Lniversitat
wien

MASTERARBEIT

Titel der Masterarbeit

Verhalten von ausgewéahlten Saponinen im
Ames Test

verfasst von

Julia Rath, Bakk.

angestrebter akademischer Grad

Master of Science (MSc)

Wien, 2013
Studienkennzabhl It. Studienblatt: A 066 838
Studienrichtung It. Studienblatt: Erndhrungswissenschaften UG2002

Betreut von: Univ.-Prof. Dr. Karl-Heinz Wagner






DANKSAGUNG

Mein Dank gilt Herrn Univ. Prof. Dr. Karl-Heinz Wagner fur die kompetente und
hilfsbereite Betreuung bei der Erstellung dieser Arbeit am Institut far

Ernahrungswissenschaften.

Bei Dr. Christine Mélzer mdchte ich mich gerne fur die Laboreinschulung sowie

fur die Unterstitzung bei diversen technischen Problemen bedanken.

Ein grofl3er Dank gilt auch meiner Laborkollegin Mag. Michaela Kreuml fir die
Herstellung der Proben und die tolle Zusammenarbeit wahrend der vielen

Stunden im Labor.

Mein grof3ter Dank gilt meinen Eltern, die es mir erméglicht haben dieses
Studium zu absolvieren. Meiner Schwester Anna, meinem Freund Peter sowie
all meinen Freunden fiur die tatkraftige Unterstlitzung und Hilfe bei diversen
Schwierigkeiten und Problemen sowie fir die vielen motivierenden Worte im

Laufe der Zeit ein riel3iges Dankeschon!

Herzlichen Dank fir alles!






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
TabellenVerzeiChNiS. ... \Y,
AbbiIldUNGSVErZEICHNIS ... ... e Vi
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS. .. uuiiiii e e e e e eeeaees IX
] 10 1 (8 o U 1
LITEIAIUN ...t e e e e e e e e e e e e e e 3
6.1 SAPONINE ... 3
6.1.1  DefiNitioN ...cccoeeeeeeeeeeeeeeeeee 3
6.1.1.1 Sekundare Pflanzenstoffe...........ccccccoiiiiiiiiiieeee 3
6.1.2 Chemische StruKIUr..........coooeiiiii 4
6.1.3  VOrKOMMEN ... 5
6.1.4 Eigenschaften von Saponinen.........ccccceeiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 6
6.1.4.1 Physikochemische Eigenschaften .............ccccooeiiiiiiiiiinn, 6
6.1.4.2 Biologische AKLVItAL...............iiiiiii i 7
6.1.5 Ernahrungsphysiologi€..........ooovviiiiiiiiii e 8
6.1.6 Verwendete SUDSIANZEN ...........oeeiiiiiiiiiiiiiieee e 8
6.1.6.1  DIOSHENIN....cciiiiiiiiiii e 8
6.1.6.2  DIgItONIN....cciiiiiieici e 8
6.1.6.3  ESCIN (AESCIN) ..covriiiiiii e 9
6.1.6.4 HederacoSid C........ccooiiiiiiiiiiiii 10
6.1.6.5 AIpha-Solanin .........ccccciiiiiii 10
6.1.6.6  OleanolSAUIe ... 11
8.2 AIMES TSt it 12
6.2.1  AllgEMEINES ... 12
6.2.2  GEeSChICNTE ..., 12
G T 12 4 o 12



Inhaltsverzeichnis

6.2.4 Teststamme — Salmonella Typhimurium ............cccccooiiiiiiiininnnns 13
6.2.4.1  GENOLYPEN ..t 13
6.2.4.1.1 rfa-MUutation .......ccoooiiiiiiee e 13
6.2.4.1.2 UVIB-MULALION .....cooiiiiiieieee 13
6.2.4.2 Merkmale der Salmonella Typhimurium Stamme.................... 14
6.2.5 Metabolische AKLVIEIUNG .......ccovvviiiiiiiiii e 15
6.2.5.1  Oxidativer MetaboliSMUS ...........cccooeiiiiiiiiiiiiiieee e 15
6.2.5.2 Reduktiver MetaboliSMUS ...........ccccoiiiiiiiiiiiii e 15
6.2.6  Positiv- und Negativkontrolle..............ccoooooeiiiiiiiiii e, 15
6.2.6.1  POSItIVKONTIOIE ......cooiiiiiiiiiiiiiecee e 16
6.2.6.2  NegativkoNntrolle..........cccooeeeiiiiiiiiii e 16

7  Ames Test UNd SAPONINE .......cooviiiiiiii e e e 18
8 Material UNnd MethOUEN.........uuiiiiiiiiiiiiiiiii i 19
8.1  Grundlagen AMES TEST......uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
8.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien...........cccccuvevviiiniiniinnnnnnnnns 19
8.3  Vorbereitungen flr den AMES TeSt........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaees 21
8.3.1  MiIiNiMUumM GIUCOSE AQAT........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeneeeeeeeanaanes 21
8.3.1.1  Vogel-Bonner LOSUNG .......ccooveeiieeieeeeeeeeeeeeeeee e 21
8.3.1.2  Glucose LOSUNG (40 90) ...ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
8.3.2  TOP AQAr (TA) i e e e 22
8.3.2.1  Histidin-Biotin LOSUNG .......ccuuiiiiiiiiiieeeeiiii e 22
8.3.3 Master Plates Agar (MP) .........ii oo 22
8.3.3.1  AmPICIHIIN LOSUNG.....coviiieiiiiiie e 23
8.3.3.2  TetracyClin LOSUNG.......ccceviiiiieieiiiie et 23
8.3.3.3  Histidin/Biotin LOSUNG ....ccovvviiiiiiiiiieeeeeii e 24
8.3.4  Nutrient Broth und Overnight culture..............cccccouviiiiiiiiiiiiiiiiiins 24



Inhaltsverzeichnis

8.3.5  SO-MIX it aeaae 25
8.3.5.1 Glucose-6-Phosphat Losung (304 mg/ml) ......coovvviiiiiiiiiinnnnns 25
8.3.5.2  NADP LOSUNG .. eiitiieieiite ettt eeaans 25
8.3.5.3  MQCI2/KCILOSUNG ..coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 26

