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POVZETEK

Umetna sladila, kot so acesulfam-K, aspartam, ciklamat, sukraloza in saharin, se pogosto
uporabljajo kot nadomestki za saharozo, za uravnavanje vnosa kalorij in nadzor ravni krvnega
sladkorja. Vendar raziskave nakazujejo na njihove mozne skodljive ucinke, kot so motnje
ravnovesja ¢revesne mikrobiote, inzulinska rezistenca in povecano tveganje za razvoj sladkorne
bolezni tipa 2. Poleg tega so povezana z vplivom na apetit, telesno tezo in pove¢anim tveganjem
za razvoj sr¢no-zilnih bolezni in raka.

Raziskovalna naloga je sestavljena iz dveh delov, ankete in laboratorijskih poskusov. Cilj
prvega dela je bil oceniti ozaves¢enost gimnazijskih dijakov o morebitnih Skodljivih u¢inkih
umetnih sladil. Cilj drugega dela je bil na in vitro tridimenzionalnem celicnem modelu (sferoid)
jetrnega hepatocelularnega karcinoma (celice HepG2) prouditi vpliv dveh umetnih sladil,
acesulfama-K in aspartama, na zivost celic in oksidativen stres. Rezultati ankete so pokazali,
da so umetna sladila del vsakodnevne prehrane dijakov. Kljub prepri¢anju, da negativho
vplivajo na zdravje, odgovori ne kazejo poglobljenega razumevanja problematike. Drugi del je
pokazal, da acesulfam-K zmanjsa velikost HepG2 sferoidov ter poveca ATP, medtem ko
aspartam zmanjSa vsebnost ATP. Nobeno od proucevanih umetnih sladil ni povzrocilo
oksidativnega stresa. Rezultati kazejo, da umetni sladili razlicno vplivata na celi¢ne procese.

Nadaljnje raziskave so potrebne za boljse razumevanje njihovega vpliva in dolgoro¢ne varnosti.

Kljué¢ne besede: umetna sladila, acesulfam-K, aspartam, Zivost celic, sferoidi
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1UVOD
Sladila so snovi, ki nadomescajo saharozo zaradi sladkega okusa in potencialnih zdravstvenih

koristi, kot je nizji glikemicni indeks, kar pomeni manj$e nihanje sladkorja v krvi. To je
pomembno za ljudi, kot so diabetiki oziroma tisti, ki se borijo s prekomerno telesno tezo. Sladila
delimo na naravna, pridobljena iz rastlin, in umetna, sintetizirana v laboratorijih. Med
najpogostejSa umetna sladila spadajo acesulfam-K, aspartam, ciklamat, saharin in sukraloza, ki
se razlikujejo po kemijski strukturi, intenzivnosti sladkosti in senzori¢nih lastnostih.

Umetna sladila so vse bolj prisotna v prehranskih izdelkih, saj omogoc¢ajo zmanjSanje vnosa
sladkorja brez izgube sladkega okusa. Kljub temu pa Se vedno obstajajo vpraSanja o njihovem
vplivu na zdravje ¢loveka. Nekatere Studije nakazujejo, da dolgotrajna uporaba umetnih sladil
lahko povzro¢i negativne ucinke, kot so spremembe v Crevesni mikrobioti in vpliv na
metabolizem, prisotna pa je tudi potencialna povezava z boleznimi, kot so sladkorna bolezen
tipa 2 in sréno-zilne bolezni, morda tudi rakava obolenja. Umetna sladila sicer vsebujejo 0
kalorij, vendar lahko povecajo apetit zaradi sladkega okusa, kar vodi v povecanje vnosa kalorij
in s tem povecanje telesne mase. Poleg tega lahko negativno vplivajo na ¢revesno floro, kar
pripelje do porusenega ravnovesja med dobrimi in slabimi bakterijami ter poveCanega deleza
odvecnih mascob, slabse presnove in oslabljenega imunskega sistema. Zaradi teh potencialnih
tveganj je priporo€ljivo osredotocCiti se na uzivanje ¢im bolj naravnih, nepredelanih zivil, ki so
osnovna sestavina zdravega zivljenjskega sloga.

Raziskovalna naloga je bila sestavljena iz dveh delov. V prvem delu smo izvedli anketo med
gimnazijskimi dijaki, da bi ocenili njihovo ozavescenost o uporabi umetnih sladil in njthovem
poznavanju moznega Skodljivega vpliva umetnih sladil na zdravje. Rezultati so pokazali nizko
ozaveSc¢enost, saj dijaki pogosto ne preverjajo sestave izdelkov, ¢eprav mnogi menijo, da
umetna sladila negativno vplivajo na zdravje. V drugem delu smo eksperimentalno proucevali
vpliv acesulfama-K in aspartama na Zivost celic in oksidativni stres v tridimenzionalnem (3D)
modelu ¢loveskih jetrnih celic HepG2. Ugotovili smo, da acesulfam-K pri visokih
koncentracijah povecuje vsebnost ATP in zmanjSuje velikost sferoidov, kar nakazuje na
spremembe v celicnem metabolizmu, medtem ko aspartam zmanjSuje vsebnost ATP, kar kaZe
na citotoksicne ucinke. Nobeno od proucevanih umetnih sladil ni povzro€ilo statisticno
znacCilnega poviSanja oksidativnega stresa, ¢eprav smo pri aspartamu opazili trend poviSanja
nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti. Raziskava nakazuje potrebo po nadaljnjih Studijah za
boljSe razumevanje vplivov umetnih sladil na zdravje cloveka in njihovo varnost za uporabnika

predvsem po dolgotrajni izpostavitvi.
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2 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen raziskovalne naloge je oceniti ozaves¢enost gimnazijskih dijakov o uporabi umetnih
sladil in njihovih moznih tveganjih na zdravje. S kombinacijo anketne in eksperimentalne
raziskave zelimo bolje razumeti njihovo biolosko delovanje ter potencialne ucinke na celi¢ne
procese.

V prvem delu naloge Zelimo oceniti ozaves¢enost gimnazijskih dijakov glede uporabe umetnih
sladil ter njihovega moznega Skodljivega vpliva na zdravje. V drugem delu naloge bomo na
eksperimentalnem in vitro tridimenzionalnem (3D) celicnem modelu (sferoidu) razvitem iz
jetrne celicne linije humanega hepatocelularnega karcinoma (HepG2 celice) ugotavljali, ali
izbrani umetni sladili (acesulfam-K in aspartam) vplivata na delitev in zivost celic HepG2 ter

ali umetni sladili povisata nastanek oksidativnega stresa v celicah.

Cilji raziskovalne naloge so ugotoviti:
- kaksno je znanje gimnazijskih dijakov o problematiki umetnih sladil;
- kaksne so navade gimnazijskih dijakov povezane z uZivanjem hrane in pijace, ki
vsebujejo umetna sladila,
- ali izbrani umetni sladili, acesulfam-K in aspartam, vplivata na zivost celic HepG2
sferoidov;
- ali izbrani umetni sladili, acesulfam-K in aspartam, povzrocata oksidativen stres v

celicah HepG?2 sferoidov.

Z omenjenim eksperimentalnim pristopom bomo preverili naslednje hipoteze:

Hipoteza 1: Gimnazijski dijaki se zanimajo za problematiko umetnih sladil.

Hipoteza 2: Gimnazijski dijaki pogosto preverjajo vsebnosti umetnih sladil v hrani in pijaci, ki
Jjo uzivajo.

Hipoteza 3: Gimnazijski dijaki so dobro ozavesceni o Skodljivem delovanju umetnih sladil na
zdravje ¢loveka.

Hipoteza 4: Umetni sladili acesulfam-K in aspartam vplivata na zivost celic HepG2 sferoidov.
Hipoteza 5: Umetni sladili acesulfam-K in aspartam povzrocata oksidativen stres v celicah
HepG?2 sferoidov.

Hipoteza 6: Umetni sladili acesulfam-K in aspartam imata razlicen vpliv na celicne funkcije

tridimenzionalnega (3D) jetrnega in vitro modela celic HepG2.
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3 TEORETICNI DEL NALOGE - PREGLED OBJAV

3.1 Sladila

Sladila so snovi, ki nadomescajo saharozo (namizni sladkor) zaradi svojega sladkega okusa in
nizjega glikemi¢nega indeksa, kar pomeni manjsi vpliv na raven sladkorja v krvi. So veliko
slajSa od saharoze (Angelin s sod., 2024). Sladila lahko razvrstimo glede na izvor (naravna ali
umetna) ter energijsko vrednost (S/ika ). Naravna sladila izvirajo iz naravnih virov,
najpogosteje rastlin, medtem ko so umetna sladila sinteti¢no proizvedena s pomocjo posebnih
tehnoloskih postopkov. Drug nacin razvrstitve sladil temelji na njihovi energijski vrednosti.
Ogljikohidratna sladila (kalori¢na) vkljucujejo sladkorje in sladkorne alkohole, kot so eritritol,
sorbitol, manitol, ksilitol, maltitol, medtem ko neogljikohidratna sladila (nekalori¢na ali
nehranilna) vklju€ujejo spojine z nizko kaloricno vrednostjo in intenzivno sladkostjo, ki se

pogosto uporabljajo kot nadomestek za sladkor v zivilih in pijacah.

( ™

PREDNOSTI: :
. Z:gobavljajo barvo in SLADILA PREDNOSTI:
okus. P
» Imajo konzervimi uéinek |, : iﬁ%ﬂsr‘;l]]:]jg :Ll;ﬂ;lsé kalorii
. }S)Eﬂbt;srtr:flé{;ﬁ?;ergije ' ) - Spodbujajo spro§éanje
« Sluzijo kot surovine in GLP2 (glukagonu
NARAVNA | UMETNA podoben peptid-2)

prebiotiki za probiotike

| | SLADILA | SLADILA |_|

'd ™

SLABOSTI:

» Dodajajo kalorije k - SLABEJSTI: . )
prehrani. KALORICNA |, | * Povetano tveganje za pojav

« Povzrocajo povisanje ravni |+~ UMETNA ve( presnovnih motenj, kot
sladkorja v krvi. -— 50:

« Prekomerno uZivanje je SLADILA o nastanek sladkorne
povezano z vedjim bolezni tipa 2 . )
tveganjem za razvoj: ° nastanek rakavih obolen;

o sréno-zilnih bolezni, ° Hiperglikemija. 5
< sladkorne bolezni tipa z o Kardiovaskularne teZave.
e ;bveéane telesne teze NEKALORICNA

(debelost), UMETNA . J
o zobni karies. SLADILA ‘

Slika 1: Delitev sladil in prednosti ter slabosti posamezne skupine sladil.
Slika je pripravljena s programom BioRender (https://www.biorender.com/) iz lastne zbirke pripravila kandidatka.

Sladila lahko razvrstimo tudi glede na intenziteto sladkosti. Intenzivna sladila, kot so aspartam,
sukraloza in acesulfam-K, so izjemno sladka (do 1000-krat slajsa od saharoze), brez kalorij, ne
vplivajo na raven sladkorja v krvi in se ne absorbirajo. Neintenzivna sladila, kot so alkoholni
sladkorji (ksilitol, sorbitol, eritritol, in manitol), imajo sladkost podobno sladkorju, a z nizjo

kalori¢no vrednostjo in manjSim vplivom na krvni sladkor in se naravno pojavljajo v sadju.

3.1.1 Naravna sladila

Naravna sladila so tista, ki jih ustvarja narava brez uporabe kemikalij ali zapletenih tehnoloskih
postopkov. Sem spadajo sladkorni alkoholi kot so eritritol, ksilitol, sorbitol, manitol, ter drugi
kot so npr. kokosov sladkor, datljev sladkor, med, stevija in javorjev sirup. Poleg slajenja imajo
v prehrambeni industriji Se druge funkcije, kot so ohranjanje vlage in preprecevanje

3
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karamelizacije. Naravne sladkorje najdemo v rastlinah, sadju in zelenjavi. Saharoza je
najpogosteje uporabljeno sladilo, vendar prekomerno uzivanje sladkorja povecuje tveganje za
nastanek bolezni srca in ozilja, sladkorno bolezen tipa 2, debelost, zobni karies in druge

nenalezljive bolezni (Saraiva s sod., 2020).

Raziskovalna naloga se osredotoCa zgolj na umetna sladila, zato naravna sladila ne bodo

obravnavana v podrobnostih.

