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WOORD VOORAF

Na het behalen van mijn diploma als medisch laboratoriumtechnoloog aan de
KHLim, heb ik de kans gekregen om verder te studeren aan de faculteit
industriéle ingenieurswetenschappen, studierichting Biochemie, in associatie met
de KULeuven. Dit heb ik mij zeker en vast niet beklaagd. Het was een zeer
boeiende en ruime studierichting waarin ik ontzettend veel heb bijgeleerd op
korte tijd.

Tijdens mijn masterjaar heb ik de gelegenheid gekregen om een masterproef te
maken. Op het einde van het schakeljaar kreeg ik hieromtrent een lijst met alle
mogelijke onderwerpen voor de masterproef. In deze lijst sprong alvast het
onderwerp ‘ghreline het hongerhormoon’ mij in het oog. Ik heb het geluk gehad
dat deze masterproef mij werd toegewezen.

Mijn masterproef vindt plaats in het ‘Gut peptide Research Lab’ van het
translationeel onderzoekscentrum voor gastro-intestinale aandoeningen (TARGID)
van het departement Klinische & Experimentele Geneeskunde (KU Leuven). Het is
een bijzonder leerrijke en fijne ervaring geweest en daarom wil ik een aantal
personen bedanken die hieraan hebben meegeholpen.

Deze masterproef was niet tot stand gekomen zonder de hulp van Professor Inge
Depoortere, zij heeft mij de kans gegeven om mee te werken aan het onderzoek
bij haar in het labo en daarom zou ik haar willen bedanken om mij deze
gelegenheid te geven en om mee mijn thesis tot stand te brengen. Ook wil ik Apr.
Sandra Steensels bedanken voor al haar goede raad, uitleg en energie die zij mee
in dit werk heeft gestoken en voor de talloze keren dat zij mijn masterproef heeft
nagelezen.

Dit is een geweldige ervaring geweest dankzij de hulp en goede informatie van
alle doctoraatstudenten, ingenieurs en laboranten die mij tijdens deze 10 weken
wegwijs hebben gemaakt in het onderzoek. Tenslotte wil ik ook mijn interne
promotor ingenieur Adéle Peeters bedanken, voor het nalezen en verbeteren van
mijn masterproef en verslagen.

Bedankt!
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VERKLARENDE WOORDENLUST
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ABSTRACT

Deze masterproef onderzoekt het effect van de natuurlijke zoetstof oligofructose
(FOS) en de artificiéle zoetstof (sucralose) op de secretie van het hongerhormoon,
ghreline. Functionele voedingsstoffen die de ghrelinesecretie inhiberen en
hierdoor het hongergevoel doen afnemen zouden kunnen gebruikt worden als
een strategie voor het voorkomen van obesitas. Recente studies tonen aan dat de
ghrelinecel zowel de zoete smaakreceptor bevat als het gustatorische G-proteine,
gustducine, nodig voor het waarnemen van zoetstoffen. In dit proefschrift werd
het effect van zoetstoffen nagegaan op de ghrelinesecretie zowel in vitro in de
ghrelinomacellijn als in vivo in wildtype en a-gustducine knockout (a-gust”)
muizen.

Beide genotypes werden gegaveerd met 4g/kg D-glucose of 5,6g/kg FOS .
Daarnaast werden WT muizen intraveneus (IV) geinjecteerd met 1g/kg D-glucose.
Ghrelinomacellen werden gedurende 6, 16 of 24h gestimuleerd met sucralose of
FOS. Ghrelinegehaltes werden in cultuurmedium, plasma en weefselextracten
bepaald d.m.v. radioimmunoassay.

Gavage met D-glucose inhibeerde plasma ghrelinewaarden zowel in WT ( 54%) als
in a-gust” (67%) muizen. In beide genotypes ging dit gepaard met een stijging van
het ghrelinegehalte in het duodenum maar niet in de maag. Intraveneuze
toediening van D-glucose had geen effect op de plasma ghrelinewaarden. Dit
betekent dat de ghrelinecel glucose luminaal waarneemt. Het smaak G-proteine
speelt geen rol in dit effect. Acute gavage van FOS had de tendens om
ghrelinewaardes te doen dalen in WT, maar niet in o-gust” muizen. In
ghrelinomacellen induceerde sucralose en FOS een tijdsafhankelijke daling in
octanoyl ghrelinesecretie. Deze studie toont aan dat zoetstoffen luminaal en niet
via het bloed worden waargenomen via de ghrelinecellen in het duodenum.






ABSTRACT IN ENGLISH

This master thesis examined the effect of the natural sweetener oligofructose
(FOS) and the artificial sweetener (sucralose) on the secretion of the hunger
hormone, ghrelin. The GI tract is the key interface between food and the
human body. The ability of sweeteners to alter the release of ghrelin
represents an exciting opportunity for their addition to foods as an agent to
control glucose homeostasis and appetite regulation.

Ghrelinoma cells were stimulated with oligofructose and sucralose for three
different time points. In vivo, wildtype (WT) and a-gustducin knockout mice (a-
gust”) were gavaged with 4g/kg D-glucose or 5.6g/kg FOS. In addition, WT mice
were intravenously (IV) injected with 1g/kg D-glucose. Ghrelin levels were
determined in culture medium, plasma and gut tissue extracts by
radioimmunoassay.

In both WT and a-gust” mice gavage of D-glucose decreased plasma octanoyl
ghrelin levels (WT: 54%, a-gust’: 67%). In both genotypes this was accompanied by
an increase (P<0.05) in duodenal but not stomach octanoyl ghrelin content. IV
administration of D-glucose neither affected plasma octanoyl ghrelin levels nor
tissue octanoyl ghrelin content. Acute gavage of FOS tended to decrease plasma
octanoyl ghrelin levels in WT mice but not in a-gust” mice. In ghrelinoma cells,
FOS and sucralose induced a time-dependent decrease in octanoyl ghrelin release.
It is still unclear is TAS1IR2-TAS1R3 plays a role in these effects.






1 INLEIDING

Deze masterproef vond plaats in het ‘Gut peptide Research Lab’ van het
translationeel onderzoekscentrum voor gastro-intestinale aandoeningen (TARGID)
van het departement ‘Klinische & Experimentele Geneeskunde’ (KULeuven). Het
Gut Peptide Research Lab onderzoekt hoe nutriénten waargenomen worden door
smaakreceptoren in de darm en de regulatie van gastro-intestinale peptiden
beinvloeden.

Obesitas is een chronische ziekte waarbij het gewicht van de patiént te hoog is,
en de body mass index meer dan 30 bedraagt. [1] Vooral in onze westerse cultuur
zijn er steeds meer patiénten die te kampen hebben met deze aandoening.
Obesitas kan ernstige gevolgen hebben voor de gezondheid, deze patiénten
ontwikkelen vaak insulineresitentie en B-cell dysfunctie, wat kan lijden tot
diabetes type 2. [2]

In deze masterproef wordt er onderzocht hoe artificiéle en natuurlijke
zoetstoffen met prebiotische eigenschappen zoals respectievelijk sucralose en
oligofructose gewichtsverlies kunnen induceren door de secretie van ghreline te
beinvloeden. Ghreline wordt ook wel het ‘hongerhomoon’ genoemd aangezien het
stijgt voor de maaltijd en op die manier de frequentie van de maaltijden
reguleert. Bij obesitas is dit maaltijdafhankelijk verloop van ghreline verstoord.

De hoofddoelstelling van dit onderzoek is te achterhalen hoe sucralose en
oligofructose worden waargenomen door smaakreceptoren op de ghrelinecel en
de secretie van ghreline inhiberen om vervolgens de energie-en
glucosehomeostase te beinvloeden.
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2 PROBLEEMSTELLING

Obesitas neemt steeds meer epidemische vormen aan, er wordt getracht hiervoor
een oplossing te vinden. Een mogelijke piste in deze therapeutische doelstelling
is het onderzoek naar voedingsmiddelen die ghreline sterk kunnen doen dalen en
hierdoor het hongergevoel doen afnemen. Het lichaam beschikt over
nutriéntsensoren die voedingsstoffen detecteren en via effectoren de
energieopname van het lichaam coodrdineren. Eén van deze effectoren is het
hongerhormoon ghreline.

Plasmaghrelineconcentraties stijgen voor de maaltijd en induceren het
hongergevoel. Na de maaltijd daalt de ghrelineconcentratie in het plasma. [3] De
grootte van deze postprandiale daling in ghrelineconcentratie is afhankelijk van
de calorische waarde en samenstelling van de maaltijd. Deze bevindingen
suggereren dat de ghrelinecel over nutriéntsensoren beschikt die de secretie van
ghreline kunnen reguleren. De mens kan vijf smaakstoffen waarnemen: zoet,
umami, bitter, zout en zuur. De laatste twee worden waargenomen door
ionenkanalen, de eerste drie door G-proteine gekoppelde receptoren aan
gustatorische G-proteinen zoals gustducine en transducine [4] [5]. Subtypes van
de TAS1R-familie vormen een heterodimeer om zoet (TAS1R2-TAS1R3) of umami
(TAS1R1-TAS1R3) waar te nemen terwijl bitter herkend wordt door 25
verschillende receptoren van de TAS2R-familie. Er werd reeds aangetoond dat
ghreline gecolocaliseerd is met de gustatorische G-proteinen, a-gustducine en a-
transducine [6] en met TAS1R3, de subeenheid voor zoet en umami [7]. Dit doet
vermoeden dat deze receptoren betrokken zijn bij het waarnemen van onder
meer zoetstoffen zoals sucralose en oligofructose. Zo kunnen ze de cel
beinvloeden om ghreline te produceren.

De vraag die zich nu stelt in dit onderzoek is of oligofructose en sucralose op de
zoetreceptor van de ghrelinecel kunnen binden en zo de concentratie aan
ghreline in het lichaam kunnen doen dalen, wat kan resulteren in een verlaagd
hongergevoel bij de patiént.

Eerst en vooral zal het effect van de zoetstoffen op de ghrelineproductie
nagegaan worden in vitro in een ghrelinomacellijn. Nadat de optimale
concentratie en duur van stimulatie bepaald is, zal het mechanisme verder
bestudeerd worden door gebruik te maken van farmacologische blokkers. Het
effect op de expressie van ghreline en TAS1IR2-TAS1R3 wordt op mRNA niveau
verder bestudeerd.

Naast het in vitro deel van het eindwerk zal het effect van zoetstoffen op de
ghrelineproductie ook verder uitgeklaard worden in vivo. Hiertoe zal gebruik

gemaakt worden van wildtype en a- gustducine knockout muizen (a-gust”).
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3 LITERATUURSTUDIE

3.1 GHRELINE

Ghreline is een peptide hormoon bestaande uit 28 aminozuren met op het derde
aminozuur vanuit de N-terminus, serine, een octanoyl-groep. De
aminozuursequentie wordt weergegeven in Figuur 1. Dit peptide wordt
geproduceerd door X/A cellen in de oxyntische mucosa van de maag. [8] Ghreline
speelt een belangrijke rol in de regulatie van de voedselinname en gastro-
intestinale (GI) motiliteit. Dit is het eerste en tot nu toe enige endogeen
geproduceerde hormoon dat centraal de voedselinname stimuleert, daarom wordt
ghreline ook wel het hongerhormoon genoemd. De naam ghreline is afkomstig
van ‘ghre’ wat groei betekent in de Indo-Europese taalfamilie. [9]

Figuur 1: Structuur van Ghreline

3.1.1 ONTDEKKING VAN GHRELINE

Het endogeen ligand van de groeihormoon secretagoog receptor (GHS-R) werd
ontdekt door Kojima et al. in 1999 met behulp van de weesreceptorstrategie. [10]
In Figuur 2 wordt beschreven hoe de weesreceptorstrategie is opgesteld om
endogene liganden te identificeren. Kojima et al. toonde aan dat extracten van de
maag een Ca* respons konden veroorzaken in een cellijn die de GHS-R tot
expressie bracht. Vervolgens werd het ghreline geisoleerd uit het extract met
behulp van chromatografie.
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Figuur 2: Weesreceptorstrategie [11]

3.1.2 SYNTHESE VAN GHRELINE

Het humaan ghrelinegen wordt gecodeerd op de korte arm van chromosoom
3p25-26, (Figuur 3), het bevat 6 exonen, waarvan 2 niet-coderende, 4 intronen en
codeert voor mRNA met een lengte van 511 basenparen. In de nucleus gebeurt de
transcriptie van het gen. Na translatie in het ruw endoplasmatisch reticulum
(RER) ontstaat preproghreline (117 aminozuren), dit bestaat uit een 23
aminozuren signaalpeptide en 94 aminozuren die corresponderen met
proghreline. Proghreline bestaat op zijn beurt na protease activiteit en
acylmodificatie, uit 28 aminozuren die coderen voor het actief acyl-gemodificeerd
ghreline peptide en 66 aminozuren die coderen voor het carboxyterminaal
uiteinde van het peptide (C-ghreline). C-ghreline wordt verder verwerkt tot het
peptide obestatin, dat 23 aminozuren groot is. Alternative splicing van het
humaan ghreline zorgt voor transcripten die coderen voor andere peptiden zoals
des-Gln14-ghreline. [11] [12]

De acylatie van het proghreline wordt in het endoplasmatisch reticulum (ER)

uitgevoerd door het ghreline-O-acetyltransferase (GOAT), voordat het
getransporteerd wordt naar het golgi-apparaat.
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Figuur 3: Van ghreline gen tot ghreline peptide [12]

De enzymen verantwoordelijk voor de omzetting van preproghreline naar
ghreline bevatten: signaal peptidase, prohormoon convertase 1/3 en
carboxypeptidase-B. De enzymen die verantwoordelijk zijn voor de omzetting van
proghreline tot obestatin moeten nog geidentificeerd worden. [12]

3.1.3 GOAT

De actieve vorm van ghreline bevat een postranslationele modificatie, deze
modificatie bestaat uit de octanoylgroep op serine’. De modificatie wordt
uitgevoerd door ghreline-O-acyltransferase (GOAT). [13] Dit enzyme behoort tot
de membraangebonden O-acyltransferase familie (MBOAT) en is een integraal
membraanproteine.

