
radioaktive Assay eignet sich fiir das direkte und schnelle Messen der Glukoseaufnahme

durch lebende Zellen [Zou et al., 2005].

HO
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0

Abb.10: 2-[N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino]- 2-deoxyglukose

Fir die Durchfiihrung dieses Assays wurden Caco-2-Zellen in 96-Well-Platten
ausdifferenziert. Im Zuge der Probenvorbereitung wurden die zu testenden Substanzen
NaHED, Phlorizin und Phloretin zundchst in HBSS/HEPES-Puffer gelost. Phlorizin und
Phloretin wurden, wie unter der Durchfiihrung des MTT-Tests beschrieben, in Ethanol

bzw. DMSO vorgeldst.

Am Versuchstag wurde zunéchst das Kulturmedium von den Zellen entfernt, bevor
diese eine Stunde im Inkubator bei 37°C mit glukosefreiem DMEM (90 uL /Well)
inkubiert wurden, um wieder eine Synchronisierung der Zellen zu forcieren. Im
Anschluss daran wurden die Zellen mit NaHED, Phlorizin oder Phloretin allein oder im
Zuge der Koinkubationsversuche zur Bestimmung der beteiligten Glukosetransporter
mit NaHED und Phlorizin bzw. NaHED und Phloretin gemeinsam 30 min inkubiert. Als
Kontrollen wurde HBSS/HEPES-Puffer mit oder ohne Zusatz von Ethanol bzw. DMSO
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mitgefiihrt. Fiir die Koinkubationsversuche wurde NaHED in HBSS/HEPES-Puffer mit
Ethanol bzw. DMSO als Kontrolle verwendet. Die finalen Konzentrationen der
Testsubstanzen sowie die zugehorigen Kontrollen entsprechen den Angaben des
Probenplans (Tabelle 2), der zur Durchfithrung der MTT-Tests verwendet wurde. Die
Konzentrationen der Inhibitoren, die allein inhibierende Wirkungen auf die
Glukoseaufnahme in Caco-2-Zellen zeigten, wurden in den Koinkubationsversuchen
nicht eingesetzt. Somit sollte ausgeschlossen werden, dass mogliche signifikante
Effekte auf die Glukoseaufnahme bei gemeinsamer Behandlung der Caco-2-Zellen mit
NaHED und den Inhibitoren nur auf die starke Wirkung des Inhibitors zuriickzufiihren

sind.

Im néchsten Schritt wurden 50 pL 2-NBDG pro Well in einer finalen Konzentration
von 200 uM hinzupipettiert und weitere 30 min inkubiert. Da 2-NBDG als
fluoreszierende Verbindung lichtempfindlich ist, wurde ab diesem Schritt unter
Vermeidung von Tageslicht gearbeitet. Um die Glukoseaufnahme in die Zellen nach der
30-miniitigen Behandlung zu stoppen, wurde schlieBlich dreimal mit eiskalter
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen, bevor letztendlich mittels Tecan
Infinite Plate Reader (Tecan, Menningen, Schweiz) die Fluoreszenz der Zellen in

100 puL PBS bei 480 nm Exzitation sowie 550 nm Emission gemessen wurde.

3.3.4 Untersuchung der SGLTI und GLUT2 Expression

3.3.4.1 Inkubation und RNA-Isolierung

Um den Einfluss von NaHED auf die Genexpressionslevel der Glukosetransporter
GLUT2 und SGLT1 zu untersuchen, wurden die Caco-2-Zellen in 6-Well-Platten
ausgestreut und nach der iiblichen Vorgehensweise iiber einen Zeitraum von 21 Tagen

ausdifferenziert.

Im Zuge des Versuchs wurde zunichst wieder das Kultivierungsmedium entfernt und
die Zellen eine Stunde mit glukosefreiem DMEM (2700 ul/Well) vorinkubiert. Fiir die
Probenvorbereitung wurden nach dem bekannten Schema NaHED, Phlorizin und

Phloretin in HBSS/HEPES- Puffer gelost, wobei die Inhibitoren zunichst wieder in
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Ethanol bzw. DMSO vorgelost wurden. Die Substanzen (300 pul/Well) wurden im
Anschluss daran gemill dem Probenplan (Tabelle 3) auf die 6-Well-Platten aufgetragen

und iiber die Zeitraume von 15, 30 und 60 min bei 37°C inkubiert.

Tabelle 3: Probenplan fiir Genexpression

Testsubstanz (finale Konzentration) Kontrolle

NaHED (100 uM) HBSS/HEPES-Puffer

NaHED (100 uM) + Phlorizin (50 uM) | NaHED (100 uM) + 0,1 % Ethanol

NaHED (100 uM) + Phloretin (100 uM) | NaHED (100 pM) + 0,1 % DMSO

Die im Anschluss an die Inkubation stattfindende RNA-Isolierung erfolgte mittels
peqGOLD Total RNA Kit (Peqlab Biotechnologie GmbH) gemifl der Anleitung des
Herstellers. Dieser Kit kombiniert selektive und reversible Bindungseigenschaften von
Silikamembranen und ermoglicht mittels optimierter Puffersysteme die Reinigung von

bis zu 100 pg nicht degradierter RNA.

Die aufzuarbeitenden Zellen in den Zellkulturplatten wurden zundchst unter
denaturierenden Bedingungen lysiert, wobei alle vorhandenen RNasen und sonstigen
Enzyme effizient inhibiert werden. Das Lysat wurde dann auf eine DNA — Removing
Column geladen, 1 min bei 12000 x g zentrifugiert und der S&dulendurchfluss
anschliefend mit einem identischen Volumen an Ethanol (70 %) versetzt. Darauthin
wurde der Sdulendurchfluss auf eine RNA- Binding Column geladen und 1 Minute bei
10 000 x g zentrifugiert, um die RNA — Molekiile an die enthaltene Silikamembran zu
binden. Zelulldrer Uberstand und andere Kontaminationen konnten durch weitere
Waschschritte mit speziellen Puffern und nachfolgender Zentrifugation (15 sec bei 10
000 x g) entfernt werden. Letztendlich wurde die Sdule durch Zentrifugieren (2 min bei
10 000 x g) vollstindig getrocknet und die RNA mit RNase — freiem Wasser eluiert
(1 min bei 5000 x g).
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3.3.4.2 Reverse Transkription

Im Zuge der reversen Transkription erfolgt ausgehend von einem RNA Template
mittels reverser Transkriptase die Bildung komplementirer DNA (cDNA), welche

direkt als Ausgangsmaterial fiir die QRT-PCR verwendet werden kann.

Die zuvor isolierte RNA wurde nun mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies Corporation) in cDNA umgeschrieben. Um die
Reinheit der RNA zu iiberpriifen sowie zur Bestimmung der fiir den Kit bendtigten
RNA Konzentrationen der Proben, wurde zunichst mittels einer nanoQuant Platte auf
einem Infinite Plate Reader die Absorption der isolierten RNA, die ihr
Absorptionsmaximum bei 260 nm hat, bei Wellenldngen von 260, 280 sowie 230 nm
bestimmt. Die Ermittlung zweier Ratios, ndmlich Ajgo/Azs0 und Azeo/Az30, sollte
Aufschluss iiber die Qualitit der RNA geben. Der Ratio von Asg/Azso sollte Werte
zwischen 1,8 und 2,1 annehmen. Liegen die Werte unter 1,8, so deutet dies auf die
Anwesenheit von Proteinen, Phenolen oder anderen Kontaminanten hin, die bei einer
Wellenldnge von 280 nm stark absorbieren. Auch der Ratio von Ajsesp/Azzg sollte
zwischen 1,8 und 2,1 liegen. Ist dieses Verhiltnis zu niedrig, kann wiederum von der
Anwesenheit von Kontaminanten ausgegangen werden, die bei einer Wellenldnge von

230 nm absorbieren.

Fiir die Durchfiihrung der reversen Transkription wurde zunidchst gemall Anleitung des
Kits der Mastermix, bestehend aus 10X RT Puffer, 25X dNTP Mix (100 mM), 10X RT
Random Primer, Reverser Transkriptase, RNase Inhibitor sowie nukleasefreiem Wasser,
auf Eis hergestellt (Tabelle 4). Danach wurden 10 pL der jeweiligen RNA-Proben
(bestehend aus 2 pg RNA in 10 pL nukleasefreiem Wasser) sowie 10 uL. des Mastermix
in jedes Well der 96-Well-PCR-Platten pipettiert und diese kurz zentrifugiert, bevor die
RNA mittels PCR unter den im KIT angegebenen Bedingungen fiir Temperatur und
Zeit (25°C fir 10 min/ 37°C fiir 120 min/ 85°C fiir 5Smin/ 4°C) in cDNA
umgeschrieben wurde. Vor der weiteren Verwendung wurde die cDNA schlieBlich 1:10
mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

eingefroren.
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Tabelle 4: Ansatz zur Herstellung des Mastermix gemaf3 Hersteller

Komponente Volumen (pL)/Probe
10X RT Buffer 2,0

25X dANTP Mix (100 mM) 0,8

10X RT Random Primer 2,0

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0

RNase Inhibitor 1,0

Nuklease-free H,0 3,2
Gesamtvolumen/Reaktion 10,0

3.3.4.3 Genexpression mittels quantitativer Real Time PCR (qRT-PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt eine molekularbiologische Methode zur
Amplifikation  spezifischer =~ DNA - Sequenzen dar. Das  Prinzip  dieser
Vervielfiltigungsmethode beruht auf den drei Schritten Denaturierung, Annealing und
Elongation, die einen PCR-Zyklus ausmachen. Durch Wiederholen dieser Zyklen wird
der Gehalt der spezifischen DNA - Sequenzen vervielfacht [Anton et al., 2006].

Im Zuge der Denaturierung wird die doppelstringige DNA durch Hitzeeinwirkung iiber
90°C in ihre Einzelstringe aufgetrennt. Durch anschliefende Temperatureverringerung
konnen im Verlauf des Primer-Annealing die Forward- und Reverse-Primer an die
spezifischen komplementdren DNA-Sequenzen hybridisieren. Im dritten Schritt des
PCR-Zyklus werden die Primer schlieflich durch das Enzym DNA-Polymerase unter
geeigneten Temperaturbedingungen mit Desoxyribonukleosidtriphosphaten elongiert

[Anton et al., 2006].
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Die quantitative Real Time PCR (qQRT-PCR) kann durch die Messung von Fluoreszenz
— Signalen zur Quantifizierung der gewonnenen DNA genutzt werden. Das PCR-Gerit
misst die Anreicherung der PCR Produkte im Zuge der Amplifikation durch die
Verwendung fluoreszierender Farbstoffe, wie etwa SYBR Green. SYBR Green
interkaliert in die gebildete DNA und fiihrt durch Konformationsinderungen des
Farbstoffs zur Fluoreszenz-Emission. Die Fluoreszenz steigt mit jedem
Amplifikationszyklus an und wird nach jeder Elongationsphase erfasst. Ein Nachteil der
Verwendung von SYBR Green ist jedoch, dass der Farbstoff unspezifisch an jede DNA,
wie etwa auch an Primer-Dimere, bindet. Durch eine nachfolgende
Schmelzkurvenanalyse kann jedoch anhand der spezifischen Schmelztemperaturen
zwischen den spezifischen PCR-Produkten und anderen Produkten, wie Primer-

Dimeren, unterschieden werden [Anton et al., 2006].

Im Anschluss an die reverse Transkription in cDNA erfolgte die Analyse der
Genexpression von humanen SGLTI (Sigma-Aldrich, Osterreich) und GLUT?2 (Sigma-
Aldrich, Osterreich) mithilfe quantitativer Real Time PCR (qRT-PCR). Die Spezifitit
des GLUT2 Primers wurde von Wilder-Smith et al. [2014] mittels Sanger-
Sequenzierung bestdtigt. Die Primersequenz von SGLT1 wurde nach Grether-Beck et al.
[2012] verwendet und laut NCBI Primerblast Datenbank als spezifisch angegeben, da

keine anderen Targetsequenzen gefunden wurden.

Zur Normalisierung wurde auch die Expression von GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat- Dehydrogenase) (VBC-Biotech, Wien, Osterreich) und HPRT (Hypoxanthin-
Guanin Phosphoribosyltransferase) (Sigma-Aldrich, Osterreich), die sich bereits als
gute Referenzgene in Caco-2-Zellen erwiesen hatten, bestimmt [Riedel et al., 2014;
Rohm et al., 2015]. Die im Zuge der PCR verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle

1 aufgelistet.

Die Real Time PCR wurde mit einem StepOnePlus Real Time PCR-Gerédt unter
Verwendung eines SYBR Green Mastermix (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA) durchgefiihrt. Die Herstellung des Mastermix, bestehend aus SYBR Green
Mastermix, Forward- und Reverse-Primer sowie nukleasefreiem Wasser, erfolgte
wieder auf Eis (Tabelle 5). Insgesamt 29,7 uL dieses Mastermix wurden mit 3,3 pL der

cDNA-Proben (1:10 verdiinnt) in einem Tube angesetzt und anschlieBend mit einem
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Volumen von 10 pL im Dreifachansatz in die PCR-Platten pipettiert. Die Platte wurde
mit einer Folie versiegelt und kurz zentrifugiert, bevor das PCR-Programm gestartet

wurde.

Tabelle 5: Herstellung des Mastermix

Komponente Volumen (nL)
SYBR Green Mastermix 412,5
Forward-Primer 313,5
Reverse-Primer 8,2
Nukleasefreies Wasser 8,2

3.3.5 Serotoninfreisetzung

3.3.5.1 Stimulierung der Serotoninfreisetzung

Fiir die Analyse der Serotoninausschiittung wurden 24-Well-Platten mit Caco-2-Zellen

ausgestreut und wie beschrieben 21 Tage lang ausdifferenziert.

Am Versuchstag wurden zunichst das Kultivierungsmedium abgesaugt und die Zellen
mit 300 pL PBS gewaschen. Um die Serotoninausschiittung in Caco-2-Zellen zu
untersuchen, wurde NaHED gelost in Krebs-Ringer/HEPES-Puffer (KRHB,
128 mM NaCl, 1,9 mMKCIl, 1,2mM KH,PO,s, 2,4 mM CaCl,, 1,3 mM MgSOs,
10 mM Glukose, 10 mM HEPES, pH = 7,4) mit 0,1 % iger Ascorbinsdure auf die Zellen
aufgetragen. Ascorbinsdure wurde zugefiigt, um das empfindliche Serotonin vor
oxidativem Abbau zu schiitzen. Zusétzlich wurde unter Lichtausschluss gearbeitet, um
Serotoninabbau durch Sonneneinstrahlung ebenfalls zu verhindern. Als Kontrolle wurde
Krebs-Ringer/HEPES-Puffer mit 0,1 % iger Ascorbinsdure alleine auf die Zellen
pipettiert.
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Als Positivkontrolle wurde Zimtaldehyd in KRHB mit 0,1%iger Ascorbinsdure
verwendet. Wie bereits erwédhnt, konnten Nozawa et al. [2009] zeigen, dass
Zimtaldehyd in enterochromaffinen Zellen zu einer gesteigerten Serotoninfreisetzung
fiihrte. Vorversuche im Rahmen dieser Arbeit ergaben, dass Zimtaldehyd in den Caco-
2-Zellen ebenfalls eine gesteigerte Serotoninausschiittung bewirkte und sich daher als

Positivkontrolle eignete.