3.1.2 Umetna sladila

Intenzivna ali umetna sladila so industrijsko pridobljena in so bistveno slajsa od saharoze.
Njihova uporaba se je v zadnjih dveh desetletjih znatno povecala. Kemicno so sintetizirana iz
organskih spojin, nimajo kalorij, zato je njihov glikemi¢ni indeks ni¢. Povec¢ana uporaba teh
sladil se povezuje z bojem proti debelosti, saj omogocajo sladek okus brez dodatnih kalorij

(Siervo s sod., 2014).

3.2 Odobritev umetnih sladil za uporabo v Zivilih in njihovo oznacevanje

Umetna sladila niso namenjena le ljudem s presnovnimi boleznimi, temve¢ so prisotna v
Stevilnih zivilih in so pogosta v prehrani sploSnega prebivalstva. Pred odobritvijo za uporabo
se preveri njihova varnost, doloc¢ijo se dovoljene koncentracije v zivilih in pijacah, kar $¢iti
potro$nike pred tveganjem prekomernega uzivanja. Vsa sladila, dovoljena v Evropski uniji, so
prestala oceno tveganja. Sladila so aditivi za Zivila, oznacena z E-Stevilkami, in morajo biti
navedena na seznamu sestavin predpakiranih izdelkov, ki pogosto nosijo oznake, kot so "brez
sladkorja" ali "zmanjSana energijska vrednost" (Lewis in Tzilivakis, 2021). UZivanje umetnih
sladil mora biti v skladu z dovoljeno dnevno mejo (ADI), ki je doloena v mg na kg telesne
teze in predstavlja koli¢ino, ki je varna za dnevno uZivanje skozi vse zivljenje (Chattopadhyay
s sod., 2014). Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) in ameriska Uprava za hrano in
zdravila (FDA) sta dolocili ADI za razli¢na sladila. Zaradi uporabe ve¢ umetnih sladil v izdelkih
je malo verjetno, da bi posamezno sladilo preseglo ADI, kar pomeni, da EFSA ocenjuje, da
uzivanje umetnih sladil ni varnostno problemati¢no (Kossiva s sod., 2024). Vendar pa ostaja
vpraSanje glede kombiniranih u¢inkov pri uzivanju ve¢ umetnih sladil hkrati. V Sloveniji se

najpogosteje uporabljajo acesulfam-K, aspartam in saharin.

3.3 Najpogosteje uporabljena umetna sladila

EFSA v Evropski uniji odobrava uporabo umetnih sladil, kot so acesulfam-K, aspartam,
neotam, saharin, sukraloza in ciklamat, medtem ko FDA ne odobrava ciklamata. V nadaljevanju
bomo na kratko povzeli lastnosti posameznih umetnih sladil, ki se pogosto uporabljajo v

izdelkih za ¢lovekovo uporabo.
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3.3.1 Acesulfam K (E950)

Acesulfam-K (kalijev acesulfam) je kalijeva sol acesulfama (Slika 2), brez energijske vrednosti
in 200-krat slajSa od saharoze. Odkril ga je Karl Clauss leta 1967 (Clauss in Jensen, 1973).
Zaradi rahlega grenkega okusa se pogosto uporablja v kombinaciji z drugimi sladili, kot sta

aspartam ali sukraloza. Stabilen je pri visokih temperaturah (do 250 °C) in se uporablja v

Stevilnih prehranskih (sladkarije, brezalkoholne pijace in zvecilni 0

gumiji) in nezivilskih izdelkih (vitaminski dodatki, zobne paste) (Patel -—-}\S e O

in Kumaresan, 2022). V telesu se ne presnavlja in se izloCi nespremenjen o= | ‘
z urinom (lizuka, 2022). EFSA priporoc¢a dovoljeni dnevni vnos 9 mg/kg N

telesne mase, FDA pa 15 mg/kg (Patel in Kumaresan, 2022). s
Acesulfamu-K vsebuje metilen klorid, ki je rakotvoren, vendar se v o K

Slika 2: Strukturna formula
acesulfam-K.

slabost, duSevne motnje, depresijo ter tezave z jetri in ledvicami ~ (Vir:
https://commonchemistry.cas.or

(Kroger s sod., 2006). g/detail?cas rn=55589-62-3).

telesu redko kopici. Prekomerno uzivanje lahko povzroci glavobole,

3.3.2 Advantam (E969)

Advantam je novo sladilo, derivat aspartama in vanilina, priblizno 100-krat slajSe od aspartama
in 20.000-krat od saharoze (Slika 3) (Satyavathi s sod.., 2010). Nima grenkega ali kislega
priokusa, zato se uporablja kot ojacevalec okusa (Otabe s sod., 2011). Stabilen je pri nizkem
pH in visokih temperaturah ter se uporablja v mle¢nih izdelkih, pijacah, zvecilnih gumijih in
sadnih izdelkih (Tizuka, 2022). Primeren

je za diabetike, saj ne vpliva na

homeostazo glukoze (Otabe s sod., o >
2011). V telesu se ne absorbira, 89 % se >_\x 0 0
ga izlo¢i z blatom, 6,2 % z urinom —© N \
(Tlizuka, 2022). Toksikoloske $tudije niso b

pokazale negativnih u¢inkov na zdravje, o

teratogenih, rakotvornih ali mutagenih g

lastnosti (EFSA, 2013). Povprecen Slika 3: Strukturna formula advantama.
dnevni vnos je 21 pg/kg telesne mase (vir: https://commonchemistry.cas.org/detail?cas rn=245650-

17-3).

(Otabe s sod., 2011).
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3.3.3 Aspartam (E951)
Aspartam, ki ga je odkril James Schalatter leta 1965

(Shankar s sod., 2013), je sestavljen iz dveh aminokislin,
L-fenilalanina in L-asparaginske kisline (Slika 4) (FDA,
2024). Priblizno 200-krat je slajs$i od sladkorja, vendar

ima energijsko vrednost 4 kcal/g, a je zaradi nizke

Slika 4: Strukturna formula aspartama.
(vir:https://commonchemistry.cas.org/d

uporabe v zivilih njegova dejanska energijska vrednost

zanemarljiva (lizuka, 2022). Uporablja se v dietnih  ¢@il’cas_rn=22839-47-0).

pijacah, sladkarijah, zvecilnih gumijih, mlec¢nih izdelkih, jogurtih, energijskih plos¢icah in
zdravilih. Pri visokih temperaturah se hitro razgradi, kar povzroci izgubo sladkosti. Razpade na
asparaginsko kislino, fenilalanin in metanol, vendar ne pomeni tveganja za zdravje ljudi (EFSA,
2023). Ljudje s fenilketonurijo se morajo izogibati aspartamu zaradi tveganja za poskodbe
zivénega sistema (van Spronsen s sod., 2021). V EU je odobren z dovoljeno dnevno mejo 40
mg/kg telesne teze (Whitehouse s sod., 2008). Aspartam je FDA odobrila leta 1974, nato pa
1981 kot namizno sladilo ter za uporabo v gaziranih pijacah in drugih izdelkih. Kljub Stevilnim
raziskavam o varnosti aspartama so porocila deljena (EFSA, 2006); nekateri navajajo nezelene
ucinke, kot so omotica, glavoboli, spremembe razpolozenja in prebavne tezave (Whitehouse s
sod., 2008). Sprva je veljal za rakotvorno sladilo, vendar so Studije pokazale, da v zmernih
koli¢inah ni $kodljiv, saj ni dokazano, da povzroa mozganske tumorje (EFSA, 2006). Kljub
temu je Mednarodna agencija za raziskave raka (IARC) leta 2023 aspartam uvrstila v skupino

2B, kar pomeni mozno rakotvornost za ljudi, zato Studije Se vedno potekajo.

3.3.4 Ciklamat (E952)

Ciklamat se pogosto uporablja v prehrambeni industriji zaradi svoje intenzivne sladkosti in
nizke kalori¢ne vrednosti. Njegova sladkost je priblizno 30-krat vecja od sladkorja (saharoze).
Ima grenak okus, vendar ta ni tako izrazit kot pri sladilu acesulfam-K. Za prepreevanje
grenkobe se ciklamat pogosto uporablja v kombinaciji s sukralozo (Chattopadhyay s sod.,
2014).

Ciklamat je bil odkrit leta 1937, vendar se kot sladilo uporablja od leta 1950 (Schiano s sod.,
2021). Najpogosteje je na voljo v obliki natrijeve soli, kalcijeva sol pa je priljubljena pri dietah
z nizko vsebnostjo natrija (Slika 5). Oba sta visoko topna v vodi in toplotno obstojna, kar
omogoca njuno uporabo pri kuhanju, peki in predelavi hrane (Chattopadhyay s sod., 2014).
Ciklamat se uporablja za sladkanje Stevilnih prehrambnih izdelkov in pija¢ - predelani sadni
proizvodi, kot so sadni sokovi, marmelade, konzervirano sadje in sladkani namazi - zZvecilnih

gumijev, slasc¢ic, pekovskih in mle¢nih izdelkov, marinad, Zitaric za zajtrk ter omak in prelivov.
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V farmacevtskih izdelkih se uporablja pri oblaganju tablet in kapsul, sladkanju sirupov in kot
sladilo za bolnike s sladkorno boleznijo ter v izdelkih za osebno higieno (zobne paste in ustne
vodice) (Lewis in Tzilivakis, 2021).

Ciklamat se v telesu vedinoma ne presnovi in se izlo¢i z urinom. Crevesne bakterije pri
nekaterih posameznikih lahko pretvorijo majhen delez v cikloheksilamin, presnovek, ki ima
vi§jo toksi¢nost. Sam ciklamat je netoksi¢en (Renwick s sod., 2004). Raziskave na zivalih so
pokazale povecano tveganje za razvoj raka mehurja, kar je leta 1970 vodilo do njegove
prepovedi v ZDA (Pavanello s sod., 2023). Kasnejse raziskave niso potrdile povezave med
ciklamatom in rakom pri ljudeh, zato je bil kasneje ponovno odobren (Lewis in Tzilivakis,
2021). Sprejemljivi dnevni vnos znaSa 7 mg/kg telesne teze (Kossiva s sod., 2024). Mednarodna
agencija za raziskave raka (IARC) je ciklamat uvrstila v skupino 3, kar pomeni, da ga ni mogoce

razvrstiti glede na rakotvornost za ljudi, saj za klasifikacijo ni na voljo dovolj podatkov.

A B C
H H H
N

0
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O//

O 0

N N
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= =

\ O/ \ O/ \

OH OH
OH * Na «1/2 Ca

Slika 5: Strukturna formula A) ciklamat, B) natrijev ciklamat, C) kalcijev ciklamat.

(vir: https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=139-05-9)

3.3.5 Neotam (E961)

Neotam (Slika 6) je eno izmed novejSih umetnih sladil, ki je bil sintetiziran leta 1991 (Nofre in
Tinti, 2000). Je derivat aspartama, ki ga pridobijo z N-alkiliranjem aspartama. Po sestavi je
precej podoben aspartamu, a se od njega razlikuje po prosti aminski skupini, ki preprecuje
presnovo v fenilalanin, kar je pomembno za ljudi, ki imajo fenilketonurijo (Shrivastava in
Singh, 2020). Sladkost neotama variira od 7.000 do 13.000-kratne sladkosti saharoze. Nima
nezazelenega grenkega okusa in ne vsebuje kalorij (Nofre in Tinti, 2000).

Leta 2002 je FDA neotam odobrila kot umetno sladilo za
splosno uporabo. Leta 2010 so ga kot sladilo odobrili tudi v
Evropski uniji, kjer je sprejemljiv dnevni vnos 2 mg/kg telesne >—\ 0 /)4
mase, medtem ko ta v ZDA znaSa 0,3 mg/kg telesne mase )

(Nofre in Tinti, 2000). Uporablja se kot sladilo v pijacah,
zveCilnih gumijih, jogurtih, marmeladah, Zelatini, pecenih

HO

zivilih in Stevilnih drugih izdelkih, z izjemo perutnine in  Slika 6: Strukturna formula neotama.
o (vir:
mesnih izdelkov. https://commonchemistry.cas.org/detail
2cas_rn=165450-17-9).
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Neotam se v Cloveskem telesu slabo absorbira in se v celoti izloci iz telesa, zaradi Cesar je

umetno sladilo, ki ga varno lahko zauzijejo tudi bolniki s sladkorno boleznijo tipa 2 in tisti, s
fenilketonurijo (Nofre in Tinti, 2000). Glede na razpolozljive literaturne podatke velja, da
neotam ni kancerogen, genotoksicen, oziroma ni reproduktivno/ razvojno toksi¢en (EFSA,
2007). Kljub temu pa lahko prekomerno uzivanje neotama povzroca toksicnost v jetrih in druge
negativne ucinke, kot je sprememba telesne teze, blag glavobol in izguba apetita (Nofre in Tinti,

2000).