8.3.6  Verwendete Positiv- und Negativkontrollen...........cccccccovvviininnnnnn. 26

8.3.7  Probenvorbereitung..........ooouuuuiiiiiie i 26

8.4  GeNEtiSChe ANAIYSE .......ovviii e 29
8.5 EXperimentelleS DESIQN .....cciiieeeiiiieeecii e 30

8.5.1  PIpettierSCNeMAa. ... .coii i i e e 32

8.5.2  PrainKubatiONSLEST.........cviiiiiiiiiiiiiiiei e 32

8.5.3  Verwendete GErate ...........ccoouiiiiiiiiiiiiieeeee e 33

8.5.4  Auszahlen der Kolonien ...........cccuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 34

8.6 SHALISHK ... 35
8.6.1  StatiStiSChe AUSWEITUNG ......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 35
8.6.2  Nicht-Statistische AUSWEITUNG..........ccoiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 35

9  Ergebnisse und DiSKUSSION ..........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneeeneneeeeaees 37

9.1  TeStergebNISSE .....ccooeieee e 38

9.1.1 Testergebnisse TA 98 0hne S9........ccccceviiiiiiiiiiiiiiee, 38

9.1.2 Testergebnisse TA 98 MIt SO ......cccoiviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 44

9.1.3 Testergebnisse TA 102 0hne S9........cccoiiiiiiiiiiiiii e, 51

9.1.4 Testergebnisse TA 102 MIt SO .....ccccvviiiiiiiiiiii e, 57

1O CONCIUSIO. ..ttt 63
11 ZUSamMENTASSUNG .. .ciiiiiiii e e e e e e e e e e eaaaas 67
2 YU 01 0 = P 68
13 REFEIENZEN ..o 69
I N = 1 o R 72



Inhaltsverzeichnis

14.1 Testergebnisse TA 98 0NNE S .....ccoooi i 72
14.2 Testergebnisse TA 98 MIt SO......uuiiiiiiiiiiiii e 74
14.3 Testergebnisse TA 102 _0NNE SO ....coooiiiiiiiiiiiiiiie e 75
14.4 Testergebnisse TA 102 _Mit SO....uuiiiiiiiiiiiiii e 77
15 Lebenslauf........cooo 79



Tabellenverzeichnis

2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Auszug biologischer Aktivitaten aus in-vitro Studien [modifiziert nach:

OZLEM und MAZZA, 2007]

Tabelle 2: Genotypen der Salmonellen Teststamme [modifiziert nach: MOLZER,

Tabelle 3: Standard Mutagene der Salmonella Teststamme [modifiziert nach:

MORTELMANS und ZEIGER, 2000]

Tabelle 4: Spontanrevertanten der Salmonella Teststamme [modifiziert nach:

MORTELMANS und ZEIGER, 2000] ....uiiiieieiiieiiiiiiiee e et eeeeeeeennnnnnes 17
Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien ...........cccccccvveeieiieeeeeeennns 20
Tabelle 6: Zugabe Antibiotikaldsung MP ..o, 22
Tabelle 7: Antibiotikaldsungen flir OVNC ... 24
Tabelle 8: Verwendete PoSItivKONtrollen ............coooveeiiiiiiiiecien e 26
Tabelle 9: EINzelstammIOSUNGEN .........ooouviiiiiie e e 27
Tabelle 10: EINZEIOSUNGEN .........iiiie e e e e e e e eeaaees 28
Tabelle 11: Verwendete Konzentrationen flr die TestS .........ccccevvvviiiieieerrennnns 28
Tabelle 12: Pipettierschema der Genetischen Analyse............ccccceiiiiii. 29
Tabelle 13: Vorbereitungen flir AMeS TeSt .......ccovvviiiiiiiiiieeeeeeeeeee e, 31
Tabelle 14: Pipettierschema flr alle TeStS ........ccooovvviiiiiiiii e, 32
Tabelle 15: Verwendete GEerate .........oooveuiuiiiiii e e e e eeeeees 33
Tabelle 16: Ergebnisse Diosgenin TA 98 ohne S9.......ccccooovvviiiiiiiiiiiiii e 39
Tabelle 17: Ergebnisse Escin TA 98 ohne S9..........ociiiiiiiiiiiiiiiciei e, 39
Tabelle 18: Ergebnisse alpha-Solanin TA 98 ohne S9...........ccccccvieieiiieieeiinnn, 40
Tabelle 19: Ergebnisse Hederacosid C TA 98 ohne S9.........cccccveiiiiiievveennns 40
Tabelle 20: Ergebnisse Digitonin TA98_ohne S9............ccooeiii, 41
Tabelle 21: Ergebnisse Oleanolsaure TA 98 ohne SO ........cccoooeiiiiiiiiiiiiieieeeens 41
Tabelle 22: Ergebnisse Diosgenin TA 98 Mit S9O........ccooviiiiiiiiiiiiiiiie e 45
Tabelle 23: Ergebnisse ESCiN TA 98 MIt SO ..., 45
Tabelle 24: Ergebnisse alpha-Solanin TA 98 Mit SO..........cccovvvviiiiiiiiieeeeeeees 46
Tabelle 25: Ergebnisse Hederacosid C TA98 mMit S9........cccoevviiiiiiiiiiiiiiieeeeens 46
Tabelle 26: Ergebnisse Digitonin TA 98 Mit SO........cccoiiiiiiiiiiiiiii e, 47



Tabellenverzeichnis

Tabelle 27:
Tabelle 28:
Tabelle 29:
Tabelle 30:
Tabelle 31:
Tabelle 32:
Tabelle 33:
Tabelle 34:
Tabelle 35:
Tabelle 36:
Tabelle 37:
Tabelle 38:
Tabelle 39:

Ergebnisse Oleanolsdure TA98 mit SO ..., 47
Ergebnisse Diosgenin TA 102_0hne S9 ..., 51
Ergebnisse Escin TA 102_0hNne S9.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 52
Ergebnisse alpha-Solanin TA 102 ohne S9 .........cccccccceeiiiiieeeeeeen, 52
Ergebnisse Hederacosid C TA 102_ohne S9........ccccccvvviviiiinnnnnnn. 53
Ergebnisse Digitonin TA 102_0hne S9 ..., 53
Ergebnisse Oleanolsdure TA 102 ohne S9.........iieiiiiiieeeeeeenns 54
Ergebnisse Diosgenin TA 102 Mit S9......cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiice e 57
Ergebnisse Escin TA 102_Mit SO....ccooviiiiiiiii, 58
Ergebnisse alpha-Solanin TA 102_mit SO........ccccccvviiiiiiiiiiiiinnnnn. 58
Ergebnisse Hederacosid C TA 102 Mit S9.........coevvviiiiiiieeeeeeeenns 59
Ergebnisse Digitonin TA 102_Mit SO.......cccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 59
Ergebnisse Oleanolsaure TA 102_mMit SO ... 60

\



Abbildungsverzeichnis

3 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Strukturformeln von Steroid- und Triterpen-Sapogeninen