Die eingesetzten Konzentrationen der Substanzen sind in der nachfolgenden Tabelle 6
aufgelistet, wobei die Proben mit einem Inkubationsvolumen von 300 pL immer im
Doppelansatz bestimmt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde der
Zelliiberstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung fiir maximal zwei

Wochen bei -20°C aufbewahrt.

Tabelle 6: Probenplan zur Untersuchung der Serotoninausschiittung

Substanz (Konzentration)

Krebs-Ringer/HEPES-Puffer + 0,1 % iger Ascorbinsdure als Kontrolle

Zimtaldehyd (5 mM und 500 uM) als Positivkontrolle

NaHED (0,1 uM/ 1 pM/ 10 pM/ 100 pM)

3.3.5.2 Bestimmung der Serotoninkonzentration

Die Serotoninkonzentrationen im Zelliiberstand wurden mittels ELISA-Kit (Serotonin
sensitiv ELISA, DLD Diagnostika) erfasst, einem kompetitiven Enzymimmunoassay,

der eine quantitative Bestimmung von derivatisiertem Serotonin ermoglicht.

Das Prinzip dieses kompetitiven Assays ist die Konkurrenz des derivatisierten
Serotonins um eine definierte Anzahl von Antikorper-Bindungsstellen. Sobald sich das
Gleichgewicht im System eingestellt hat, werden nicht gebundene Antigene und

Antigen-Antikorper-Komplexe durch Waschschritte entfernt. Nach Inkubation mit
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Peroxidase  konjugierten = Antikérpern und  nachfolgender  Zugabe einer
Tetramethylbenzidin (TMB) — Losung, kommt es zu einer Farbreaktion, deren Intensitét

mittels Tecan Infinite Plate Reader bestimmt wird.

Die untere Nachweisgrenze des Kits betrdgt 0,39 pg/sample und der Intra-Assay-
Variationskoeffizient liegt bei 7 — 9 %.

NH, HO

HO %

ZT
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Abb.11: Derivatisierung des Serotonins zu N-Acetylserotonin

Die Derivatisierung von Serotonin in den zu testenden Proben und den mitgelieferten
Kontrollen und Standards erfolgte wéihrend der Probenvorbereitung, wo der
Neurotransmitter durch Acylierungsreagenz in N-Acetylserotonin umgewandelt wurde.
Nach der Probenvorbereitung wurden die Standards, Proben und Kontrollen in die
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettiert und 15 — 20 Stunden bei 2 — 8°C
inkubiert. Darauthin wurde nach einem Waschschritt das IgG-Peroxidase-Konjugat in
die Vertiefungen pipettiert. Nach 60-miniitiger Inkubation und einem weiteren
Waschschritt wurde Tetramethylbenzidin (TMB)-Losung zugegeben, welches durch die
Peroxidase umgesetzt wurde. Nach etwa 15 min wurde die Reaktion gestoppt und bei
einer Messwellenldnge von 450 nm sowie 405 nm die optische Dichte bestimmt. Die
Konzentration des gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexes ist umgekehrt

proportional zur Konzentration des Antigens in der Probe.
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3.3.5.3 Bestimmung des DNA-Gehalts

Zur Normalisierung der ermittelten Serotoninkonzentrationen wurde der
Serotoningehalt auf den DNA-Gehalt der einzelnen Proben bezogen. Dafiir wurden die
Zellen direkt nach den Inkubationsversuchen erneut mit PBS gewaschen, mit einem
Natrium-Lauryl-Sarkosinat (1 %) enthaltenden Puffer lysiert und fiir mindestens einen
Tag eingefroren, um die Zelllyse zu gewéhrleisten. Fiir die DNA-Messung wurden die
Platten wieder aufgetaut, der Lysepuffer mit 800 uM PBS verdiinnt und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren die sehr zédhfliissige DNA homogenisiert. Der
DNA-Gehalt wurde anschlieBend mithilfe einer nanoQuant Platte auf einem Infinite

Plate Reader (Tecan, Menningen, Schweiz) photometrisch erfasst.

3.3.6 Statistische Auswertung
Auswertung der MTT-Tests

Zur Auswertung der MTT-Tests wurden die ermittelten Daten auf den Mittelwert der
jeweiligen Losungsmittel-Kontrollen bezogen und in Prozent angegeben. Unter
Verwendung der Software SigmaPlot 12.0 wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse
gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test auf statistische Signifikanz getestet und
signifikante Unterschiede in Form von *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 angegeben.

Alle Versuche wurden mit mindestens drei biologischen Replikaten durchgefiihrt.

Auswertung der Glukoseaufnahme

Ebenso wie bei der Auswertung der MTT-Tests wurden auch die im Zuge der
Glukoseaufnahme-Assays ermittelten Daten der Fluoreszenz nach Abzug des
Blindwerts in Bezug auf die Mittelwerte der entsprechenden Losungsmittel-Kontrollen
in Prozent angegeben. Ausreiler wurden zuvor mittels Nalimov-Ausreifertest
ausgeschlossen. Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse

gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test erfasst (SigmaPlot 12.0) und mit *p<0,05,
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*#p<0,01 und ***p<0,001 markiert. Die graphische Darstellung erfolgte durch Angabe

der Prozent der Kontrolle + Standardabweichung.

Auswertung der PCR-Daten

Fiir die Auswertung der Genexpressionsanalysen sowie zur Effizienzbestimmung der
Primer wurde die Software LinRegPCR v.2012.2 verwendet. Die somit ermittelten
hypothetischen Startkonzentrationen (Np) wurden dann zur Normalisierung auf das
geometrische Mittel beider Referenzgene — HPRT und GAPDH — bezogen. Die Werte
wurden dann wiederum auf die jeweiligen Kontrollen bezogen und als mittlere x-fache
Anderung zu diesen angegeben. Nach AusschlieBen der AusreiBer mittels Nalimov-
AusreiBBertest, wurden signifikante Effekte verglichen mit den Kontrollen mittels
einfaktorieller Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test ermittelt
(SigmaPlot 12.0) und durch die Markierungen *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001

angegeben.

Auswertung des Serotonin ELISA-Kits

Fiir die Auswertung des Kits wurden die photometrisch erfassten OD-Werte der Stan-
dards (linear) gegen die entsprechenden Konzentrationen der Standards (logarithmisch)
aufgetragen. Anhand dieser Standardkurve konnten die Konzentrationen der Kontrollen
und Proben berechnet werden. Zur Normalisierung der so ermittelten Serotoninkonzent-
rationen wurde der Serotoningehalt auf den bestimmten DNA-Gehalt der einzelnen
Proben bezogen und schlieBlich, in Bezug auf den Mittelwert der Kontrollen, in Prozent
+ Standardfehler des Mittelwerts angegeben. Mittels Nalimov-Ausreilertest wurden
Ausreifler ausgeschlossen, bevor durch Verwendung der Software SigmaPlot 12.0 mit-
tels einfaktorieller Varianzanalyse und nachfolgendem Student-Newman-Keuls post-
hoc Test auf statistische Signifikanz getestet wurde. Signifikante Unterschiede wurden

in Form von *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 MTT-Tests

Ein Einfluss der verwendeten Substanzen in den eingesetzten Konzentrationen auf die
Zellproliferation wurde mittels MTT-Tests ausgeschlossen. Die Ergebnisse der MTT-
Tests nach 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED, Phlorizin und
Phloretin, die zunichst als Einzelsubstanz getestet wurden, und die Ergebnisse der
Koinkubationsversuche mit NaHED und Phlorezin sowie NaHED und Phloretin sind in

den nachfolgenden Abbildungen (Abb. 12-16) graphisch dargestellt.
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Abb.12: Zellproliferation (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer)) nach 60-miniitiger
Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED in Konzentrationen von 0,001 — 100 uM; n = 3
(technische Replikate = 3). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse

ausgeschlossen.
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In Abbildung 12 ist ersichtlich, dass eine 60-miniitige Inkubation der Caco-2-Zellen mit
NaHED in den Konzentrationen 0,001 — 100 uM im Vergleich zur HBSS/HEPES-
Puffer-Kontrolle, die gleich 100 % gesetzt wurde, keine Effekte auf die Zellproliferation
zur Folge hatte. Ebenso sind nach einstiindiger Behandlung mit Phlorizin in den
Konzentrationen 0,5 — 500 uM im Vergleich zur entsprechenden Losungsmittel-
Kontrolle (Kontrolle =100 %) keine Auswirkungen auf die Zellproliferation zu

erkennen (Abbildung 13).
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Abb.13: Zellproliferation (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit 0,1% Ethanol)) nach 60-
miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phlorizin in Konzentrationen von 0,5 — 500 uM;
n=3 (technische Replikate = 3). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller

Varianzanalyse ausgeschlossen.

48



Die einstiindige Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phloretin (Abbildung 14) in den
Konzentrationen 1, 10 wund 100 uM zeigte im Vergleich zur Kontrolle
(Kontrolle = 100 %) keine Auswirkungen auf die Zellproliferation. Es ist allerdings in
der hochsten Konzentration (1000 uM) ein starker Anstieg der Zellproliferation auf
184 % + 33,5% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (Kontrolle =100 %) zu

erkennen.
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Abb.14: Zellproliferation (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit 0,1% DMSO)) nach 60-
miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phloretin in Konzentrationen von 1 — 1000 pM;
n=3 (technische Replikate =3). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller

Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test getestet und als ***p<0,001 angegeben.

49



Abbildung 15 und 16 zeigen, dass Effekte auf die Zellproliferation durch die
Versuchsbedingungen im Zuge der Koinkubationsexperimente ebenfalls ausgeschlossen
werden konnten. Die gemeinsame Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED
(100 uM) und Phlorizin (0,5 — 50 uM) ebenso wie mit NaHED (100 uM) und Phloretin
(1 — 100 uM) tiiber einen Inkubations-Zeitraum von 60 Minuten zeigte im Vergleich zu

den jeweiligen Kontrollen (Kontrolle = 100 %) keine Effekte auf die Zellproliferation.
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Abb.15: Zellproliferation (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit 0,1 % Ethanol)) nach 60-
miniitiger Koinkubation der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM) und Phlorizin (0,5 — 50 uM);
n=3 (technische Replikate =3). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller

Varianzanalyse ausgeschlossen.
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Abb.16: Zellproliferation (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit 0,1 % DMSO)) nach 60-
miniitiger Koinkubation der Caco-2-2Zellen mit NaHED (100 uM) und Phloretin (1 — 100 uM);
n=3 (technische Replikate = 3). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller

Varianzanalyse ausgeschlossen.
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4.2 Analyse der zelluliren Glukoseaufnahme
4.2.1 Einfluss von NaHED, Phlorizin und Phloretin auf die Glukoseaufnahme

NaHED:

Um die erwarteten Glukoseaufnahme-steigernden Effekte des Homoeriodictyol-
Natriumsalzes in Caco-2-Zellen zu bestitigen, wurden diese mit der Testsubstanz in den
Konzentrationen 0,001 — 100 uM iiber einen Zeitraum von 30 Minuten inkubiert. Wie
in Abbildung 17 zu erkennen ist, fiihrte die Behandlung mit NaHED in der hdchsten
getesteten Konzentration von 100 uM verglichen mit der Kontrolle (Kontrolle = 100%)
zu einer gesteigerte Aufnahme von Glukose von 129% + 17,5% (p<0,001). Als
Testkonzentration fiir NaHED wurde daher in den nachfolgenden Experimenten eine

Konzentration von 100 uM eingesetzt.
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Abb.17: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer) + Standardabweichung)
nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (0,001 — 100 uM); n = 8
(technische Replikate =2-3).  Statistische Signifikanz ~wurde mittels einfaktorieller
Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test getestet und in Form von ***p<0,001

markiert.
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Phlorizin und Phloretin:

Um zu untersuchen, welche der in Caco-2-Zellen exprimierten Glukosetransporter an
den Glukoseaufnahme-steigernden Effekten des NaHED beteiligt sind, wurden die
Inhibitoren  Phlorizin und Phloretin eingesetzt, die bekanntermallen die
Glukosetransporter SGLT1 und GLUT?2 blockieren konnen.

Bevor allerdings die Caco-2-Zellen mit NaHED und den Inhibitoren gemeinsam
behandelt werden konnten, war es erforderlich, die Konzentrationen von Phlorizin und
Phloretin zu ermitteln, die allein keine Auswirkungen auf die Glukoseautnahme zeigten.
Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass mogliche Effekte im Zuge der
Koinkubationsexperimente nur auf Grund eines starken Einflusses der Inhibitoren
bedingt sind. Zu diesem Zweck wurde der gleiche Assay zur Bestimmung der

Glukoseaufnahme auch fiir Phlorizin und Phloretin durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 18 und 19 zu erkennen ist, zeigten die jeweils hochsten eingesetzten
Konzentrationen der beiden Phenole die erwarteten inhibierenden Effekte auf die

Glukoseaufnahme.

Verglichen mit den entsprechenden Kontrollen, die gleich 100 % gesetzt wurden,
senkten Phlorizin in einer Konzentration von 500 uM und Phloretin in einer
Konzentration von 1000 uM die Glukoseaufnahme. Nach Behandlung mit 500 uM
Phlorizin sank die Glukoseaufhahme im Vergleich zur Kontrolle auf 71,9% =+ 13,5%
(»<0,01), wahrend eine Inkubation mit 1000 uM Phloretin im Vergleich zur Kontrolle
zu einer Glukoseaufnahme von 73,8% =+ 4,49% (p<0,001) fiihrte.
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Abb.18: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit 0,1 % Ethanol) +
Standardabweichung) nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phlorizin (0.5 —
500 uM); n = 4 (technische Replikate = 3). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller

Varianzanalyse gefolgt Holm-Sidak post-hoc Test getestet und in Form von **p<0,01 markiert.
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Abb.19: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit 0,1 % DMSO) +

Standardabweichung) nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phloretin (1 -
1000 uM); n = 3 (technische Replikate = 3). Statistische Signifikanz wurde mittels
einfaktorieller Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test getestet und mit der

Markierung ***p<0,001 angegeben.
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4.2.2 Ermittlung der beteiligten Glukosetransporter

Der Nachweis der Glukosetransporter, die an der NaHED-bedingten gesteigerten
Glukoseaufnahme beteiligt sind, erfolgte mit Hilfe von Koinkubationsversuchen, in
deren Verlauf die Zellen jeweils mit den Kombinationen von NaHED und Phlorizin

bzw. NaHED und Phloretin behandelt wurden.