GOAT komt bij de mens voornamelijk tot expressie in het GI-stelsel en in de
pancreas. In de maag bevindt GOAT zich bij de ghrelinecellen, waar GOAT in het
membraan van het endoplasmatisch reticulum de octanoylering uitvoert.

Er zijn nog andere acylmodificaties mogelijk, zoals een n-decanoyl en een n-
decenoyl-groep. [14] Deze grote verscheidenheid aan vetzuren kan door GOAT
worden verwerkt. De acylgroepen, op ghreline, zijn afkomstig uit het dieet. Het
smaak G-proteine, a-gustducine, speelt een belangrijke rol in de waarneming van
vetzuren aangereikt door de voeding en dus in het octanoylatieproces. [15] De
meest waarschijnlijke acyl-donoren zijn van het type Acyl-Coenzyme A. Doordat
Acyl-Coenzyme A gelegen is in het cytosol is het membraan van het
endoplasmatisch reticulum een barriere dat dit molecule moet doorkruisen.
Hierdoor kan gesteld worden dat GOAT een acyl-Coenzym A transporter is. [16]

21



De maag is de grootste bron van ghreline biosynthese (65-90%). Zowel in de maag
als in de bloedstroom bestaat de meerderheid (80%) van het aanwezige ghreline
uit de biologische inactieve gedeacyleerde vorm. [17] Hiervoor zijn twee
mogelijke verklaringen. De eerste is dat des-acyl ghreline een resultaat is van de
onvolledige acylatie van ghreline. Een tweede theorie zegt dat er enzymen
betrokken zijn in het deacylatie proces. Mogelijke enzymen die hieraan
meewerken zijn: butyrylcholineesterase, acetylhydrolase, carboxylesterase en
high-density lipoprotein-associated paraoxonase enzym. [18] [19]

Het humaan GOAT gen is gelegen op chromosoom 8p1l2, deze sequentie wordt
sterk behouden tussen verschillende vertrebraten. De aminozuur sequentie van
humaan, rat en muis GOAT vertoont 90 % gelijkenis. [20]

In de substraatherkenning van GOAT speelt de vier aminozuur lange N-terminale
sequentie van ghreline; glycine!, serine®, en fenylalanine* een belangrijke rol.
Waarbij voornamelijk glycine' cruciaal is voor de binding met de actieve site van
GOAT. [21]

3.1.4 LOKALISATIE VAN GHRELINE

Ghreline wordt geproduceerd door de X/A-cellen, bij de mens P/D -cellen
genoemd, waarvan de grootste populatie aanwezig is in de oxyntische mucosa
van de maagfundus. [22] X/A-cellen bevatten ronde, compacte, elektondense
granullen die gevuld zijn met ghreline. X/A-cellen nemen 20% van het totaal
aantal endocriene cellen voor hun rekening. [23] Ghrelinecellen kunnen
onderverdeeld worden in 2 verschillende celtypes. De cellen die voorkomen in de
oxyntische mucose zijn gesloten cellen, deze staan niet in rechtstreeks contact
met het lumen van het GI-stelsel. Deze cellen reageren op fysische stimuli uit het
lumen of chemische stimuli van de basolateralezijde van de cel. [22] Het tweede
type ghrelinecel is de open cel, zij staan aan de basis van de luminale detectie van
macronutriénten in de voeding, deze cellen vinden we verder distaalwaarts in het
GI stelsel terug. [24] In de X/A-cellen in de maag werden twee
ghrelinecelpopulaties aangetroffen. De eerste celpopulatie bestaat voor 60% uit
ghrelinecellen die zowel octanoyl- als desoctanoylghreline bevatten. De tweede
populatie bevat enkel desoctanoylghreline.

Ghreline wordt ook op andere plaatsen in het lichaam van de mens aangetroffen.
7o is ook de pancreas een ghreline producerend orgaan. Het celtype dat ghreline
produceert in de pancreas zijn de a-cellen. [25] Er worden tevens lage
concentraties aan ghreline in de hersenen,de boogvormige hypothalamus,
hypofyse, glomeruli van de nieren en de placenta gevonden. [22] [26]
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3.1.5 STRUCTUUR EN LOKALISATIE VAN DE GHRELINERECEPTOR

Ghreline is het enige bekende orexigeen hormoon en endogeen ligand voor de
groei-hormoon-secreterende receptor (GHSR). De octanylatie van ghreline is
noodzakelijk om aan deze receptor te binden en de bloedhersenbarriére te
doorkruisen. Het gen voor deze receptor is gelegen op het chromosoom 3q26-27.
Dit gen bestaat uit 2 exonen die gescheiden worden door een intron. Hiervan
wordt tussen de transcriptie en translatie het mRNA gespliced, waardoor er 2
subtypes ontstaan. [27]

GHSR type 1a is functioneel actief en kreeg dan ook deze naam ‘Ghrelinereceptor’
(GRLN-R) door Davenport et al., deze receptor bestaat uit 7 transmembranaire
domeinen. Type-1b is een afgeknotte versie van GHSR-1a en is farmacologisch
inactief, deze receptor bevat slechts vijf transmembranaire domeinen. [28] GHSR
type-la komt voornamelijk tot expressie in de hypothalamus en in kleinere
hoeveelheden in de hypofyse, pancreas, schildklier, milt en myocardium. Type-1b
komt voornamelijk voor in de perifere organen, inclusief in de immuuncellen. [28]

Wanneer ghreline wordt blootgesteld aan GHS-R1a resulteert dit in een snelle
responsverzwakking van de receptor. Deze desensitisatie is het gevolg van een
internalisatie van de receptor via “clarithine coated pits”. De ghrelinereceptor is
constitutief actief en vertoont een hoge activiteit in de afwezigheid van zijn
ligand. [29]

3.1.6 FUNCTIE VAN GHRELINE
3.1.6.1 OREXIGEEN EFFECT

Ghreline heeft als belangrijkste functie het stimuleren van de eetlust en zijn
belang in de energiehomeostase. Toediening van ghreline stimuleert
voedselinname bij de mens en verscheidene diersoorten. [30] [31]

Ghrelinewaarden stijgen voor een maaltijd en dalen postprandiaal waardoor
ghreline beschouwd wordt als een fysiologisch maaltijdinitiator. [3]

Ghreline regelt voedselinname centraal vanuit de hypothalamus, en specifieker
via de arcuate nucleus (ARC). [32] Het ghreline vrijgesteld door de X/A like cellen
van de oxyntische mucosa van de maag, bereikt de hypothalamus via de
bloedstroom, aangezien de bloedhersenbarriere ter hoogte van de hypothalamus
onvolledig is. [33] Detectie van GRLN op vagaal afferente neuronen en vagotomie
studies tonen aan dat ghreline zijn effect op de hypothalamus ook via vagale
afferenten kan uitvoeren. In de ARC zijn er twee belangrijke neurale
celpopulaties, de orexigene celpopulatie die de peptiden neuropeptide Y (NPY) en
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agouti related peptide (AgRP) tot expressie brengt en de anorexigene celpopulatie
bestaande uit pro-opiomelanocortin (POMC) en cocaine en amfetamine regulerend
transcript (CART) neuronen. De POMC-neuronen secreteren a-melanocyte
stimulating hormone (a-MSH), een hormoon dat de voedselinname inhibeert via
activatie van de melanocortinereceptor-4/5 (MCR4/5) in de paraventriculaire
nucleus (PVN). Ghreline activeert de NPY /AgRP neuronen, en zorgt hierbij voor
de vrijstelling van NPY dat via de neuropeptide receptor-Y1/Y5 (NPY1/5R) in de
paraventriculaire nucleus (PVN) voedselinname stimuleert. Het vrijgestelde AgRP
treedt als fysiologische antagonist van MCR4/5 op en blokkeert zo het signaal
van ao-MSH. [34] [35]

3.1.6.2 ADIPOGENESE

Ghreline wordt beschouwd als de initiator van voedselinname op korte termijn,
maar speelt ook een belangrijke rol in de langetermijn regeling van het
lichaamsgewicht.

Chronische of herhaaldelijke infusies met ghreline doen het lichaamsgewicht
toenemen in knaagdieren. [36] Dit gebeurt niet enkel door voedselinname te
stimuleren. Ghreline kan ook het adipose metabolisme beinvloeden. Studies
tonen aan dat ghreline de adipogenese stimuleert en de adipocyten apoptose
inhibeert. [37] Chronische toediening van ghreline inhibeert lipide oxidatie en
doet de lipogenese en triglyceride opname in de witte adipocyten toenemen.

In tegenstelling tot de verwachting, blijken mensen met obesitas een lagere basale
ghrelinesecretie te hebben. Dit duidt mogelijks op een compensatiemechanisme
waarbij het lichaam de hongerprikkel probeert te laten afnemen. Een
uitzondering hierop is een genetische aandoening genaamd het Prader-Willie-
syndroom. Deze patiénten vertonen een ernstige vorm van obesitas en een
buitensporige eetlust. Hun basale ghrelinewaardes zijn bijna drie maal hoger dan
die van gezonde individuen. [38]

Obese mensen vertonen ook een minder uitgesproken postprandiale ghreline
daling waardoor het maaltijdafhankelijke verloop afgevlakt wordt. [39] De
voedselinname heeft een minder sterke remming van het hongersignaal met als
gevolg dat dit blijvend hongergevoel zorgt voor een verhoogde voedselinname en
verhoogde kans op zwaarlijvigheid. Bij patiénten met anorexia nervosa (AN)
merken we hogere plasmaghrelinewaardes op, wat ook verklaard kan worden
door een compensatiemechanisme. [40]
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3.1.6.3 GASTRO-INTESTINALE EFFECTEN

De studie van Masuda et al. (2000) toont aan dat verschillende concentraties
ghreline, dosis afhankelijke toename van maagzuursecretie tot gevolg hebben (zie
Figuur 4). [41] Hieruit blijkt hoe hoger de concentratie aan ghreline, die
toegediend wordt aan de rat, hoe meer maagzuur geproduceerd wordt. Na 20
minuten wordt een piek bereikt bij een concentratie van 20 pg/kg.

80 ~O—Saline lml./lcg ]
7 —@—rGhrelin 0.8 kg -
== rGhrelin 4 u g/kg
~8—Gluelin 20 1 kg

N oo‘g e
i';‘.';‘.’-‘(;‘i

Maagzuursecretie (4 Eq/5 min)

=20 0 20 40 60 80 100
(min)

Figuur 4: Effect van rat ghreline op maagzuur secretie [41]

Een studie van Tack et al. (2005) toont aan dat patiénten met een idiopatische
gastroparese een verbeterde maaglediging vertonen door intraveneuze toediening
van ghreline, dit is weergegeven in Figuur 5. De patiénten die deze behandeling
toegediend kregen, vertoonde een significante daling in maaltijdgerelateerde
symptomen. [42]

40+ " O saline
20~ B ghreline

Half ledigingstijd (min)
3

vast vloeibaar

Figuur 5: Invloed van ghreline op maaglediging [42]
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In de gevaste toestand induceert exogeen ghreline zowel bij de mens als
knaagdieren fase-3-contracties van het migrerend motorisch complex (MMC), een
patroon van sterke contracties die ontstaan in de maag/duodenum en
distaalwaarts migreren om de darm te reinigen van onverteerd materiaal. [42]
Ghreline interageert hiervoor met de vagus maar ook met perifere receptoren in
de myenterische plexus. Uit deze studie van Fujino et al. (2003) blijkt dat ghreline
afkomstig van de maag betrokken is in de regulatie van de motorische activiteit
van het Gl-Istelsel. Dit ghreline werkt in op de ghrelinereceptor en beinvloedt NPY
neuronen in de hersenen. [43]

3.1.6.4 ANDERE FUNCTIES

Ghreline komt in vele organen tot expressie waardoor het ook andere functies
heeft in het lichaam. Een aantal van deze functies worden in Tabel 1 weergegeven.