[modifiziert nach: SPARG et al., 2004]...........uuuuiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 4
Abbildung 2: Strukturformel Diosgenin [AUGUSTIN et al., 2011]........cccccvvvveeeenn. 8
Abbildung 3: Strukturformel Digitonin [EID et al., 2012] ...........ccoeeiiiieeeeveeiiinnnnn. 9
Abbildung 4: Strukturformel Escin [ZHOU et al., 2009] ..........ccceeiiiieieieeeeeiiinn. 9
Abbildung 5: Strukturformel Hederacosid C [BOTTGER et al., 2012]............... 10
Abbildung 6: Strukturformel alpha-Solanin [LANGKILDE et al., 2012].............. 11
Abbildung 7: Strukturformel Oleanolséure [POLLIER und GOOSSENS, 2012] 11
Abbildung 8: Negativkontrolle TA 98.......ccooo e 17
Abbildung 9: GielRen des Minimum GIUCOSE AQArS.........cccevvrvvviiiieeeeeeeeeiiiinnns 21
Abbildung 10: Masterplates TA98 und TA 102 .......ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 23
Abbildung 11: OVNC nach der Inkubation ............ccccccviiiiiiiiee 25
Abbildung 12: OVNC vor der InKubation ...............ceeiiiiieeriiiiice e 25
Abbildung 13: Durchfuihrungsschritte AMES TeSt.........ccooviiiiiiiiiiiieeeeeeeein, 31
Abbildung 14: Laminar flOW..........ooooiiiiiiiiii 33
Abbildung 15: Auszahlen der Platten ... 34

Abbildung 16: Ergebnisse TA 98 ohne S9 der Substanzen Diosgenin, Escin
UNd alpha-SolaniN ...........coiiiii e 43
Abbildung 17: Ergebnisse TA 98 ohne S9 der Substanzen Hederacosid C,
Digitonin und OleanOISAUIE............cooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 44
Abbildung 18: Ergebnisse TA 98 _mit S9 der Substanzen Diosgenin, Escin und
AIPNA-SOlANIN ... 48
Abbildung 19: Ergebnisse TA 98 mit S9 der Substanzen Hederacosid C,
Digitonin und OleanOISAUIE............cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 49
Abbildung 20: Ergebnisse TA 102_ohne S9 der Substanzen Diosgenin, Escin
UNd alPha-Solanin .........ei e 55
Abbildung 21: Ergebnisse TA 102 ohne S9 der Substanzen Hederacosid C,
Digitonin und OleanOISAUIE............cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 56
Abbildung 22: Ergebnisse TA 102_mit S9 der Substanzen Diosgenin, Escin und
AIPNA-SOlANIN ... 61

VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 23: Ergebnisse TA 102_mit S9 der Substanzen Hederacosid C,
Digitonin und OleanOISAUIE...........cooi i 62

VI



Abkurzungsverzeichnis

4 Abklrzungsverzeichnis

2-AA
ADI
DMSO
GA
HCI
his®
KCI
LM
MeOH
MP
NacCl
NADP
NaOH
NB
NOEL
NPD
OVNC
S9

TA

TA 102

TA 98

2-Aminoanthracen
Acceptable daily intake
Dimethylsulfoxid
Genetische Analyse
Salzsaure

Histidin unabhangig
Kaliumchlorid
Losungsmittel
Methanol

Master plates

Natriumchlorid

Nicotinamid Adenindinucleotid Phosphat

Natriumhydroxid

Nutrient broth
No-observed-effect-Level
4-nitro-o-phenyldiamin
Overnight culture
Rattenleberhomogenat

Top Agar

Histidin auxotropher Salmonella Typhimurium Teststamm 102

Histidin auxotropher Salmonella Typhimurium Teststamm 98






Einfihrung

5 Einfldhrung

Saponine sind in Pflanzen vorkommende Glykoside, die zu den sekundéren
Pflanzenstoffen zahlen und eine Vielzahl an physikalisch-chemischen sowie
auch physiologischen Eigenschaften aufweisen. Einsatz finden diese in der

Phytotherapie bis hin zur kosmetischen Industrie.

Im Pflanzenreich sind sie weit verbreitet und sind demnach auch in einigen
Lebensmitteln zu finden. Zu den wichtigsten Nahrungsquellen zahlen:
Leguminosen, Hafer und Alliumarten. Saponine weisen eine Vielzahl an
biologischen Aktivitaten auf. Die physiologische Wirkung von Saponinen hangt
mit der individuellen chemischen Struktur der einzelnen Verbindungen
zusammen, weshalb fir diese Stoffgruppe auch keine allgemeine Aussage

getroffen werden kann.

Einige Saponine kdnnen bei Insekten, Weichtieren und Fischen toxisch wirken.
Die Toxizitat von Saponinen bei Warmblitlern ist von verschiedenen Faktoren
abhangig. Studien weisen darauf hin, dass einige Saponine mutagene
Wirkungen entfalten kdnnen. Die Identifizierung von Mutagenen ist ein wichtiger
Teil im Safety Assessment geworden, da diese beispielsweise zu
Fertilitatsstorungen flihren und auch die Ursache von Krebserkrankungen sein

koénnen.

Ein beliebtes Testverfahren fir die Erforschung mutagener Eigenschaften ist
der Ames-Test. Dabei handelt es sich um einen Kurzzeit-Bakterien
Ruckmutationstest. Uber die Austestung von Saponinen im Ames-Test gibt es

momentan nur sehr wenige aussagekraftige Studien.

Ziel der vorliegenden in-vitro Studie war daher, das mutagene beziehungsweise
oxidative Potential sechs verschiedener Saponine (Diosgenin, Escin, alpha-
Solanin, Hederacosid C, Digitonin und Oleanolsdure) mittels Ames-Test zu
untersuchen. Diese sechs Substanzen wurden ausgewahlt, da diese zur Zeit
auch im Rahmen einer Dissertation von Frau Mag. Kreuml| mittels LC/MS-MS in

Oberflachengewéssern und vereinzelt auch in Abwéassern untersucht werden.
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Angewendet wurde daflr der Prainkubationstest mit und ohne metabolischer
Aktivierung. Die Tests wurden mit den Salmonella Typhimurium Stammen
TA98 und TA 102 durchgefihrt. Es wurden sechs verschiedene
Konzentrationen getestet, wobei zwei davon etwas héher gewahlt wurden, um

die Ergebnisse auch in hoheren Konzentrationsbereichen abzusichern.
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6 Literatur

6.1 Saponine

Der Name ,Saponin® leitet sich vom lateinischen Wort ,sapo” fur ,Seife“ ab, da
diese Substanzen in wassrigen LOsungen eine starke Schaumbildung - wie
Seifen - aufzeigen [VINCKEN et al., 2007].