Da die Glukoseaufnahme-steigernden Effekte von NaHED in einer Konzentration von
100 uM signifikant waren, wurde in den Koinkubationsversuchen NaHED ebenfalls in
dieser Konzentration eingesetzt. Die SGLT1- und GLUT2-Inhibitoren wurden in den
Konzentrationen eingesetzt, die allein keine inhibierende Wirkung auf die
Glukosetransporter zeigten, um auszuschlieen, dass signifikante Effekte im Zuge der

Koinkubationsversuche nur auf die starke Wirkung der Inhibitoren zuriickzufiihren sind.

Um sicherzustellen, dass die steigernden Effekte des NaHED auf die Glukoseaufnahme
in den jeweiligen Koinkubationsversuchen auch tatsdchlich stattfanden, wurde als
Positiv-Kontrolle immer NaHED in einer Konzentration von 100 uM mitgefiihrt

(Abbildung 20a und 21a).

4.2.2.1 Natriumabhingiger Glukosetransporter 1 (SGLT1)

Um einen moglichen Beitrag des natriumabhéngigen Glukosetransporters 1 (SGLT1) an
der gesteigerten Glukoseauftnahme festzustellen, wurde Phlorizin in den
Konzentrationen 0,5 - 50 uM eingesetzt, da diese Konzentrationen keine signifikanten

Effekte auf die Glukoseautnahme gezeigt hatten.

Wie aus Abbildung 20b zu erkennen ist, fiihrte die gemeinsame Behandlung mit
NaHED (100 uM) und Phlorizin in der hochsten Konzentration (50 uM) im Vergleich
zu einer alleinigen Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED in einer Konzentration
von 100 uM (Kontrolle = 100 %) zu einer verringerten Glukoseaufnahme in die Zellen,

die nun 77,9 + 11,9 (p<0,05) ausmachte.
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Abb.20a: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer) + Standardabweichung)
nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM); n=35
(technische Replikate =2 — 3).  Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller
Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak post-hoc Test getestet und mit ***p<0,001 markiert.

Abb.20b: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit NaHED (100 uM) und
0,1 % Ethanol) + Standardabweichung) nach 30-miniitiger Koinkubation der Caco-2-Zellen mit
Phlorizin (0,5 — 50 uM) und NaHED (100 uM); n=5 (technische Replikate = 2 — 3).
Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak

post-hoc Test getestet und in Form von *p<0,05 markiert.
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4.2.2.2 Glukosetransporter 2 (GLUT?2)

Eine mogliche Beteiligung des Glukosetransporters 2 (GLUT2) an der gesteigerten
Glukoseaufnahme in die Caco-2-Zellen wurde mit Hilfe von Koinkubationsversuchen,
bei denen NaHED (100 uM) mit Phloretin (1 — 100 uM) kombiniert wurde, getestet. Im
Vergleich zur entsprechenden Losungsmittel-Kontrolle (Kontrolle = 100 %) konnten
durch die gemeinsame Behandlung mit NaHED und Phloretin allerdings in keiner der
eingesetzten Konzentration Auswirkungen auf die Glukoseautnahme festgestellt werden

(Abbildung 21b).
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Abb.21a: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle + Standardabweichung) nach 30-miniitiger
Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM); n = 7 (technische Replikate = 3).
Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse gefolgt von Holm-Sidak

post-hoc Test getestet und in Form ***p<0,001 markiert.

Abb.21b: Glukoseaufnahme (% der Kontrolle (HBSS/HEPES-Puffer mit NaHED (100 uM) und
0,1 % DMSO) =+ Standardabweichung) nach 30-miniitiger Koinkubation der Caco-2-Zellen mit
Phloretin (1 — 100 uM) und NaHED (100 uM); n = 7 (technische Replikate = 2 — 3). Statistische

Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse ausgeschlossen.
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4.3 Einfluss der phenolischen Verbindungen auf die Genexpressionslevel der Glu-

kosetransporter

Um zu untersuchen, ob sich die Behandlung der Zellen mit NaHED und den Inhibitoren
auf die Expression der Glukosetransporter der Caco-2-Zellen auswirkt, wurde eine
quantitative Real Time PCR durchgefiihrt. Dabei wurde sowohl getestet, ob NaHED
allein einen Einfluss auf Ebene der Genexpression ausiibt, als auch iiberpriift, ob sich
die gemeinsame Behandlung mittels NaHED und Phlorizin oder NaHED und Phloretin
in einer verdnderten Expression von GLUT2 oder SGLTI &uflert. Die Zellen wurden
dafiir mit den entsprechenden Substanzen iiber Zeitrdume von 15, 30 und 60 Minuten

inkubiert.

4.3.1 Natriumabhingiger Glukosetransporter 1 (SGLT1)

Wie in Tabelle 7 dargestellt, zeigt sich zwischen 15-miniitiger und 30-miniitiger
Behandlung der Caco-2-Zellen mit 100 uM NaHED ein signifikanter Unterschied
(p<0,05). Ebenso ist zwischen der 15-miniitigen und 30-miniitigen (p<0,001) sowie
zwischen der 15-miniitigen und 60-miniitigen (p<0,01) gemeinsamen Behandlung der
Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM) und Phlorizin (50 uM) ein signifikanter
Unterschied zu erkennen. Der Vergleich der verbleibenden Behandlungen nach den
unterschiedlichen Inkubationszeiten zeigte jedoch keinen Einfluss des Faktors Zeit auf

die Genexpression.

15min vs. 30min| 15 min vs. 60 min |30 min vs. 60 min

NaHED (100 uM) | I5min vs. 30min|15min vs. 60 min |30 min vs. 60 min
+PT (100 nM) (p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)

NaHED (100 pM) | IS min vs. 30min|15min vs. 60 min |30 min vs. 60 min
+ PZ (50 uM) (p<0,001) (p<0,01) (p>0,05)

Tabelle 7: Tabellarische Darstellung der Zeitabhingigkeit der SGLTI-Genexpression.
Signifikante Unterschiede wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse gefolgt von Holm-

Sidak post-hoc Test getestet und in Form des p-Wertes angegeben.
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In den Abbildungen 22a, b und c ist zu erkennen, dass die Behandlung der Caco-2-
Zellen mit 100 uM NaHED allein nach keiner der drei Inkubationszeiten verglichen mit
den entsprechenden Kontrollen zu einem Effekt auf Expressionsebene des

natriumabhingigen Glukosetransporters 1 (SGLT1) fiihrte.

Nach 15-miniitiger Koinkubation (Abbildung 22a) mit 100 uM NaHED und 50 uM
Phlorizin war jedoch zu erkennen, dass SGLTI im Vergleich zur entsprechenden
Losungsmittelkontrolle (Kontrolle = 1) mit x-facher Anderung von 1,29 + 0,19
(p<0,001) hinaufreguliert wurde. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die SGLTI —
Expression nach Koinkubation mit 100 uM NaHED und 100 uM Phloretin verglichen
mit der alleinigen Behandlung mit 100 uM NaHED oder der Koinkubation mit 100 uM
NaHED und 50 uM Phlorizin verringert war.

Nach Behandlung der Zellen mit NaHED (100 uM) in Kombination mit Phlorizin
(50 uM) fiir 30 Minuten (Abbildung 22b) sank die SGLTI — Expression wieder ab und
zeigte im Vergleich zur Ethanol — Kontrolle (Kontrolle = 1) keinen Effekt mehr auf die
Expression des Transporters (0,88 + 0,11 (p=0,21)). Allerdings wurde eine
Herunterregulierung von SGLTI nach Behandlung mit 100 uM NaHED und 100 uM
Phloretin im Vergleich zur DMSO — Kontrolle (Kontrolle = 1) mit x-facher Anderung
von 0,74 £ 0,18 (p<0,001) nachgewiesen.

Ein dhnliches Bild zeigte sich auch nach 60-miniitiger Behandlung der Zellen mit den
Testsubstanzen (Abbildung 22¢): die SGLT1 — Expression nach Koinkubation der Caco-
2-Zellen mit 100 uM NaHED und 100 uM Phloretin im Vergleich zur DMSO —
Kontrolle (Kontrolle =1) sowie auch nach gemeinsamer Behandlung mit NaHED

(100 uM) und Phloretin (50 uM) wurde herunterreguliert.
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4.3.2 Glukosetransporter 2 (GLUT2)

Wie in Abbildung 23 (a,b,c) dargestellt ist, zeigte die Inkubation der Caco-2-Zellen mit
NaHED (100 uM) allein fiir 15, 30 und 60 Minuten ebenfalls keinen Einfluss auf die

Expression des Glukosetransporters 2.

Auch die gemeinsame Behandlung der Zellen mit 100 uyM NaHED und 50 uM
Phlorizin oder 100 uM NaHED und 100 uM Phloretin hatte nach keiner der drei
Inkubationszeiten im Vergleich zu den jeweiligen Losungsmittel-Kontrollen

(Kontrolle = 1) einen Effekt auf die GLUT2 — Expression.

Der Faktor Zeit zwischen den unterschiedlichen Inkubationszeiten konnte
ausgeschlossen werden (p>0,05), weshalb die Genexpression der untersuchten

Glukosetransporter hier nur zu den einzelnen Behandlungszeitrdumen betrachtet wird.
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4.4 Einfluss von NaHED auf die Serotoninausschiittung

Um die hier aufgestellte Hypothese, dass NaHED auch im Darm zu einer verringerten
Serotoninfreisetzung fiihrt, zu testen, wurde nach Behandlung der Caco-2-Zellen mit
Homoeriodictyol-Natriumsalz ~ deren  Serotoninausschiittung untersucht.  Diese
Untersuchung erfolgte mittels des kommerziell erhéltlichen Serotonin-sensitiven

ELISA-Kits der Firma DLD Diagnostika GmbH.

Die Zellen wurden dafiir mit NaHED in Konzentrationen von 0,1 — 100 uM oder Krebs-
Ringer/HEPES-Puffer ohne NaHED als Kontrolle behandelt. Wie in Abbildung 24
dargestellt, fiihrte NaHED in einer Konzentration von 100 uM verglichen mit der
Kontrolle (Kontrolle = 0) zu einer verringerten Serotonin-Ausschiittung. Die Ergebnisse
zeigten somit nur nach Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED in der hochsten
Testkonzentration eine signifikanten Reduktion der Serotoninfreisetzung um 48,8% =+

7,57% (MW + SEM; p<0,01).
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Abb.24: Reduktion der Serotoninausschiittung (% der Kontrolle + SEM) nach 5-miniitiger
Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (0,1 — 100 uM); n = 5 (technische Replikate =2 -
5). Statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse gefolgt von Holm-

Sidak post-hoc Test getestet und mit **p<0,01 markiert.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Masterarbeit wurde der Fragestellung eines moglichen Einflusses
des  Natriumsalzes von  Homoeriodictyol — auf  Glukoseaufnahme  und
Serotoninfreisetzung in kultivierten Enterozyten nachgegangen. Als in vitro Modell fiir
die intestinale Barriere eignete sich auf Grund phénotypischer, morphologischer und
funktioneller Ahnlichkeiten zu Enterozyten die Caco-2-Zelllinie. Im Zuge der Arbeit
sollte zum einen ein moglicher Effekt der Testsubstanz auf die Glukoseaufnahme
mittels Glukoseauftnahme-Assays ermittelt werden. Zum anderen wurde basierend auf
Indizien aus der Literatur [Somoza et al., 2014] die Hypothese aufgestellt, dass NaHED
die Serotoninfreisetzung in Caco-2-Zellen reduziert. Im Zentralnervensystem
synthetisiertes Serotonin spielt eine wichtige Rolle in der Kontrolle der
Nahrungsaufnahme und ist mit Séttigung assoziiert. Die gezeigten reduzierenden
Effekte des Homoeriodictyols auf die Serotoninausschiittung in neuronalen Zellen
[Somoza et al., 2014] konnen daher auf einen gegenteiligen und somit
appetitanregenden Effekt dieser Substanz hindeuten. Evidenz aus der Literatur existiert
mittlerweile auch hinsichtlich eines moglichen Beitrags des peripher synthetisierten
Serotonins an der Regulation der Sittigung, weshalb die gezeigte Wirkung des
Homoeriodictyols auf die Serotoninfreisetzung in neuronalen Zellen [Somoza et al.,
2014] als Hinweis auf vergleichbare Effekte dieser Substanz in intestinalen Zellen
verstanden werden konnte. Somit konnte nicht nur der mogliche Beitrag des peripheren
Serotonins an der Sattigung diskutiert werden, sondern auch ein Hinweis dafiir geliefert
werden, dass auf Grund des Einflusses von NaHED auf beide Systeme ein
Zusammenhang zwischen Glukoseaufnahme und Serotoninfreisetzung besteht.
Zusétzlich sollte durch Verwendung der Inhibitoren Phlorizin und Phloretin ein Hinweis
darauf geliefert werden, welche der intestinalen Glukosetransporter — SGLT1 und
GLUT2 - an einer hypothetischen NaHED-vermittelten Wirkung auf die
Glukoseaufnahme beteiligt sein konnten und ob sich die Behandlung der Zellen mit

NaHED auch auf Genexpressionsebene der Glukosetransporter auswirkt.
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5.1 Einfluss des NaHED auf die Glukoseabsorption

Wie die Ergebnisse des Glukoseaufnahme-Assays zur Untersuchung der Einflussnahme
des Natriumsalzes von Homoeriodictyol auf die Glukoseaufnahme im
Enterozytenmodell zeigen, konnte eine 30-miniitige Behandlung der Caco-2-Zellen mit
NaHED in der hochsten getesteten Konzentration von 100 uM die Glukoseaufnahme
um etwa 30 % erhohen. Fiir dieses Flavanon konnte somit in intestinalen Zellen ein

Glukoseaufnahme-steigernder Effekt nachgewiesen werden.

Dass verschiedene Flavonoide die Glukoseaufnahme in den Darmzellen iiber direkte
Interaktion mit Glukosetransportern beeinflussen konnen, ist bereits mehrfach
nachgewiesen worden [z.B. Johnston et al., 2005; Chen et al., 2007; Kwon et al., 2007;
Zheng et al., 2012]. Wahrend in diesen Studien jedoch durchwegs Glukoseaufnahme-
senkende Effekte verschiedener phenolischer Verbindungen festgestellt wurden, sind in
der Literatur bisher kaum Indizien fiir die gegenteilige Wirkung dieser Substanzen zu

finden.