[11]

Tabel 1: fysiologische Functies van ghreline [44]

Hypothalamus

Hypofyse

Pancreas

Maag

Voedselinname
Geheugen en educatie
Angst N

Anorexia nervosa M
Obesitas¥
Groeihormoon secretie ™

Insuline secretie

Gastrine M
Maagzuur M
Beweging
Maaglediging ™

Vetweefsel

Tumor

B en T cellen

Hart

Vetmassa N
Vetoxidatie
Glycerol vrijgave 1

Trofie ™M

Cytotoxische
lymfocyten M
Circulatie
lymfocyten
Bloeddruk ¥
Hartminuutvolume
Apoptose
Myocardiocyten M

Ghreline en zijn receptor komen ook tot expressie in de pancreas. Een eerste
studie toonde aan dat de ghrelineproductie wordt beperkt door de insuline
productie van de B-cellen. In een studie van Date et al. wordt aangetoond dat
ghreline exclusief tot expressie komt in de glucagon producerende a-cellen. [45]
GOAT” vertonen verlaagde insuline waarden in vergelijking met wildtypen
muizen, ghreline” muizen vertonen een gelijkaardige trend, maar dit is niet
significant bevonden. [46]
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3.1.7 VERLOOP GHRELINESECRETIE

De ghrelinesecretie kent een maaltijdafhankelijk verloop. Bij gezonde personen
ligt de basale concentratie van biologisch actief ghreline rond de 10-20 fmol/ml.
[3] Men stelt vast dat ghrelinewaarden in humaan plasma, in tegenstelling tot de
verzadigingshormonen Glucagon like peptide-1 (GLP-1) en Peptide-YY (PYY) tot
bijna een tweevoud van de basale concentratie stijgen voor elke maaltijd en
binnen het uur na de maaltijd een postprandiale daling tot het nader vertonen.
Dit suggereert dat ghreline een rol speelt in de maaltijdinitiatie.

Recent heeft Zhao et al. aangetoond dat de preprandiale stijging van ghreline te
wijten is aan adrenerge stimulatie. Deze adrenerge stimulatie bevordert de
ghrelinesecretie in celcultuur. Daarnaast zag men dat depletie van adrenaline in
de sympathische neuronen in muizen, door reserpine, de preprandiale stijging in
ghreline blokkeerde. Hierdoor concludeerde men dat de preprandiale stijging van
ghreline veroorzaakt werd door adrenerge stimulatie van f1-receptoren op de
ghrelinesecreterende cellen van de maag. [47]

De grootte en het verloop van de postprandiale daling in ghrelinesecretie is
afhankelijk van de samenstelling van macronutriénten. Zo zullen lipiden, ghreline
minder effectief onderdrukken dan koolhydraten of proteinen. Na inname van
koolhydraten nemen de ghrelineconcentraties gedurende 3 uren af, dit wordt
gevolgd door een overshoot gedurende de 3 volgende uren. Dit kan mogelijks
verklaren waarom we na inname van een snoepje of zoet tussendoortje, snel weer
honger hebben. Deze overschoot wordt niet waargenomen na inname van lipiden
of proteinen.

Onderzoek toont aan dat het mechanisch opspannen van de maag, door water te
drinken, geen verzadigingsgevoel induceert in de vorm van een plasma
acylghrelinedaling. [3] Dit, samen met het feit dat de ghrelinedaling afhankelijk is
van de nutriéntsamenstelling van de maaltijd, doet het vermoeden ontstaan dat
er een nutriéntwaarnemingsmechanisme aanwezig moet zijn in het
spijsverteringstelsel om aanwezige voedingsstoffen in de darm te detecteren.
Verder zijn er nog tal van andere factoren die een rol spelen in de
ghrelinesecretie. Hormonen, zoals insuline, onderdrukken vermoedelijk de
ghrelinesecretie en ook postgastrische mechanismen zoals maaglediging blijken
een rol te spelen. [48]
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3.2 NUTRIENTSENSING

Hoe koolhydraten de ghreline secretie onderdrukken is niet gekend maar een
mogelijk mechanisme is via zoete smaakreceptoren (TAS1R2-TAS1R3).

De mens kan vijf basissmaken waarnemen: zoet, bitter, umami, zout en zuur. De
eerste 3 stoffen worden herkend door G-proteine gekoppelde receptoren (GPCR),
de laatste 2 door ionenkanalen. Vet wordt recent als de zesde smaak beschouwd
herkend alhoewel hier nog heel wat controverse om is.

3.2.1 SMAAKRECEPTOREN IN DE TONG

In de mondholte zijn de smaakpapillen gelegen op de tong, deze smaakpapillen
bestaan uit clusters die tot 100 gepolarizeerde neuro-epitheliale cellen bevatten,
de zogenoemde smaakreceptorcellen (TRC). Eens de TRC’s geprikkeld worden
door smaak, wordt er een signaal getransporteerd naar de afferente zenuw die
betrekking heeft op smaken, deze afferente zenuw brengt prikkels aan in
gedeelten van de hersenen die specifiek instaan voor de smaakbeleving. [49]

Smaakpapillen bevatten 3 morfologisch verschillende celtypen (type-1, -2 en -3).
Deze celtypen maken deel uit van de 5 klassen van smaakcellen. Bitter, zoet en
umami worden waargenomen door de G-proteine gekoppelde receptoren. De
zoete smaak van suikers of artificiéle zoetstoffen wordt waargenomen door de
TAS1R2 en TAS1R3 receptoren. Bitter wordt waargenomen door de familie van
TAS2 receptoren, umami wordt op zijn beurt waargenomen door TAS1R1 en
TAS1R3 [50], maar tevens ook door GPRC6A [51] en CaSR [52]. De TAS1R-familie
behorend tot de GPCR’s binden liganden en vormen dan een structuur die lijkt op
een ‘venus vliegenvanger’. Dit domein is verbonden met het transmembranaire
segment door een cysteine rijk domein dat ligand bindingen koppelt aan de
activatie van de receptor, dit is weergegeven in Figuur 6. [50]

GPCR’s

umami 20et bitter

TR
Figuur 6: Samenvatting verschillende receptoren voor umami, zoet, bitter en zuur [53]
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3.2.2 SMAAKRECEPTOREN IN HET GASTRO-INTESTINAAL STELSEL

Smaakreceptoren komen niet enkel op de tong voor. Het GI-sytsteem wordt ook
wel eens een zintuig genoemd, er zijn gespecialiseerde cellen nodig om
chemische componenten in het GI-systeem te detecteren. In het GI-stelsel zijn
drie celtypes verantwoordelijk voor het waarnemen of opnemen van nutriénten in
het lumen. [15] Enterocyten staan in contact met het lumen, deze cellen zorgen
voor de absorptie van vrije vetzuren, suikers en aminozuren. Een speciaal type
enterocyt is de borstelcel, deze cellen worden gekenmerkt door microvilli die
boven de omringende cellen uitsteken en verantwoordelijk is voor het ontvangen
van chemische prikkels en het nutriéntentransport. Ze komen vaak voor in de
grens tussen de fundus en corpus van de maag. De borstelcellen brengen ook
smaakreceptoren en o-gustducine tot expressie. [6] Deze borstelcellen kunnen
waarschijnlijk ook informatie doorgeven aan gesloten type entero-
endocriendecellen die de nutriénten niet rechtstreeks in het lumen kunnen
detecteren, maar waarschijnlijk wel informatie krijgen vanuit de bloedbaan. De
entero-endocrienecellen bevatten, in tegenstelling tot de borstelcellen, granules
voor de secretie van peptides zoals cholecystokinine (I-cellen), ghreline (X/A-
cellen), gastrine (G-cellen), glucose-dependent-insulinotrope peptide (GIP) (K-
cellen), glucagon-like peptides-1 en -2 (GLPs) en peptide-YY (PYY) (L-cellen). [54]
[55] Entero-endocrienecellen (EEC) vertegenwoordigen ongeveer 1% van de gehele
darm populatie aan cellen. EEC’s kunnen flesvormig en open zijn waardoor ze in
direct contact staan met het lumen van de darm en de nutriénten aanwezig in de
de darm kunnen waarnemen. De open type entero-endocrienecellen brengen ook
smaakreceptoren tot expressie maar staan niet in rechtstreeks contact met het
lumen.

Het idee dat de GI-tractus in staat is om ‘zoet’ te detecteren, vond zijn oorsprong
in het incretine effect. Oraal glucose veroorzaakt een hogere vrijstelling van
incretinehormonen, zoals glucagon-like peptide-1 (GLP1), dan intraveneuze
toediening. [56]

3.2.2.1 ZOETRECEPTOREN

De zoetreceptoren TAS1R2-TAS1R3 en het daaraan gekoppelde G-proteine,
gustducine, komen o.a. tot expressie in de X/A cel die ghreline bevat [57] en in de
L-cel die GLP-1 en PYY bevat. [58] Voor de L-cel is reeds aangetoond dat dit
receptorcomplex een belangrijke rol speelt in de vrijzetting van
incretinehormonen zoals GLP-1 en PYY in aanwezigheid van suikers. Dit werd
aangetoond door middel van farmacologische blokkers voor de receptoren
(gurmarine bij muizen en lactisole in humane studies) en siRNA-knockdown van
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de a-subeenheid van het G-proteine gustducine. [7] [59] In knockoutmodellen
voor de zoetreceptor werd aangetoond dat niet metaboliseerbare zoetstoffen,
zoals sucralose via de zoetreceptor ook een effect op hormoonvrijstelling kan
veroorzaken. [59] Humane studies bevestigden het belang van de zoetreceptoren
bij de vrijzetting van incretinehormonen door glucose. [60] Andere onderzoekers
toonden echter aan dat de glucose gestimuleerde vrijstelling van GLP-1 niet via
zoete smaakreceptoren verloopt maar via Na*/glucose cotransporter-1 (SGLT1).
[58] [61] In cellijnen kon glucose gemedieerde GLP-1 vrijstelling gedeeltelijk
geblokkeerd worden in aanwezigheid van de SGLT1 antagonist, phloridzine. [62]
Knockoutmodellen voor deze transporter vertoonde een gedaalde
incretinerespons na glucosetoediening. [61]

Verder distaal in het colon werd aangetoond dat K _ -kanalen in de endocriene
cellen een rol spelen in de glucose geinduceerde vrijstelling van GLP-1. [63] De
GLUTag-cellijn (produceert GLP-1) bezit glucose-sensing mechanismen. K,
kanalen spelen hierin een belangrijke regulatorische rol. Deze cellen zijn
hypergepolariseerd wanneer en lage glucose concentraties heersen. Wanneer de
glucose concentratie verhoogt, resulteert dit in de sluiting van het K, _-kanaal.
[64] In Figuur 7 is weergegeven hoe de endocriene L-cel zoet waarneemt.

glucose Na*

TAS1R2-TAS1R3

L-cel

GLP-1

Figuur 7: glucose sensing in de endocrien L-cel. [65]

3.2.2.2 TRANSPORTERS

Glucose moleculen zijn grote polaire moleculen en kunnen daarom niet vanuit
het lumen van de darm doorheen het apolaire celmembraan migreren. Om dit
probleem te verhelpen zijn er proteinen in het celmembraan aanwezig zijn om
deze moleculen in de enterocyt te transporteren (zie Figuur 8). Dit
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transportproteine is Na*/glucose cotransporter-1 (SGLT1) welke aan de apicale
zijde van de enterocyt gelegen is. De absorptie van glucose (en galactose) is
gekoppeld met deze van Na* en zijn bijhorende elektrochemische gradiént. Deze
elektrochemische gradiént wordt voorzien door de basaal gelegen Na*/K*-ATPase
pomp. [66] Fructose wordt onafhankelijk van Na* door de GLUT5-transporter in
de enterocyt en verder naar de bloedbaan getransporteerd. [67]

GLUT2 verzorgt de gefaciliteerde diffusie van glucose en fructose. Algemeen werd
aangenomen dat deze transporter enkel basolateraal aanwezig is in het
celmembraan van enterocyten om de efflux van glucose en fructose mogelijk te
maken vanuit het cytoplasma naar de bloedbaan. Men ontdekte echter dat GLUT?2,
in aanwezigheid van hoge luminale glucoseconcentraties, in het apicaal grensvlak
geinserteerd wordt [68]. De apicale insertie van GLUT2 in het membraan kan
plaatsvinden door een conformatieverandering in het cytoskelet van de enterocyt.
De [Ca~]iverhoging, die een rol speelt in deze insertie, kan veroorzaakt worden
door de activatie van TAS1R2/TAS1R3 door de hoge luminale suikerconcentratie.
Studies in TAS1R2/TAS1R3” en a-gustducine” tonen aan dat activatie van de
zoetreceptor een upregulatie van SGLT-1 kan veroorzaken. [67]

ATP
Na©
Na* Kt
D-glucose
GLUTS
D-fructose = >

J GLuT2

Figuur 8: Transporters op de enterocyt [67]

Mace et al. [69] toonden aan dat niet enkel SGLT-1, maar ook GLUT2 belangrijk is
voor de glucosegemedieerde vrijstelling van ondermeer GIP, GLP-1 en PYY. Bij
toevoeging van zowel een SGLT1 als GLUT 2 blokker (respectievelijk phloridzine
en phloretine) kan het glucosegemedieerde effect op GLP-1 vrijstelling volledig
geblokt worden terwijl de aanwezigheid van slecht één van deze blokkers het
effect slechts voor 40-50% kan inhiberen. [69] GLUT2 wordt snel upgereguleerd in
aanwezigheid van luminale suikers of zoetstoffen. Dit effect verdwijnt in
TAS1R2/TAS1R3” en a-gustducine” modellen wat erop duidt dat het
TAS1R2/TAS1R3 complex niet enkel een rol speelt in de expressie van SGLT1,
maar ook in de expressie van GLUT2. [69] GLUT 2 is op het apicale membraan
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aanwezig om hoge luminale glucose concentraties te absorberen. [70] Via GLUT 2
verlaat D-glucose de enterocyt aan het basolateraal membraan. [61]

De manier waarop GLUT?2 zijn effect uitoefent is mogelijks door de
membraandepolarisatie te beinvloeden, aangezien GLUT2 de sluiting van de Karp
gevoelige kanalen kan induceren. In afwezigheid van SGLT1 is de secretie van GIP,
GLP1 en PYY gevoelig voor kaliumkanaal modulatoren, wat de voorgaande
hypothese staaft.