Viele Saponine besitzen pharmakologische Eigenschaften und werden daher
auch in der Phytotherapie und in der kosmetischen Industrie eingesetzt
[SPARG et al., 2004].

6.1.1 Definition

,oaponine sind in Pflanzen vorkommende Glykoside, die wegen ihrer
physikalisch-chemischen sowie physiologischen Eigenschaften in einer Gruppe

sekundarer Pflanzenstoffe zusammengefasst werden® [WATZL, 2001].

6.1.1.1 Sekundéare Pflanzenstoffe

Sekundéare Pflanzenstoffe bestehen aus einer Vielzahl chemisch sehr
unterschiedlicher Verbindungen, welche die Pflanze beispielsweise als
Abwehrstoffe gegen Schadlingsbefall oder diverser Krankheiten bildet. Sie
werden auch als Wachstumsregulatoren und als Farbstoffe von der Pflanze
synthetisiert. Merkmale sekundarer Pflanzenstoffe sind, dass diese nur in
geringen Mengen und in bestimmten Pflanzen vorkommen [WATZL und
LEITZMANN, 1999]. Im menschlichen Kdrper kdnnen sie pharmakologische
Wirkung ausiiben [ELMADFA, 2004].
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6.1.2 Chemische Struktur

Saponine zdhlen zu den Glykosiden. Das Aglykon — ,Nichtzucker-Teil“ — des
Saponinmolekils wird auch als Sapogenin oder Genin bezeichnet. Abhangig
von der Zusammensetzung des Sapogenins, erfolgt die Unterteilung der

Saponine in die drei folgenden Gruppen:

e Triterpen-Glykoside

e Steroid-Glykoside

e Steroid-Alkaloid-Glykoside
[HOSTETTMANN und MARSTON, 1995]

In Abbildung 1 ist die Grundstruktur der Sapogenine ersichtlich.

(B)

(A) Steroid-Grundgeriist (Spirostan)
(B) Triterpen-Grundgerust

R= Zuckerrest

Abbildung 1: Strukturformeln von Steroid- und Triterpen-Sapogeninen [modifiziert
nach: SPARG et al., 2004]
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Die Mehrzahl der Saponine besitzt Triterpenstruktur [WATZL, 2001]. Die
Unterscheidung einzelner Saponine erfolgt durch deren polycyclischen
Grundkdrper, das Hydroxylierungsmuster sowie auch die Anzahl und Position
der Zuckerreste [NUHN und LUDGES, 2006]. Anhand der Menge an
Zuckerketten, die direkt am Sapogenin gebunden sind, werden diese in Mono-,
Bi- oder Tridesmoside unterteilt. Bei Monodesmosiden ist der Zuckerrest tuber
die C3-Position an das Aglykon gebunden. Bidesmoside enthalten zwei
Zuckerreste, welche uber die C3- und C28-Position gebunden sind [OZLEM
und MAZZA, 2007]. Tridesmoside beinhalten drei Zuckerreste, diese
Verbindungen kommen allerdings sehr selten vor [HOSTETTMANN und
MARSTON, 1995].

Zu den am haufigsten vorkommenden Monosacchariden zahlen die D-Glucose,
D-Galactose, D-Glucuronsaure, D-Galacturonsaure, L-Rhamnose, L-Arabinose,
D-Xylose und D-Fucose [OZLEM und MAZZA, 2007]. Durch die Anwesenheit
polarer und unpolarer Gruppen besitzen Saponine amphiphile Eigenschaften
die sie befahigen, sowohl mit lipophilen als auch mit hydrophilen Strukturen
Wechselwirkungen einzugehen [BOTTGER et al., 2012].

6.1.3 Vorkommen

Saponine sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Ihr Vorkommen ist in mehr als
100 Pflanzengattungen bekannt, sowie auch in einigen Meeresressourcen wie
beispielsweise dem Seestern und der Seegurke [HOSTETTMANN und
MARSTON, 1995]. Steroidsaponine kommen meist in Monokotyledonen wie
Agavaceae, Dioscoreaceae und Liliaceae vor. Im Gegensatz dazu findet man
Triterpenoidsaponine Uberwiegend in Dikotyledonen, zu denen unter anderem
die Familien der Leguminosae, Araliaceae und Caryophyllaceae zahlen. Zu den
wichtigsten Nahrungsquellen, in denen Saponine enthalten sind gehéren:
Leguminosen (Kidney-, Mung- und Sojabohnen, Bohnen, Erdnlsse,
Kichererbsen, Linsen), Hafer und Alliumarten wie Lauch und Knoblauch.

Spargel, Tee, Spinat, Zuckerriibe und Yam dienen ebenso als Saponinquelle.
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Daneben finden sich Saponine auch in der Seifenbaumrinde, Bockshornklee,
Luzerne, Rosskastanien, Sufholz, Seifenkraut und auch Ginseng. Deren
Einsatz erfolgt meist bei gesundheitlichen- und industriellen Anwendungen.
Eine einzige Pflanzengattung kann eine komplexe Mischung von Saponinen
enthalten. Der Saponingehalt der Pflanzen wird durch mehrere Faktoren
beeinflusst. Die Pflanzenart, genetische Herkunft, ©kologische und
agronomische Faktoren sowie auch Lagerung und Verarbeitung nach der Ernte
spielen dabei eine groRRe Rolle [OZLEM und MAZZA, 2007].

Uber den Saponingehalt in Lebensmitteln gibt es derzeit jedoch nur wenige
Zahlen, da es in der Analytik immer wieder zu technischen Schwierigkeiten
kommt. Allerdings kann der Gehalt an Saponinen durch eine entsprechende
Verarbeitung reduziert werden. Beispielsweise gehen bis zu 10 % der Saponine
beim Einweichen ins Wasser Uber. Werden saponinhaltige Lebensmittel
gekocht, kann der Gehalt zusatzlich um bis zu 50 % reduziert werden [WATZL,
2001].

6.1.4 Eigenschaften von Saponinen

Die strukturelle Komplexitat der Saponine ist verantwortlich fur eine Reihe von

physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften.

6.1.4.1 Physikochemische Eigenschaften

Durch die Anwesenheit des fettloslichen Aglykons und der wasserloslichen
Zuckerreste in der Struktur zahlen Saponine zu den oberflachenaktiven
Verbindungen, welche spulmittel-, netzmittel- und emulgatorenartige
Eigenschaften aufweisen. Deshalb werden sie in der Industrie unter anderem

als Schaumbildner eingesetzt.