Ein groBer Teil der Studien zum hemmenden Effekt von Flavonoiden auf die intestinale
Glukoseaufnahme wurde in vitro durchgefiihrt. So zeigte etwa eine 2-miniitige
Behandlung von Caco-2-Zellen mit Flavonoid-Glykosiden wie Naringin, Neohesperidin
oder Phlorizin in Konzentrationen von 100 uM unter natriumabhéngigen Bedingungen
eine inhibierende Wirkung auf die Glukoseaufnahme, wihrend Aglyka wie Apigenin,
Phloretin oder Quercetin die Glukoseaufnahme in Abwesenheit von Natrium inhibierten
[Johnston et al., 2005]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die untersuchten
Aglyka die Glukoseaufnahme via erleichterter Diffusion inhibieren, wahrend die
Flavonoid-Glykoside den aktiven Glukosetransport hemmen. Auch Kwon et al. [2007]
konnten auf eine Quercetin-vermittelte Inhibierung des GLUT2 hinweisen. Des
Weiteren zeigte eine Untersuchung der Glukoseaufnahme in Anwesenheit
verschiedener Flavonoide wie Quercetin-3-O-Glykoside, Fisetin oder Gossypin
(0, mM) unter Verwendung von aus Rattenjejunum isolierten basolateralen
Membranvesikeln ebenfalls eine inhibierende Wirkung der getesteten Substanzen auf

intestinale Glukosetransporter [Chen et al., 2007].
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Doch auch Tierversuche, wie etwa in den Studien von Shirosaki et al. [2012a,b], liefern
dhnliche Hinweise. Extrakte aus Apfel- oder Pfirsichblittern zeigten bei Miusen ein
inhibierendes Potential auf SGLT1, was auch zu einer Verbesserung der postprandialen
Blutglukosespiegel beitrug. Auf die mogliche Beteiligung phenolischer Verbindungen
an diesem Effekt konnte durch die ebenfalls mit Phlorizin (500 mg/kg) durchgefiihrten
Tests, die zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrten, hingewiesen werden [Shirosaki et al.
2012a)]. Und auch bei diabetischen Ratten konnte nach der Gabe von Glukose (2 g/kg
KG) und Quercetin (3—65 mg/kg KG) iiber einen Zeitraum von 5 Tagen eine
dosisabhingige Reduktion der Hyperglykédmien gezeigt werden [Song et al., 2002].

Somit kdnnte auch der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Effekt des NaHED
auf die Glukoseaufnahme im in vitro-Modell des Diinndarms auf eine Wirkung dieses
Flavanons in den Enterozyten hindeuten. Die in diesem Fall jedoch steigernden Effekte
der Testsubstanz auf die Glukoseaufnahme unterstiitzen die Hypothese, dass NaHED
moglicherweise auch in vivo zu einer gesteigerten Absorption von Glukose fithren

konnte.

5.2 NaHED-vermittelter Glukoseaufnahmeweg

Im Zusammenhang mit den steigernden Effekten von NaHED auf die Glukoseaufnahme
wurden auch die mechanistischen Grundlagen, im Speziellen die Frage, welche

Transporter am Aufnahmeweg beteiligt sind, beleuchtet.

GemiB dem klassischen Modell der Hexoseabsorption ist der natriumabhéingige
Transporter (SGLT1) fiir die Absorption der Glukose in die Enterozyten und der
Glukosetransporter 2 (GLUT?2) fiir die Abgabe der Glukose aus den Zellen ins Blut
verantwortlich und somit der SGLT1 Transporter im apikalen und der GLUT2
Transporter im basolateralen Bereich der Zellen lokalisiert [Hediger et al., 1987; Corpe
und Burant, 1996]. Wiahrend sich dieses Modell zur Erkldrung von Féllen eignet, in
denen Glukosekonzentrationen im intestinalen Lumen niedriger sind als in den
Enterozyten, wird neueren Erkenntnissen zufolge jedoch davon ausgegangen, dass

GLUT2 Transporter bei hoher luminaler Glukosekonzentration auch auf die apikale
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Seite der Zelle transloziert werden [Helliwell et al., 2000].

Die hier verwendeten Caco-2-Zellen eignen sich auch in diesem Zusammenhang als
Modell fir humane Enterozyten, da sie ebenso wie die Darmzellen beide an der
Glukoseabsorption beteiligten Transporter konstitutiv in der apikalen Membran
exprimieren [Mahraoui, 1994]. Grefner et al. [2010] detektierten bei Abwesenheit von
Hexosen GLUT2 Transporter in apikalen und basalen Bereichen der Caco-2-Zellen.
Nach Behandlung der Zellen mit niedrigen Glukosekonzentrationen (2,5 mM) war der
Transporter hauptsédchlich in der basalen Membran lokalisiert. Aber auch in der Caco-2-
Zelllinie gibt es Evidenz fiir eine zusétzliche Translokation des Glukosetransporters 2 in
die apikale Zellmembran nach Behandlung mit hohen Glukosekonzentrationen. Zheng
et al. [2012] beschreiben in ihrer Studie eine solche konstitutive Expression des GLUT2
Transporters in der apikalen Membran, die durch 1-miniitige Behandlung der Caco-2-
Zellen mit dem bekannten GLUT2-Inhibitor Phloretin (1 mM) mittels
Glukoseaufnahme-Assay bei einer Glukosekonzentration von <10 mM ermittelt
werden konnte. Zusitzlich wurde eine Translokation von zytoplasmatischem GLUT2 in
die apikale Membran nach 1-stiindiger Abwesenheit von Glukose und nachfolgender
10-miniitiger Inkubation mit einer hohen Glukosekonzentration von 50 mM mittels

immunhistochemischer Methode nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Inhibitoren Phlorizin fiir den SGLT1 Transporter
und Phloretin fiir den GLUT2 Transporter eingesetzt. Fiir beide Inhibitoren wurde eine
konzentrationsabhingige Abnahme der zelluldren Glukoseaufnahme in Caco-2-Zellen
nachgewiesen. Die Ergebnisse der Koinkubationsversuche im Rahmen dieser
Masterarbeit zeigen nun, dass durch gemeinsame Behandlung der Zellen mit NaHED
und dem SGLT1-Inhibitor Phlorizin {iber einen Zeitraum von 30 min im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit NaHED die Glukoseaufnahme gesenkt werden konnte. Diese
Wirkung konnte in der hochsten eingesetzten Phlorizinkonzentration von 50 uM
nachgewiesen werden. Der nach gemeinsamer Behandlung mit dem SGLT1-Inhibitor
nicht mehr nachweisbare steigernde Effekt des NaHED auf die Glukoseaufnahme kann
als Hinweis darauf verstanden werden, dass der natriumabhangigen Transporter 1 an der
Wirkung des NaHED auf die Glukoseaufnahme in den Caco-2-Zellen beteiligt ist.

Allerdings muss bei dieser Annahme beriicksichtigt werden, dass die signifikant
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wirksame Phlorizin-Konzentration von 500 pM im Rahmen der Koinkubationsversuche
nicht eingesetzt wurde, um auszuschlieBen, dass mogliche signifikante Effekte nach
gemeinsamer Behandlung der Zellen mit beiden Testsubstanzen nur auf Grund der
starken Wirkung des Inhibitors zustande kommen. In den Koinkubationsversuchen
wurden daher nur die Phlorizinkonzentrationen eingesetzt, die allein keine signifikante
Inhibierung des SGLT1 im Caco-2-Modell zeigten. Auf Genexpressionsebene konnte
aber dennoch auch in der geringeren Phlorizin-Konzentration von 50 uM ein Effekt auf
die SGLTI-Expression nachgewiesen werden. Um aber die Vermutung einer SGLT1-
vermittelten steigernden Wirkung des NaHED auf die Glukoseaufnahme zusétzlich zu
bestitigen, wiren weitere Untersuchungen, wie etwa vollstindige Dosis-Wirk-

Beziehungen des Inhibitors mit und ohne Zusatz von NaHED, erforderlich.

Die Verwendung des GLUT2-Inhibitors Phloretin in den Konzentrationen von 1-
100 uM, die allein ebenfalls keine Wirkung auf die GLUT2-Transporter aufwiesen,
zeigte im Zuge der gemeinsamen 30-miniitigen Behandlung der Caco-2-Zellen mit
NaHED verglichen mit der alleinigen Behandlung der Zellen mit NaHED keine
Auswirkungen auf die Glukoseaufnahme. Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten,
dass der Glukosetransporter 2 nicht an den Glukoseaufnahme-steigernden Effekten des
NaHED beteiligt ist. Allerdings muss auch hier beachtet werden, dass keine
vollstindige Dosis-Wirk-Beziehung des Inhibitors erstellt werden kann. Um die
Hinweise aus diesen durchgefiihrten Koinkubationsversuchen auf eine nicht
vorhandenen Beteiligung des GLUT2 an der NaHED-vermittelten Glukoseaufnahme zu

unterstiitzen, sind aber ebenfalls weitere Untersuchungen notwendig.

Da der SGLT1 Transporter laut aktueller Literatur der wichtigere Glukosetransporter in
der apikalen Membran der Zellen zu sein scheint, entspricht das Ergebnis, das auf eine
SGLTI1-vermittelte Wirkung des NaHED auf die Glukoseaufnahme hindeutet, den
Erwartungen. Der Glukosetransporter 2 wird zwar ebenso in der apikalen Membran
exprimiert, ist aber, wie bereits erwdhnt, dort erst bei hohen Glukosekonzentrationen in
groferem Ausmall zu finden. Im Zuge dieser Arbeit lag die eingesetzte
Glukosekonzentration des Assays zur Glukoseaufnahme bei 200 uM. Zheng et al.
[2012] wiesen Effekte zur zusitzlichen Translokation des Glukosetransporters 2 in der

Caco-2-Zelllinie bei Glukosekonzentrationen von 50 mM auf. Im Vergleich dazu
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werden die tatsdchlichen physiologischen Glukosekonzentrationen, die nach einer
Mahlzeit an der Oberfliche der apikalen Membran des Darms zu finden sind, auf 50 —
300 mmol/L geschitzt [Ferraris et al., 1990; Pappenheimer und Reiss, 1987; Kellett und
Brot-Laroche, 2005]. Moglicherweise wiirde der Einsatz einer hoheren
Glukosekonzentration in den durchgefiihrten Glukoseaufnahme-Assays zu einer
Translokation des Glukosetransporters 2 fithren und somit ebenfalls einen Beitrag zur
NaHED-vermittelten gesteigerten Glukoseaufnahme leisten. Unter den hier getesteten
Bedingungen mit einer niedrigen Glukosekonzentration zeigt NaHED zwar Hinweise
auf einen SGLTI1-vermittelten Einfluss auf die Glukoseaufnahme, jedoch keine
Wirkung auf die apikalen GLUT2-Level in Caco-2-Zellen. Die gesteigerte
Glukoseaufnahme nach Behandlung mit 100 pM NaHED unter den genannten
Testbedingungen ist somit nicht auf eine Férderung der Translokation von GLUT2 an

die apikale Membranseite zuriickzufiihren.

Grundsétzlich kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass noch andere Wege
existieren, iiber die NaHED die Glukoseaufnahme in die Zellen beeinflussen konnte,
wobei  beispielsweise  passive  Diffusion oder die Auswirkung hoherer
Glukosekonzentrationen auf die durch NaHED gesteigerte Glukoseaufnahme zu nennen

ware.

5.3 Einfluss von NaHED auf die Expressionsebene der Glukosetransporter

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob sich die steigernden Effekte des NaHED auf die
Glukoseaufnahme, die in den Glukoseaufnahme-Assays nachgewiesen wurden, auch

auf Ebene der Genexpression der beiden Glukosetransporter auswirken.

Eine Untersuchung auf Zeitabhingigkeit der SGLTI-Genexpression zeigte zwar
zwischen 15- und 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit 100 uM NaHED
einen signifikanten Unterschied (p<0,05), allerdings wurde ein solcher zwischen 15-
und 60-miniitiger oder 30- und 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit
100 uM NaHED nicht erbracht. Auch nach gemeinsamer Inkubation der Caco-2-Zellen
mit NaHED (100 uM) und Phlorizin (50 uM) ist ein signifikanter Unterschied zwischen
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15- und 30-miniitiger (p<0,001) sowie zwischen 15- und 60-miniitiger (p<0,01)
Behandlung zu erkennen. Die verbleibenden Behandlungen zeigten jedoch nach den
unterschiedlichen Inkubationszeiten keinen FEinfluss des Faktors Zeit auf die
Genexpression. Ein FEinfluss des Faktors Zeit auf die Expression des
Glukosetransporters 2 (GLUT2) wurde fiir alle Behandlungen ausgeschlossen (p>0,05),
weshalb die Genexpression der untersuchten Glukosetransporter hier nur zu den

einzelnen Behandlungszeitraumen betrachtet wird.

Die 15-, 30- und 60-miniitige Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED in der
Testkonzentration von 100 uM allein zeigte weder Effekte auf Expressionsebene des
SGLTI noch auf jener des GLUT2. Die Ergebnisse der quantitativen Real Time PCR
zeigten somit keine Hinaufregulierung der Glukosetransporter, speziell des SGLTI,
wie, basierend auf den ermittelten Glukoseaufnahme-steigernden Effekten des
Flavanons, hitte erwartet werden konnen. Jedoch wurde ein Effekt nach der
gemeinsamen Behandlung der Zellen mit den phenolischen Verbindungen
nachgewiesen. Eine Inkubation mit NaHED und Phlorezin &uflerte sich in einer
gesteigerte SGLT1 - Expression nach 15-miniitiger Behandlung. Da NaHED allein
keinen Effekt zeigte, ist die gesteigerte SGLTI-Expression vermutlich auf den Einfluss
des Phlorizins zuriickzufiihren und als mogliche Gegenregulation der Zellen auf die
Inhibierung des natriumabhédngigen Transporters 1 (SGLT1) zu erkldren. Nach
30 Minuten war diese Hinaufregulierung des SGLT1 Transporters allerdings nicht mehr
vorhanden. Nach 30-miniitiger gemeinsamer Behandlung mit NaHED und Phloretin
kam es hingegen zu einer Herunterregulierung der SGLTI — Expression, die auch nach

60-miniitiger Behandlung noch erkennbar war.