SGLT1 behandelt het merendeel van het D-glucose transport over het membraan
aan het grensvlak met de borstelcellen en de enterocyt, onafhankelijk van de
glucoseconcentratie. SGLT1 komt tot expressie op het luminale membraan van de
endocrience cellen, deze cellen worden tevens positief bevonden voor incretine en
GIP. In vitro studies hebben aangetoond dat SGLT1 gemedieerd monosacchariden
transport incretine secretie uitlokt via electorgeen gekoppelde influx van Na*, wat
resulteert in membraan depolarisatie, elektrische activiteit, spanning gerelateerde
Ca* intrede en exocytose. [61]

In obese patiénten werd een verhoogde expressie van onder meer a-gustducine
vastgesteld, terwijl de expressie van TAS1R2/TAS1R3 verlaagd is. Deze
veranderingen kunnen deel uitmaken van een adaptief mechanisme dat de GI-
tractus toelaat zich aan te passen aan een langdurige positieve energiebalans [71].
In diabetici, met verhoogde bloedglucose waardes, is de expressie van
TAS1R2/TAS1IR3 [72] a-gustducine [73] verlaagd. Dit duidt erop dat intestinale
expressie van smaakreceptoren afhankelijk is van metabolische toestand.
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3.3 ZOETSTOFFEN

In deze masterproef worden 2 zoetstoffen van naderbij onderzocht.
Oligofructose, een natuurlijke zoetstof en sucralose, een artificiéle zoetstof. Het
effect van de zoetstoffen op ghrelinesecretie wordt bekeken.

3.3.1 OLIGOFRUCTOSE

Oligofructose is een prebiotisch koolhydraat dat gebruikt wordt als natuurlijke
zoetstof. Het heeft een zoetheid van 30-50% van commerciéle suikers (sucrose).
Oligofructose komt natuurlijk voor in verscheidene natuurproducten zoals
bananen, ajuinen en look. Oligofructose wordt gewonnen uit de wortel van
chicorei. Oligofructose behoort tot de fructanen groep van de koolhydraten. Het
bestaat uit een fructoseketen met een gemiddelde lengte van 6 eenheden, de
keten bevat een eindstandige D-glucose of D-fuctose. De fructose eenheid van
oligofructose is een mengsel van lineaire fructose polymeren en oligomeren
verbonden met B-2-1-glycosidische bindingen. [74] [75]

Oligofructose heeft een lagere calorische waarde dan de meeste koolhydraten, dit
is te danken aan de B-2-1-glycosidische bindingen, deze bindingen kunnen niet
verteerd worden door menselijke amylasen, waardoor oligofructose onverteerd in
het menselijk colon terechtkomt. Hier wordt oligofructose door de microbiota
gefermenteerd met productie van korte keten vetzuren en gassen. [74] De
structuur van oligofructuse is te zien in Figuur 9.

Een studie van Parnell et al. [76] toont aan dat bij 48 volwassenen, die dagelijks
21g oligofructose consumeren, een gewichtsverlies merkbaar was en dat de
glucoseregulatie verbeterde. Oligofructose veroorzaakte dit effect door verlaagde
energie-inname. Obese testpersonen nemen minder calorieén op als ze op een
oligofructose dieet staan. Uit dit onderzoek blijkt dat er een rol weggelegd is voor
oligofructose in de glucosehomeostase. Er werd een afname van ghreline in het
plasma geconstateerd door een behandeling met oligofructose gedurende 3
maanden. Oligofructose zou de posprandiale glycemie beinvloeden door incretine
hormonen te stimuleren. [76]

Door zijn zoetheid kan oligofructose mogelijks de zoetreceptoren activeren.
Anderzijds kan het fermentatieproduct van oligofructose, de korte keten
vetzuren, interageren met vetzuurreceptoren FFAR2 en FFAR3, gelokaliseerd op
entero-endocrienecellen in het colon. Studies hebben reeds aangetoond dat korte
keten vetzuren, FFAR2 en FFAR3 op de L-cellen (PYY, GLP-1) en X/A-cellen
(ghreline) kunnen activeren. [77]
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Figuur 9: Structuur oligofructose

3.3.2 SUCRALOSE

Sucralose werd in 1976 ontdekt. Deze artificiéle zoetstof is 600 maal zoeter dan
sucrose en het wordt niet in het lichaam gemetaboliseerd om energie te
produceren, met andere woorden het bevat geen calorieén. De aanvaardbare
dagelijkse inname (ADI) van sucralose is gezet op 5 mg/kg lichaamsgewicht. [78]
In Figuur 9 is te zien hoe de structuurformule van sucralose is opgebouwd. Deze
bevat 3 chlooratomen (zie Figuur 10) waardoor dit product een grotere zoetheid
heeft. Aangezien chloor in ons drinkwater voorkomt, is het veilig om sucralose te
consumeren. [79]

CH,OH
o CH,CI
o)
OH HO
O CH,CI
OH  OH

Figuur 10: Structuurfomule sucralose

Een onderzoek van Saada et al. [80] bij gezonde en diabete ratten toont aan dat
toediening van sucralose gedurende 6 weken (11mg/kg)l geen effect had op insuline,
terwijl de bloedglucosewaarden dalen. De resultaten werden bevonden na 12 uur
vasten en bevestigen de bevindingen dat sucralose geen cephalische
(voorbereidende fase) insuline respons induceren. Derhalve blijkt dat de afname aan
glucose kan worden toegeschreven aan een vermindering in absorptie. [80]

Dit kan mogelijks verklaard worden door een interactie met de zoetreceptoren.
Activatie van de zoetreceptoren kan de expressie van de glucose transporters
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beinvloeden. Als deze receptor gedurende 6 weken geactiveerd wordt kan er
mogelijks een compensatiemechanisme optreden waardoor er minder SGLT1 en
GLUT?2 tot expressie komen, dan aanvankelijk verwacht.

In het onderzoek van Saada et al. werd geen effect op insuline waargenomen. Orale
inname van sucralose heeft geen toename van plasma GLP-1 [81] of PYY
concentraties tot gevolg. Sucralose in combinatie met glucose heeft een stimulerend
effect op GLP-1-secretie van de primaire L-cellen, in vergelijking met enkel sucralose
of glucose. Deze studie van Saada et al. suggereert dat de combinatie van niet-
calorische zoetstoffen met suikers synergetisch functioneren door de stimulatie van
GLP-1-secretie. Ook werd in de studie van Ford et al. aangetoond dat sucralose, bij
mensen, geen effect heeft op plasmaglucose- en insulineconcentraties. [82]
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4 DOELSTELLINGEN

De hoofddoelstelling van dit onderzoek is te achterhalen hoe oligofructose en
sucralose worden waargenomen door de ghrelinecel en de secretie van ghreline
beinvloeden. Dit ghreline beinvloedt op zijn beurt weer de voedselinname omdat
het betrokken is bij de energie-en glucosehomeostase.

Deze hoofddoelstelling wordt in kleinere objectieven opgesplitst. Eerst en vooral
wordt het effect van de zoetstoffen op de ghrelineproductie nagegaan in vitro in
een ghrelinomacellijn. Nadat de optimale concentratie en duur van stimulatie
bepaald is, wordt het mechanisme verder bestudeerd door gebruik te maken van
farmacologische blokkers. Het effect op de expressie van ghreline en de zoete
smaakreceptor wordt op mRNA-niveau verder bestudeerd.

Naast het in vitro deel van het eindwerk wordt het effect van zoetstoffen op de
ghrelineproductie ook verder uitgeklaard in in vivo proeven, waarbij we gebruik
maken van wildtype en a-gustducine knockout muizen (a-gust”). Gustducine is
een signaaltransductiemolecule dat een belangrijke rol speelt in de
signaaltransductie van smaakreceptoren. Aangezien D-glucose één van de
belangrijkste monosacharides is die in de GI-tract voorkomen, wordt eerst en
vooral het effect van dit monosacharide bekeken. D-glucose kan in tegenstelling
tot artificiéle zoetstoffen niet alleen waargenomen worden door TAS1R2-TAS1R3
maar kan ook opgenomen worden door glucosetransporters zoals SGLT1 en
GLUT?2.

Allereerst wordt het effect van intragastrische en intraveneuze toediening van D-
glucose bestudeerd. Hiermee wordt bekeken of D-glucose luminaal of
basolateraal door de ghrelinecel waargenomen wordt. Vervolgens wordt het
knockout model gebruikt om uit te zoeken of smaakreceptoren een rol spelen in
het effect van D-glucose op de ghrelinesecretie. Aangezien oligofructose niet
opgenomen wordt door de endocriene cellen en dus niet in het bloed
terechtkomt, wordt enkel het intragastrische effect van oligofructose bekeken.
Ook hier wordt het knockout model gebruikt om het mechanisme verder op te
helderen.
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5 MATERIAAL EN METHODEN

5.1 EXPERIMENTELE OPZET VAN DE /N VITRO EN IN VIVO PROEVEN

5.1.1 STIMULATIE-EXPERIMENTEN IN DE MUIS GHRELINOMA 3-1 CELLIIN, MGN3-1

Met behulp van entero-endocriene cellen, afgeleid van een ghrelineproducerende
maagtumor van een muis, wordt de invloed van zoetstoffen op de
ghrelinesecretie nagegaan. Nadat de optimale stimulatieduur (tijdskinetiek) en
concentratie bepaald zijn, wordt het mechanisme verder uitgeklaard met behulp
van farmacologische blokkers.

5.1.1.1 CELLUN

De muis ghrelinomacellijn (MGN3-1) is een ghreline producerende cellijn. Deze
cellijn is afkomstig van een maagtumor die ontstaan is uit een ghrelinepromotor
Simian virus 40 T-antigeen transgene (GP-Tag Tg) muis. [83] Deze cellijn werd ons
vriendelijk ter beschikking gesteld door Professor Hiroshi Iwakura.

5.1.1.2 IN CULTUUR PLAATSEN VAN MGN3-1 CELLEN

De MGN3-1 cellen worden in cultuur gebracht bij 37°C met 5% CO, in Dulbeco’s
modified eagle medium (DMEM, LONZA, Verviers, Belgié, BE12-604F) aangereikt
met 10% fetal bovine serum (FBS) (LONZA, Verviers, Belgié) en 1%
Penicilline/Streptomycine (LONZA, Verviers, Belgié).

5.1.1.3 STIMULATIE VAN DE MGN3-1 CELLEN

De MGN3-1 cellen worden uitgezaaid, aan 600 000 cellen per well (diameter 21,40
mm) en overnacht in cultuur geplaatst.

De cellen worden gewassen met warm DPBS (LONZA, Verviers, Belgié, BE17-512F).
Waarna de testoplossingen: DMEM (GIBCO, GENT, Belgié, 21063-029, D-glucose 25
mM, zonder fenolrood), 20 mM sucralose in DMEM, 25% FOS in DMEM en 20 mM
fructose in DMEM, aan de cellen worden toegevoegd. Per testoplossing worden 3
wells gebruikt. Om de kinetiek te bepalen worden de cellen gedurende 6, 16 en 24
uur met de testoplossingen gepreincubeerd. Bij gebruik van gurmarine (TAS1R2-
TAS1R3 antagonist) worden de MGN3-1 cellen eerst een uur gepreincubeerd met
deze antagonist, om daarna gedurende 6 uur behandeld te worden met de
respectievelijke zoetstoffen in aanwezigheid van de antagonist. Gedurende de
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stimulatie wordt 3011g/ml gurmarine om de twee uur toegevoegd om een
constante concentratie antagonist te garanderen. Het supernatans wordt
gecollecteerd en de cellen worden gewassen met warm DPBS.