Literatur

6.1.4.2 Biologische Aktivitat

Es steht eine Vielzahl an biologischen Aktivitdten von Saponinen in Diskussion,
allerdings handelt es sich hierbei um Daten beziehungsweise Ergebnisse die
vorwiegend aus in-vitro Studien stammen. In Tabelle 1 befindet sich ein kleiner

Auszug davon.

Tabelle 1: Auszug biologischer Aktivitaten aus in-vitro Studien [modifiziert nach: OZLEM
und MAZZA, 2007]

Biologische Aktivitaten

antiallergisch
antifungal
entztindungshemmend
antimikrobiell
antimutagen

antioxidativ

Bei Parasiten wie Insekten und Wuirmern sowie Weichtieren und Fischen
kénnen Saponine toxisch wirken. Die Toxizitat von Saponinen bei Warmblitlern
ist abhangig von der Art der Verabreichung, der Herkunft, wie auch der
Zusammensetzung und Konzentration der Saponinmischung. Wéhrend
Saponine ihre volle toxische Wirkung entfalten, wenn sie intravends verabreicht
werden, ist dieser Effekt bei oraler Verabreichung deutlich geringer. Dies beruht
auf ihrer geringen Absorptionsrate sowie der stark reduzierten hamolytischen
Aktivitat in Gegenwart von Plasmabestandteilen. Ergebnisse von in-vivo
Studien an Ratten, Mausen und Hasen zeigen, dass Saponine vom
Verdauungstrakt nicht in die Blutbahn absorbiert werden, jedoch durch eine
enzymatische Reaktion zu Sapogeninen hydrolisiert werden. Eine Humanstudie
Uber die Bioverfiigbarkeit von Sojasaponinen zeigte, dass diese eine geringe
Resorbierbarkeit in menschlichen Darmzellen hatten [OZLEM und MAZZA,
2007].
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6.1.5 Erndhrungsphysiologie

Die physiologischen Wirkungen der Saponine werden mit der individuellen
chemischen Struktur der einzelnen Verbindungen in Zusammenhang gebracht.
Somit kann fir diese Stoffgruppe, keine allgemeine Aussage getroffen werden.
Saponine besitzen eine geringe Bioverflugbarkeit, dadurch ist die physiologische
Wirkung vor allem auf den Magen-Darm-Trakt beschrankt [WATZL, 2001].

6.1.6 Verwendete Substanzen

6.1.6.1 Diosgenin

Diosgenin, ein Steroidsapogenin, ist im Rhizoma Dioscoreae Nipponicae, Yams
und Bockshornklee enthalten. In der pharmazeutischen Industrie findet es vor
allem als Rohmaterial fur die Herstellung von Steroidhormonen Verwendung
(Abbildung 2) [MU et al., 2012].

Joog

Abbildung 2: Strukturformel Diosgenin [AUGUSTIN et al., 2011]

diosgenin

6.1.6.2 Digitonin

Digitonin (Abbildung 3) zahlt ebenfalls zu den Steroidsaponinen und kommt in
Arten der Gattung Digitalis vor. Dariiber hinaus weist Digitonin zytotoxische
Wirkungen auf. Es kann die Aufnahme und somit die Bioverfligbarkeit von
polaren zytotoxischen Substanzen in die Zellen erleichtern. Dartber hinaus
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konnte es die Aktivitat von ABC-Transportern hemmen und dadurch den
Transport von zytotoxischen Substanzen aus den Zellen behindern. Digitonin

besitzt die Fahigkeit Apoptose zu induzieren [EID et al., 2012].

Abbildung 3: Strukturformel Digitonin [EID et al., 2012]

6.1.6.3 Escin (Aescin)

Escin (Abbildung 4) zahlt zu den Triterpensaponinen [NUHN und LUDGES,
2006]. Es ist der wichtigste Wirkstoff aus Aesculus hippocastanum — dem
Rosskastanienbaum. Dieser gehért der Pflanzengattung Hippocastanaceae an
und ist auf der ganzen Welt weit verbreitet [SIRTORI, 2001].
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Abbildung 4: Strukturformel Escin [ZHOU et al., 2009]
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6.1.6.4 Hederacosid C

Auch diese Verbindung gehdort der Gruppe der Triterpensaponinen an. Dabei
handelt es sich um eine Komponente des Saponingemisches der Gattung Efeu
(Hedera) [NUHN und LUDGES, 2006]. In den Efeublattern zahlt Hederacosid C
(Abbildung 5) zu den toxischen Verbindungen [GAILLARD et al., 2003].

Rha—Ara—07

Abbildung 5: Strukturformel Hederacosid C [BOTTGER et al., 2012]

6.1.6.5 Alpha-Solanin

Alpha-Solanin (Abbildung 6) zéhlt zu den Steroidalkaloidsaponinen und kommt
in Pflanzen der Gattung Solanaceae vor. Solanaceae produzieren von Natur
aus Toxine, eines davon ist das a-Solanin. Die naturlichen Toxine werden von
der Pflanze bendtigt um sich vor Insekten und mikrobiellen Schadlingen zu
verteidigen [LANGKILDE et al., 2012]. a-Solanin kommt in Frichten, Sprossen
und den Knollen der Kartoffelpflanze vor. Die Gehalte an Glykosidalkaloiden in
Nahrungspflanzen liegen zwischen 0,2 — 1 mg/kg, manche Sorten und Teile
einer Pflanze kdnnen diesen Gehalt allerdings Uberschreiten. Beispielsweise
enthalten unreife Tomaten 90 — 320 mg/kg und reife Tomaten maximal
7 mg Solanin/kg. Der Gehalt von geschalten Kartoffeln kann bis zu 100 mg/kg
betragen. Eine zu hohe Zufuhr kann zu Magenbeschwerden, Brennen im Hals,
Erbrechen, Nierenreizungen und auch Hamolyse fiihren. Die letale Dosis liegt
bei 400 mg. Bisher sind auf nationaler und auch internationaler Ebene keine
Grenzwerte festgelegt. Von der JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on

Food Additives) wird derzeit ein Gehalt von 100 mg/kg als “machbar”

10
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angesehen. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden noch kein ADI-
beziehungsweise NOEL-Wert festgelegt [BALTES und MATISSEK, 2011].

o-Solanine

Abbildung 6: Strukturformel alpha-Solanin [LANGKILDE et al., 2012]

6.1.6.6 Oleanolsaure

Oleanolsaure (3B-hydroxylen-12-en-28-oic acid) ist eine biologisch aktive
pentacyclische Triterpenoid-Komponente, welche von mehr als 1620
Pflanzenspezies isoliert werden konnte. Die Verbindung kommt meist in
Pflanzen vor, die zur Familie der Oleaceae gehoéren, wozu auch die Oliven
gezahlt werden [POLLIER und GOOSSENS, 2012]. Die Darstellung der

Oleanolsaure erfolgt in Abbildung 7.