5.4 Zusammenhang zwischen Glukoseabsorption und Serotoninfreisetzung

Basierend auf den Effekten des NaHED sowohl auf die Glukoseaufnahme als auch auf
die Serotoninausschiittung in Caco-2-Zellen konnte ein mdglicher Zusammenhang
zwischen diesen beiden Systemen diskutiert werden. Wie bereits erwéhnt, lieferte eine
Humanstudie Indizien dafiir, dass die Verabreichung von NaHED den Serotoninspiegel

im Plasma signifikant senken kann [Somoza et al., 2014]. Des Weiteren fiihrte die
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Behandlung neuronaler Zellen mit Homoeriodictyol zu einer reduzierten
Serotoninausschiittung [Somoza et al., 2014]. Da intestinale enterochromaffine Zellen
die bei weitem wichtigste Quelle der Serotoninproduktion im Korper darstellen, sollte
im Rahmen dieser Arbeit daher einerseits untersucht werden, ob die Behandlung mit
NaHED in Caco-2-Zellen analog zu den neuronalen Zellen zu einer Reduzierung der
Serotoninausschiittung flihrt. Andererseits sollte auch, basierend auf bereits
nachgewiesenen Effekten unterschiedlichster phenolischer Verbindungen auf die
intestinale Glukoseaufnahme [z.B. Johnston et al., 2005; Chen et al., 2007; Kwon et al.,
2007; Zheng et al., 2012], ein moglicher Einfluss des Flavanons auf die

Glukoseaufhahme untersucht werden.

Auch in der Literatur gibt es bereits Hinweise, die einen potentiellen Zusammenhang
zwischen peripherem Serotonin, das den grofften Anteil an Serotonin im Korper
ausmacht, und dem Glukosemetabolismus in Betracht ziehen. Sugimoto et al. [1990]
etwa zeigten hypoglykdmische Effekte bei niichternen Maiausen durch peripher
verabreichtes Serotonin in Dosen ab 20 mg/kg, die moglicherweise auf einen Anstieg
des ebenfalls untersuchten Plasmainsulins zuriickzufiihren waren, was Yamada et al.
[1989] zufolge vermutlich durch 5-HT Rezeptoren mediiert wird. Andererseits
induzierte zirkulierendes 5-HT in Ratten in Konzentrationen ab 5 mg/kg
Hyperglykdmien, was wiederum mit der Adrenalinausschiittung durch Aktivierung von
peripher lokalisierten Serotoninrezeptoren assoziiert wurde [Yamada et al., 1995]. Ein
dhnlicher Effekt des peripheren Serotonins auf den Glukosemetabolismus konnte bei
niichternen Maiusen [Watanabe et al., 2010] und, trotz einiger Unterschiede der
physiologischen Funktionen zu Mausen, auch bei Schafen nachgewiesen werden, die
nach einer auf eine 24-stiindige Nahrungskarenz folgenden Injektion von peripherem
Serotonin ebenfalls erhohte Spiegel an Plasmaglukose aufwiesen [Watanabe et al.,

2014].

Watanabe et al. [2010] diskutierten, dass diese Serotonin-induzierten Hyperglykdmien
sowie die ebenfalls nachgewiesenen Hyperinsulindmien wahrscheinlich mit einer
Inhibierung der Glukoseaufnahme in Gewebe assoziiert sind. Des Weiteren gibt es
Hinweise auf eine Assoziation dieses Serotonin-induzierten Anstiegs der Blutglukose-

sowie Insulinspiegel mit dem Serotoninrezeptor 5-HT; [Watanabe et al., 2014]. Dass
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Serotonin aber auch die Insulinsekretion beeinflussen kann, konnten etwa Paulmann et
al. [2009] zeigen. Hierbei regulierte Serotonin die Insulinsekretion in den
pankreatischen B-Zellen durch Serotonylierung von GTPasen. Zusitzlich resultierten
gesteigerte intrazellulire Serotoninkonzentrationen bei diabetischen Maéusen in
gesteigerten Insulin- und reduzierten Glukosespiegeln im Blut. Die nach systemischer
Verabreichung von Serotonin (4mg/kg KG) an Tphl—/— Mause (tryptophan hydroxylase
1 knockout mice) ermittelten angestiegenen Blutglukosespiegel wiederum deuten auf
eine inhibitorische Wirkung des extrazelluldren Serotonins auf die Insulinsekretion hin

[Paulmann et al., 2009].

Somit konnten sowohl die direkte Wirkung des Serotonins auf die Glukoseautnahme in
Gewebe, als auch sein Finfluss auf die Insulinsekretion die Blutglukosespiegel
beeinflussen. Der Mechanismus, der die Modulation der Glukosekonzentrationen im
Plasma nach Serotonininjektion bewirkt, muss also noch geklart werden [Watanabe et
al., 2010]. Es zeigte sich also, dass die Verabreichung von peripherem Serotonin in
manchen Untersuchungen mit einem Anstieg, in anderen jedoch mit einem Riickgang
der zirkulierenden Blutglukoselevel einherging. Trotz der zum Teil, wahrscheinlich
auch auf Grund unterschiedlicher experimenteller Bedingungen, kontrdren Ergebnisse
dieser Studien kann dennoch demonstriert werden, dass Serotonin im Plasma die

Glukoselevel in in vivo Modellen beeinflussen kann.

Nachdem im Rahmen der Glukoseaufnahme-Assays ein Glukoseaufnahme-steigernder
Effekt des NaHED gezeigt werden konnte, sollte mit den nachfolgenden Experimenten
beziiglich des Einflusses dieser Verbindung auf die Serotoninfreisetzung in Caco-2-
Zellen die Hypothese, dass es einen Zusammenhang zwischen der Glukoseaufnahme
und der Serotoninfreisetzung gibt, unterstiitzt werden. Die Untersuchung der
Serotoninausschiittung nach 5-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED
resultierte nur in der hochsten eingesetzten NaHED-Konzentration von 100 uM in
einem signifikanten Effekt, der eine Reduktion der Serotonin-Ausschiittung um 48,8%

+7,57% (MW =+ SEM; p<0,01) darstellt.

Die Effekte des Natriumsalzes von Homoeriodictyol sowohl auf die Glukoseaufnahme
als auch auf die Serotoninfreisetzung konnten somit in der gleichen Konzentration von

100 uM gezeigt werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass NaHED beide
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Systeme beeinflussen kann und werfen die Frage auf, ob diese Mechanismen
moglicherweise  gekoppelt  sind.  Die  hypothetische = NaHED-vermittelte
Glukoseaufnahme und Serotoninausschiittung in intestinale Zellen ist in Abbildung 25

schematisch dargestellt.

| Glukose NaHED
' 5-HT |
SGLT1 /
NaHED }(_ /
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¥
PLC DAG
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\_p.j PKC l 3
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Abb.25: Hypothetische NaHED-vermittelte Glukoseaufnahme und Serotoninausschiittung (a);

moglicher Wirkmechanismus zwischen Glukoseaufnahme und Serotoninfreisetzung (b)

Wie hier abgebildet, konnte also ein Zusammenhang zwischen Glukoseaufnahme und
Serotoninfreisetzung existieren. Einerseits besteht die Moglichkeit, dass die verringerte
Serotoninausschiittung die Glukoseaufnahme verstirkt, anderseits konnte aber auch eine

gesteigerte Glukoseaufnahme die Serotoninfreisetzung beeinflussen.

Ein Vorschlag eines mdglichen Wirkmechanismus, der den Zusammenhang zwischen
den gezeigten Effekten auf Glukoseaufnahme und Serotoninfreisetzung erkldren konnte,
ist in Abbildung 25b dargestellt. Serotonin ist ein Neurotransmitter, der in die
Regulation diverser physiologischer Prozesse verwickelt ist. Diese funktionelle Vielfalt
ist auf die Fahigkeit des Neurotransmitters, mit den zahlreichen Serotoninrezeptoren (5-
HT, - 5-HT;) =zu interagieren, zuriickzufilhren, wodurch intrazelluldre
Signaltransduktions-Mechanismen aktiviert werden konnen. Mit Ausnahme des 5-HT3

Rezeptors, der einen ligandengesteuerten lonenkanal darstellt, handelt es sich bei diesen
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Rezeptoren um G-Protein gekoppelte Rezeptoren [Hoyer et al., 2002]. So kann es etwa
im Zuge der Signaltransduktion durch G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCRs) zu
einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) kommen. Der Signaltransduktions-Weg,
der zur Aktivierung dieser Proteinkinase fiihrt, beginnt durch die Bindung der Liganden
an GPCRs, die an Gg-Proteine gekoppelt sind. Diese wiederum aktivieren in weiterer
Folge Phospholipase C (PLC), die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) spaltet. Das gebildete IP; 6ffnet
Kalziumkanédle am Endoplasmatischen Retikulum, wodurch Kalziumionen aus den
Speichern des ER ins Zytoplasma freigesetzt werden. Der Anstieg der
zytoplasmatischen Ca’’- und DAG-Konzentrationen ist an zahlreichen zelluldren
Prozessen, wie etwa der Aktivierung der Proteinkinase C, beteiligt [Lam und Heisler,
2007; Cox et al., 2012]. Dass die PKC nun wiederum auch einen Effekt auf SGLTI
aufweist, konnte bereits nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung der PKC den SGLTI1-vermittelten Transport von Hexosen inhibiert.
Barrenetxe et al. [2003] demonstrierten zum Beispiel die Beteiligung der PKC in der
Leptin-vermittelten Inhibierung der Galaktoseabsorption via SGLT1 im Diinndarm von
Ratten. Ducroc et al. [2005] zeigten ebenfalls im Jejunum von Ratten, dass Leptin den
aktiven intestinalen SGLT1-vermittelten Glukosetransport reduziert, wobei fiir diesen
Effekt die Aktivierung der PKC erforderlich war. Aber auch in COS-7-Zellen, die
tierische SGLTI1 exprimierten, reduzierte die Aktivierung der PKC die maximale

Transportgeschwindigkeit (Vimax) des SGLT1 [Vayro und Silverman, 1999].

Eine gesteigerte Serotoninkonzentration, die iiber die Aktivierung der GPCRs in einer
Aktivierung der Proteinkinase C resultiert, kdnnte nun somit eine Hemmung des
SGLT1 bewirken. Im Gegensatz dazu kdme es bei den hier gezeigten NaHED-
vermittelten verringerten Serotoninkonzentrationen zu keiner Aktivierung der PKC. Die
Verringerung der SGLT1-Aktivitidt wére somit aufgehoben und konnte zu der gezeigten
gesteigerten ~ SGLTI1-vermittelten = Glukoseaufnahme  fiihren. Bei  diesem
vorgeschlagenen hypothetischen Mechanismus muss allerdings beriicksichtigt werden,
dass die gezeigten Effekte der PKC auf den SGLT1 nur in Tierstudien gezeigt wurden
und daher fiir humanen SGLT1 noch fraglich sind.
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Um zu testen, ob dieser hypothetische Zusammenhang aber tatsdchlich besteht oder ob
die nachgewiesenen Effekte des NaHED unabhédngig voneinander bestehen,
beziehungsweise um den am hypothetischen Zusammenhang beteiligten Mechanismus

zu finden, wéren jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

5.5 Einfluss des NaHED auf Serotoninfreisetzung

Abgesehen von dem oben bereits diskutierten Zusammenhang zwischen dem Serotonin-
und Glukosemetabolismus, wird auch der Beitrag von Serotonin in der Kontrolle der
Nahrungsaufnahme ndher beleuchtet. Nicht nur zentrales 5-HT ist mit der Regulation
von Nahrungsaufnahme und Sittigungsmechanismen im Gehirn assoziiert, sondern es
liegen auch Hinweise dafiir vor, dass peripheres Serotonin an der Kontrolle der
Nahrungsaufnahme beteiligt ist. So wurde etwa anhand von in vivo Studien gezeigt,
dass peripher verabreichtes Serotonin zu fritherem Sattigungseintritt und verringerter
Nahrungsaufnahme fiihrt [Pollock und Rowland, 1981; Edwards und Stevens, 1991;
Simansky et al. 1992]. Mazda et al. [2004] weisen auBerdem darauf hin, dass peripher
freigesetztes Serotonin die neuronale Aktivitdt von mit Energiebalance assoziierten
Gehirnregionen erhoht und Wang et al. [2013] liefern Hinweise auf die Expression des
Serotoninrezeptors 5-HT;a in den Mastzellen des Diinndarms. Des Weiteren konnte
auch in vitro gezeigt werden, dass 5-HT;5 in Caco-2-Zellen exprimiert wird, wo der
Serotoninrezeptor in der Lage ist, nach Stimulation die Aktivitit des Serotonin

Reuptake Transporters zu beeinflussen [Iceta et al., 2009].

Die Reduktion der Serotoninausschiittung nach Behandlung mit NaHED, die bereits in
neuronalen Zellen gezeigt [Somoza et al., 2014] und im Zuge der vorliegenden
Masterarbeit auch in den als Modell fiir Enterozyten verwendeten Caco-2-Zellen
bestitigt werden konnte, kann als Hinweis auf eine mdgliche appetitstimulierende
Wirkung des Natrium-Homoeriodictyols interpretiert werden. Dieses FErgebnis
unterstiitzt auBlerdem die Hypothese, dass die Séttigung betreffende analoge

Wirkungsmechanismen in Gehirn und Darm stattfinden.

75



Etwas im Widerspruch zu diesem auf Grund der reduzierten Serotoninfreisetzung
moglichen appetitstimulierenden Effekt des NaHED steht die Glukostatische Theorie,
die von Jean Mayer Mitte der 50er Jahre zur Kurzzeitregulation von Hunger und
Nahrungsaufnahme vorgeschlagen wurde [Mayer, 1955]. Diese Theorie postuliert, dass
Verdanderungen der Blutglukosekonzentrationen sowie Unterschiede zwischen den
Blutzuckerspiegeln des arteriellen und vendsen Blutes durch Glukorezeptoren erkannt
werden und auf diese Weise die Energieaufnahme beeinflussen. Ein Anstieg der
Blutglukosekonzentrationen  resultiert also dieser Hypothese zufolge in
Sattigungsgefiihlen, wihrend ein Absinken der Blutglukosekonzentrationen zu den
gegenteiligen Effekten fiihrt. Die Wahrnehmung von Hunger und Séattigung kommt
durch eine reduzierte beziehungswiese gesteigerte Glukoseverwertung in den
entsprechenden gluko-sensitiven Gehirnregionen zustande [Mayer, 1955]. Es ist
bekannt, dass bestimmte Bereiche des Gehirns, besonders im Hypothalamus und im
Gehirnstamm, an der Kontrolle des Glukosestatus und der Regulation der
Nahrungsaufnahme beteiligt sind [Penicaud et al.,, 2002] und als Mediatoren
serotogener Séttigungsmechanismen nachgewiesen wurden [Garfield et al., 2014;
Review Voigt und Fink, 2015]. Auch wenn die Glukostatische Theorie zwischenzeitlich
auf Grund von nicht konsistenten Ergebnissen groftenteils fallen gelassen wurde, hat
diese Hypothese von Mayer in jiingerer Zeit wieder an Interesse gewonnen [Chaput und
Tremblay, 2009]. Forschungsergebnisse, die dafiir sprechen, sind etwa die
Untersuchungen, die zeigten, dass das Absinken der Blutglukosekonzentration mit dem
Einsetzen der Nahrungsaufnahme in in vivo Versuchen assoziiert war. Sinkende
Glukosekonzentrationen wurden von den Autoren demnach als Signal fiir
Nahrungsaufnahme vorgeschlagen [Louis-Sylvestre und Le Magnen, 1980; Campfield
und Smith, 1990]. Auflerdem resultierten Reduktionen der Glukoseverfiigbarkeit unter
hypoglykdamischen Bedingungen beim Menschen in Hungergefiihlen [Heller und Cryer,
1991]. Es st somit bekannt, dass eine sehr niedrige oder sehr hohe
Glukoseverfiigbarkeit die Nahrungsaufnahme beeinflussen kann, ob allerdings tdgliche
Glukoseschwankungen innerhalb des physiologischen Bereichs eine primére Rolle in
der Regulation der Initiation oder Beendigung der Nahrungsaufnahme spielen, bleibt

weiterhin unklar. Dementsprechend besteht immer noch Unsicherheit beziiglich der
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Hypothese von Mayer, der zufolge Glukose einen wichtigen Regulator in der

Nahrungsaufnahme darstellt [Levin et al., 2004].