Nadien wordt er gedurende 3 uren gestimuleerd met HEPES buffer (deze bestaat
uit 140 mM NacCl; 4,5 mM KCl; 1,2 mM MgCl2- 6H20; 10 mM D-glucose; 20 mM
HEPES; 0,1% BSA (w/V); 1,8 mM CaCl2- 2H20 en had een pH tussen 7,2 en 7,4).
Deze incubaties vinden plaats bij 37°C en 5% CO,. Het supernatans wordt
gecollecteerd, aangezuurd met 1M HCI (10%) en gedurende 7 minuten
gecentrifugeerd bij 2200 rpm en 4°C, het supernatans wordt bewaard op -80°C.

5.1.2 IN VIVO EXPERIMENTEN
5.1.2.1 PROEFDIEREN

Er wordt gebruik gemaakt van mannelijke C57 Black 6 (C57BL/6) muizen (wild
type, WT) en mannelijke o-gustducine’” knockouts (a-gust’). Hiervoor werd
toestemming verleend door het Ethisch Comité voor Proefdierexperimenten van
de Katholieke Universiteit Leuven.

5.1.2.2 OPZET VAN DE EXPERIMENTEN

Twaalf weken oude mannelijke C57 Black 6 muizen (n = 50) en twaalf weken oude
mannelijke a-gustducine knockouts (a-gust”) (n=25) worden voor het experiment
per 3 of 4 gehuisvest in een temperatuurgecontroleerde omgeving (20-22°C) en
overnacht gevast, waarbij ze vrije toegang hebben tot water. Deze muizen worden
over 2 experimenten verdeeld. Voor het gavage experiment worden zowel de WT
muizen als de a-gust” muizen gebruikt, terwijl het effect van de intraveneuze
injectie enkel in WT muizen nagegaan wordt. De eerste groep (n= 54) wordt
gegaveerd met ofwel 4g/kg D-glucose (WT; n=8, a-gust’; n=8), 5.63g/kg
oligofructose (FOS) (WT; n=8, a-gust’; n=9) ofwel saline (0,9% NaCl; Braun
Medical, Bethlehem, PA, Verenigde Staten) als controle (WT; n=13, a-gust’; n=8)
en na 40 min geéuthanaseerd. De tweede groep (n=21) wordt intraveneus
geinjecteerd met ofwel 1g/kg D-glucose (n=10) ofwel saline (0.9% NaCl) als
controle (n=11) (Figuur 11).
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Figuur 11: Experimentele opzet in vivo proeven

5.1.2.3 DISSECTIE VAN DE MUIZEN

Door middel van intraperitoneale toediening van ketamine (10 mg/ml; Pfizer,
New York, NY, Verenigde Staten) en xylazine (1%; Bayer, Leverkusen, Duitsland)
worden de muizen verdoofd. Via intracardiale punctie wordt het bloed

afgenomen, aprotinine (1 mg/ml bloed) en EDTA (2 mg/ml bloed; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Duitsland) worden hieraan toegevoegd om vervolgens de bloedstalen
gedurende 10 minuten bij 4 °C te centrifugeren (2000 *g). Na centrifugatie wordt
het plasma afgepipetteerd, aangezuurd met 1 M HCI (10%) en bewaard bij -80 "C.

Onmiddellijk na de intracardiale punctie, worden de maag en het duodenum
gedisseceerd, gespoeld en onderverdeeld in een deel voor fixatie (ingebed in 4%
PFA), proteinebepaling (onmiddellijk ingevroren bij -80°C) en expressiebepaling

(overnacht incubatie in RNA-later en daarna bewaard bij -80°C). Tevens wordt de

hypothalamus verwijderd, dit wordt ook ingevroren bij -80°C.
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5.2 BEPALING VAN DE CONCENTRATIE OCTANOYLGHRELINE IN
CULTUURMEDIA, PLASMA EN WEEFSELEXTRACTEN

5.2.1 OPZUIVERING CULTUURMEDIUM EN PLASMASTALEN

De stalen van de cultuurmedia en plasma worden opgezuiverd door gebruik te
maken van C Sep Pak kolommen (360 mg C18, 55-105 num, Waters corporation,
Milford, MA, Verenigde Staten). Deze kolommen werken op basis van reversed-
phase kolomchromatografie. Bij dit soort chromatografie wordt gebruik gemaakt
van de polariteit van de solventen of buffer. [84]

C,, Sep Pak kolommen worden gepreéquilibreerd met 80% CH,CN (Acros Organics,
Geel, Belgié, 26827-0025)-0,1% TFA (Acros Organics, Geel, Belgié, 139721000) en
3% CH,CN - 0,1% TFA. Vervolgens wordt aan het staal een gelijke hoeveelheid 10%
CH,CN toegevoegd en op de C kolommen geladen. Vervolgens worden de C
kolommen gewassen met 15% CH,CN - 0,1% TFA en tenslotte wordt er geélueerd
met 50% CH.CN - 0,1% TFA.

Wanneer het eluaat volledig bevroren is wordt het gelyofiliseerd door gebruik te
maken van de Speed-Vac (Univapo 150 ECH, Montreal Biotech, Dorval, PQ,
Canada). Het staal wordt op -80°C bewaard.

5.2.2 PROTEINE-EXTRACTIE UIT WEEFSELSTALEN

Nadat het weefsel is ontdooid, wordt het gedurende 10 minuten gekookt. Er
wordt aan het weefsel protease inhibitor cocktail (Protease Inhibitor Cocktail kit,
MP Biomedicals, Santa Ana, CA, Verenigde Staten) (3 ml/g weefsel) en azijnzuur
(6%) (9 ml/g weefsel) toegevoegd, vervolgens worden de stalen gehomogeniseerd
in de Precellys 24 homogenisator (Bertin Technologies, Aix en Provence,
Frankrijk). Het gehomogeniseerde weefsel wordt opnieuw 10 minuten gekookt en
45 minuten lang gecentrifugeerd bij 20.817 *g en 4 "C. Het supernatans wordt
afgepipetteerd en bewaard bij -80 C.

5.2.3 RADIOIMMUNOASSAY (RIA)
5.2.3.1 PRINCIPE RIA

Met radio immuno assay wordt de concentratie octanoyl-en totaal ghreline
bepaald. Het principe is gebaseerd op competitieve binding. Er treedt competitie
op tussen het antigen uit het staal en een vaste hoeveelheid radioactief gelabeld
antigen in aanwezigheid van een vaste hoeveelheid antistof. Hieraan wordt een
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tweede antistof, gebonden aan cellulose, toegevoegd die bindt op het eerste
antistof, hierdoor wordt een groot gebonden systeem gevormd, wat neerslaat. Het
ongebonden antigen wordt gescheiden van de gebonden antigen-antistof fractie
door het geheel te centrifugeren en het supernatans te verwijderen. Door gebruik
te maken van een standaard verdunningsreeks kunnen de concentraties aan
octanoyl-en totaal ghreline berekend worden. In Figuur 12 is het principe van RIA
weergegeven.
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Figuur 12: Radioimmunoassay

5.2.3.2 UITVOERING

De gesublimeerde stalen worden heropgelost in RIA buffer ( 50 mM

Na HPO (2H,0) (Merck, 06580), 25 mM Na,EDTA (Calbiochem, CALB324503-100),
80 mM NaCl, 0.05% NaN,, 0.5% Triton X-100 (Sigma, T-6878), 0.5% BSA (Serva,
11930.04)). De plasmastalen en celextracten worden hierbij in het origineel
volume opgelost terwijl de stalen van de maag en duodenum verdund worden,
respectievelijk 1500 en 30 maal.

Het konijn anti-humaan-ghreline antistof (AB5004, Peninsula, Laboratories Inc.,
Bachem) wordt opgelost met een verdunning van 1/83 000 in RIA-buffer met 0,5%
NRS (normal rabbit serum, Jackson Immunoresearch, 011-000-120). Hiervan
wordt 200 pl aan 100 pl staal toegevoegd. Dit wordt op 4°C overnacht
geincubeerd, hierna wordt 100 ul '*’I gelabeld ghreline toegevoegd (80000-10000
cpm). Dit wordt gedurende 48 uur geincubeerd op 4°C. Vervolgens wordt
gedurende 45 minuten, 100 pl SAC-CEL anti konijn (AA-SAC1 Lucron Bioproducts,
DS Boldon.NE35 9PD, Engeland) geincubeerd bij 4°C. Nadien wordt gedurende 20
minuten op 3000 rpm bij 4°C gecentrifugeerd om de niet gebonden antigenen te
verwijderen in het supernatans. Als laatste stap wordt de radioactiviteit van '*’I
gemeten in de pellet door de gamma-teller (Cobra II auto-gamma, Packard,
Downers grove, IL, Verenigde Staten).
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5.2.4 PROTEINEBEPALING

De proteinebepaling in de maagextracten wordt uitgevoerd door gebruik te
maken van de Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, Verenigde Staten).

5.3 AANTONEN VAN ZOETRECEPTOREN, GHRELINE, GOAT, SGLT1 EN
GLUT2 IN DE MGN3-1 CELLIJN

5.3.1 IsoLATIE VAN RNA

De cellen worden na stimulatie met de testoplossingen gewassen met DPBS,
dissociatiebuffer (GIBCO, Gent, Belgié¢, 13151-014) wordt aan de cellen
toegevoegd. De losgekomen cellen worden gecollecteerd en gedurende 5 minuten
op 4°C aan 300g gecentrifugeerd. Het supernatans wordt verwijderd en de pellet
wordt geresuspendeerd in 1 ml DPBS, opnieuw gecentrifugeerd en
geresuspendeerd in 350 pl RLT-buffer (1/100; mercaptoethanol (GIBCO, Gent,
Belgié, 21985-023)/RLT ((Qiagen, Venlo, Nederland, 79216)). Met behulp van een
22G-naald wordt het staal gehomogeniseerd en vervolgens op -80°C bewaard.

Totaal RNA wordt geéxtraheerd uit de MGN3-1 cellen door gebruik te maken van
de RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Nederland).

5.3.2 ReaL-TiIME PCR

Het RNA geéxtraheerd uit de MGN3-1 cellen wordt vervolgens omgezet via reverse
transcriptie naar complementair DNA (cDNA) door middel van Superscript II
Reverse Transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA, Verenigde Staten). De
Polymerase ketting reactie (PCR) wordt uitgevoerd met behulp van de
LightCycler® 480 system (Roche Diagnostics, Bazel, Zwitserland). 1ul cDNA van
elk staal wordt toegevoegd aan 9 ul premix (3 pl nucleotide vrij water, 0,5 pl 5uM
forward primer, 0,5 ul reverse primer, 5 ul Sybr green. Er wordt tevens een ‘inter-
run calibrator in rekening gebracht als correctiefactor. De primersequenties die
gebruikt worden zijn weergegeven in Tabel 2. De expressie van elk van de stalen
wordt bepaald door gebruik te maken van LightCycler® 480 software versie 1.5
(Roche Applied Science) en de resultaten worden relatief uitgedrukt ten opzichte
van Glyceraldehyde-3-fosfaat dehydrogenase (GAPDH).
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Tabel 2: Primersequenties van de gesequencede muisgenen

Gen Primersequentie

Ghreline forward CCAgAggACAgAggACAAgC
reverse ACATCgAAgggAgCATTgAA

GOAT forward ACCCgggCCAggTACCT
reverse ACCCATggCAgCAAAAgC

TAS1R3 forward CCCAACAgCATCCCgTgCAA
reverse CTCCACAgCCATCTTCATAgC

SGLT1 Forward AAgATCCggAAgAAggCATC
reverse CAATCAgCACgAggATgAAC

GLUT2 Forward TCTTCACggCTgTCTCTgTg
reverse AATCAgCACgAggATgAACA

5.4 STATISTISCH ANALYSE

Alle resultaten worden weergeven als gemiddelde + standaardfout van het
gemiddelde (“Standard Error of Mean” of SEM). De statistische analyse gebeurt
door gebruik te maken van STATISTICA versie 12 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma,
VS). Bij de in vitro experimenten, wordt gebruik gemaakt van herhaalde-metingen
ANOVA bij de tijdskinetiek en een factoriéle ANOVA bij de experimenten in
aanwezigheid van een antagonist, al dan niet gevolgd door geplande
vergelijkingen tussen de verschillende behandelingen/dosissen. Er wordt gebruik
gemaakt van de gepaarde T-test bij de analyse van de mRNA-expressie. Bij de
proefdierexperimenten wordt bij de gavage experimenten gebruik gemaakt van
een factoriéle ANOVA, eveneens gevolgd door geplande vergelijkingen; terwijl bij
het effect van intraveneuze toediening van 1g/kg D-glucose op de octanoyl
ghrelinesecretie wordt geopteerd voor de ongepaarde T-test. Verschillen worden
als statistisch significant beschouwd bij een P-waarde kleiner dan 0,05.
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6 RESULTATEN

6.1 IN VITRO EXPERIMENTEN

Met behulp van de in vitro experimenten wordt het effect van de zoetstoffen op
de ghrelineproductie in de ghrelinomacellijn nagegaan. Allereerst wordt de
optimale concentratie en duur van de stimulatie bepaald door een tijdskinetiek
uit te voeren. Hierna wordt het mechanisme verder onderzocht door gebruik te
maken van de zoetreceptorblokker, gurmarine. Tenslotte wordt het effect van de
zoetstoffen op de expressie van ghreline, GOAT, TAS1R2-TAS1R3, SGLT1 en
GLUT?2 bestudeerd.