Abbildung 7: Strukturformel Oleanolsdure [POLLIER und GOOSSENS, 2012]

11
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6.2 Ames Test

6.2.1 Allgemeines

Mutagene Substanzen kénnen zu Fertilitatsproblemen oder Erbkrankheiten
fuhren und des Weiteren auch die Ursache von Krebserkrankungen sein.
Dadurch ist deren Identifikation zu einem wichtigen Ziel im Safety Assessment
geworden [MORTELMANS und ZEIGER, 2000]. In den vergangenen zwei
Jahrzehnten wurde der Ames Test haufig eingesetzt, um das mutagene

Potential von vielen unterschiedlichen Substanzen zu prifen [GEE et al., 1994].

6.2.2 Geschichte

1964 wurde der Ames Test von Bruce Ames entwickelt, als dieser verschiedene
Mutanten von Salmonella Typhimurium Stammen fand, die nicht fahig waren
die Aminosaure Histidin zu bilden und somit nicht in der Lage waren Kolonien
aufzubauen. Nach Zugabe einer mutagenen Substanz revertierten die
Bakterien zu ihrem ,Wildtyp“ zurlck, dadurch kam auch die Bezeichnung
Jreversion assay“ zustande. Innerhalb des Testverfahrens wurden die
unterschiedlichsten Teststamme verwendet, um Mutationen im Histidin-Operon

zu differenzieren.

Durch Ames et al. kam es 1973 zur Entwicklung des quantitativ besseren
Standard-Platten-Inkorporations-Test, welcher den Spot-Test ersetzte
[MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

6.2.3 Prinzip

Beim Ames Test — auch als salmonella/microsome mutagenicity assay

bezeichnet — handelt es sich um einen Kurzzeit-Bakterien Riickmutationstest.

Bei allen in diesem Testverfahren verwendeten Salmonella Typhimurium

Bakterien handelt es sich um Histidin-Mangelmutanten, welche nicht auf

12
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histidinfreien Nahrmedien wachsen kodnnen. Der Einfluss mutagener
Substanzen kann jedoch zu einer Ruckmutation fiuhren, welche es den
Bakterien ermdglichen die Aminosaure Histidin wieder zu synthetisieren.
Dadurch werden Histidin-Revertanten (his+) Kolonien gebildet welche auf
histidinfreiem Medium wachsen kénnen [MORTELMANS und ZEIGER, 2000].
Die Anzahl der gebildeten Kolonien ist ein direktes Mal3 fur das mutagene
Potential der Testverbindung [GEE et al., 1994].

6.2.4 Teststdmme — Salmonella Typhimurium

6.2.4.1 Genotypen

Beim Ames Test werden eine Vielzahl unterschiedlichster Salmonellenstdmme,
die die Aminosdure Histidin bendtigen, verwendet. Wobei jeder Stamm eine
andere Art der Mutation im Histidin-Operon aufweist. Neben der genetischen
Histidinabhangigkeit enthalten die Teststamme auch andere Mutationen
[MARON und AMES, 1984].

6.2.4.1.1 rfa-Mutation

Diese Art von Mutation fuhrt bei allen Teststammen zu defekten
Lipopolysaccharid Zellwanden. Daraufhin sind die Bakterienstdmme permeabel
fur Chemikalien, die unter normalen Bedingungen die Zellwand nicht
durchdringen kdnnen [AMES et al., 1973].

6.2.4.1.2 uvrB-Mutation

Die uvrB-bio Mutation betrifft den DNA-Reparatur-Mechanismus. Dabei wird der
korrekte Reparaturmechanismus ausgeschaltet, wodurch mehr DNA-Schaden
durch den fehleranfélligen Mechanismus repariert werden. Durch die Loschung

13
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des Biotin-Gens, wird das Bakterium biotinabhangig [MORTELMANS und
ZEIGER, 2000].

6.2.4.2 Merkmale der Salmonella Typhimurium Stdmme

Der Salmonellenstamm TA 98 weist eine hisD3052 Mutation auf. Dabei handelt
es sich um eine Frameshift-Mutation in der DNA-Sequenz —C-G-C-G-C-G-C-G-.

Die Umkehrung von der hisD3052 Mutation zum Wild-Typ kann mittels
Frameshift Mutagenen wie beispielsweise 2-Nitrofluoren oder aromatischen
Nitroso-Derivaten induziert werden. Im Gegensatz zum TA 98 Stamm, welcher
die Basenpaare GC besitzt, verfigt der Bakterienstamm TA 102 uber die
Basenpaare AT an der hisG428 Stelle. Die Mutation des Stammes TA 102
findet am Plasmid pAQ1 statt, dadurch besteht die Moglichkeit zur
Histidinabhangigkeit zu revertieren [MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der Genotypen.

Tabelle 2: Genotypen der Salmonellen Teststimme [modifiziert nach: MOLZER, 2007]

Mutation Bio chID uvrB gal LPS defekt Plasmid
TA 98
His D3052 Deletion mutation Rfa pKM101(Ampicillin
Resistenz)
TA 102 Wild type rfa pKM101, pAQI
: (Tetracyclin
ks €42 Resistenz)

14
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6.2.5 Metabolische Aktivierung

6.2.5.1 Oxidativer Metabolismus

Einige kanzerogene Substanzen, wie zum Beispiel Aromatische Amine oder
polyzyklische aromatische Kohlenstoffe, werden erst durch Metabolisierung in
ihre aktiven Formen umgewandelt. Davor sind diese Verbindungen biologisch
inaktiv. Metabolische Oxidationen laufen meist Uber das Cytochrom P450
System ab, welches sich vor allem in der Leber im menschlichen Organismus
befindet. Bakterien fehlt ein solches Oxidationssystem, deshalb wird zuséatzlich
ein exogenes Aktivierungssystem — von Nagetieren - im Test verwendet.
Bezeichnet wird dieses als S9-Mix, ein Rattenleberhomogenat mit
Oxidaseenzymen unterschiedlichster Funktionen.