Unter der Annahme, dass der Anstieg der Blutglukosekonzentrationen nach der
Glukostatischen Theorie in Signalen der Sittigung resultiert, konnten auf Grund der
Glukoseaufnahme-steigernden Effekte des NaHED in Enterozyten und den sich daraus
ergebenden gesteigerten Glukosekonzentrationen im Plasma séttigende Effekte erwartet
werden. Es lédsst sich allerdings nicht sagen, ob die Glukosespiegel im Plasma nach der
Glukoseabsorption der Enterozyten in einer Konzentration von 100 uM hoch genug
sind, um diese sittigenden Effekte auszulosen. AuBerdem steht die Glukostatische
Theorie eher in Zusammenhang mit der kurzzeitigen Regulation von Hunger und
Nahrungsaufnahme. Der angenommene kurzfristige und schnelle Anstieg der
Glukosespiegel im Blut nach der Absorption im Darm kdénnte demnach zwar fiir kurze
Zeit sdttigende Geflihle auslosen, aber ein schnelles Erreichen der maximalen
Blutglukosekonzentrationen wird durch Wirkung des Insulins eventuell auch schneller
wieder aus dem Blut entfernt und auf Grund der beschleunigten Aufnahme kann
Glukose weniger lang nachgeliefert werden. Somit kdnnten nach dem anschlielenden
Absinken der Glukosekonzentrationen im Blut die hypothetischen appetitstimulierenden
Effekte, die auf Grund der verringerten Serotoninausschiittung aus den Darmzellen
diskutieren werden konnten, zur Wirkung kommen. Allerdings fehlen dazu noch Daten

aus in vivo Studien, die moglicherweise mehr Klarheit bringen kénnten.

5.6 Bioverfiigbarkeit

Uber Absorption und Metabolismus der zu den sekundiren Pflanzenstoffen gehdrenden
Flavonoide wurden im Allgemeinen schon viele in vitro und in vivo Studien
durchgefiihrt. Allerdings umfassen die Flavonoide eine Vielzahl an Verbindungen,
deren Absorptionsraten und Bioverfiigbarkeiten sich auf Grund zahlreicher Faktoren,
wie etwa Art und Ausmal der Glykosilierung, Nahrungsquellen, Lebensmittelmatrix
sowie auch interindividuelle Unterschiede in Enzymaktivititen oder mikrobieller
Darmbesiedelung stark unterscheiden konnen [Graéfe et al., 2001; D'Archivio et al.,

2010]. Verbindungen, die in groBer Menge in pflanzlicher Nahrung vorkommen,
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miissen daher nicht notwendigerweise auch zu den hochsten Konzentrationen an
Metaboliten in Plasma und Geweben fiihren. Wihrend Flavonoidaglyka aufgrund ihrer
Lipophilie besser absorbiert werden konnen, miissen Flavonoidglykoside erst
deglykosiliert werden, um in den systemischen Kreislauf zu gelangen [Crespy et al.,

2002].

Zu Bioverfiigbarkeit und Metabolismus des in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Flavanons Homoeriodictyol finden sich in der Literatur kaum Hinweise, doch liegen
bereits in vitro Studien vor, die auf eine transzelluldre passive Diffusion iiber den
einschichtigen Zellrasen der Caco-2-Zellen hinweisen [Kobayashi und Konishi, 2008;
Kobayashi et al., 2012]. AuBerdem wurden auch in Humanstudien nach
Verabreichungen von Zitrussdften oder aus Friichten isolierten Flavanonglykosiden
glukuronidierte und sulfatierte Metabolite des Homoeriodictyols in Plasma und Urin
nachgewiesen [Miyake et al., 2006; Medina et al., 2012]. Im Zuge der vorliegenden
Arbeit wurde das Homoeriodictyol allerdings in Form des Agyklon als dessen

Natriumsalz eingesetzt.

Abgesehen von diskutierten gesundheitsfordernden Eigenschaften dieses Flavanons,
wie zum Beispiel antioxidativen [Yao et al., 2006] oder antikanzerogenen Effekten
[Doostdar et al., 2000], ist vor allem auch seine Verwendungsmoglichkeit als
bittermaskierende Substanz im pharmazeutischen Bereich sowie im Bereich
funktioneller Lebensmittel von Interesse. Aufgenommen werden Homoeriodictyol und
seine Glykoside iiber Zitrusfriichte oder Kriuterpflanzen. Mittels Extraktion kann das
Flavanon aus dem Strauch Herba Santa (Eriodictyon californicum), in dem es in hohen
Konzentrationen vorkommt, gewonnen werden [Ley et al., 2004]. Herba Santa wurde
historisch zum Beispiel zur Behandlung von Erkiltungen oder Asthma eingesetzt und
bereits im spéten 19. Jahrhundert wurden alkoholische Extrakte des Strauchs verwendet,
um die Bitterkeit von Quinin zu maskieren [Gaudette und Pickering, 2012]. Produkte
aus Herba Santa wurden in der pharmazeutischen Industrie auf Grund der
bittermaskierenden FEigenschaften schon lidnger eingesetzt, allerdings sind diese
Produkte wegen ihres Aromas fiir viele pharmazeutische Anwendungen oder den
Einsatz im Lebensmittelbereich nicht geeignet. Es konnte aber gezeigt werden, dass in

dieser Pflanze vorkommendes Homoeriodictyol (331uM) und besonders sein
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Natriumsalz (308 uM) die Bitterkeit von Bitterstoffen wie Koffein reduzieren [Ley et
al., 2005] und somit eine interessante Verwendungsmdglichkeit im Bereich

funktioneller Lebensmittel darstellen.

Da diese Verbindung im in vitro Modell der Darmzellen die besprochenen Effekte
gezeigt hat, kdnnte man nun hypothetisch davon ausgehen, dass sie auch in vivo zu den
diskutierten Effekten fiihrt. Um nun im menschlichen Darm eine Konzentration von
100 uM  NaHED, die Testkonzentration, die in signifikanten Effekten auf
Glukoseaufnahme und Serotoninfreisetzung resultierte, zu erreichen, miissten
entsprechend etwa 33 mg/LL NaHED vorliegen. Im Zuge der Passage durch den Magen
kann es durch die Sekretion des Magensafts im Zuge der Verdauung zu einer
Verdiinnung der Testsubstanz kommen, wodurch sich die Menge, die man aufnehmen
misste, erhoht. Als Basissekretionsmenge im niichternen Zustand werden beim
Menschen 5-15 ml/h angenommen [Spornitz, 2013], wihrend pro Mahlzeit etwa 400-
800 ml Magensaft sezerniert werden [Tsaioun und Kates, 2011]. Um die ermittelten
Effekte der Testsubstanz hypothetisch auch in vivo zu erhalten, miisste das NaHED mit
zusitzlicher Nahrung aufgenommen werden. Unter Beriicksichtigung dieser
Verdiinnung mit sezerniertem Magensaft und unter Annahme der Aufnahme in 500 ml
Fliissigkeit, wéaren hypothetisch insgesamt mindestens 23-30 mg NaHED erforderlich,

um die gewiinschte Konzentration im Darm zu erreichen.

Fletcher et al. [2011] erhalten nach alkoholischer Extraktion aus 2 kg getrockneter
E. californicum Blitter eine Ausbeute von 10 g Homoeriodictyol (0,5 %), wiahrend Ley
et al. [2005] sogar eine Ausbeute von 1,5-2,5 % Homoeriodictyol bezogen auf die
Trockenmasse angeben. Um die Homoeriodictyol-Konzentration im Darm zu erhalten,
die fir die gezeigten Effekte auf Glukoseaufnhahme und Serotoninfreisetzung
erforderlich sind, werden durchschnittlich mindestens 1,5-2 g Blitter von
E. californicum bendtigt. Ob allerdings die Aufnahme der Pflanze selbst direkt oder in
Form eines Teeaufgusses in dieser Menge fiir die nachgewiesenen physiologischen
Effekte ausreicht, ist fraglich, da diese extrahierten Homoeriodictyol-Konzentrationen
mittels optimierter Methoden gewonnen wurden und bisher auch keine Daten zur

Bioverfiigbarkeit des Homoeriodictyol zur Verfiigung stehen.
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6. Schlussbetrachtung

Die Wirkmechanismen vieler phenolischer Verbindungen auf zelluldrer und
molekularer Ebene sowie deren pharmakologisches Potential sind gut erforscht. So sind
die zur Gruppe der Flavonoide zdhlenden Substanzen Phloretin und dessen Glykosid
Phlorizin unter anderem schon lange wegen ihrer inhibierenden Wirkungen auf den
intestinalen Glukosetransporter (GLUT2) [Jordan und Holman, 1992] beziehungsweise
den natriumabhéngigen Glukosetransporter 1 (SGLT1) [Review White, 2010], der in
Dinndarm und Niere zu finden ist, bekannt. Wegen dieser Fahigkeit, die
Glukoseaufnahme in die Enterozyten zu hemmen, wurden sie auch fiir die Experimente
im Zuge der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Auch fiir die hier getestete, ebenfalls zu
den Flavonoiden gehdrende Verbindung Homoeriodictyol sind bereits physiologische
Effekte wie beispielsweise antioxidative oder antikanzerogene Eigenschaften [Doostdar

et al., 2000] nachgewiesen worden.

Zahlreiche Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass unterschiedliche Flavonoide
durch direkte Interaktion mit den Glukosetransportern die Glukoseaufnahme in
intestinalen Zellen beeinflussen konnen [z.B. Johnston et al., 2005; Chen et al., 2007;
Kwon et al., 2007; Zheng et al., 2012]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun
der Frage nachgegangen werden, ob auch das Natriumsalz von Homoeriodictyol einen
moglichen Einfluss auf die Glukoseaufnahme im Enterozytenmodell aufweist. Im
Gegensatz zu den gezeigten inhibierenden Wirkungen der unterschiedlichen getesteten
phenolischen Verbindungen auf die Glukoseaufnahme [z.B. Johnston et al., 2005; Chen
et al.,, 2007; Kwon et al., 2007; Zheng et al., 2012], stimulierte NaHED in einer
Konzentration von 100 uM die intestinale Glukoseaufnahme. Zusétzlich wiesen die
Resultate der gleichzeitigen Behandlung der Caco-2-Zellen mit 100 uM NaHED und
den Inhibitoren der intestinalen Glukosetransporter in Konzentrationen, die allein keine
signifikante Inhibierung der zelluliren Glukoseaufnahme bewirkten, auf einen Beitrag
des natriumabhédngigen Glukosetransporters 1 (SGLT1) an der NaHED-vermittelten
gesteigerten Glukoseaufnahme hin. Unter den hier getesteten Bedingungen mit einer
niedrigen Glukosekonzentration zeigt sich jedoch kein Effekt des NaHED auf den
Glukosetransporter 2 (GLUT?2). Aufgrund der méglichen Abhéngigkeit der Lokalisation
des Glukosetransporters 2 (GLUT2) von Glukosekonzentrationen [Grefner et al., 2010;
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Zheng et al., 2012], kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass NaHED bei hoherer
Glukosekonzentration auch auf den Glukosetransporter 2 wirken konnte. Allerdings
muss ebenso in Betracht gezogen werden, dass noch weitere potentielle Wege existieren
konnten, iiber die das NaHED die Glukoseabsorption beeinflussen konnte, wie etwa

passive Diffusion.

Auf Ebene der Genexpression der untersuchten Glukosetransporter der Enterozyten
hingegen konnten keine Effekte des NaHED gezeigt werden. Weder die Expression des
SGLT1 noch jene des GLUT2 resultierten nach 15-, 30- und 60-miniitiger Inkubation
der Caco-2-Zellen mit dem Homoeriodictyol-Natriumsalz in einer Hinauf- oder
Herunterregulierung. Die gemeinsame Behandlung der Zellen mit NaHED und den
Inhibitoren der Glukosetransporter zeigte jedoch zum Teil unerwartete Effekte auf
Genexpressionsebene  des ~ SGLTI-Transporters, die nur teilweise durch

gegenregulatorische Maflnahmen der Zelle erklédrbar sind.

Obwohl die gemessenen Werte am Detektionslimit waren, ergab die Uberpriifung der
Annahme einer NaHED-vermittelten verringerten Serotoninfreisetzung in Caco-2-
Zellen, dass eine 5-miniitige Behandlung der Zellen mit der hochsten Testkonzentration
von 100 uM NaHED zu einer signifikanten Reduktion der Serotoninausschiittung

fuhrte.

Die im Rahmen der Fragestellung formulierten Hypothesen, dass das Natriumsalz des
Homoeriodictyols einerseits die Glukoseaufnahme in Caco-2-Zellen beeinflusst und
andererseits die Ausschiittung von Serotonin reduziert, konnten somit anhand der
erhaltenen Resultate verifiziert werden. Auflerdem sollte anhand des Einflusses von
NaHED auf Glukoseaufnahme und Serotoninausschiittung in Caco-2-Zellen ein
moglicher Zusammenhang der beiden Systeme diskutiert werden. Wie bereits erwéhnt,
konnte in Untersuchungen schon auf eine NaHED-vermittelte reduzierte
Serotoninausschiittung in neuronalen Zellen und reduzierte Serotoninspiegel in Plasma
nach Verabreichung von Homoeriodictyol im Zuge einer Humanstudie hingewiesen
werden [Somoza et al., 2014]. Unterstiitzt wird diese Annahme eines Zusammenhangs
der beiden Systeme durch mehrfache Hinweise aus der Literatur, die ebenfalls auf eine
Beziehung zwischen peripherem Serotonin und Blutglukosespiegel hindeuten. So

wurden etwa in in vivo Studien nach peripherer Verabreichung von 5-HT sowohl
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hypoglykdmische [Sugimoto et al., 1990] als auch hyperglykimische Wirkungen
[Yamada et al., 1995; Watanabe et al., 2010; Watanabe et al., 2014] nachgewiesen,
wobei  unterschiedliche, mit diesen Effekten moglicherweise assoziierte
Wirkmechanismen diskutiert werden. Auch wenn diese Ergebnisse, vermutlich auf
Grund unterschiedlicher experimenteller Bedingungen, noch nicht konsistent sind,
demonstrieren sie dennoch, dass sich das Serotonin im Plasma wund der

Blutglukosespiegel beeinflussen konnen.