3.3.6 Saharin (E954)

Saharin je najstarejSe nizkokaloricno umetno sladilo, ki sta ga naklju¢no odkrila Fahlberg in
Remsen leta 1878. Je priblizno 300-500-krat slaj$i od saharoze in je zelo stabilen tudi pri
visokih temperaturah (Lewis in Tzilivakis, 2021; lizuka, 2022). Saharinsko sladilo vkljucuje tri
glavne spojine: saharinsko kislino, natrijev saharin (E954(ii)) in kalcijev saharin (E954(iii))
(Slika 7). Kalijev saharin (E954(iv)) je manj pogosto uporabljen. Saharini so brez kalorij (Lewis
in Tzilivakis, 2021; EFSA, 2024). Zaradi svojega nekoliko grenkega okusa se saharin pogosto
uporablja v kombinaciji z drugimi umetnimi sladili v nizkokalori¢nih zivilih, pijacah,
sladkarijah ter kot sladilo v zobnih pastah, ustnih vodicah in farmacevtskih izdelkih (zvecljive
vitaminske tablete, prevleke tablet, sirupi za kaselj) (Lewis in Tzilivakis, 2021).

V Cloveskem telesu se saharin ne presnavlja (Scheurer s sod., 2014). Vecina (85-96 %) zauzitega
saharina se absorbira v prebavnem traktu in se izlo€i z urinom. Preostanek se skozi prebavni
trakt nespremenjen izlo¢i z blatom. Doloceni dnevni vnos, ki ga dovolijo mednarodne oblasti
je 5 mg/kg telesne teze (Lewis in Tzilivakis, 2021).

Studije o kancerogenosti saharina na Zzivalih so pokazale

nasprotujoce si rezultate. Pri podganah je v dvo-generacijski 0&_\
Studiji povzro€il tumorje mehurja (Schoenig in Anderson, __
1985), medtem ko eno-generacijske Studije in raziskave na N

drugih vrstah niso potrdile kancerogenosti (Pavanello s sod.,

2023). FDA je leta 1977 uvedla opozorilno oznako in leta HO

1997 zatasno prepovedala saharin. Kasnej$e raziskave so  Slika 7: Strukturna formula saharina.

(https://commonchemistry.cas.org/det
pokazale, da je ucinek specifi¢en za podgane in nerelevanten  ail’cas rn=81-07-2).

za ljudi, zato je bila leta 2000 zahteva po opozorilu odpravljena (US National Toxicology
Program, 2021). Zgodnje in vitro Studije genotoksi¢nosti saharina so porocale o kromosomskih
aberacijah (SCF, 1997), in vivo testi so pokazali fragmentacijo DNK celic Zelodca in debelega

¢revesa misi, ne pa tudi celic drugih tkiv (Sasaki s sod., 2002).
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Nedavne raziskave so preucevale vpliv saharina na ¢revesni mikrobiom. Opisali so, da saharin
spreminja ravnotezje med anaerobnimi in aerobnimi ¢revesnimi bakterijami (Walbolt in Koh,
2020; Ruiz-Ojeda s sod., 2019). To lahko prispeva k debelosti in inzulinski odpornosti. Saharin,
skupaj z drugimi nekaloricnimi sladili, vpliva na raven glukoze s spreminjanjem crevesne
mikrobiote (Suez s sod., 2022). Saharin je dandanes ob trenutnih dovoljenih ravneh zauzitja
obravnavan kot varen za ljudi (EFSA, 2024). TARC je leta 1998 za saharin znizala oceno iz
skupine 2A ,,verjetno rakotvoren za ljudi“ v skupino 3, kar pomeni, da ga ni mogoce razvrstiti
glede na rakotvornost za ljudi. Leta 2000 je tudi US NTP umaknil saharin iz seznama

rakotvornih snovi (US National Toxicology Program, :

R ey

HO

2021). I>A\
3.3.7 Sukraloza (E955) HO Om——__ Cl

/flhln

Sukraloza je eden od najpogosteje uporabljenih
nadomestkov sladkorja in spada med visoko intenzivne HO""" o .
sladkorne nadomestke (S/ika 8) (Patel in Kumaresan, § .
2022). Pridobljena je s kloriranjem saharoze. Je 600-krat ¢ 7
HO

slajSa od saharoze, trikrat slajSa od aspartama in g . strukiurna formula sukraloze.

(vir:https.://commonchemistry.cas.org/det
ail?cas rn=56038-13-2).
Tzilivakis, 2021). Je nekalori¢no sladilo. Topna je v vodi,

acesulfama-K ter dvakrat slajSa od saharina (Lewis in

je toplotno stabilna in se ne presnavlja v telesu. Vecina se je izlo¢i nespremenjena z blatom in
urinom (Lambert s sod., 2010). Sukraloza je priljubljena tudi zaradi odsotnosti grenkega
priokusa. Prisotna je v Stevilnih izdelkih kot so pijace, pekovski izdelki, zamrznjene sladice,
bonboni, Zvecilni gumiji in dietni izdelki kot tudi izdelki za Sportnike, hujSanje in diete z malo
ogljikovih hidratov (Gujral s sod., 2021). Uporablja se tudi v medicini za maskiranje grenkega
okusa zdravil in v osebni higieni (zobne paste, ustne vodice) (Gupta s sod., 2012). V ZDA je
bila odobrena leta 1998, nato pa 1999 dovoljena v vseh zivilih (Chattopadhyay s sod., 2014).

Ceprav je sukraloza splo$no priznana kot varna, raziskave kaZejo na mozne negativne uéinke.
Studije na migih so jo povezale s pove¢anim tveganjem za nastanek malignih tumorjev (Soffritti
s sod., 2016), vnetjem jeter in nealkoholno zamascenostjo jeter (Mohammadpour s sod., 2018).
Poleg tega vpliva na sestavo crevesne mikrobiote, kar lahko vpliva na presnovo glukoze in
povzro¢i inzulinsko odpornost (Del Pozo s sod., 2022). Povzroca migrene (Bigal in
Krymchantowski, 2006). Toksicnost pri glodavcih ni bila potrjena, vendar lahko visji odmerki

vplivajo na presnovo in telesno maso (Goldsmith, 2000).
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3.4 Varnost umetnih sladil: Koristni in Skodljivi ucinki umetnih sladil na zdravje

Umetna sladila so vse bolj prisotna v prehrani, a njihovi ucinki na zdravje ostajajo predmet
razprav. Ceprav zmanjsujejo energijsko vrednost Zivil, raziskave kaZejo, da uporabniki pogosto
zauzijejo enako koli¢ino kalorij kot tisti, ki sladil ne uporabljajo. Prav tako njihova uporaba ni
nujno povezana z zmanjsanjem telesne mase ali nizjim tveganjem za presnovni sindrom. Kljub
tem dvomom so sladila koristna za specifi¢ne skupine, kot so sladkorni bolniki.

Nekatera umetna sladila, kot so aspartam, saharin in sukraloza, lahko prispevajo k
prepreCevanju kariesa, saj zmanjSujejo rast bakterij v ustni votlini. Vendar Studije opozarjajo,
da lahko negativno vplivajo na zobno sklenino (Luo s sod., 2024). Kljub preventivnim u¢inkom
je potrebnih vec raziskav, zlasti pri otrocih.

Vpliv umetnih sladil na telesno tezo ostaja sporen. Nekatere Studije kazejo, da zamenjava
sladkanih pija¢ z nekalori¢nimi pri otrocih in mladostnikih zmanjSuje indeks telesne mase
(BMI) in telesno tezo (Ebbeling s sod., 2020). Druge raziskave pa niso pokazale u¢inka, ali so
pokazale celo porast telesne mase pri uzivalcih sladil. Svetovna zdravstvena organizacija
(WHO) in Ameriska akademija za pediatrijo (AAP) navajata, da sladila ne povzrocajo
pomembne izgube telesne teze pri otrocih, a opozarjata na omejene podatke (WHO, 2023).
Studije o vplivu sladil med noseénostjo so prav tako neenotne. Nekatere raziskave nakazujejo
povecano tveganje za prezgodnji porod ter mozne dolgoro¢ne ucinke na potomce, kot so astma,
alergije in slabSe kognitivno delovanje, Ceprav je zanesljivost teh dokazov nizka. Ni bilo
ugotovljene povezave med uporabo sladil in gestacijskim diabetesom. Zaradi pomanjkanja
trdnih dokazov WHO priporoca omejeno uporabo umetnih sladil pri nosecnicah, Se posebej pri
tistih s sladkorno boleznijo ali inzulinsko rezistenco. Umetna sladila, kot so acesulfam-K,
saharin, ciklamat in sukraloza, prehajajo v materino mleko, zato se njihova uporaba med
dojenjem odsvetuje (WHO, 2023). StaliS¢e o varnosti naravnih sladil pri nose¢nicah in majhnih
otrocih se spreminja, saj ni dovolj podatkov o njihovih dolgoro¢nih u¢inkih.

Aktivacija receptorjev za sladko z umetnimi sladili vpliva na izlo¢anje inzulina, absorpcijo
glukoze in okusne preference. Posledi¢no lahko umetna sladila zmanjSajo privlacnost hranilno
bogatih Zivil in spodbudijo prenajedanje. Pri otrocih dolgoro¢ni ucinki na presnovo in apetit
ostajajo premalo raziskani (Kossiva s sod., 2024).

Umetna sladila vplivajo na absorpcijo glukoze in lahko spremenijo homeostazo glukoze v
telesu. WHO je ugotovila povezavo med njihovim uzZivanjem in povisano glukozo na tesce, kar
povecuje tveganje za sladkorno bolezen tipa 2. Nekatere Studije kazejo, da umetna sladila
vplivajo na ¢revesno mikrobioto in povzro€ajo inzulinsko rezistenco, medtem ko druge ne

potrjujejo negativnega vpliva na glikemicno kontrolo. Dolgotrajna uporaba pri zdravih
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posameznikih lahko poveca tveganje za nastanek sladkorne bolezni tipa 2, vendar so potrebne
dodatne raziskave (WHO, 2023). Studije pri otrocih so omejene, vendar prve ugotovitve kazejo
na mozne presnovne ucinke (Kossiva s sod., 2024), kar zahteva nadaljnjo preucitev.

Vpliv kroni¢ne uporabe nekalori¢nih umetnih sladil pri bolnikih s sladkorno boleznijo ostaja
nejasen. Nekatere Studije potrjujejo njihovo varnost, a brez izboljSanja glikemi¢nega nadzora,
medtem ko druge opozarjajo na poslabsanje glikemi¢ne kontrole, povecano raven kortizola in
inzulinsko rezistenco (lizuka, 2022). Intervencijske raziskave niso dale prepricljivih dokazov o
njihovem vplivu na glikemijo in telesno tezo, a so porocCale o nezelenih uc¢inkih (Nadolsky,
2021). Nasprotno, zamenjava sladkanih pija¢ z umetnimi sladili, je pri bolnikih s sladkorno
boleznijo tipa 2 (T2DM) ali debelostjo, prispevala k izgubi telesne teze zaradi energijskega
primanjkljaja. Umetna sladila lahko vplivajo na apetit in inzulinsko izlocanje, kar dolgoro¢no
spodbuja presnovne motnje in razvoj T2DM (WHO, 2023).

Umetna sladila lahko motijo érevesni mikrobiom, kar je povezano s preddiabetesom. Crevesna
flora, ki vklju€uje bakterije, viruse in glive, pomembno vpliva na presnovo in imunski sistem.
Nekaloriéna sladila spreminjajo sestavo mikrobiote, kar lahko vodi v presnovne motnje. Studije
so pokazale, da acesulfam-K in aspartam povzrocata glukozno intoleranco, saharin, sukraloza
in neotam pa spreminjajo razmerje med klju¢nimi bakterijami (Suez s sod., 2022).

Raziskave nakazujejo, da umetna sladila lahko spodbujajo debelost in inzulinsko rezistenco ter
vplivajo na presnovo aminokislin v ¢revesni flori, kar lahko vodi v nastanek rakotvornih snovi.
Mozni mehanizmi, povezani z razvojem debelosti zaradi umetnih sladil, vkljucujejo locevanje
sladkega okusa od kalorij, spremembe v mikrobioti in sproZanje vnetnih procesov, kar vpliva
na presnovno zdravje (Kossiva s sod., 2024).