6.2.5.2 Reduktiver Metabolismus

Fur Chemikalien, welche Azo- und Diazoverbindungen enthalten, kann das
metabolische Aktivierungssystem auch aus reduktiven Enzymsystemen
bestehen. Die Durchfihrung der Reduktion von chemischen Substanzen erfolgt
bei Menschen und S&ugetieren in der anaeroben Intestinalflora sowie durch
Reduktasen der Darmwand und der Leber. In vitro gibt es zwei Arten von
Metabolisierungssystemen: bei ersterer wird ein Leberhomogenat mit FMN
erganzt, die Zweite beruht auf der Herstellung aus der intestinalen
Rattenmikroflora [MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

6.2.6 Positiv- und Negativkontrolle

Jeder Test soll eine Negativ- sowie auch eine Positivkontrolle beinhalten.
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6.2.6.1 Positivkontrolle

In Tabelle 3 befindet sich eine Auflistung der Mutagene, welche fur die

jeweiligen Bakterienstdamme Verwendung finden.

Tabelle 3: Standard Mutagene der Salmonella Teststamme [modifiziert nach:
MORTELMANS und ZEIGER, 2000]

Bakterien- Kontrollchemikalie (ug/Platte)
stamm
Ohne S9 Mit S9
TA 98 4-Nitro-o-phenylenediamine (2,5) 2-Aminoanthracene
(1-5)
TA 102 Mitomycin C (0,5) 2-Aminoanthracene
(1-5)

Als Positivkontrolle werden Chemikalien beziehungsweise bekannte Mutagene
verwendet, damit die im Ames Test getesteten Substanzen mit diesen
verglichen werden kénnen. Damit die richtige Konzentration festgelegt werden
kann, wird die Positivkontrolle in Vortests dber einen weiten
Konzentrationsbereich getestet. Der hochste Wert oder die hodchste
Konzentration wird entweder durch einen beliebigen Wert — welcher in etwa
viermal hoher ist als der der Negativkontrolle — oder durch die Ld&slichkeit
begrenzt. AuRerdem missen die Vortests sowohl in Abwesenheit als auch in
Anwesenheit des Stoffwechselaktivierungssystems durchgefihrt werden. Zwei
oder drei Platten sollten fir jede Dosierung sowie auch fir die Positiv- und
Negativkontrolle eingesetzt werden [MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

6.2.6.2 Negativkontrolle

Jeder Teststamm weist eine spontane Mutationsrate auf, welche fur ihn

charakteristisch ist. Tages- beziehungsweise Laborabhéngig kann es zu einer
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Variation in der Anzahl von spontanen Revertantenkolonien kommen
[MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

Die nachfolgende Tabelle 4 zeigt die Anzahl von Spontanrevertanten der

einzelnen Salmonella Teststamme.

Tabelle 4: Spontanrevertanten der Salmonella Teststamme [modifiziert nach:
MORTELMANS und ZEIGER, 2000]

Bakterienstamm Anzahl der Revertanten
Ohne S9 Mit S9

TA98 20-50 20-50

TA 102 100-300 200-400

In Abbildung 8 sind die Platten nach der Inkubationszeit von 48 Stunden mit
den Spontanrevertanten des Bakterienstammes TA 98 abgebildet.

Abbildung 8: Negativkontrolle TA 98

17
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7 Ames Test und Saponine

Bis dato gibt es wenige aussagekraftige Literatur tGber Saponine die mittels
Ames Test getestet wurden. Dennoch moéchte ich hier auf zwei Studien

hinweisen.

Ramos et al. (1998), eine Studie, in der Extrakte von Calendula officinalis L.
mittels Ames Test auf deren Mutagenitat/Antimutagenitat tberprift wurden. Der
Test wurde mittels Salmonella Typhimurium Stammen TA 153S, TA 1537,
TA98 und TA 100 durchgefuhrt. Getestet wurden 5 verschiedene
Konzentrationen (50-5000 pg/Platte) im Dreifachansatz. Die Ergebnisse zeigten
keinen Anstieg der Revertanten in einen der vier Standard Bakterienstammen,
sowohl mit als auch ohne metabolische Aktivierung. Beim Bakterienstamm TA
100 wurde eine Erniedrigung der Revertanten in héheren Dosen beobachtet,
vor allem bei den Tests der S9-Variante. Dies ist vermutlich auf die Toxizitat
des Extrakts zurtickzufuhren [RAMOS et al., 1998].

In einer Studie von Ma et al. (2011) wurde das Steroidsaponin DT-13 getestet.
Ziel dieser Studie war, die Sicherheit dieses Saponins zu beurteilen.
Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Genotoxizitat sowie akute orale
Toxizitat gelegt. Durchgefihrt wurde der Ames Test mit den Bakterienstammen
TA 97, TA 98, TA 100 und TA 102. Die Ergebnisse der Tests bestatigten, dass
das Saponin DT-13 keine Mutationen in den Histidin auxotrophen Salmonellen
Typhimurium Stdmmen sowohl mit als auch ohne metabolischer Aktivierung

induzierten.
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8 Material und Methoden

8.1 Grundlagen Ames Test

Der Ames Test ist ein Kurzzeit-Bakterien Rickmutationstest. Alle im Ames Test
verwendeten Salmonella Typhimurium Bakterien sind Histidin-Mangelmutanten,
welche nicht auf histidinfreien Nahrmedien wachsen konnen. Der Einfluss
mutagener Substanzen fihrt zu Mutationen, welche es den Bakterien
ermdglichen die Aminosaure Histidin zu synthetisieren. Aufgrund dessen
werden Histidin-Revertanten (his+) Kolonien gebildet welche auf histidinfreiem
Medium wachsen kénnen [MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

In dieser Studie wurde der Kurzzeit-Bakterien Rickmutationstest verwendet um
das mutagene sowie auch das oxidative Potential ausgewéahlter Saponine
(Digitonin, Diosgenin, Escin, Hederacosid C, Oleanolsdure und a-Solanin) mit
den Salmonellenstammen TA 98 und TA 102 zu testen.

8.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Die Herkunft der Chemikalien und Reagenzien ist in Tabelle 5 dargestellt.
Angegeben sind jeweils die Bezugsquelle, die Bestellnummer sowie auch der