6.1.1 TIIDSAFHANKELIJKE EFFECTEN VAN DE ZOETSTOFFEN OP DE VRIJSTELLING VAN
OCTANOYL GHRELINE

6.1.1.1 EFFECT VAN STIMULATIE VAN MGN3-1 CELLEN MET ZOETSTOFFEN OP OCTANOYL
GHRELINESECRETIE

Om de optimale stimulatieduur te bepalen worden de ghrelinomacellen
gedurende 6, 16 en 24 uur gestimuleerd met de testoplossingen: 20 mM
sucralose, 25% FOS en 20 mM fructose. Sucralose en oligofructose veroorzaken
een significante daling in octanoyl ghrelinesecretie na 16 en 24 uur. D-fructose
veroorzaakt geen effect op de octanoyl ghrelinesecretie. De resultaten zijn
weergegeven in Figuur 13.
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Figuur 13: Effect van 20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM D-fructose na 6 (n=18), 16 (n=9) en 24
(n=24) uur stimuleren van de MGN 3-1 cellen in vergelijking met de controlestimulatie (DMEM). Resultaten
zijn weergegeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). ***P < 0,001 versus controle.
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6.1.1.2 STIMULATIE

De hoeveelheid resterend octanoyl ghreline in MGN3-1 cellen is gedaald in
aanwezigheid van 20 mM sucralose en 25% oligofructose. Dit werd nagegaan door
de basale octanoyl ghreline vrijstelling gedurende 3 uur, na 6, 16 en 24 uur
stimulatie met sucralose, oligofructose of D-fructose te bekijken in aanwezigheid
van HEPES buffer. De resultaten zijn weergegeven in Figuur 14.
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Figuur 14: Octanoyl ghreline vrijstelling gedurende 3 uur stimulatie met HEPES buffer (10mM D-Glucose), na
de preincubatie met 20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM D-fructose na 6 (n=18), 16 (n=9) en 24
(n=24) uur stimuleren van de MGN3-1 cellen in vergelijking met de controlestimulatie (DMEM). Resultaten
zijn weergegeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05, **P < 0,01 ***P < 0,001 versus
controle.

6.1.2 ROL VAN DE ZOETRECEPTOR IN DE INHIBITIE VAN OCTANOYL GHRELINE VRIJSTELLING
DOOR DE ZOETSTOFFEN

De rol van de zoetreceptor in het effect van de zoetstoffen op de ghrelinesecretie
wordt bestudeerd door gebruik te maken van een TAS1IR2-TAS1R3 antagonist;
gurmarine.

6.1.2.1 EFFECT VAN STIMULATIE VAN MGN3-1 CELLEN MET ZOETSTOFFEN IN AANWEZIGHEID VAN
GURMARINE OP OCTANOYL GHRELINESECRETIE

Het effect van de preincubatie van de MGN3-1 cellen met 30 pg/ml van de
zoetreceptorantagonist, gurmarine, op de door zoetstof geinduceerde
ghrelinevrijstelling werd getest. Er is een significant verschil (interactie-effect:
P<0,001) in het effect van sucralose op de octanoyl ghrelinesecretie in aan-en
afwezigheid van gurmarine. Tevens is 20 mM sucralose in afwezigheid van
gurmarine nog steeds in staat de ghrelinesecretie te inhiberen. Gurmarine (30
ng/ml) had op zich ook een effect op de basale ghrelinesecretie. Door het effect
van de antagonist op de controlestimulatie kan hier niet geconcludeerd worden
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dat de zoetreceptor een rol speelt in het sucralose gemedieerde effect op de
octanoyl ghrelinesecretie (Figuur 15).
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Figuur 15: Effect van 20mM sucralose na 6 uur stimuleren van de MGN 3-1 cellen (N=9), in aan-en
afwezigheid van 3011g/ml gurmarine, in vergelijking met de controlestimulatie (DMEM). Resultaten zijn
weergegeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). ***P < 0,001 versus controle.

Stimulatie van de MGN3-1 cellijn gedurende 6 uur met 25% oligofructose
induceerde enkel een tendens tot daling in octanoyl ghrelinesecretie. Gurmarine
(30pg/ml) veroorzaakte een significante daling in octanoyl ghrelinesecretie
waardoor het effect van gurmarine op de octanoyl ghrelinesecretie door FOS
moeilijk te evalueren valt (Figuur 16).
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Figuur 16: Effect van 25% FOS na 6 uur stimuleren van de MGN 3-1 cellen (N=9), in aanwezigheid van 30
ng/ml gurmarine, in vergelijking met de controlestimulatie (DMEM). Resultaten zijn weergegeven als
gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).
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Stimulatie van de MGN3-1 cellijn gedurende 6 uur met 20mM fructose induceerde
geen significant effect in octanoyl ghrelinesecretie. 30pg/ml gurmarine
veroorzaakte een significante daling in octanoyl ghrelinesecretie (Figuur 17).
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Figuur 17: Effect van 20 mM d-fructose na 6 uur stimuleren van de MGN 3-1 cellen (N=9), in aanwezigheid
van 30pg/ml gurmarine, in vergelijking met de controlestimulatie (DMEM). Resultaten zijn weergegeven als
gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

6.1.3 EXPRESSIE VAN GHRELINE, TAS1R3, GOAT, SGLT1 EN GLUT2

Aangezien er een significant effect van 20 mM sucralose en 25% oligofructose op
de ghrelinesecretie werd waargenomen, worden veranderingen in expressie van
ghreline, GOAT, de zoetreceptor en glucosetransporters na 24 uur incubatie met
de teststoplossingen bekeken. 24 uur incubatie van de MGN3-1 cellen met 20 mM
sucralose veroorzaakt een significante toename in ghreline, GOAT en TAS1R3
expressie terwijl 20 mM sucralose de glucosetransporter GLUT?2 significant in
expressie doet afnemen en we deze tendens ook waarnemen voor SGLT1. 24 uur
incubatie met 25% oligofructose veroorzaakt een significante daling in ghreline
expressie en in expressie van de glucosetransporters SGLT1 en GLUT2. Op
TAS1R3 en GOAT expressie werd geen significant verschil waargenomen. 24 uur
incubatie met 20 mM fructose veroorzaakte geen significant effect op het
expressieniveau van de onderzochte genen (Figuur 18-Figuur 22).
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Figuur 18: Relatieve mRNA expressie van ghreline in de MGN3-1 cellijn (n=3/conditie) na 24 uur incubatie
met 20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM fructose.Resultaten zijn relatief weergegeven als
gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 versus DMEM.
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Figuur 19: Relatieve mRNA expressie van GOAT in de MGN3-1 cellijn (n=3/conditie) na 24 uur incubatie met
20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM fructose. Resultaten zijn relatief weergegeven als gemiddelde
+ Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 versus DMEM.
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Figuur 20: Relatieve mRNA expressie van TAS1R3 in de MGN3-1 cellijn (n=3/conditie) na 24 uur incubatie
met 20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM fructose. Resultaten zijn relatief weergegeven als
gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 versus DMEM.
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Figuur 21: Relatieve mRNA expressie van SGLT1 in de MGN3-1 cellijn (n=3/conditie) na 24 uur incubatie met
20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM fructose. Resultaten zijn relatief weergegeven als gemiddelde
+ Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 versus DMEM.
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Figuur 22: Relatieve mRNA expressie van GLUT2 in de MGN3-1 cellijn (n=3/conditie) na 24 uur incubatie
met 20mM sucralose, 25% oligofructose en 20mM fructose. Resultaten zijn relatief weergegeven als
gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 versus DMEM.

6.2 IN VIVO EXPERIMENTEN

Om het effect van D-glucose en oligofructose na te gaan op de octanoyl en totale
ghrelinesecretie, wordt er gebruik gemaakt wildtypen en a-gustducine” muizen,
waarbij 4g/kg D-glucose of 5,63 g/kg oligofructose gegaveerd wordt.

Om na te gaan of D-glucose luminaal (aan de kant van de darm) of basolateraal
(aan de kant van de bloedbaan) wordt waargenomen door de entero-endocriene
cel, wordt het effect van D-glucose op ghrelinevrijstelling, zowel na gavage als na
intraveneuze injectie bekeken.

6.2.1 EFFECT VAN INTRAGASTRISCHE ADMINISTRATIE VAN D-GLUCOSE EN OLIGOFRUCTOSE
OP GHRELINESECRETIE.

Om een beeld te krijgen van het effect van D-glucose en oligofructose op het
octanoyl en totale ghrelinegehalte, werd een 4g/kg D-glucose en 5.6g/kg
oligofructose-oplossing intragastrisch toegediend aan WT en a-gust” muizen.

6.2.1.1 INVLOED VAN D-GLUCOSE EN OLIGOFRUCTOSE OP PLASMA GHRELINECONCENTRATIES
Intragastrische toediening van 4g/kg D-glucose veroorzaakt een significante

daling in het plasma octanoyl ghrelinegehalte van WT en a-gust” muizen (P <
0,001 en P < 0.05) (WT; Saline: 132,8 + 11,7 pg/ml versus 4g/kg D-glucose: 61,2 +
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6,6 pg/ml, a-gust”; Saline: 67,2 = 5,8 pg/ml versus 4g/kg D-glucose: 22,2 + 2,2
pg/ml). Tevens veroorzaakt intragastrische toediening van D-glucose een
significante daling in plasma totale ghrelineconcentratie bij WT muizen (P<0,05)
(WT; Saline: 2396,4 + 160,8 pg/ml versus 4g/kg D-glucose: 1271,7 + 82,8 pg/ml).
Resultaten zijn weergegeven in Figuur 23.
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Figuur 23: Effect van intragastrische toediening van saline en 4g/kg D-glucose op octanoyl (A) en totaal (B)
plasma ghreline secretie. ghrelinewaarden werden 40 minuten na gavage in het plasma bepaald. Resultaten
zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 ***P < 0,001 versus controle.

Intragastrische toediening van 5,63 g/kg oligofructose veroorzaakt geen
significante verschillen in plasma ghrelinewaarden bij beide genotypen, enkel een
tendens tot daling in WT muizen (Figuur 24).
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Figuur 24: Effect van intragastrische toediening van saline en 5,63 g/kg oligofructose op octanoyl (A) en
totaal (B) plasma ghreline secretie. ghrelinewaarden werden 40 minuten na gavage in het plasma bepaald.
Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

6.2.1.2 INVLOED VAN D-GLUCOSE EN OLIGOFRUCTOSE OP DUODENUM OCTANOYL EN TOTALE GHRELINE
INHOUD

Intragastrische toediening van 4 g/kg D-glucose veroorzaakt een significante
toename in octanoyl ghreline inhoud van het duodenum bij a-gust” muizen
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(p<0,05) (a-gust”; Saline: 899,2 + 99,1 pg/ml versus 4g/kg D-glucose: 1364,2 +
112,0 pg/ml). In WT muizen werd een tendens tot toename waargenomen (p =

0,12). Resultaten zijn weergegeven in Figuur 25.
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Figuur 25: Effect van intragastrische toediening van saline en 4 g/kg D-glucose op octanoyl (A) en totaal (B)
ghrelinegehalte in weefselextracten van het duodenum. Het duodenum werd verwijderd 40 minuten na
gavage. Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05 versus controle.

Intragastrische toediening van 5,63 g/kg oligofructose veroorzaakt geen
significante verschillen in octanoyl en totale ghreline inhoud van het duodenum
bij beide genotypen (Figuur 26).
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Figuur 26: Effect van intragastrische toediening van saline en 5,63 g/kg oligofructose op de secretie van
octanoyl (A) en totaal (B) ghrelinegehalte in weefselextracten van het duodenum. Het duodenum werd
verwijderd 40 minuten na gavage. Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean

(SEM).
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6.2.1.3 INVLOED VAN D-GLUCOSE EN OLIGOFRUCTOSE OP MAAG OCTANOYL EN TOTALE GHRELINE

INHOUD

Intragastrische toediening van 4 g/kg D-glucose veroorzaakt geen significante
verschillen in de octanoyl en totaal ghreline inhoud van de maag bij beide

genotypen (Figuur 27).