Raziskave umetnih sladil so sprva preucevale njihovo povezavo z rakom na Zivalskih modelih.
V 70. letih so Studije na miSih povezale saharin z rakom na mehurju, kar je privedlo do
prepovedi ciklamata, vendar kasnejSe raziskave te korelacije niso potrdile (Pavanello s sod.,
2023). Kohortna S$tudija NutriNet-Santé je pokazala, da ve€je uZivanje aspartama in
acesulfama-K lahko poveca tveganje za raka dojke in z debelostno povezane rake (Debras s
sod., 2022), medtem ko druge Studije te povezave niso potrdile (Hodge s sod., 2018). Rezultati
populacijskih raziskav so meSani — pri Zenskah po menopavzi v ZDA so zaznali vecje tveganje
za ledvicnega raka (Ringel s sod., 2023), evropske Studije pa tega niso potrdile. Metaanalize so
pokazale Sibko povezavo med umetnimi sladili in nekaterimi vrstami raka, vendar sukraloza,

neotam in advantam niso bili povezani z rakom (Kossiva s sod., 2024).
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Studija na podganah je nakazala rakotvornost aspartama in pove¢ano tveganje pri potomcih,
vendar tega pri ljudeh niso potrdili. FDA in EFSA umetna sladila Se vedno ocenjujeta kot varna
pri dovoljenem dnevnem vnosu. Dolgotrajno uzivanje umetnih sladil lahko povzroci poSkodbe
jeter pri zivalih, predvsem pod vplivom aspartama in saharina (EFSA, 2020).

Hepatotoksicnost -
Nealkoholna maséobna
jetrna bolezen

Nevroloske motnje: glavobol, Vpliv na érevesni mikrobiom -
migrena, utrujenost, motnje porusitev ravnovesja med
razpoloZenja, omotica, P e Vs anaerobnimi in aerobnimi
tesnoba, depresija, ff / bakterijami - spodbuja debelost in
nespecnost ipd. ‘Ju s odpornost na inzulin
>
Prepredujejo ’ Glukozna intoleranca -
nastanek . - _3;4 povecano tveganje za
kariesa = razvoj sladkorne bolezni
tipa 2, hiperglikemija,
o T e inzulinska rezistenca
S o o o
ﬁamenj?va za - Poveéano tveganje
saharozo (namizni ¢ : | za presnovni
sladkor) - ni vnosa % SLADILA s';ndrom
kalorij - boj proti
debelosti =
E? ®
Ne povi$ajo nivoja s Povecano tveganje
krvnega sladkorja e za hipertenzijo in
(bolniki s sladkorno sistemsko vnetje,
boleznijo) Povecano tveganje za povi§an krvni pritisk,
razvoj raka (npr. dojka, sréno-Zilno tveganje

debelo érevo, danka)

Slika 9: Graficna predstavitev dolgodobnih ucinkov umetnih sladil.

(modra barva — koristni ucinki; vdeca barva - skodljivi ucinki). Slika je pripravijena s programom
BioRender (https.//www.biorender.com/) iz lastne zbirke - pripravila kandidatka.

Trenutno se povecuje zanimanje za preucevanje stranskih u¢inkov umetnih sladil, kot je vpliv
na razvoj nealkoholne mascobne jetrne bolezni (NAFLD), ki je pogostejSa pri debelih
posameznikih in lahko vodi v cirozo ter rak jeter. NAFLD se lahko razvije Ze v otro$tvu in
nastane zaradi motenj v presnovi lipidov v jetrih (Emamat s sod., 2020). Studije na misih in
ljudeh nakazujejo povezavo med uzivanjem umetno sladkanih pija¢ in NAFLD (Naomi s sod.,
2023). Sukraloza, eno najbolj preuc¢enih umetnih sladil, vpliva na jetra z aktiviranjem vnetnih
procesov, povecano lipogenezo, stresom endoplazemskega retikuluma in motnjami v presnovi
lipoproteinov, kar vodi do kopicenja trigliceridov in razvoja NAFLD. Prav tako spreminja
¢revesno mikrobioto in povecuje nastanek Zol¢nih kislin, kar vpliva na jetra (Del Pozo s sod.,
2022). Poleg omenjenih ucinkov nekatera umetna sladila povzrocajo tudi nevroloske teZave,
kot so glavobol, migrena, utrujenost, motnje razpoloZenja, tesnoba, napadi, depresija in
nespecnost (Choudhary in Lee, 2018). Koristni in $kodljivi u¢inki umetnih sladil so prikazani

na Sliki 9.
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3.5 In vitro dvodimenzionalni (2D) in tridimenzionalni (3D) celicni modeli

Tradicionalno se v toksikologiji

uporabljajo dvodimenzionalni

Gradient izpostavitve
spojinam, kemikalijam

Cona delecih
se celic

Enakomerna

izpostavitev Enakomerna

(2D) celi¢ni modeli, predvsem spojinam,  izpostavitev kisiku
kemikalijam in hranilom
. . .y ... Poveé i
¢loveske celiéne linije, za bl oooem e e
> . ® = med celicami mikrookolja
proucevanje mehanizmov Zmanj3ane interakcije

med celicami
Cona

mirujocih
celic

delovanja spojin in njihovega

Gradient izpostavitve
kisiku in hranilom

vpliva na celi¢ne procese. Ti in

2D CELICNA KULTURA 3D CELICNA KULTURA

vitro modeli prinasajo
Slika 10: Razlike med in vitro 2D in 3D celic¢nimi modeli.
Povzeto po: (Fontana s sod., 2020). Slika je iz lastne zbirke

pripravijena s programom BioRender (https.//www.biorender.com/).

prednosti, kot so zmanjSana

uporaba zivali v raziskovalne
namene, vecja relevanca rezultatov za ¢loveka, nizji stroski in hitrejsi testni postopki. Vendar
pa imajo 2D modeli omejitve v primerjavi z in vivo pristopi na zivalih. Primarne ¢loveske jetrne
celice so zlati standard za testiranje varnosti, vendar imajo omejeno dostopnost, visoke stroske
in hitro izgubljajo funkcionalnost gojene v kulturi. Kot alternativa so pogosteje uporabljene
trajne celi¢ne linije, ki omogocajo enostavnejse vzdrzevanje in neomejeno delitev, vendar imajo
nizje ravni presnovnih encimov, kar zmanjSuje njihovo napovedno vrednost pri oceni
toksi¢nosti ksenobiotikov (Stampar in Zegura, 2024). Slabost pa je, da 2D celi¢ni modeli ne
posnemajo naravnega tridimenzionalnega okolja celic v tkivih, saj so celice pritrjene na trdno
podlago (Slika 10). V zadnjem desetletju so tridimenzionalni (3D) celi¢ni modeli postali
naprednej$i modeli in se Siroko uporabljajo v predklini¢nih raziskavah, toksikologiji, testiranju
zdravil ter proucevanju mehanizmov delovanja kemikalij. Ti modeli omogocajo boljse
medceli¢ne interakcije, procese podobne tkivu, ter povefano presnovno aktivnost celic in
izrazanje jetrnih funkcij. Razviti so razli¢éni tipi 3D modelov, kot so na primer sferoidi, ki

zagotavljajo za ¢loveka bolj relevantne in napovedne podatke (Fontana s sod., 2020).
4. EKSPERIMENTALNI DEL - MATERIALI IN METODE

4.1 ANKETA - UMETNA SLADILA

V prvem delu raziskovalne naloge smo izvedli spletno anketo, s katero smo Zeleli oceniti
ozaveS¢enost gimnazijskih dijakov o uporabi umetnih sladil, njihovih znacilnostih in moznih
Skodljivih u¢inkih. Anketa z naslovom ,,Umetna sladila“ je bila zasnovana na spletni platformi
1Ka, ki omogoca preprosto pripravo in izvedbo vpraSalnikov ter zbiranje podatkov. Vabilo k
sodelovanju v anketi smo poslali dijakom naslednjih slovenskih gimnazij: Gimnazija Bezigrad,
Gimnazija Ledina, Skofijska gimnazija Maribor, 1. gimnazija Maribor, III. gimnazija Maribor,

Gimnazija Celje-Center in Gimnazija Kocevje.
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Dijakom smo po e-posti poslali povezavo do ankete: https://www.1ka.si/a/f2bbe0Obl. Anketa je

bila sestavljena iz 13 vpraSanj, ki so bila zasnovana tako, da so zajela osnovne demografske
podatke in vsebinske informacije o umetnih sladilih. V prvih treh vprasanjih smo dijake
povprasali o spolu, starosti in gimnaziji, ki jo obiskujejo. Preostalih 10 vprasanj je bilo
osredotoCenih na naslednje teme: 1.) Poznavanje umetnih sladil in njihove uporabe v
prehrambnih izdelkih. 2.) Mnenje o Skodljivosti umetnih sladil za zdravje. 3.) Pogostost
uporabe izdelkov, ki vsebujejo umetna sladila. 4.) Poznavanje razlik med umetnimi sladili in
naravnimi sladili. 5.) Zaupanje v varnost umetnih sladil.

Anketna vprasanja so bila pripravljena v obliki zaprtih vprasanj, kar nam je omogocilo
kvantitativno analizo zbranih podatkov. Celotna vprasanja so vkljuena v Prilogi I, kjer so

podana v natanc¢ni obliki, kot so bila zastavljena anketirancem.

4.2 EKSPERIMENTALNI DEL NALOGE - VPLIV IZBRANIH UMETNIH SLADIL NA
ZIVOST CELIC HepG2 IN NASTANEK OKSIDATIVNEGA STRESA

V drugem delu naloge smo na eksperimentalnem tridimenzionalnem (3D) jetrnem in vitro
celicnem modelu (sferoid) cloveskega hepatocelularnega karcinoma (celice HepG2) proucili,
kako izbrani umetni sladili, acesulfam-K in aspartam, vplivata na tlorisno povr§ino HepG2
sferoidov, zivost celic HepG2, in ali proucevani umetni sladili v celicah povzrocata oksidativen
stres (Slika 16). Laboratorijsko delo je bilo izvedeno na Oddelku za genetsko toksikologijo in
biologijo raka Nacionalnega instituta za biologijo v Ljubljani in je potekalo pod strokovnim

mentorstvom dr. Martine Stampar in dr. Katje Kolosa.

4.2.1 Material in pomembnejSa oprema, potrebna za izvedbo poskusov
Preglednica 1: Kemikalije in oprema uporabljena v eksperimentalnem delu raziskovane naloge.

Kemikalije KataloSka Stevilka Proizvajalec
Acesulfam-K W700544-SAMPLE-K Merck, ZDA

Aspartam W700655 Sigma, ZDA
Penicilin/Streptomicin (1 %) P0781-100 mL Sigma, ZDA

Serum govejega zarodka (FBS) 10500-064 Gibco, ZDA

Tripansko modrilo T8154-100 mL Sigma, ZDA

Tripsin (0,25 % Trypsin-EDTA) 25200-056 Gibco, ZDA
CellTiter-Glo® 3D Cell viability assay G9668A Promega, ZDA

Dimetil sulfoksid (DMSO) 414880010 Acros organics, Belgija
DPBS (10x) 14200-067 Gibco, ZDA

MEM (1x) (Minimal essential medium) 10370-047 Gibco, ZDA
Metilceluloza 10370-047 Sigma, ZDA

DCFH-DA D399 Invitrogen, TermoFisher
Luperox® TBH70X, tert-Butyl hydroperoxide | 458139-25 Aldrich Chemistry, ZDA
Gojitvene plosce velikosti 25 cm? (T25) Corning Costar ZDA
Stripete (volumna 5, 10, 25 mL) Corning Costar, ZDA
Plasti¢ni nastavki za pipete (tipsi) (10-200 pl, 100-1000 pl, 5 mL) Corning Costar, ZDA
Prozorne, ¢rne in bele mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami v obliki ¢tke U | Corning Costar, ZDA
Oprema in pripomocki za laboratorijsko delo

Cytation 5 (programska oprema Gen 5) BioTek, Winooski, ZDA
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Spektrofluorimeter Synergy Mx, BioTek, ZDA
Avtomatski Stevec celic Countess 3 FL Thermo Scientific™, ZDA

4.2.2 Eksperimentalen pristop

V raziskavi smo za proucevanje morebitnega Skodljivega delovanja umetnih sladil uporabili
celi¢no linijo HepG2 (Slika 11), izolirano iz rakavega tkiva leta 1979. Celice HepG2 imajo
ohranjene presnovne encime faze I in II, kar je klju¢no za toksikoloske Studije. Komercialno so
3 : dostopne pri ameriski celicni banki (ATCC; HB-8065) in
# 8 shranjene v tekoCem duSiku na Nacionalnem inStitutu za
biologijo.

| Preucevali smo vpliv dveh umetnih sladil, acesulfama-K in

S| aspartama, na Zzivost in delitev celic HepG2 ter oksidativni

Slika 11: Celice HepG2. S stres v in vitro 3D celi¢nem modelu (sferoidu). Sferoide smo

(4x povecava) Foto: lastna zbirka

gojili 72 ur, in jih nato izpostavili razlicnim koncentracijam (0,
kandidatke.