Da NaHED im Zuge dieser Arbeit nun sowohl auf den Mechanismus der
Glukoseaufnahme als auch auf jenen der Serotoninausschiittung im Caco-2-Zellmodell
in der gleichen Testkonzentration von 100 uM Einfluss nimmt, kann dies als Indiz fiir
einen moglichen Zusammenhang zwischen diesen beiden Systemen interpretiert
werden. In welche Richtung diese Einflussnahme geht, ob sich also eine verringerte
Freisetzung von peripherem Serotonin auf die Glukoseabsorption auswirkt oder eine
gesteigerte Glukoseaufnahme die Serotoninausschiittung beeinflusst, bleibt weiter offen.
In der vorliegenden Arbeit waren die Versuchsbedingungen nicht spezifisch genug, um
dies zu beantworten, doch wire diese Fragestellung ein interessanter Ansatzpunkt fiir

weiterfiihrende Untersuchungen.

Des Weiteren konnte die hier nachgewiesene Reduktion der intestinalen
Serotoninausschiittung  als  mdgliche  appetitstimulierende =~ Wirkung  des
Homoeriodictyols angesehen werden, denn es existieren bereits Hinweise darauf, dass
auch peripheres Serotonin an der Sattigung beteiligt ist. Auch wenn 5-HT die Blut-Hirn-
Schranke nicht iiberwinden und somit nicht direkt im Gehirn wirken kann, liegt
offenbar trotzdem die Mdglichkeit einer indirekten Wirkung vor, wie in vivo Modelle
zeigen, in denen peripher verabreichtes Serotonin ein fritheres Eintreten von Sattigung
ausloste [Edwards und Stevens, 1991; Simansky et al., 1992]. AuBlerdem liefert die
Arbeit von Hillsley und Grundy [1998] Hinweise zur Annahme, dass Serotonin iiber
Aktivierung vagaler afferenter Nervenfasern des Diinndarms im Gehirn wirken kdnnte
und Mazda et al. [2004] zeigen, dass peripheres Serotonin die neuronale Aktivitit in

Gehirnregionen, die mit Energiebalance assoziiert sind, erhoht.

AbschlieBend betrachtet konnten die gezeigten stimulierenden Effekte des NaHED auf

die Glukoseaufnahme in Caco-2-Zellen, die auch auf eine mogliche gesteigerte
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Glukoseaufnahme in vivo hindeutet, sowie die NaHED-vermittelte verringerte
Serotoninfreisetzung, die als Hinweis auf eine mogliche appetitstimulierende Wirkung
dieser Verbindung interpretiert werden kann, auch in der Humananwendung von
Interesse sein. So wire es beispielsweise denkbar, dass die genannten Effekte dieses
hier getesteten Flavanons ein Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Methoden zur

Behandlung von Mangelerndhrung und Untergewicht sein konnten.
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7. Zusammenfassung

Wihrend das in Eriodictyon californicum vorkommende Flavonoid Homoeriodictyol
bisher vor allem fiir gesundheitsférdernde und bittermaskierende Wirkungen bekannt
war, wurden nun im Rahmen dieser Masterarbeit der Einfluss des Homoeriodictyol-
Natriumsalzes (NaHED) auf Glukoseaufnahme und Serotoninfreisetzung sowie eine
mogliche Interaktion dieser beiden Systeme im Caco-2-Zellmodell untersucht, welches
auf Grund vieler Ahnlichkeiten zu Enterozyten modellhaft die intestinale Barriere imi-
tiert. Um einen moglichen NaHED-vermittelten Effekt auf die Glukoseaufnahme sowie
die mogliche Beteiligung der intestinalen Glukosetransporter in Caco-2-Zellen zu ermit-
teln, wurde ein fluoreszenz-basierter Glukoseauftnahme-Assay unter Verwendung spezi-
fischer Inhibitoren von GLUT2 und SGLTI1 durchgefiihrt. Zusitzlich wurde mittels
qRT-PCR der mogliche Einfluss des NaHED auf Genexpressionsebene der Glukose-
transporter ermittelt. Die Hypothese einer verringerten Serotoninausschiittung in Caco-
2-Zellen nach Behandlung mit NaHED, basierend auf Untersuchungen, die eine
NaHED-vermittelte verringerte Serotoninfreisetzung in neuronalen Zellen, sowie redu-
zierte Serotoninspiegel in Plasma nach Verabreichung von NaHED im Zuge einer Hu-
manstudie zeigen, wurde mittels Serotonin-sensitiven ELISA Kits getestet. Hinweise in
der Literatur deuten zudem auf einen potentiellen Zusammenhang zwischen peripherem
Serotonin und Glukosemetabolismus hin. Die Ergebnisse der Masterarbeit zeigen so-
wohl Glukoseaufnahme-steigernde als auch Serotoninausschiittung-verringernde Effek-
te nach 30- bzw. 5-miniitiger Inkubation der Caco-2-Zellen mit 100 pM NaHED. Der
Einsatz der Inhibitoren Phloretin und Phlorizin deutet auf Mitwirken des SGLT1 an der
gesteigerten Glukoseaufnahme hin, wihrend unter den eingesetzten Testbedingungen
keine Wirkung auf die apikalen GLUT2-Level in Caco-2-Zellen gezeigt wurde. Auf
Genexpressionsebene zeigte die Behandlung der Zellen mit NaHED weder eine Hinauf-
noch Herunterregulierung der Glukosetransporter. Der Einfluss des NaHED in gleicher
Konzentration (100 uM) auf Glukoseaufnahme und Serotoninfreisetzung konnte als
Hinweis auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen peripherem Serotonin und Glu-
kosemetabolismus gedeutet werden, wihrend die verringerte Serotoninausschiittung,
unterstiitzt durch Hinweise auf einen potentiellen Beitrag des peripheren Serotonins an

der Séttigung, als appetitstimulierende Wirkung des NaHED interpretiert werden kann.
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8. Summary

Up to now homoeriodictyol, a flavanone from Eriodictyon californicum has been
known mainly for its bitter-masking and health-promoting effects. Here, another
physiological aspect, the influence of homoeriodictyol sodium salt (NaHED) on glucose
uptake and serotonin release, as well as a possible interaction between these two
systems in Caco-2 cells were investigated. This human colonic cell line sharing
similarities with enterocytes is adapted to imitate the intestinal barrier. To determine a
potential NaHED-mediated effect on glucose uptake as well as the possible involvement
of the intestinal glucose transporters in Caco-2 cells, a fluorescence-based glucose
uptake assay with use of specific inhibitors of GLUT2 and SGLT1 was carried out.
Moreover, the influence of NaHED at the level of gene expression of GLUT2 and
SGLTI1 was investigated by means of qRT-PCR. The hypothesis of a decreased
serotonin release in Caco-2 cells after treatment with NaHED, which is also based on
preliminary studies, showing a NaHED mediated reduced serotonin release in neural
cells and a decreased serotonin level in plasma after treatment with NaHED in a human
intervention study, was tested by means of a serotonin sensitive ELISA kit. In addition,
several studies already suggest a relationship between peripheral serotonin and glucose
metabolism. The results of this master thesis show both, glucose uptake increasing
effects after 30 minutes incubation of Caco-2 cells with NaHED in a concentration of
100 uM, and a decreased serotonin release after 5 minutes incubation, respectively. The
use of GLUT2 and SGLTT inhibitors Phloretin and Phlorizin indicated the contribution
of the sodium dependent glucose transporter 1 in the increased glucose, while NaHED
did not show any effects on apical GLUT2 levels in Caco-2 cells under the mentioned
conditions. On the level of gene expression of SGLT1 and GLUT?2 the treatment of
Caco-2 cells with NaHED neither resulted in an up- nor in a down-regulation of these

transporters.

The influence of NaHED in the same concentration of 100 uM on glucose uptake and
serotonin release in Caco-2 cells could be interpreted as an indication of a possible
relationship between peripheral serotonin und glucose metabolism, while the decreased

serotonin release could be understood as appetite stimulating effect of NaHED.
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10. Anhang

Kontrolle 0,001 pM 0,01 pm 0,1pM 1puM 10 pM 100 uM
107,39 82,70 86,91 101,07 95,15 122,45 119,80
106,87 122,38 90,97 112,70 124,79 76,50 108,44
85,73 121,36 114,17 127,53 121,61 101,79 133,41
85,21 115,77 114,92 93,98 78,25 120,71 90,27
Einzelwerte (%) 90,22 130,21 114,57 95,64 71,50 108,95 14435
124,57 117,06 79,54 139,11 67,57 108,19 138,05
96,59 102,54 93,18 97,72 81,87 77,10 91,65
97,98 92,37 104,95 88,84 81,34 71,00 91,08
105,42 83,14 86,33 95,58 89,68 108,03 96,31
Mittelwert (%) 100,00 107,50 98,39 105,79 90,20 99,41 112,60
STD (%) 12,59 17.86 13,88 1715 2049 1957 2186

Tabelle 8: Rohdaten der MTT-Tests nach 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED; Werte sind auf die Kontrolle bezogen

und in % dargestellt.
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Kontrolle 0,5 uM 5 uM 50 uM 500 uM
99,05 86,53 71,38 82,11 69,84
97,44 93,88 85,51 96,65 82,13
103,51 78,49 106,18 92,43 76,36

91,97 144,67 88,93 98,13 109,33

Einzelwerte (%) 85,95 73,34 104,98 89,00 142,43
122,08 125,35 121,48 93,51 85,72

103,71 94,42 77,45 116,10 105,57

93,43 86,18 79,04 114,93 128,73

102,86 88,19 77,46 67,26 103,48

Mittelwert (%) 100,00 96,78 90,27 94,46 100,40
STD (%) 10,21 23,18 16,88 15,14 2436

Tabelle 9: Rohdaten der MTT-Tests nach 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phlorizin; Werte sind auf die Kontrolle bezo-
gen und in % dargestellt.
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Kontrolle 1pM 10 pM 100 pM 1000 pM

75,65 77,85 96,67 105,12 216,84
112,48 86,06 96,39 121,37 214,55
111,88 90,81 129,13 119,90 201,38
108,08 93,77 89,93 121,93 166,14
Einzelwerte (%) 102,46 92,90 107,40 114,32 216,01
89,46 83,71 105,76 139,53 182,96
101,02 103,11 106,79 101,77 190,48
91,10 130,28 139,05 90,93 147,21
107,89 85,84 97,92 111,24 121,36
Mittelwert (%) 100,00 93,82 107,67 114,01 184,10
STD (%) 12,32 1544 16,23 14,02 33,50

Tabelle 10: Rohdaten der MTT-Tests nach 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phloretin; Werte sind auf die Kontrolle be-
zogen und in % dargestellt.
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Kontrolle NaHED 100 uM NaHED 100 uM NaHED 100 uM
(NaHED 100 pM  + PZ 0,5 ptM + PZ 5 uM + 50 uM
+ EtOH)
117,94 86,26 111,60 124,98
90,72 114,53 129,77 106,32
91,34 105,81 133,56 100,48
90,07 118,83 107,01 86,34
Einzelwerte (%) 77,78 88,10 80,59 95,18
132,16 103,02 124,27 93,71
98,25 97,68 90,95 96,30
102,81 97,87 103,97 92,81
98,94 108,88 95,10 91,98
Mittelwert (%) 100,00 102,33 108,54 98,73
STD (%) 16,28 11,06 18,12 11,32

Tabelle 11: Rohdaten der MTT-Tests nach 60-miniitiger gemeinsamer Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED und Phlorizin; Werte
sind auf die Kontrolle bezogen und in % dargestellt.
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Kontrolle NaHED 100 uyM  NaHED 100 uM  NaHED 100pM

(NaHED 100 pM  + PT 1 pM +PT 10 pM + PT 100 pM
+ EtOH)
94,37 134,09 123,69 116,29
91,76 114,83 105,62 120,71
113,87 140,87 114,36 116,41
92,54 70,47 88,57 92,12
Einzelwerte (%) 105,28 123,71 103,20 150,50
102,18 95,66 111,43 125,81
111,94 87,08 114,80 133,08
86,60 112,28 133,83 82,63
101,46 107,73 122,50 116,78
Mittelwert (%) 100,00 109,64 113,11 117,15
STD (%) 9,38 22,49 13,19 2023

Tabelle 12: Rohdaten der MTT-Tests nach 60-miniitiger gemeinsamer Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED und Phloretin; Wer-
te sind auf die Kontrolle bezogen und in % dargestellt.
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Kontrolle  0,00luM  00lpm 01pM 1pM  10pM 100 uM
110,20 85,53 98,36 101,32 8651 118,09 123,03
109,21 102,30 140,79 95,39 10329 116,12 134,87
80,59 98,36 113,16 91,45 101,32 12599 128,95
100,00 79,26 76,50 57,14 6820 8341 149,77
109,68 104,15 83,41 64,06 75,12 6544 105,53
90,32 98,04 88,94 118,89 76,50 82,03 112,44
111,70 80,65 121,45 98,40 136,18 94,56 122,04
105,17 100,27 142,58 88,15 106,72 68,94 104,08
83,13 100,00 63,18 65,19 103,52 92,00 159,23
102,24 105,39 94,13 66,75 10430 126,99 158,59

Einzelwerte (%) 97 7¢ 123,35 134,03 51,11 112,13 10821 108,00
112,13 127,03 72,23 63,49 133,79 91,79 136,38
87,87 131,53 71,66 10681 8743 100,14 109,78
126,43 108,11 110,08 87,19 94,61 14671 13325
69,21 125,41 75,75 96,41 85,63 14491 120,71
104,36 109,19 121,56 121,56 101,80 119,76 117,44
100,00 120,54 105,39 112,57 126,13 15946 130,54
100,00 114,37 103,60 117,12 158,56 141,32
100,00 99,10 141,44 15135 117,96
107,21 85,59 122,16 159,46
107,21 90,09 120,54 135,14
85,59 105,95
99,46
99,46
101,08