140

[EEY
N
o

100

Maag octanoyl ghreline
inhoud (ng/mg proteine)
H [e)] o]
© © o

N
o O

WT

OSaline mD-glucose (4g/kg) A

a-gustducine-/-

Maag totaal ghreline inhoud

500

N w B
o o o
o o o

(ng/mg proteine)

[EEN
o
o

OSaline ® D-glucose (4g/kg) B

WT

a-gustducine-/-

Figuur 27: Effect van intragastrische toediening van saline en 4 g/kg D-glucose op de secretie van octanoyl
(A) en totaal (B) ghrelinegehalte in weefselextracten van de maag. De maag werd verwijderd 40 minuten na
gavage. Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

Intragastrische toediening van 5,63 g/kg oligofructose veroorzaakt geen
significant verschil in de maag octanoyl en totale ghreline inhoud van WT en a-

gust” muizen. (Figuur 28).

120

100

80

Maag octanoyl ghrelineinhoud
(ng/mg proteine)
(o]
o

WT

OSaline M Oligofructose (5.63g/kg)

a-gustducine-/-

A

500

) w IS
o o o
o o o

(ng/mg proteine)

=
o
o

Maag totaal ghreline inhoud

O Saline

WT

B

M Oligofructose (5.63g/kg)

a-gustducine-/-

Figuur 28: Effect van intragastrische toediening van saline en 5,63 g/kg oligofructose op de secretie van
octanoyl (A) en totaal (B) ghrelinegehalte in weefselextracten van de maag. De maag werd verwijderd 40
minuten na gavage. Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).*P < 0,05

versus controle.
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6.2.1.4 INVLOED VAN INTRAGASTRISCHE TOEDIENING VAN D-GLUCOSE OP BLOEDGLUCOSEWAARDEN

Intragastrische toediening van 4 g/kg D-glucose veroorzaakt een significante
stijging van bloedglucosewaarden in WT en a-gust” muizen (P<0,001 en P<0,001)
(WT;Saline: 107,7 + 4,5 pg/ml versus 4g/kg D-glucose: 325,4 + 28,5 pg/ml, a-
gust” ; Saline: 112,6 + 5,5 pg/ml versus 4g/kg D-glucose: 438,6 + 44,5 pg/ml).
Tevens is er een significant verschil in het effect van intragastrische toediening
van 4g/kg D-glucose tussen de verschillende genotypen (P<0,05) (WT; 4g/kg D-
glucose: 325,4 + 28,5 pg/ml versus a-gust” ; 4g/kg D-glucose: 438,6 + 44,5 pg/ml)
(Figuur 29).
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Figuur 29: Effect van intragastrische toediening van saline en 4g/kg D-glucose op de Bloedglucosewaarden
van wildtypen en a-gust” muizen. Bloedglucosewaarden werden 40 minuten na gavage bepaald. Resultaten

zijn weergegeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). *P < 0,05, ***P < 0,001 versus
controle.

6.2.1.5 INVLOED VAN INTRAGASTRISCHE TOEDIENING VAN OLIGOFRUCTOSE OP BLOEDGLUCOSE

Intragastrische toediening van saline en 5,63 g/kg oligofructose veroorzaakt geen
significante verschillen op de bloedglucosewaarden in beide genotypen (Figuur
30).

57



160 OSaline M Oligofructose (5.63g/kg)
140 -

120 -

100 -

Bloedglucose (mg/dl)

60 -

40 -

a-gustducine-/-

Figuur 30: Effect van intragastrische toediening van saline en 5,63 g/kg oligofructose op de Bloedglucosen
waarden van wildtypen en a-gust” muizen. Bloedglucosewaarden werden 40 minuten na gavage bepaald.
Resultaten zijn weergegeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

6.2.2 INVLOED VAN INTRAVENEUZE TOEDIENING VAN D-GLUCOSE OP GHRELINESECRETIE

Door middel van een intraveneuze injectie met saline of 1g/kg D-glucose wordt
nagegaan of D-glucose via de bloedbaan waargenomen kan worden door de
ghrelinecel. De hoeveelheid octanoyl en totaal ghreline wordt nagegaan in het
plasma, duodenum en maag, maar ook de bloedglucosewaarden worden bepaald.
De concentratie D-glucose ligt hier lager dan in de experimenten met
intragastrische toediening van D-glucose, dit is te wijten aan de snelheid van
opname van D-glucose. Na intraveneuze injectie wordt een snelle piekglucose
waargenomen, die na 15 minuten reeds sterk afgenomen is. Om dit effect te
beperken, wordt er een lagere concentratie aan D-glucose in de experimenten met
intraveneuze injectie gebruikt.

6.2.2.1 INVLOED VAN D-GLUCOSE OP PLASMA GHRELINECONCENTRATIES
Intraveneuze injectie met 1g/kg D-glucose veroorzaakt geen significant verschil

in plasma octanoyl en totale ghrelineconcentraties bij WT muizen. In Figuur 31
zijn de resultaten weergegeven van dit experiment.
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Figuur 31: Effect van intraveneuze toediening van saline en 1 g/kg D-glucose op plasma octanoyl (A) en
totaal (B) ghrelineconcentratie. ghrelinewaarden werden bepaald in het plasma 40 minuten na gavage.
Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

6.2.2.2 INVLOED VAN D-GLUCOSE OP GHRELINE INHOUD VAN HET DUODENUM

Intraveneuze injectie met saline en 1 g/kg D-glucose veroorzaakt geen significant
verschil Fout! Verwijzingsbron niet gevonden.in octanoyl en totale ghreline
inhoud van het duodenum bij WT muizen. In Figuur 32 zijn de resultaten
weergegeven van dit experiment.
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Figuur 32: Effect van intraveneuze toediening van saline en 1 g/kg D-glucose op de octanoyl (A) en totaal (B)
ghrelinegehalte van weefselextracten van het duodenum. het duodenum werd 40 minuten na gavage
verwijderd. Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

6.2.2.3 INVLOED VAN D-GLUCOSE OP GHRELINE INHOUD VAN DE MAAG
Intraveneuze injectie van saline en 1g/kg D-glucose veroorzaakt geen significant

verschil in octanoyl en totale ghreline inhoud van de maag bij WT muizen. In
Figuur 33 zijn de resultaten van dit experiment weergegeven.
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Figuur 33 Effect van intraveneuze toediening van saline en 1 g/kg D-glucose op de octanoyl (A) en totaal (B)
ghrelinegehalte van weefselextracten van de maag. De maag werd 40 minuten na gavage verwijderd.
Resultaten zijn weergeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM).

6.2.2.4 INVLOED VAN D-GLUCOSE OP BLOEDGLUCOSEWAARDEN

Intraveneuze injectie met saline en 1g/kg D-glucose veroorzaakt een significante
stijging van bloedglucosewaarden van WT muizen (P<0,001) (WT; Saline: 122,9 +
4,5 pg/ml versus 1g/kg D-glucose: 199,1 + 11,6 pg/ml). In Figuur 34 zijn de
resultaten weergegeven van dit experiment.
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Figuur 34: Effect van intragastrische toediening van saline en 4g/kg D-glucose op de Bloedglucosen waarden
van wildtypen en a-gust” muizen. Bloedglucosewaarden werden 40 minuten na gavage bepaald. Resultaten
zijn weergegeven als gemiddelde + Standard Error of Mean (SEM). ***P < 0,001 versus controle.
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7 DISCUSSIE

Er is nog maar weinig geweten over de invloed van zoetstoffen op de
ghrelinesecretie en over de detectie van nutriénten door chemosensorische cellen
in het GI-stelsel. In deze thesis werd er getracht om hierin wat meer duidelijkheid
te brengen en verder onderzoek omtrent dit onderwerp aan te moedigen.

Het waarnemen van voedingsstoffen in het GI-stelsel speelt een belangrijke
fysiologische rol in de regulatie van de voedselopname. Hoewel geweten is dat
koolhydraten een inhiberend effect hebben op de ghrelinevrijstelling, is het
waarnemingsmechanisme en de signaaltransductiecascade, betrokken in het
effect van de zoetstoffen op de ghrelinesecretie, nog niet opgehelderd. Het effect
van zoetstoffen op GLP-1 secretie is echter al wel uitvoerig bestudeerd. Uit
literatuuronderzoek kan geconcludeerd worden dat zoetstoffen waarschijnlijk via
ondermeer de interactie met de zoetreceptor en glucosetransporters hun effect
op GLP-1 secretie uitoefenen. Het doel van deze studie was dan ook om meer
klaarheid te scheppen in het effect van zoetstoffen op de vrijstelling van het
orexigeen peptide, ghreline, en te achterhalen welke receptor deze vrijstelling
reguleert. Hierbij werd voortgegaan op de bestaande hypothese dat
zoetreceptoren TAS1R2-TAS1R3 een rol kunnen spelen in de detectie van
zoetstoffen door endocriene cellen. Dit werd eerst en vooral in vitro in een
ghrelinomacellijn onderzocht. Naderhand werden in vivo proeven gebruikt om te
bepalen hoe D-glucose en oligofructose de ghrelinesecretie in een diermodel
beinvloeden. Door middel van een a-gustducine knockout model werd het belang
van de smaakreceptor in dit effect onderzocht. Tevens werd door middel van
intragastrische en intraveneuze toediening van D-glucose bepaald of D-glucose in
het lumen van de darm of via aanreiking door het bloed, door de ghrelinecel
waargenomen wordt.

7.1 IN VITRO EXPERIMENTEN

7.1.1 TIJDSAFHANKELIJKE EFFECTEN VAN DE ZOETSTOFFEN OP DE VRIJSTELLING VAN
OCTANOYL GHRELINE

Eerst en vooral werd het tijdsafhankelijk effect van verschillende zoetstoffen op
de ghrelinesecretie nagegaan. Uit de resultaten van de tijdskinetiek van de
zoetstoffen op de vrijstelling van octanoyl ghreline, blijkt dat na stimulatie
gedurende 16 en 24 uur met 20 mM sucralose en 25% oligofructose er een
significante daling van octanoyl ghrelinesecretie plaatsvindt. Incubatie met 20
mM fructose beinvloedt de octanoyl ghrelinesecretie niet.
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Steinert et al. (2011) bestudeerde het effect van koolhydraten en zoetstoffen in
een humane studie. Ze concludeerden dat hoewel D-glucose een significante
daling van plasmaghreline waardes veroorzaakte, een equizoete hoeveelheid
fructose, sucralose, aspartaam of acesulfame K (3 artificiéle zoetstoffen) geen
effect op plasma ghrelinegehaltes toonden. Het effect van sucralose kan in deze
studie mogelijks verklaard worden door de lage concentratie die gebruikt werd
(0.65mM) aangezien onze studies pas bij 20mM duidelijke effecten van sucralose
aantoonde. De hoeveelheid fructose die gebruikt werd was echter 550mM, een
hoeveelheid die bijna 30x hoger ligt dan onze testoplossing. Naast de gebruikte
hoeveelheden verschilt ook het bestudeerde tijdsinterval. In de studie van
Steinert et al. (2011) werd het effect van de zoetstoffen na een intragastrische
toediening bekeken, waarna het ghrelineverloop gedurende 2 uur bekeken werd.
[85] In de opzet van de uitgevoerde in vitro proeven had 6 uur incubatie met
20mM sucralose en 25% oligofructose geen effect, hiervoor was een langere
incubatieperiode vereist.

7.1.2 DE ROL VAN DE ZOETRECEPTOR IN DE INHIBITIE VAN OCTANOYL GHRELINE
VRISTELLING DOOR DE ZOETSTOFFEN

Nadat de optimale stimulatieduur bepaald werd, werd er nagegaan of de
zoetreceptor een rol speelt in het waarnemen van zoetstoffen door de ghrelinecel.
Hiervoor werd gebruik gemaakt van gurmarine, een antagonist van de
zoetreceptor. Uit de stimulatie-experimenten blijkt dat gurmarine een effect heeft
op de basale secretie. Daarnaast werd er ook een significante interactie
waargenomen tussen het effect van 20 mM sucralose in aan-en afwezigheid van
gurmarine. Deze interactie werd niet waargenomen voor D-fructose, terwijl we bij
oligofructose een neiging tot een effect waarnamen.

Door het effect van gurmarine op de basale secretie kan niet geconcludeerd
worden dat de zoetreceptor een rol speelt in het sucralose geinduceerde ghreline-
effect. Een verklaring voor dit effect van gurmarine kan mogelijks gevonden
worden in de samenstelling van het testmedium. DMEM bevat namelijk 20 mM D-
glucose, een monosacharide dat op zich ook zoet smaakt en mogelijks kan
interageren met de zoetreceptor. [59] Dit zou echter impliceren dat D-glucose op
zich een stijging van het octanoyl ghrelinegehalte induceert, terwijl literatuur
suggereert dat koolhydraten de ghrelinesecretie doen dalen. Zo toont Cummings
et al. (2001) aan dat in humaan plasma, de ghrelineconcentraties na het nuttigen
van een maaltijd binnen het uur met 50% afnemen. [3] In een studie van Sakata et
al (2012) werd het effect van D-glucose op maagmucosacellen van mannelijke
C57BL6/] muizen (8-12 weken oud) onderzocht. Er wordt geschat dat 0,3-1% van
deze gemengde populatie aan cellen bestaat uit ghrelinecellen. In deze studie
werd aangetoond dat de ghrelinesecretie omkeerbaar verlaagd wanneer de cellen
blootgesteld werden aan D-glucose. [86] Dit effect gaat verder uitgeklaard
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worden. Deze proeven gaan herhaald worden in afwezigheid van 20mM D-glucose
om de mogelijke interactie van D-glucose met de zoetreceptor uit te sluiten. Deze
experimenten moeten echter nog uitgevoerd worden.