1, 10, 100, 1000 in 10000 uM) sladil za 24 oziroma 96 ur. Pri
koncentracijami umetnih sladil. Velikost (tlorisno povrsino) sferoidov smo merili s
planimetrijo, ATP vrednosti s »CellTiter-Glo® 3D Cell viability assay«, oksidativni stres pa s
testom DCFH-DA po 180 minutah izpostavitve.

4.2.3 Gojenje celic HepG?2 in priprava sferoidov

Celice HepG2 smo gojili v celicnem gojis¢u v sterilnih
plastenkah (25 ¢cm?) pri 37°C, 5 % CO in vlazni atmosferi.
Celi¢no gojisée (100 mL) je vsebovalo medij MEM z

neesencialnimi aminokislinami (86,54 mL), 10 % serum

Slika 12: Sferoid pri starosti 96 ur.

govejega zarodka (FBS), 1 % natrijevega piruvata (100

(20x povecava) Foto: lastna zbirka

mM), 1 % penicilin/streptomicin in 1 mL L-glutamina (1 handidatke.

%). Celice smo gojili 2-3 dni do 70-80 % preraséenosti povrsine plastenke, jih nato z encimom
tripsinom (0,25 %) odlepili od podlage, centrifugirali (5 minut, 1000 obratov/min) in nato celice
v celi¢ni usedlini lo€ili na posamezne celice. Presteli smo jih s pomo¢jo barvila tripan modro
in nato ustrezno gostoto prenesli v novo plastenko, ali uporabili za pripravo 3D celi¢nih kultur
(sferoidov).

Stferoide smo pripravili s prisilno plavajoco metodo s centrifugiranjem. Celice HepG2 (30.000
celic/mL) smo v gojiscu s 4 % metilcelulozo (4 °C) nanesli v 200 pL na mikrotitrske plosce s

96 vdolbinicami v obliki ¢rke U (6000 celic/vdolbinico). Po centrifugiranju (90 min, 28 °C, 850
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g) so se celice zbrale na dnu vdolbinic. Nato smo jih 72 ur inkubirali (37 °C, 5 % CO-, vlazna

atmosfera) in nastale sferoide, uporabili v nadaljnjih poskusih (Slika 12).

4.2.4 Priprava raztopin umetnih sladil, acesulfama-K in aspartama
Zalozno raztopino acesulfama-K (1000 mM) smo pripravili v sterilni
ddH20, aspartama (30 mM) pa v MEM mediju. Umetni sladili smo v
celicnem gojiscu razredcili do kon¢ne koncentracije (0, 1, 10, 100,
1000 in 10000 uM) ter HepG2 sferoide izpostavili 24 ali 96 ur. Pri 96-
urni izpostavitvi smo po 48 urah zamenjali gojisce s svezim. Meritve
smo izvedli na vsaj treh sferoidih v treh neodvisnih bioloskih
ponovitvah, z vkljucitvijo kontrol: gojisce, topilo (2 % sterilna

ddH:0) in pozitivna kontrola (15 % DMSO).

4.2.5 Obdelava podatkov

Slika 13: Mikroskopiranje.
Foto: lastna zbirka
kandidatke.

Za vsak merjeni kon¢ni u¢inek (opisano v sledec¢ih poglavjih) smo najprej izraCunali povprecne

vrednosti znotraj posameznih ponovitev ter jih primerjali s kontrolno skupino, pri ¢emer smo

izraCunali razmerje med izpostavljenimi in kontrolnimi sferoidi. Nato smo dolo¢ili povprecja

teh razmerij iz treh neodvisnih bioloskih ponovitev za vsako koncentracijo umetnih sladil in

kontrol. Kontrolnim sferoidom smo dolo€ili 100 % preZivetje celic in na podlagi tega izracunali

delez prezivelosti pri posameznih koncentracijah umetnih sladil. Statisti¢no analizo smo izvedli

v programu GraphPad Prism (verzija 9, GraphPad Software, Inc., ZDA) z uporabo enosmerne

analize variance (one-way ANOVA) in Dunnetovega primerjalnega testa. Statisti¢no znacilne

razlike smo oznacili z *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

4.2.6 Dolocanje vpliva acesulfama-K in aspartama na velikost
povrsine sferoidov

Vpliv razlicnih koncentracij umetnih sladil, acesulfam-K in
aspartam, na velikost tlorisne povrSine sferoidov smo dolocali z
napravo Cytation 5 (BioTek, ZDA) in programom Gen5 (BioTek,
ZDA, verzija 3.11) (Slika 14).

Steroide smo najprej gojili 72 ur pri ustreznih pogojih, kot je opisano

v poglavju 4.2.3, ter jih nato izpostavili acesulfamu-K in aspartamu

Slika 14: Meritve z napravo
Cytation 5 (BioTek, ZDA).

(poglavje 4.2.4). Po doloCenem Casu izpostavitve smo s pomocjo Foto: lastna zbirka kandidatke.

programa Gen5 izmerili povrS§ino oziroma »tloris« kontrolnih in izpostavljenih sferoidov pri 4x

povecavi. Ta metoda kvantifikacije povrSine sferoidov se imenuje planimetrija.
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4.2.7 Dolocanje vpliva acesulfama-K in aspartama na Zivost celic Hep G2 sferoidov

Po izvedenih meritvah velikosti tlorisne povrSine celic s planimetrijo (opisano v poglavju 5.2.6)
smo izvedli Se meritve zivosti celic posameznih sferoidov, kar smo dolocali s pomocjo
CellTiter-Glo® luminiscen¢nega testa po navodilih proizvajalca (Promega, Madison,
Wisconsin, ZDA), kjer smo dolocali vsebnost ATP na podlagi izmerjene luminiscence
(Promega, 2023). Posamezen sferoid dolocene luknjice smo s pomocjo odrezanega tipsa v
priblizno 50 pL gojisca prenesli v sterilno belo mikrotitersko plos¢o z 96 vdolbinicami (Thermo
Scientific™, Waltham, MA, ZDA), ter nato v temi pri sobni temperaturi dodali 50 puL reagenta
CellTiter-Glo ®. Ko smo dodali reagent, smo vsebino luknjice nezno premesali s pomocjo
pipete, da je sferoid razpadel (celice so se lizirale) in raztopina v luknjici se je obarvala rumeno.
Mikrotitrsko plosco s sferoidi in reagentom smo 5 minut nezno stresali ter nato pustili 20 minut
na 37 °C in 5 % COa. Sledilo je merjenje luminiscence (povprecna RLU/sekunda) z napravo
Cytation 5 (BioTek, ZDA) in programom Gen5. Dolo¢ili smo, da je pri kontrolnih sferoidih
koli¢ina ATP (preZivetje celic) 100 % in glede na izmerjene oziroma izraCunane vrednosti
posameznih ponovitev izracunali delez prezivelosti celic posameznih koncentracij umetnih

sladil. Izmerjene podatke smo statisticno obdelali, kot je opisano v poglavju 4.2.5.

4.2.8 Dolocanje vpliva acesulfama-K in aspartama na nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti

Morebiten povisan nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) zaradi delovanja umetnih sladil
smo dolocali z DCFH-DA testom (Invitrogen, ThermoFisher). Sferoide smo pripravili po
opisnem postopku (poglavje 5.2.4) in jih gojili 72 ur. Reagent DCFH-DA smo raztopili v HBSS
(Hanks' Balanced Salt Solution; 20 uM) ter poskuse izvajali v temi. Pripravili smo umetni
sladili (1, 10, 100, 1000, in 10000 uM). Sferoide smo z 200 pl tipsom prenesli v ¢rno
mikrotitrsko plos€o, dodali 100 ul DCFH-DA in inkubirali 35 min (37 °C, 5 % CO-). Nato smo

reagent odsesali, sferoide sprali s PBS in jih |52
izpostavili pripravljenim koncentracijam
sladil (Slika 15). Kot pozitivno kontrolo
smo uporabili tert-butil hidroperoksid (0,07
uM), sintetiCen analog vodikovega
peroksida (H20:). Plos¢e smo inkubirali pri

37 °C, 5 % CO2 v napravi Cytation 5, 4 :
meritve pa izvedli po 180 minutah ST ‘y-’ s

Slika 15: Delo s celicnimi kulturami pri sterilnih pogojih v
laminariju. (A) delo s pipetboy-em; (B) delo z Vacuboy-em.
Foto: lastna zbirka kandidatke.

inkubacije.
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Slika 16: Eksperimentalni pristop uporabljen v raziskovalni nalogi.

Priprava in vitro 3D celicnega modela (sferoid) iz celic HepG2 ter dolocanje i) vpliva acesulfam-K in aspartama
na rast sferoidov, ii) vpliva na zZivost HepG?2 celic sferoidov na podlagi merjenja ATP ter iii) vpliva na oksidativen
stres merjeno s testom DCFH-DA. Slika je pripraviljena s programom BioRender (https://www.biorender.com/) iz
lastne zbirke - pripravila kandidatka.

5. REZULTATI

5.1 ANKETA - UMETNA SLADILA

Spletno anketo »Umetna sladila« je izpolnilo 636 dijakov iz sedmih gimnazij (Preglednica 2).

Preglednica 2: Stevilo dijakinj, dijakov in §tevilo neopredeljenih (ostalo), ki so izpolnili spletno Anketo »Umetna
sladila« iz sedmih slovenskih gimnazij.

Stevilo dijakinj = Stevilo dijakov neos::;;ll}’enih Skupaj
Gimnazija Bezigrad 138 56 1 195
Gimnazija Ledina 35 12 0 47
I. Gimnazija Maribor 22 6 0 28
III. Gimnazija Maribor 119 41 2 162
Skofijska gimnazija Maribor 60 23 2 85
Gimnazija Kocevje 54 24 1 79
Gimnazija Celje 38 2 0 40

Z anketo smo preverjali poznavanje umetnih sladil med mladimi, njthovo mnenje o varnosti ter
pogostost uzivanja izdelkov, ki jih vsebujejo. Rezultati kazejo osnovno poznavanje, a razli¢ne
stopnje ozaveS¢enosti o ucinkih. V nadaljevanju predstavljamo podrobno analizo podatkov.
Anketo je izpolnilo 466 dijakinj (73,3 %), 164 dijakov (25,8 %) in 6 spolno neopredeljenih
posameznikov (0,9 %) (Slika 17A4). Vecina anketirancev je bila stara 1617 let (52,4 %), sledili
so mlajsi od 16 let (25,3 %), in nato dijaki, stari 18-20 let (22,3 %) (Slika 17B). V starostni
skupini do 16 let je bilo 110 dijakinj (23,6 % vseh dijakinj), 49 dijakov (29,9 % vseh dijakov)
in 2 spolno neopredeljena (33,3 % vseh neopredeljenih). Med anketiranci, starimi 16-17 let, je
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bilo 247 dijakinj (53 % vseh #  SPOLANKETIRANCEV B STAROSTANKETIRANCEV

dijakinj), 84 dijakov (51,2 %

= zenski do 16 let 143 161
vseh le akov) in 2 = moski 16-17 let
. drugo 18-20 let
neopredeljena (33,3 % vseh
spolno  neopredeljenih). V e

starostni skupini 18-20 let je
bilo 109 dijakinj (22,3 % vseh
dijakinj), 31 dijakov (18,9 % vseh dijakov) in 2 neopredeljena (33,3 % spolno neopredeljenih).

Slika 17: Spolna (A) in starostna (B) sestava anketirancev.

Ker je bilo spolno neopredeljenih le 6 posameznikov (< 1 % sodelujocih), njihovih rezultatov
ne opisujemo in se osredotocamo le na odgovore dijakinj in dijakov. Vsi podatki so prikazani
na pripadajocih slikah (Slika 17 — Slika 28).