Mittelwert (%) 100,00 105,83 100,11 94,53 101,13 11339 128,98

STD (%) 12,05 15,78 23,33 24,53 1940 29,59 17,48

Tabelle 13: Rohdaten der Glu-
koseaufnahme nach 30-
miniitiger Behandlung der Ca-
co-2-Zellen mit NaHED nach
Anwendung des Nalimov-
Ausreil3ertests; Werte sind auf
die Kontrolle bezogen und in %
dargestellt.
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Kontrolle 0,5 pM 5uM 50 pM 500 pM

91,97 102,19 91,97 65,69 71,53
108,03 137,23 110,95 106,57 77,37

114,59 108,03 80,29 67,15 62,77

94,12 75,06 92,71 103,29 49,65

91,29 94,82 89,18 66,59 60,94

Einzelwerte (%) 112,85 87,06 82,82 73,65 52,47
87,15 102,27 105,29 88,66 67,51

103,69 140,05 109,82 127,96 78,09

101,23 84,13 94,71 75,06 87,15

95,08 134,43 103,69 112,30 90,16

140,57 84,02 102,46 79,10

143,03 104,92 109,84 86,48

Mittelwert (%) 100,00 112,41 95,86 91,60 71,94
STD (%) 9,55 2517 10,78 2145 13.46

Tabelle 14: Rohdaten der Glukoseaufnahme nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phlorizin nach Anwendung des
Nalimov-Ausreifertests; Werte sind auf die Kontrolle bezogen und in % dargestellt.
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Kontrolle 1puM 10 uM 100 pM 1000 pM
111,06 92,96 98,99 82,91 68,16
88,94 76,92 85,00 98,99 70,00
wmvm 72,31 76,92 86,15 81,54
115,00 87,31 98,85 80,38 71,15

Einzelwerte (%) 96,76 118,15 75,85 93,08 73,42
104,05 108,91 99,19 84,60 73,42
99,19 91,90 89,95 72,93 71,43
vawm 115,76 98,03 93,35 74,38
123.15 95,07 77,34 74,38 80,30

105,42 112,81 102,46
Mittelwert (%) 100,00 96,47 91,29 86,93 73,76
STD (%) 12,14 15,50 12,33 9,91 4,49

Tabelle 15: Rohdaten der Glukoseaufnahme nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit Phloretin nach Anwendung des
Nalimov-Ausreifertests; Werte sind auf die Kontrolle bezogen und in % dargestellt.
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Kontrolle NaHED Kontrolle NaHED 100 pM  NaHED 100 pM  NaHED 100 uM

100uM  (NaHED 100 uM+  + PZ 0,5 uM +PZ5uM +PZ 50 uM
EtOH)
86,82 127,84 106,41 62,43 76,76 82,30
108,57 174,79 96,96 64,06 81,32 77,74
104,61 153,54 96,63 58,52 83.28 76,44
97,77 113,23 111,85 75,90 99,04 70,52
96,22 114,26 93,25 61,85 96,97 84,57
106,01 119,42 94,90 91,18 106,06 139,53
101,70 128,51 127,12 83,01 107,52 140,85
Einzelwerte (%) g 49 111,91 92,81 95,75 91,83 130,07
106,81 110,64 80,07 89,87 93,49 153,59
87,56 125,68 90,00 78,84 87,91 101,86
106,67 128,21 110,23 80,93 124,82 119,30
105,78 136,42 99,77 81,63 106,57 161,86
124,92 158,04 99,27 83,94 111,68 116,79
75,71 148,58 121,17 83,94 124,00
99,37 79,56 108,76
Mittelwert (%) 100,00 132,22 100,00 112,55 97.48 77,99
STD (%) 11,62 19,68 13,44 29,59 13.66 11.86

Tabelle 16: Rohdaten der Glukoseaufnahme nach 30-miniitiger gemeinsamer Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED und Phlorizin
nach Anwendung des Nalimov-Ausreilertests; Werte sind auf die jeweiligen Kontrollen bezogen und in % dargestellt.
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Kontrolle NaHED Kontrolle (NaHED NaHED 100 pM  NaHED 100 pM  NaHED 100 pM

100 pM 100 pM + EtOH) +PT 1 uM +PT 10 pM +PT 100 pM
97,77 113,23 93,00 99,46 95,15 80,07
96,22 114,26 98,38 124,24 109,69 101,08
106,01 119,42 108,62 127,47 120,47 90,30
101,70 128,51 110,25 136,84 91,97 100,02
91,49 111,91 80,33 131,02 95,29 92,80
106,81 110,64 109,42 100,28 103,60 91,36
124,92 158,04 111,82 104,32 76,36 83,86
75,71 148,58 102,95 77,43 89,32 87,95

Einzelwerte 99,37 134,95 85,23 102,43 108,68 89,93

(%) 105,20 110,78 104,51 106,60 94,10 83,68
95,17 116,32 85,76 86,25 94,10 86,67
99,63 124,09 109,72 114,58 100,00 91,67
108,04 111,25 92,50 127,92 120,83 77,92
103,22 145,02 96,25 101,66 89,17 101,66
88,75 137,30 111,25 75,07 88,37 109,14
112,72 108,48 101,66 100,83 119,11 80,06
79,86 132,86 110,80 86,17 86,70 88,46
107,42 113,18 87,53 99,80 76,09 82,61
103,47 146,06 99,85 76,68 82,02
102,52 114,20 113,11 92,09
94,01 142,43 87,04

Mittelwert (%) 100,00 125,79 100,00 104,16 96,66 89,96

STD (%)
10,76 15,44 10,49 18,93 13,41 8,51

Tabelle 17: Rohdaten der Glukoseaufnahme nach 30-miniitiger gemeinsamer Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED und Phloretin
nach Anwendung des Nalimov-Ausreil3ertests; Werte sind auf die jeweiligen Kontrollen bezogen in % dargestellt.
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Kontrolle NaHED DMSO- NaHED+PT EtOH- NaHED+PZ

Kontrolle Kontrolle
0,92 1,55 1,05 0,89 0,93 1,05
0,97 1,56 0,99 1,07 1,01 1,13
1,11 1,48 0,97 1,04 1,05 1,23
0,95 0,92 1,01 1,15 1,00 1,00
1,01 0,98 0,97 1,15 1,02 1,01
Einzelwerte (%) 1,04 1,05 1,01 1,18 0,98 1,12
0,83 1,15 0,97 0,87 0,38 0,91
1,07 0,93 0,97 0,89 1,01 1,01
1,10 1,11 1,06 0,86 1,11 1,04
0,95 0,89 1,00 0,99 0,99 0,30
1,01 0,93 0,95 1,03 1,01 0,76
1,03 0,99 1,05 0,99 1,00 0,79
Mittelwert (%) 1,00 1,13 1,00 1,01 1,00 0,99
STD (%) 0,08 0,25 0,04 0,11 0,06 0,15

Tabelle 18: Rohdaten der GLUT2-Genexpression nach 15-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM) mit oder oh-
ne Zugabe von Phlorizin (50 pm) und Phloretin (50 pM); Werte sind auf das geometrische Mittel der Referenzgene bezogen und werden
- angegeben in % - auf die jeweiligen Kontrollen bezogen.
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Kontrolle NaHED DMSO- NaHED EtOH- NaHED

Kontrolle +PT Kontrolle + PZ
0,91 0,85 0,93 1,13 0,90 0,94
1,01 0,85 1,03 1,15 1,10 1,00
1,09 0,93 1,04 1,10 1,00 0,96
0,98 1,52 1,01 0,64 1,01 0,68
Einzelwerte (%) 1,00 1,50 0,99 0,65 1,00 0,65
1,02 1,41 1,01 0,67 1,00 0,64
0,97 0,73 0,94 0,84 0,92 0,84
1,00 0,82 1,05 0,91 1,07 1,29
1,03 0,87 1,01
Mittelwert (%) 1,00 1,05 1,00 0,89 1,00 0,88
STD (%) 0,05 0,32 0,04 0,22 0,06 0,22

Tabelle 19: Rohdaten der GLUT2-Genexpression nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM) mit oder
ohne Zugabe von Phlorizin (50 pm) und Phloretin (50 pM); Werte sind auf das geometrische Mittel der Referenzgene bezogen und
werden - angegeben in % - auf die jeweiligen Kontrollen bezogen.
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Kontrolle NaHED DMSO- NaHED EtOH- NaHED

Kontrolle +PT Kontrolle + PZ

1,00 0,93 1,01 0,93 0,99 0,79

1,00 0,85 0,99 0,98 0,97 0,72

1,00 0,82 1,00 0,99 1,04 0,73

1,07 1,27 0,96 1,06 1,02 1,12

Einzelwerte (%) 0,96 1,29 0,98 1,04 0,99 1,14
0,97 1,32 1,06 1,05 0,99 1,13

1,01 0,98 1,12 0,95 1,02 0,67

1,00 0,95 0,96 1,01 1,01 0,67

0,99 0,85 0,93 0,94 0,96 0,67

Z:E%mz (%) 1,00 1,03 1,00 0,99 1,00 0,85
STD (%) 0,03 0,21 0,06 0,05 0,02 0,21

Tabelle 20: Rohdaten der GLUT2-Genexpression nach 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 uM) mit oder oh-
ne Zugabe von Phlorizin (50 pm) und Phloretin (50 pM); Werte sind auf das geometrische Mittel der Referenzgene bezogen und werden
- angegeben in % - auf die jeweiligen Kontrollen bezogen.
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Kontrolle NaHED DMSO- NaHED EtOH- NaHED

Kontrolle +PT Kontrolle + PZ

0,96 1,17 1,04 0,92 0,97 1,24

1,01 1,19 0,81 1,07 0,99 1,33

1,03 1,42 1,16 1,04 1,04 1,39

0,94 0,71 1,01 1,01 0,94 1,51

Einzelwerte (%) 0,98 0,71 0,99 1,07 0,97 1,62
1,08 0,73 1,00 1,11 1,09 1,54

0,98 1,15 0,87 0,30 0,98 1,04

0,94 1,25 1,02 0,81 1,02 1,05

1,08 1,32 1,11 0,85 1,01 1,09

0,98 1,13 0,96 0,50 0,87 1,20

0,99 1,12 1,03 0,52 1,04 1,21

1,04 1,20 1,01 0,55 1,09 1,31

Mittelwert (%) 1,00 1,09 1,00 0,85 1,00 1,29
STD (%) 0,05 0,24 0,09 0,23 0,06 0,19

Tabelle 21: Rohdaten der SGLTI-Genexpression nach 15-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 pM) mit oder ohne Zuga-
be von Phlorizin (50 pm) und Phloretin (50 uM); Werte sind auf das geometrische Mittel der Referenzgene bezogen und werden - angegeben in
% - auf die jeweiligen Kontrollen bezogen.
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Kontrolle NaHED DMSO- NaHED EtOH- NaHED
Kontrolle +PT Kontrolle + PZ
0,98 1,21 0,99 0,94 0,96 0,86
0,94 1,29 0,98 0,98 0,96 0,84
1,08 1,08 1,03 0,99 1,08 0,86
0,90 0,81 0,95 0,68 0,95 1,00
1,00 0,87 1,01 0,79 0,97 1,03
Einzelwerte (%) 1,10 0,91 1,04 0,93 1,08 0,89
0,95 0,59 0,93 0,50 0,93 0,69
1,00 0,57 1,02 0,53 1,01 0,72
1,05 0,62 1,04 0,52 1,06 0,75
0,85 0,74 0,87 0,63 0,92 0,89
1,03 0,65 1,01 0,67 0,97 0,94
1,12 0,82 1,11 0,71 1,11 1,02
w\%wa%mz (%) 1,00 0,85 1,00 0,74 1,00 0,87
(%) 0,08 0,24 0,06 0,18 0,07 0,11

Tabelle 22: Rohdaten der SGLTI-Genexpression nach 30-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 pM) mit oder ohne Zugabe
von Phlorizin (50 um) und Phloretin (50 uM); Werte sind auf das geometrische Mittel der Referenzgene bezogen und werden - angegeben in % -
auf die jeweiligen Kontrollen bezogen.
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Kontrolle NaHED DMSO- NaHED EtOH- NaHED

Kontrolle +PT Kontrolle + PZ

1,03 0,86 0,92 0,93 1,00 0,87

0,95 0,87 1,03 0,96 1,00 0,91

1,02 0,99 1,05 0,95 0,90 0,92

0,93 0,88 0,93 0,80 0,98 1,30

Einzelwerte (%) 1,01 0,94 1,03 0,87 1,11 1,32
1,06 1,01 1,04 0,93 0,93 1,45

0,94 0,86 0,92 0,71 1,01 0,73

0,99 0,96 1,02 0,74 1,06 0,78

1,07 1,06 1,06 0,73 1,00 0,81

0,97 0,95 0,97 0,78 1,02 1,07

1,01 0,97 1,03 0,85 0,98 1,06

1,02 0,99 1,01 0,89 1,10

Z:E%@: (%) 1,00 0,94 1,00 0,84 1,00 1,03
STD (%) 0,05 0,07 0,05 0,09 0,06 0,23

Tabelle 23: Rohdaten der SGLTI-Genexpression nach 60-miniitiger Behandlung der Caco-2-Zellen mit NaHED (100 pM) mit oder ohne Zugabe
von Phlorizin (50 um) und Phloretin (50 uM); Werte sind auf das geometrische Mittel der Referenzgene bezogen und werden - angegeben in % -
auf die jeweiligen Kontrollen bezogen.



Kontrolle 0,1 pM 1pM 10 uM 100 M Tabelle 24: Rohdaten des Serotonin-

100,00 81,95 76,82 134,34 112,66 ELISA nach 5-miniitiger Behandlung der
101,96 32,19 85,44 95,06 93,38 Caco-2-Zellen mit NaHED (0,1-100 uM)
98,04 74,48 19,71 20,35 28,37 nach Anwendung des Nalimov-
76,06 138,38 38,17 35,70 33,65 Ausreil3ertests; Werte wurden anhand des
123,94 63,71 85,55 2428 14,92 DNA-Gehalts der Proben normalisiert und
11721 70,74 70,98 23.02 8.72 sind auf die jeweiligen Kontrollen bezo-
82,79 164,97 47,54 95,97 18,60 gen, in % dargestellt.
70,73 159,94 51,20 110,26 17,22
129,27 81,18 137,75 105,36 66,98
Einzelwerte (%) 100,00 104,22 129,13 18,14
83,65 91,50 19,97
116,35 42,06
12,40
37,05
19,96
54,41
96,32
59,50
101,85
74,31
88,73
106,35
Mittelwert (%) 100 96,66 74,23 71,59 51,16
SEM (%)
5,50 12,56 11,94 15,01 7,57
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