7.1.3 EXPRESSIE VAN GHRELINE, GOAT, TAS1R3, SGLT1 EN GLUT2 IN MGN3-1
CELLEN.

Aangezien stimulatie met de zoetstoffen pas na 16-24 uur een significant effect
in de ghrelinesecretie induceert en geen kortetermijn effect teweegbrengt, wordt
het effect van de zoetstoffen op de expressie van ghreline, GOAT, TAS1R3, SGLT1
en GLUT?2 nagegaan.

Expressie van ghreline neemt significant toe na 24 uur stimulatie met 20 mM
sucralose en neemt significant af na 24 uur stimulatie met 25% oligofructose. Dit
resultaat met 20 mM sucralose is niet in lijn met wat bekomen wordt bij de
stimulatie van de MGN3-1 cellen gedurende 24 uur met 20 mM sucralose. De
cellen secreteren octanoyl ghreline in lagere hoeveelheden, terwijl de ghreline-
expressie significant toegenomen is. Dit is mogelijks te wijten aan een
compensatiemechanisme dat optreedt. Door de onderdrukte ghrelinesecretie kan
de cel meer RNA gaan maken in een poging te basale ghrelinesecretie te
herstellen. Deze redenering gaat echter niet op voor oligofructose. Hierbij merken
we een daling in octanoyl ghreline secretie en expressie. Een mogelijke verklaring
hiervoor is dat het compensatiemechanisme misschien nog niet in werking
getreden is. Bij de stimulatie-experimenten nemen we reeds waar dat
oligofructose minder potent lijkt te zijn dan sucralose in het inhiberen van de
glucosesecretie. Dit kan mogelijks verklaren waarom hier nog geen
compensatiemechanisme in werking is getreden. Eveneens is de expressie van
GOAT significant gestegen in de MGN3-1 cellen na 24 uur stimulatie met 20mM
sucralose. Dit correleert met de verhoogde ghreline-expressie zoals hierboven
beschreven. Mogelijks kan dit ook verklaard worden door een
compensatiemechanisme.

[87] De discrepantie tussen oligofructose en sucralose kan mogelijks verklaard
worden door hun bindingsplaats en affiniteit voor de zoetreceptor. Hoewel D-
glucose, sucralose en oligofructose allen met de TAS1R2-TAS1R3 receptor binden,
binden ze met een verschillende affiniteit. TAS1R3 knockout muizen hebben geen
smaakpreferentie voor sucralose, terwijl de preferentie voor D-glucose slechts
afneemt. Hiernaast tonen hersenscan studies in mensen aan dat er verschillen
zijn in centrale activatie na inname van D-glucose en sucralose oplossingen. Dit
verschil in bindingsaffiniteit -en plaats kan mogelijks ook de verschillen tussen
oligofructose en sucralose verklaren.
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Expressie van TAS1R2-TAS1R3 in de MGN3-1 cellen is significant gestegen na 24
uur stimulatie met 20 mM sucralose. Hieruit zou er geconcludeerd kunnen
worden dat sucralose waargenomen wordt via de zoete smaakreceptoren. Zoals
ook Jang et al (2007) in de NCI-H716 cellijn door middel van lactisole en siRNA
knockdown, aantoonde. [59] Kojima et al. (2013) toonde door middel van
experimenten in aanwezigheid van gurmarine,in MING cellen (een pancreatische -
cellijn), aan dat sucralose in de pancreas de zoetreceptor kan activeren. [88]

24 uur stimulatie met 25% oligofructose doet de expressie van de
glucosetransporter SGLT1 significant dalen terwijl 20 mM sucralose hier de
neiging toe had. In een studie van Mace et al. (2007) werd aangetoond dat
sucralose weinig effect heeft op SGLT1 expressie. [69] Dit is in tegenstelling met
een studie van Margolskee et al. (2007) waarbij duidelijk aangetoond werd dat een
dieet gesupplementeerd met sucralose de expressie van SGLT1 na 2 weken
significant doet toenemen in WT muizen, dit effect verdween in TAS1R3 en o-
gustducine knockout modellen. [7] Een mogelijke verklaring voor deze resultaten
is de incubatietijd na dewelke SGLT-1 expressie bekeken werd en de manier van
SGLT1 bepaling. Mace et al. bestudeerde proteine gehaltes aan de hand van
western blotting, 30 min na incubatie met de zoetstof, terwijl Margolskee na 2
weken oligofructosesupplementatie SGLT1 experssie bestudeerde.

20 mM sucralose en 25% oligofructose inhiberen de expressie van GLUT?2
significant na 24 uur incubatie. Deze resultaten zijn niet in lijn met een studie
van Mace et al. (2007), zij toonden aan dat sucralose de GLUT?2 transporter na 30
min, op proteineniveau, doet toenemen. [69] Mogelijks wordt er een snelle
upregulatie van GLUT2 bekomen na incubatie met de zoetstoffen, waardoor de
aanwezige D-glucose efficiént opgenomen wordt. Daarna kan er mogelijks een
compensatiemechanisme optreden dat als doel heeft de GLUT?2 expressie te
normaliseren.
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7.2 IN VIVO EXPERIMENTEN

7.2.1 EFFECT VAN INTRAGASTRISCHE ADMINISTRATIE VAN D-GLUCOSE EN OLIGOFRUCTOSE
OP GHRELINEVRIJSTELLING IN MUIZEN

Intragastrische toediening van 4g/kg D-glucose veroorzaakt een significante
daling in het plasma octanoyl en totaal ghrelinegehalte van WT en a-gust”
muizen. Het effect verschilde niet significant tussen de genotypes. Dit wijst erop
dat a-gustducine en dus waarschijnlijk ook zoetreceptoren geen belangrijke rol
spelen in het effect van zoetstoffen op de ghrelinesecretie maar dat het eerder
gemedieerd is via glucosetransporters.

Met oligofructose worden er, in beide genotypes in vivo, geen significante effecten
op ghrelinesecretie waargenomen. In de in vitro experimenten werd aangetoond
dat oligofructose de octanoyl ghrelineproductie verlaagd. Eerdere in vitro studies
toonden het effect van een andere zoetstof; sucralose op GLP-1 secretie reeds
aan, [7][59] maar deze studies zijn nooit bevestigd geweest in in vivo modellen.
In studies van Ma et al. (2009), Steinert et al (2011) en Ford et al. (2011) verhoogt
de GLP-1 concentratie in mensen niet door sucralose administratie, terwijl deze
wel verhoogt na sucrose (een disacharide bestaande uit een D-glucose en D-
fructose molecule) inname. [85] [82] Een studie van Parnell et al. (2009) toont aan
dat 12 weken administratie van oligofructose bij obese personen, de
ghrelinesecretie na een maaltijd tolerantie test (MTT) onderdrukt. [76] In een
studie van Cani et al (2004) werd aangetoond dat bij ratten die gedurende 3
weken op een oligofructose-aangereikt dieet stonden, de actieve plasma
ghrelineconcentraties lager liggen dan bij controleratten die op een normaal dieet
stonden. [89] Andere studies tonen aan dat oligofructose de
ghrelineconcentraties in het plasma bij mensen doet dalen. Deze studies vinden
echter ook over geruime tijd plaats (meer dan 2 weken). [90] [76] [91] Dit doet
vermoeden dat oligofructose geen acuut effect teweeg brengt, maar een langere
inwerkingstijd nodig heeft, wat er ook waargenomen wordt bij de in vitro
proeven, waar oligofructose er pas na 16 uur in slaagt een daling in octanoyl
ghreline secretie te veroorzaken.

In deze in vivo experimenten werd ook waargenomen dat intragastrische
toediening van D-glucose en oligofructose geen effect op de maag ghreline
inhoud veroorzaakt. Een mogelijke verklaring kan gezocht worden in het steady-
state principe. Tomasetto et al. (2000) toonde aan dat de maagmucosa de
hoofdbron is van de circulerende concentraties aan ghreline. [92] Dit bevestigt de
bevindingen dat hier steady-state concentraties moeten heersen. In de X/A-cellen
in de maag werden twee ghrelinecelpopulaties aangetroffen. De eerste
celpopulatie bestaat voor 60% uit ghrelinecellen die zowel octanoyl- als
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desoctanoylghreline bevatten. Dit zijn ronde cellen van het gesloten type, ze
staan niet rechtstreeks in contact met het lumen van de maag. De tweede
populatie bevat enkel desoctanoylghreline. Deze cellen zijn van het type open
cellen welke wel rechtstreeks in contact staan met het lumen. Dit verschil in
celpopulaties kan mogelijks de verschillen tussen octanoyl en totaal ghreline
gehaltes in het plasma verklaren. De rond compacte cellen die zowel octanoyl als
totaal ghreline bevatten, staan niet rechtstreeks in contact met het lumen. Sakata
et al (2001) toonde aan dat de open typen cellen verder distaalwaarts in het GI-
stelsel aangetroffen worden, deze cellen staan aan de basis van de luminale
detectie van macronutriénten in de voeding [24] en detecteren dus ook de
intragastrische toegediende D-glucose in de muis. Dit kan mogelijks verklaren
waarom we een stijging in octanoyl ghreline inhoud in het duodenum
waarnemen. D-glucose wordt hier mogelijks waargenomen, waardoor het
duodenum minder octanoyl ghreline gaat secreteren en meer gaat opstapelen. Dat
we deze stijging ook waarnemen in a-gust” muizen wijst erop dat het glucose-
sensingsmechanisme in het duodenum waarschijnlijk eerder de
glucosetransporters SGLT1 en GLUT?2 gaan zijn.

Martin et al (2000) toonde aan dat de glucosetransporter SGLT1 enkel voorkomt
in de dunne darm en niet in de maag. [93] Een tweede mogelijke verklaring van de
niet wijzigende ghrelineconcentraties in de maag bij intragastrische toediening
van D-glucose kan ondermeer te wijten zijn aan het ontbreken van de SGLT1
glucose transporter.

Door intragastrische toediening van 4 g/kg D-glucose in WT en a-gustducine”
muizen stijgt het bloedglucosegehalte significant. Waarbij de
bloedglucosewaarden significant meer stijgt in het knockout model. Dit kan
verklaard worden door het incretine-effect. D-glucose gaat waargenomen worden
via ondermeer de zoetreceptoren en zo GLP-1 vrijzetting stimuleren. GLP-1 gaat
op zijn beurt de pancreas aanzetten tot verhoogde insulinevrijzetting wat voor
efficiénte glucose opname zorgt. In het knockoutmodel gaat D-glucose minder
efficiént GLP-1 vrijzetten waardoor ook de insulinevrijzetting niet optimaal
gebeurd. Hierdoor gaat de bloedglucosewaarde hoger liggen door inefficiénte
opname.

Intragastrische toediening van 5,63 g/kg oligofructose veroorzaakt in beide
genotypen geen significante verschillen in bloedglucosewaarden. Dit is een
logisch resultaat, aangezien oligofructose een zoetstof is die niet opgenomen
wordt.
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7.2.2 INVLOED VAN INTRAVENEUZE TOEDIENING OP GHRELINESECRETIE

Er worden geen significante verschillen waargenomen door intraveneuze
toediening van 1g/kg D-glucose bij de WT muizen op zowel plasma octanoyl- en
totale ghrelineconcentratie. Dit wijst erop dat D-glucose niet via het bloed
waargenomen wordt door de ghrelinecel. Ook bij octanoyl- en totale ghreline
inhoud van het duodenum en maag worden geen significante verschillen
waargenomen bij de intraveneuze toediening van 1 g/kg D-glucose. Op de
bloedglucosewaarden wordt er wel een significant verschil waargenomen bij
intraveneuze injectie met 1 g/kg D-glucose bij de WT muizen.

ALGEMENE CONCLUSIE:

Uit deze experimenten kan besloten worden dat D-glucose aan de luminale kant
door de ghrelinecellen in het duodenum, en niet via de bloedbaan waargenomen
wordt. Tevens concluderen we dat de zoetreceptoren waarschijnlijk niet
betrokken zijn in de glucose geinduceerde ghrelinevrijstelling. Oligofructose
oefent op korte termijn geen effect uit op ghrelinevrijstelling, deze zoetstof heeft
waarschijnlijk een effect op langere termijn.
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