A Kolikokrat na teden zauZije$ hrano ali pijaco, ki B Kolikokrat na teden zauZije§ hrano ali pijaco, ki

vsebuje umetna sladila? vsebuje umetna sladila?

300 50

2 E 45
250 ]
£ 40
[ 2 g 333 374320333 333
Z200 g 35 33 32432933 33
: £ 30
£ 150 & 25
5 19,5
E ) z 20 163
g 2] 3
g 100 £ s
-] E I
& Z
o 0 =2
o . : ‘
%5
E}
0 Z 0
Nikoli 1-2-krat 3-5-krat Ve kot S-krat = Nikoli 1-2-krat 3-5-krat Vec kot S-krat
W 7enske Wmoski  ostalo W zenske Mmoiki  ostalo

Slika 18: Vprasanje 3: Kolikokrat na teden zauZijes hrano in pijaco, ki vsebuje umetna sladila?
(4) Stevilo anketiranih glede na posamezen odgovor. (B) Delez dijakinj, dijakov in spolno neopredeljenih glede
na posamezen odgovor (dijakinje - rdeca, dijaki-modra, spolno neopredeljenih - rumeno).

Najve¢ anketirancev zauzije umetna sladila 1-2 krat na teden (264; 41,1 %), sledijo tisti s
pogostostjo 2-5 krat na teden (207; 32,5 %). Ve¢ kot 5-krat tedensko jih uziva 110 (17,3 %),
medtem ko jih 56 (8,8 %) umetnih sladil sploh ne uziva. 1z Slike 18 je razvidno, da je pogostost
uzivanja umetnih sladil zelo podobna med spoloma. Rezultati ankete kazejo, da se 287

anketirancev (45,1 %) popolnoma ne strinja s trditvijo, da vedno preverjajo vsebnost umetnih

A NaembalaZi hrane in pijate vedno preverim vsebnost B Na embalaZi hrane in pijate vedno preverim vsebnost
350 umetnih sladil 0 umetnih sladil
Rl .
> (1 - se popolnoma ne strinjam, 5 - se popolnoma strinjam) & (1 - se popolnoma ne strinjam, 5 — se popolnoma strinjam)
IS
= 50.0
300 3 B 5
& - 0 45457
£°250 g
& 340
% 200 3
2 Q
g 1 =30 262
5 150 = 232
£ [ ﬁ 20 67 182 167 16.7
- - ),/ N I
o 100 8
e 2] 11.6 104
= 1 77
Z 50 1 _E 10 . 6.0 6.1
. n
0 z 0
1 2 3 4 5 2 1 2 3 4 5
m 7enske mmoski  ostalo W 7enske Mmoski  ostalo

Slika 19: Vprasanje 4: Na embalazi hrane in pijace vedno preverim vsebnost umetnih sladil. Legendo glej Slika 18.
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sladil na embalazi. Delno se ne strinja 152 (23,9 %), nevtralnih je 104 (16,4 %), delno se strinja
54 anketirancev (8,5 %), medtem ko jih le 40 (6,1 %) preverja vsebnost umetnih sladil (Slika
194 in 19B). Trend je med spoloma podoben (Slika 19B).

A Katere vrste hrane ali pijae z umetnimi sladili B Katere vrste hrane ali pija¢e z umetnimi sladili
. : e ow ai steie uFivas?
najpogosteje uZivas? najpogosteje uZivas?
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z g 40 37.8
7 200 z 129 113
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A 2
g 239 1 g 20 16.5 16,7
= o
= N £, 92 91
% 2 =}
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Brezalkoholne pijace Bonbone oziroma  Energijske oziroma Ne uzivam hrane ali 3 Brezalkoholne pijace  Bonbone oziroma  Energijske oziroma Ne uzivam hrane ali

zvetilne gumije $portne pijace pijace z umetnimi Zvecilne gumije Sportue pijace pijace z umetnimi

5 . sladili . . dad
senske Wmoski  ostalo senske Wmoski  ostalo ladili

Slika 20: Vprasanje 5: Katere vrste hrane ali pijace z umetnimi sladili najpogosteje uZivas? Legendo glej Slika 18.

Najpogosteje uzivani izdelki z umetnimi sladili so bonboni in zve€ilni gumiji (304; 47,8 %),
sledijo brezalkoholne pijace (161; 25,3 %) ter energijske pijace (111;17,5 %). Hrane in pijace z
umetnimi sladili ne uziva 60 anketirancev (9,4 %) (Slika 20A4). Med dijakinjami jih ve¢ kot
polovica najpogosteje uziva bonbone in zvecilne gumije, sledijo brezalkoholne in energijske
pijace. Pri dijakih je vrstni red podoben, le da tretjina najpogosteje uziva brezalkoholne pijace.

Priblizno 10 % obeh spolov ne uziva izdelkov z umetnimi sladili (Slika 20B).

A Kako misli$, da umetna sladila vplivajo na tvoje B Kako mislii, da umetna sladila vplivajo na tvoje
R zdravie? zdravje?
450 zdravje 70 . 1
2 5 650 634
400 &
= 60
35 &
e 5 50
. 3 8
40
E g 30 s
g 150 ! 303 2
= 26 £ 20 15.916.7 17.1 16,7
% 100 E
] 1 5 =1 <
o 0 2 & 9
50 1u7 [ ] 2 . v 10 I y
37 5 2 09 1.2 gg 11
0 ! g0 — —-—
Zelo negativno Nekoliko Nimajo vpliva Nekoliko Zelo pozitivno e Zelo negativno Nekoliko Nimajo vpliva Nekoliko Zelo pozitivno
negativno pozitivio negativno pozitiviio
Zenske MWmoski ostalo zenske mmoski  ostalo

Slika 21: Vprasanje 6: Kako mislis, da umetna sladila vplivajo na tvoje zdravje? Legendo glej Slika 18.

Na vpraSanje o vplivu umetnih sladil na zdravje je 409 anketirancev (64,3 %) odgovorilo, da
imajo nekoliko negativne ucinke, 144 (22,6 %) pa jih vidi kot zelo Skodljive. Nevtralen vpliv
je izbralo 66 (10,4 %), medtem ko le 17 anketirancev meni, da imajo nekoliko ali zelo pozitiven
ucinek (Slika 21A). Dijakinje in dijaki imajo podobno mnenje — ve¢ kot 90 % dijakinj in 80 %
dijakov umetna sladila dojema kot bolj Skodljiva kot koristna (Slika 21B).

Rezultati ankete kazejo, da je internet glavni vir informacij o umetnih sladilih (36,5 %

anketirancev), pri ¢emer je delez dijakinj (36,7 %) in dijakov (37,2 %) skoraj enak. Le manjsi

20



Vpliv umetnih sladil na jetrne celice sferoidov in Teja Kljun
oksidativen stres ter ozavescenost mladih Gimnazija Bezigrad

deleZ pridobiva informacije v Soli (4,2 %), ali od starSev ali prijateljev (10,7 %). Skoraj polovica
anketirancev (309; 48,6 %) teh informacij sploh ne iSCe, pri ¢emer ni bistvenih razlik med

spoloma (Slika 224 in Slika 22B).

A Kateri vir najpogosteje uporabljas za informacije o B Kateri vir najpogosteje uporablja$ za informacije o
vpliva umetnih sladil na zdravje? vplivu umetnih sladil na zdravje?
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Slika 22: Vprasanje 7: Kateri vir najpogosteje uporabljas za informacije o vplivu umetnih sladil na zdravje?
Legendo glej Slika 18.

Na vprasanje o prepoznavanju umetnih sladil je 383 anketirancev (60,2 %) napac¢no izbralo
glukozo, 161 stevijo (25,3 %), 63 maltozo (9,9 %), medtem ko je le 29 (4,6 %) sodelujocih
pravilno prepoznalo aspartam (Slika 2324). Dijaki so pogosteje napacno izbrali glukozo (73,8
%) kot dijakinje (55,4 %), medtem ko so dijakinje pogosteje izbrale stevijo (29,2 % v primerjavi
s 14,6 % pri dijakih). Aspartam je pravilno prepoznalo le 5,2 % dijakinj in 2,4 % dijakov (Slika
23B).

A Katera izmed spodaj naitetih snovi je umetno sladilo? B Katera izmed spodaj nastetih snovi je umetno sladilo?
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Slika 23: Vprasanje 8: Katera izmed spodaj nastetih snovi je umetno sladilo? Legendo glej Slika 18.

Na vpraSanje, katera izmed izjav najbolje opisuje njihovo razmisljanje o umetnih sladilih, jih je
278 (43,7 %) odgovorilo, da o tej temi ne razmislja, pri ¢emer je ta delez nekoliko vis§ji pri
dijakinjah (skoraj 46 %) kot pri dijakih (35 %). Priblizno Cetrtina anketirancev (25,7 %; 26,6 %
dijakinj in 23,8 % dijakov) se umetnim sladilom izogiba, ker menijo, da so $kodljiva. Cetrtina
anketirancev (25,2 %; 23 % dijakinj in 31,7 % dijakov) umetna sladila uporablja, vendar se ne
obremenjuje s tem, ali vplivajo na njihovo zdravje. Le 35 anketirancev (5,5 %) umetna sladila

uporablja, ker menijo, da so boljsa od sladkorja (Slika 244 in Slika 24B).
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Slika 24: Vprasanje 9. Katera izmed spodnjih izjav najbolje opise tvoje razmisljanje o umetnih sladilih?

Legendo glej Slika 18.

Rezultati desetega vprasanja so pokazali, da 525 vpraSanih (82,5 %) meni, da so umetna sladila

najbolj skodljiva za zdravje, pri ¢emer so tega mnenja bolj dijakinje (86,3 %) kot dijaki (72,6

%).
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Slika 25: Vprasanje 10: Kaj menis, da je bolj Skodljivo za zdravje? Legendo glej Slika 18.

Saharozo je kot bolj Skodljivo prepoznalo le 7,2 %, pri c¢emer je delez pri dijakih (14,6 %) vecji

kot pri dijakinjah (4,7 %). 54 (8,5 %) jih meni, da nobena izmed nastetih snovi ni §kodljiva,
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: Vprasanje 11: Ali bi se izogibal/-a umetnim sladilom, ce bi vedel/-a, da so Skodljiva?

Legendo glej Slika 18.
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pogosteje pri dijakih (10,4 %) kot dijakinjah (7,7 %). Le 11 anketirancev (1,7 %, med njimi 6
dijakinj in 4 dijaki) meni, da so naravna sladila bolj Skodljiva (Slika 254 in Slika 25B).

Rezultati enajstega vprasanja so pokazali, da bi se 378 anketirancev (59,4 %) izogibalo
umetnim sladilom, ¢e bi vedeli, da so Skodljiva, pri ¢emer bi 64,2 % dijakinj in 47 % dijakov
omejilo njihovo uporabo. 18,9 % vpraSanih bi jih popolnoma izlo€ilo iz prehrane, vecji delez
so predstavljali dijaki (26,2 %) v primerjavi z dijakinjami (16,5 %). 104 (16,4 %) ne bi omejilo
uzivanja umetnih sladil (18,3 % dijakov in 15,5 % dijakinj). Kljub vedenju, da so Skodljiva, se
jim ne bi izogibalo 34 (5,3 %), vec¢inoma dijaki (8,5 %) manj dijakinje (3,9 %) (Slika 264 in

Slika 26B).
A Zakaj po tvojem mnenju ljudje izberejo Zivila z B Zakaj po tvojem mnenju ljudje izberejo Zivila z
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Slika 27: Vprasanje 12: Zakaj po tvojem mnenju ljudje izberejo zivila z umetnimi sladili? Legendo glej Slika 18.

Na vprasanje »Zakaj ljudje izberejo Zivila z umetnimi sladili?« je 45,1 % anketirancev
odgovorilo, da je razlog zmanjSana vsebnost kalorij, pri cemer je 52,4 % dijakov in 42,5 %
dijakinj izbralo ta razlog. Drugi najpogostejsi razlog je izboljSan okus (34,1 %), ki so ga
pogosteje navajale dijakinje (37,6 %) kot dijaki (25 %). 20,8 % anketirancev je navedlo
dostopnost, ali ugodno ceno umetno slajenih zivil, pri ¢emer ni bilo ve¢jih spolnih razlik (22,6
% dijakov, 20 % dijakinj) (Slika 274 in Slika 27B). Veina anketirancev (454; 71,4 %) je Ze
sliSala, da umetna sladila lahko povzrocajo zdravstvene teZave. 24,5 % je to sliSalo veckrat,
46,9 % pa nekajkrat. 28,6 % anketirancev tega Se ni sliSalo (S/ika 28A). Analiza po spolih ni
pokazala pomembnih razlik med spoloma (Slika 28B).
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Slika 28: Vprasanje 13: Ali si Ze slisal/-a, da bi umetna sladila lahko povzrocala bolezni (npr. rak, presnovne 23
motnje, sladkorno bolezen)? Legendo glej Slika 18.
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5.2 EKSPERIMENTALNI DEL NALOGE - VPLIV IZBRANIH UMETNIH SLADIL NA
ZIVOST CELIC HEPG2 IN NASTANEK OKSIDATIVNEGA STRESA

V drugem delu raziskovalne naloge smo na 3D jetrnem in vitro celicnem modelu cloveskega
hepatocelularnega karcinoma (celice HepG2) preucili vpliv umetnih sladil, acesulfama-K in

aspartama, na velikost tlorisne povrsine sferoidov, zivost celic in na oksidativen stres.

5.2.1 Vpliv umetnih sladil acesulfama-K in aspartama na velikost tlorisne povrSine
sferoidov

Vpliv umetnih sladil acesulfama-K in aspartama na rast sferoidov HepG2 smo ocenili s
planimetrijo. Velikost tlorisne povrSine smo merili z napravo Cytation 5 (BioTek, ZDA).
Sferoide smo pripravili kot je opisano v poglavju 4.2.3, in izpostavili razli¢nim koncentracijam

umetnih sladil za 24 in 96 ur, kot je opisano v poglavju 4.2.4.
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Slika 29: Vpliv acesulfama-K in aspartma na tlorisno povrsino HepG2 sferoidov.

Sferoide smo izpostavili razlicnim koncentracijam acesulfama-K in aspartama (0, 1, 10, 100, 1000 in 10000
uM) za 24 (A, C) in 96 (B, D) ur. Pozitivna kontrola je na grafu oznacena s PK (15 % DMSO).

Rezultati so pokazali, da tako acesulfam-K (Slika 294) kot tudi aspartam (Slika 29C) po 24 urah
nista vplivala na velikost tlorisne povrSine sferoidov. Po 96 urah je pri 1000 pM acesulfama-K
prislo do rahlega povecanja glede na kontrolo, vendar brez statisti¢ne znacilnosti, medtem ko
je pri 10000 uM prislo do statisticno znacilnega zmanjSanja velikosti tlorisne povrSine v
primerjavi s kontrolo (Slika 29B). Tudi aspartam je pri 10000 uM zmanjsal velikosti tlorisne
povrSine v primerjavi s kontrolo (Slika 29D). Pozitivna kontrola je statisticno znacilno

zmanjsala povrsino sferoidov, kar pomeni, da je vplivala na Zivost oziroma delitev celic.
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5.2.2 Vpliv umetnih sladil acesulfam-K in aspartam na Zivost celic HepG?2 sferoidov

Po meritvi tlorisne povrsine sferoidov (poglavje 5.2.1) smo s testom CellTiter-Glo (vsebnost
ATP) na istih sferoidih ocenili vpliv acesulfama-K in aspartama na zivost celic. Rezultati so
pokazali, da je acesulfam-K po 24-urni izpostavitvi povzroCil od koncentracije odvisno
povecCanje ATP v celicah, pri 10000 uM pa je bila zaznana statisticno znacilna razlika (** p<
0,01; *** p< 0.001) v primerjavi s kontrolo (1,5-krat povisano vsebnost ATP) (Slika 304). Po

96 urah izpostavitve je pri tej koncentraciji prav tako prislo do statisti¢no znacilnega povecanja
ATP (Slika 30B).
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Slika 30: Vpliv acesulfama-K in aspartama na Zivost celic HepG2 v sferoidu.

Sferoide smo izpostavili razlicnim koncentracijam acesulfama-K in aspartama (0, 1, 10, 100, 1000 in 10000 uM)
za 24 (4, C) in 96 (B, D) ur. Pozitivna kontrola je na grafu oznacena s PK (15 % DMSO,).

Aspartam je v nasprotju z acesulfamom-K zmanjsal Zivost celic HepG2, kar je povzrocilo nizjo
vsebnost ATP. Po 24-urni izpostavitvi razlika v primerjavi s kontrolo ni bila statisti¢no znacilna,
vendar je bil opazen trend zmanjSanja celi¢ne Zivosti (Slika 30C). Po 96 urah je aspartam pri
10000 uM statisti¢no znacilno znizal Zivost celic, pri cemer je bilo prezivetje celic 70 % + 4,3
v primerjavi s kontrolo (Slika 30D) (** p< 0,01; *** p<0.001). Pozitivna kontrola je znacilno

znizala Zivost celic po obeh ¢asovnih izpostavitvah.

5.2.3 Vpliv umetnih sladil acesulfama-K in aspartama na nastanek oksidativnega stresa
Vpliv acesulfama-K in aspartama na nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) v sferoidih smo
preucevali s testom DCFH-DA. Sferoide, stare 72 ur, smo izpostavili razli¢nim koncentracijam

umetnih sladil (0, 1, 10, 100, 1000 in 10000 uM), nastanek ROS pa smo merili po 180 minutah
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inkubacije (Cytation 5). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili Luperox® TBH70X (0,07 uM).
Rezultati so pokazali, da acesulfam-K (S/ika 31A) ni statisti¢no znacilno povecal nastanka ROS
v celicah HepG2 po 180 minutah izpostavitve. Aspartam je rahlo povecal nastanek ROS, vendar
razlike v primerjavi s kontrolno skupino niso bile statisticno znacilne (Slika 31B). Pri
koncentraciji 10000 uM smo opazili povisanje ROS za 2,0 + 1,1-krat po 180 minutah
izpostavitve. Pozitivna kontrola je povzrocila statisticno znacilno povecanje ROS (4,8 + 1,9-
krat po 180 minutah).
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Slika 31: Vpliv acesulfama-K (A) in aspartama (C) na nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti v HepG2 sferoidih po
180 minutah izpostavitve. Pozitivna kontrola je na grafu oznacena s PK (0,07 uM Luperox® TBH70X).

6. RAZPRAVA IN ZAKLJUCEK

Umetna sladila so sinteti¢ne spojine, ki se uporabljajo kot nadomestki sladkorja v Stevilnih
zivilih in pijacah, saj omogocajo sladek okus brez dodatnih kalorij. Vse bolj so prisotna v
prehranskih izdelkih, kot so gazirane pijace, slaS€ice, jogurti in Stevilni drugi izdelki, kar
omogoca zmanjSanje vnosa sladkorja, vendar hkrati pomeni, da smo jim dnevno izpostavljeni,
pogosto ne da bi se tega zavedali. Ceprav so umetna sladila odobrena kot varna za uZivanje
(EFSA, 2020), raziskave nakazujejo, da lahko dolgotrajna in ponavljajo€a se izpostavljenost
vpliva na zdravje. Nekatere Studije porocajo o moznih negativnih ucinkih, kot so spremembe v
¢revesni mikrobioti (Ruiz-Ojeda s sod., 2019), vpliv na metabolizem in pojav debelosti
(Kossiva s sod., 2024) ter potencialna povezava s sladkorno boleznijo tipa 2 (Fagherazzi s sod.,
2013), sr¢no-zilnimi boleznimi in morda celo nekaterimi vrstami raka. Zato je klju¢no, da so
mladi ozaves€eni o morebitnih tveganjih ponavljajoce se uporabe umetnih sladil.

V anketi o umetnih sladilih, ki je zajela 636 dijakov iz sedmih slovenskih gimnazij, je 73,3 %
anketirancev predstavljalo dijakinje, 25,8 % dijaki, preostali (0,9 %) pa so se opredelili kot
»drugi«. V analizi smo slednje sicer upostevali (< 1 %), vendar njihovih odgovorov nismo
podrobneje obravnavali. Anketa je vkljucevala vpraSanja o osnovnih demografskih podatkih
(gimnazija, spol in starost), navadah uZivanja hrane in pijace z umetnimi sladili ter o zavedanju

vplivov umetnih sladil na zdravje ¢loveka.
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Pri vecini anketirancev se je pokazalo, da so umetna sladila pogosto vklju¢ena v njihov
vsakdanji jedilnik, saj so mnogi navedli, da uzivajo izdelke z umetnimi sladili veckrat na teden.
To lahko pripiSemo Siroki uporabi umetnih sladil v Stevilnih vsakodnevnih Zivilih, kot so pijace,
jogurti in drugi predelani izdelki, ki so priljubljeni med mladostniki. Poleg tega so nekateri
navedli, da jih uzivajo skoraj vsak dan, kar kaze na to, da so umetna sladila postala obicajen del
prehranjevalnih navad. Po drugi strani pa je manjsi del anketirancev navedel, da umetnih sladil
ne uzivajo, kar lahko pomeni, da so nekateri bolj pozorni na sestavine v prehrani, ali pa so
preprosto izbrali naravne alternative oziroma se sploh ne zavedajo, da uzivajo hrano z umetnimi
sladili. VeCina anketirancev namreC ni posebej pozorna na informacije o vsebnosti umetnih
sladil na embalazi izdelkov. To lahko kaZze na pomanjkanje zanimanja ali zavesti o vplivih teh
sladil, saj mnogi preprosto ne preverjajo sestavin. Le majhen delez anketirancev redno spremlja
tovrstne informacije, kar kaze na nizko stopnjo zavedanja o moznih tveganjih, povezanih z
umetnimi sladili. Rezultati niso presenetljivi, saj so mladi pogosto manj pozorni na podrobnosti
embalaze.

Najpogosteje uzivani izdelki z umetnimi sladili so bonboni in zvecilni gumiji, kar kaze na
priljubljenost sladkarij med mladimi, kljub morebitnim tveganjem. Prav tako so brezalkoholne
pijace pogosto na seznamu izbire, ¢eprav v nekoliko manjSem obsegu. To potrjuje ugotovitve
prejsnjih raziskav, ki kazejo, da mladi pogosto posegajo po sladkih pijacah z umetnimi sladili.
Delez anketirancev, ki sploh ne uziva hrane ali pijace z umetnimi sladili, nakazuje, da obstaja
skupina mladih, ki se tem snovem izogiba zaradi morebitnih zdravstvenih tveganj, ali pa so
zanje bolj ozavesceni. Presenetljivo ni bilo vecjih razlik med spoloma, kar pomeni, da dekleta
in fantje enako pogosto uzivajo izdelke z umetnimi sladili.

Velina anketirancev meni, da umetna sladila negativno vplivajo na zdravje, kar nakazuje
zaskrbljenost med dijaki glede njihovih morebitnih Skodljivih uc¢inkov, Ceprav ostali odgovori
ankete tega staliS¢a ne podpirajo v celoti. Ta skrb je lahko posledica pomanjkanja celovitih
informacij o dolgoro¢nih ucinkih teh snovi. Le majhen deleZ anketirancev meni, da umetna
sladila nimajo vpliva, ali pa imajo pozitiven ucinek, kar kaze na nezadostno ozavescenost o
njihovem delovanju. Vecina mladih ne i8¢e informacij o vplivu umetnih sladil na zdravje, kar
lahko kaze na pomanjkanje interesa ali izpostavljenosti tej temi. Tisti, ki i§¢ejo informacije, se
najpogosteje zateCejo k internetu, manj pa k starSem, prijateljem ali Soli, kar kaze na potrebo
po vec¢jem vkljuevanju te teme v izobraZevalni proces.

Pri vprasanju, katera snov je umetno sladilo, so dijaki najpogosteje izbrali glukozo, Ceprav gre
v resnici za preprost sladkor, ne pa umetno sladilo. Ta odgovor je presenetljiv in nekoliko

nepri¢akovan, saj bi pri¢akovali, da so gimnazijci seznanjeni z osnovnimi informacijami o
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glukozi, ki je naravno prisoten v telesu in klju¢nega pomena za energijo celic. Glukoza ni
umetno sintetizirana in ne spada med umetna sladila. Le malo anketirancev je prepoznalo
aspartam kot umetno sladilo, kar je presenetljivo, saj gre za eno najbolj znanih sladil. Ta
pomanjkljivost v prepoznavanju je v skladu z dejstvom, da dijaki redko iS¢ejo informacije o
umetnih sladilih, ali preverjajo njihove vsebnosti v hrani in pija¢i. Ceprav veé¢ina anketirancev
meni, da uziva hrano z umetnimi sladili, jih ne zna prepoznati. Razkorak med porabo in
ozavescenostjo kaze na potrebo po boljSem izobrazevanju o teh snoveh. Poleg tega je stevia,
naravno sladilo, ki je pogosto napacno obravnavano kot umetno, izbrana kot umetno sladilo,
kar kaze na zmedo med naravnimi in umetnimi sladili. To je lahko posledica obdelave stevie v
komercialnih izdelkih ali marketinskih pristopih, ki jo povezujeta z zdravimi alternativami
sladkorju, kar lahko vpliva na prepoznavanje sladil. Potrebno je bolj jasno lo¢evanje med
naravnimi in umetnimi sladili ter zagotavljanje natan¢nejsih informacij za potrosnike.

Mnenja dijakov o umetnih sladilih so meSana, kar je povezano z razlicnimi dejavniki, kot so
pomanjkanje informacij, vpliv trZzenja in zaskrbljenost glede zdravja. Vec¢ina dijakov o umetnih
sladilih sploh ne razmislja, kar odraza pomanjkanje interesa. Kljub temu pa nekateri menijo, da
so skodljiva, medtem ko jih skoraj Cetrtina uporablja, ne da bi se preve¢ obremenjevali z
njihovimi ucinki. Zanimivo je, da bi se mnogi izognili umetnim sladilom, ¢e bi vedeli, da so
Skodljiva, kar nakazuje, da bi ve¢je ozaveS€anje lahko vplivalo na njihove prehranjevalne
navade. Ko gre za izbiro zivil z umetnimi sladili, je ve¢ina dijakov izbrala zivila zaradi nizjih
kalorij, kar je lahko marketinski vpliv. Okus je prav tako pomemben dejavnik, medtem ko so
stroski v tem primeru manj pomembni, saj so dijaki bolj osredoto€eni na okus in kalorije kot na
ceno, kljub temu da izdelki z umetnimi sladili pogosto niso bistveno cenejSi. Kar zadeva
zavedanje o tveganjih umetnih sladil, je skoraj polovica anketirancev Ze sliSala, da umetna
sladila lahko povzro€ajo bolezni, vendar tretjina Se ni naletela na takSne informacije, kar
ponovno kaZe na pomanjkanje znanja. Za izboljSanje ozaveScenosti bi bilo potrebno vkljuciti
te teme v izobrazevalne programe, da bi dijaki bolje razumeli vrste sladil in njihove vplive,
predvsem dolgoro¢ne, na zdravije.

V drugem delu raziskave smo preucili vpliv dveh umetnih sladil, acesulfama-K in aspartama,
na in vitro 3D jetrnem celicnem modelu (sferoid celic HepG2), s poudarkom na spremembah
velikosti tlorisne povrsine, Zivosti celic in nastanku oksidativnega stresa. Rezultati so razkrili
pomembne vpoglede v celi¢ne odzive na izpostavljenost tem sladilom, pri cemer smo opazili
razlike v mehanizmih delovanja posameznih spojin.

Rezultati so pokazali, da acesulfam-K po krajSem ¢asu ni vplival na velikost sferoidov, vendar

pa je po dolgotrajnejsi izpostavitvi (96 ur) pri visokih koncentracijah zmanjSal tlorisno
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povrsino, kar nakazuje na morebitne spremembe v celiCnem metabolizmu ali celi¢ni delitvi
oziroma proliferaciji. V nasprotju s tem aspartam ni povzrocil statisticno znacilnih sprememb
v velikosti sferoidov. Pri oceni zivosti celic je acesulfam-K povzrocil povecanje ATP, kar lahko
kaze na povisano celi¢no presnovo, medtem ko je aspartam pri visokih koncentracijah povzrocil
zmanjSanje ATP, kar nakazuje na citotoksi¢nost. Nobeno od sladil ni povzrocilo oksidativnega
stresa, ¢eprav smo pri visjih koncentracijah opazili trend povisanja ROS pri aspartamu. Ti
rezultati so klju¢ni za nadaljnje ocenjevanje varnosti umetnih sladil, zlasti pri dolgotrajni

izpostavitvi in visokih koncentracijah.

Ce povzamemo izsledke raziskave, lahko re¢emo, da so nadaljnje raziskave nujno potrebne za
celovito razumevanje dolgoro¢nih uc¢inkov umetnih sladil na celi¢ne funkcije in vpliva na
zdravje predvsem po ponavljajo¢i se dolgodobni izpostavitvi. Ceprav so umetna sladila
odobrena kot varna, nasi rezultati in druge raziskave nakazujejo, da lahko dolgotrajna
izpostavljenost vpliva na celi¢ni metabolizem in vitalnost. Ker so ta sladila vse bolj prisotna v
prehrani, je klju¢no, da nadaljnje Studije raziSc¢ejo njihove dolgorocne ucinke in mozne
povezave z razvojem kroni¢nih bolezni. Le s poglobljenim znanstvenim pristopom in

ozaves$canjem potroSnikov lahko zagotovimo varnejse prehranske izbire v prihodnosti.

7. SKLEPI IN HIPOTEZE

Hipoteza 1: Gimnazijski dijaki se zanimajo za problematiko umetnih sladil.

Na podlagi odgovorov ankete lahko ugotovimo, da skoraj polovica dijakov (48,6 %) ne iSce
informacij o umetnih sladilih, prav tako jih 43,7 % ne i8¢e dodatnih podatkov o tej temi. Poleg
tega jih je le 4,6 % pravilno prepoznalo aspartam kot umetno sladilo, kar nakazuje na
pomanjkanje ozavescenosti in interesa za to problematiko. Ti zakljucki kaZejo nizko stopnjo

zanimanja za problematiko umetnih sladil, zato Hipotezo 1 OVRZEMO.

Hipoteza 2: Gimnazijski dijaki pogosto preverjajo vsebnosti umetnih sladil v hrani in pijaci,
ki jo uZivajo.

Rezultati ankete kazejo, da 70 % dijakov (skupaj 439 anketirancev) redko ali nikoli ne preverja
vsebnosti umetnih sladil na embalazi Zivil. To kaZe na nizko stopnjo ozaves€enosti o prisotnosti
teh snovi v prehrani in potrjuje, da dijaki temu vidiku prehranjevanja ne posvecajo posebne

pozornosti. Na podlagi teh zaklju¢kov lahko Hipotezo 2 OVRZEMO.

Hipoteza 3: Gimnazijski dijaki so dobro ozavesceni o Skodljivem delovanju umetnih sladil

na zdravje ¢loveka.
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Rezultati ankete kazejo, da vecina dijakov umetna sladila dojema kot Skodljiva (82,5 % jih
meni, da so bolj Skodljiva kot saharoza), vendar njihovo poznavanje mehanizmov delovanja in
specificnih ucinkov ostaja omejeno. Kljub temu, da bi se 59,4 % anketirancev umetnim
sladilom izogibalo, ¢e bi vedeli, da so skodljiva, kar 16,4 % ne bi spremenilo prehranskih navad,
5,3 % pa bi jih Se naprej uzivalo. Ti podatki kazejo na pomanjkljivo razumevanje razseznosti
tveganj ter potrebo po boljSem informiranju dijakov o vplivih umetnih sladil na zdravje. Na
podlagi teh informacij lahko zaklju¢imo, da je Hipoteza 3 je DELNO POTRJENA, saj
rezultati kazejo, da dijaki umetna sladila dojemajo kot Skodljiva, vendar njithovo znanje o

specificnih ucinkih in mehanizmih delovanja ostaja omejeno.

Hipoteza 4: Umetni sladili acesulfam-K in aspartam vplivata na Zivost celic Hep G2 sferoidov.
Rezultati so pokazali, da je acesulfam-K zmanjsal velikost sferoidov in povecal vsebnost ATP
v celicah, kar kaze na spremembe v celi¢ni presnovi, medtem ko je aspartam zmanjsal vsebnost
ATP, kar nakazuje rahle citotoksi¢ne ucinke. Tako je Hipoteza 4 POTRJENA, saj sta
acesulfam-K in aspartam vplivala na Zivost celic HepG2 sferoidov, vendar na razli¢ne nacine -
acesulfam-K je spremenil metabolizem, medtem ko je aspartam povzrocil rahle citotoksi¢ne

ucinke.

Hipoteza 5: Umetni sladili acesulfam-K in aspartam povzrocata oksidativen stres v celicah
HepG?2 sferoidov.

Nobeno od proucevanih umetnih sladil ni povzrocilo statisti¢no znacilnega oksidativnega stresa
v HepG2 sferoidih. Pri aspartamu smo sicer opazili trend poviSanja reaktivnih kisikovih zvrsti
(ROS), vendar ta uinek ni bil statisti¢no znagilen. Hipotezo 5 OVRZEMO, saj acesulfam-K
in aspartam v eksperimentalnih pogojih nista povzrocila statisticno znacilnega oksidativnega

stresa v celicah HepG2 sferoidov.

Hipoteza 6: Umetni sladili acesulfam-K in aspartam imata razli¢en vpliv na celi¢ne funkcije
tridimenzgionalnega (3D) jetrnega in vitro modela celic HepG?2

Acesulfam-K je zmanjsal velikost HepG2 sferoidov in povecal vsebnost ATP, kar kaZze na
spremembe v celiénem metabolizmu. Aspartam je zmanjSal vsebnost ATP, kar nakazuje na rahle
citotoksi¢ne ucinke. Nobeno od proucevanih umetnih sladil ni povzrocilo statisti¢no znacilnega
oksidativnega stresa, ¢eprav smo pri aspartamu opazili trend poviSanja reaktivnih kisikovih
zvrsti (ROS). Na podlagi eksperimentalnih rezultatov lahko Hipotezo 6 POTRDIMO, saj sta

acesulfam-K in aspartam vplivala na celi¢ne funkcije HepG2 sferoidov na razli¢ne nacine.
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Priloga 1: A
Anketa "Umetna sladila’

1. Spol
A) Zenski B) Moski C) Drugo

2. Starost
A) Do 16 let B) 16-17 let C) 18-20 let

3. Kolikokrat na teden zauZije$ hrano ali pijaco, ki vsebuje umetna sladila?
A) Nikoli B) 1-2-krat C) 3-5-krat D) Vec kot 5-krat

4. Na embalaZi hrane in pijace vedno preverim vsebnost umetnih sladil. (1 — se popolnoma ne strinjam, 5 — se
popolnoma strinjam)
1 2 3 4 5

5. Katere vrste hrane ali pijace z umetnimi sladili najpogosteje uzivas?
A) Brezalkoholne pijace (npr. dietne pijace: zero sugar, light, diet).

B) Bonbone oziroma zvecilne gumije.

C) Energijske oziroma Sportne pijace.

D) Ne uzivam hrane ali pijae z umetnimi sladili.

6. Kako mislis, da umetna sladila vplivajo na tvoje zdravje?
A) Zelo negativno B) Nekoliko negativno ~ C) Nimajo vpliva
D) Nekoliko pozitivno  E) Zelo pozitivno

7. Kateri vir najpogosteje uporablja$ za informacije o vplivu umetnih sladil na zdravje?
A) Internet B) Sola ali ucitelji
C) Starsi ali prijatelji D) Ne is¢em informacij o tem

8. Katera izmed spodaj nastetih snovi je umetno sladilo?
A) Aspartam B) Glukoza C) Stevia D) Maltoza

9. Katera izmed spodnjih izjav najbolje opiSe tvoje razmisljanje o umetnih sladilih?
A) Izogibam se jim, ker menim, da so Skodljiva.

B) Uporabljam jih, ker menim, da so boljsa od sladkorja.

C) Uporabljam jih, vendar se ne obremenjujem z vplivom na zdravje.

D) Ne razmisljam o tem.

10. Kaj meni$, da je bolj $kodljivo za zdravje?
A) Umetna sladila B) Naravna sladila
C) Obicajen sladkor (saharoza) D) Vsi so neskodljivi.

11. Ali bi se izogibal/-a umetnim sladilom, ¢e bi vedel/-a, da so Skodljiva?
A) Da, popolnoma B) Morda delno C) Verjetno ne D) Ne.

12. Zakaj po tvojem mnenju ljudje izberejo Zivila z umetnimi sladili?
A) Zaradi manj kalorij B) Zaradi boljsega okusa
C) Zaradi dostopnosti oziroma cene.

13. Ali si Ze sliSal/-a, da bi umetna sladila lahko povzrocala bolezni (npr. rak, presnovne

motnje, sladkorno bolezen)?
A) Da, veckrat B) Da, nekajkrat C) Ne, nikoli.
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