Verwendungszweck.
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Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Abkurzung Bezugsquelle Bestell- Anwendung
nummer
Agar No | Oxoid/Bertoni  LPO11P Platten, TA
2 Aminoanthracene Mutagen
Ampicillin Trihydrat Sigma A6140 GA, MP,
OVNC
D-Biotin C10H16N203S Sigma B4639 MP
Digitionin (Digitin) C56H92029 Sigma D141 Probe
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma D5B79 LM
Diosgenin C27H4203 Sigma D1634 Probe
D-Glucose C6H1206 Sigma GB270 MG-Agar
MP
Escin (Aescin) C54H84023 Sigma E1378 Probe
Glucose-6-Phosphat Glu-6-P Sigma G7250 S9-Mix
Hederacosid C C59H96026 Fulka 97151 Probe
Kaliumchlorid KCI Sigma P5404 S9-Mix
Dikaliumhydrogen- K2HPO4 Sigma P3786 VB-Lsg.
phosphat
L-Histidin C6HIN302 Sigma HB125 TA, MP
Magnesiumchlorid MgCI2*6H20 Sigma M9272 S9-Mix
Magnesiumsulfat MgS04*H20 Sigma M9397 VB-Lsg
Mitomycin C Mutagen
Nutrient Broth No 2 CM 67 Oxoid/Bertoni CM067B OVNC, NB
Natriumammonium- Na2NH2P0O4*4H20  Sigma S963B VB-Lsg.
phosphat
Natriumchlorid NacCl Sigma S5886 TA
Natriumhydroxid NaOH Sigma 06203 Ampicillin
Losung
Nicotinamidadenin- NADP Sigma NO0505 S9-Mix
dinucleotidphosphat
4-Nitro-o-phenylenediamin Mutagen
Oleanolsaure C30H4803 Aldrich 05504 Probe
Phosphatpuffer PBS PAA Labor H15002 Pra-
Inkubation,
S9-Mix
Rattenleber homogenat S9 Biomedica/IC 50412 Metabolisch
N e Aktivitat
Salmonellenstamm TA98 TA 98 Discovery
Partners
International
Inc.San
Diago, USA
Salmonellenstamm TA102 TA 102 Discovery
Partners
International
Inc.San
Diago, USA
a-Solanin C45H73N0O15 Aldrich S3757 Probe
Tetracyclin Hydrochlorid Sigma T33B3 MP, OVNC
Zitronensaure monohydrat C6H807*H20 Sigma CI909 VB-Lsg.
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8.3 Vorbereitungen fir den Ames Test

8.3.1 Minimum Glucose Agar

Fur die Herstellung der Minimum Glucose Agar Platten wurden 11.25 g Oxoid
Agar in einem 1000 ml Erlenmeyerkolben eingewogen, in 700 ml destilliertem
Wasser gel6st und anschlie3end autoklaviert. Danach wurden 15 ml Vogel-
Bonner Loésung und 37,5 ml Glucose Ldsung hinzugefugt. Der heil3e Agar

wurde ca. 5 mm dick in Petrischalen gegossen (Abbildung 9).

Abbildung 9: Gielzen des Minimum Glucose Agars

8.3.1.1 Vogel-Bonner Lésung

Bei circa 45 °C wurden in 670 ml destilliertem Wasser 10 g Magnesiumsulfat-
heptahydrat, 100 g Zitronensduremonohydrat, 500 g Dikaliumhydrogen-
phosphat und 175 g Natriumammoniumphosphat langsam aufgel6st. Die Vogel-
Bonner-Lésung wurde vor jedem Gebrauch autoklaviert.

8.3.1.2 Glucose L6sung (40 %)

400 g Glucose wurden in 1000 ml destilliertem Wasser gelést. Die Losung

musste vor jeder Verwendung sterilisiert werden.
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8.3.2 Top Agar (TA)

1,2g Oxoid Agar und 1g NaCl wurden eingewogen, bis zu 200g mit
destilliertem Wasser aufgefillt und autoklaviert. Vor jedem Gebrauch wurden
noch 20 ml der Histidin-Biotin Losung beigefugt. Wahrend des Tests wurde der

Top Agar bei 55 °C im Wasserbad warm gehalten.

Der Top Agar ist eine der wichtigsten Komponenten im Ames Test, da dieser
Spurenmengen an Histidin fur begrenztes Wachstum enthalt.

8.3.2.1 Histidin-Biotin Losung

Fir die Histidin-Biotin Loésung wurden 30,9 mg D-Biotin und 24 ml L-Histidin
eingewogen und auf 250 g mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Die Losung
wurde vor jedem Gebrauch im Autoklaven sterilisiert und bei 4 °C im

Kuhlschrank gelagert.

8.3.3 Master Plates Agar (MP)

Fir die Herstellung von zwei Master Plates wurden 3,2g Oxoid Agar
eingewogen, auf 200 g mit destilliertem Wasser aufgefillt und im Autoklaven
sterilisiert. Unter sterilen Bedingung wurden 4,3 ml Vogel-Bonner- und 10,8 ml
Glucose-Ldsung hinzugegeben, gefolgt von 2,17 ml Histidin- und 1,3 ml Biotin-
Losung. Der Agar wurde kurz abgekihlt und die Antibiotikalésungen
hinzugefugt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Zugabe Antibiotikaldsung MP

Salmonellenstamm Antibiotikalésung
TA 98 682 pl Ampicillin
TA 102 682 pl Ampicillin

+ 54,3 pl Tetracyclin
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Im Anschluss wurde der Agar mit einer Starke von etwa 1cm in sterile
Petrischalen gegossen. Diese wurden im Anschluss fur 24 Stunden unter dem
Laminar Flow getrocknet. Danach konnten die Bakterienstamme auf die Platten
aufgetragen werden (Abbildung 10). Diese wurden 48 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Aufbewahrung fand im Kuhlschrank bei 4 °C statt. Die
Verwendungszeit fir die Masterplates betrug fur den Bakterienstamm TA 98

zwei Monate und fir den Stamm TA 102 zwei Wochen.

Abbildung 10: Masterplates TA 98 und TA 102

8.3.3.1 Ampicillin LOsung

0,2 g Ampicillin wurden mit 2 ml 0,2N NaOH versetzt. Im Anschluss wurde die

Losung steril filtriert und im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

8.3.3.2 Tetracyclin Lésung

Fur die Tetracyclin-Losung wurden 80 ml Tetracyclin eingewogen und in 10 mi
0,2N HCI geldst. Die Loésung wurde Uber einen sterilen Spritzenfilter mit einer

Porengré3e von 0,45 um sterilisiert und bei 4 °C gekunhlt.
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8.3.3.3 Histidin/Biotin Losung

Fur die Histidin-L6sung wurden 0,25 g Histidin eingewogen und mit 50 ml
destilliertem Wasser vermischt. Bei der Biotin-Losung wurden 6,1 mg D-Biotin
verwendet und ebenfalls mit 50 ml destilliertem Wasser vermengt. Im Anschluss

wurden beide Losungen steril filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

8.3.4 Nutrient Broth und Overnight culture

Zur Herstellung der OVNC wurden 5 g Nutrient Broth No. 2 in eine 250 ml
Pyrex-Flasche eingewogen und auf 200 g mit destilliertem Wasser aufgefullt

und autoklaviert.

Danach wurde die Losung etwa auf Zimmertemperatur abgekihlt und mit
folgenden Antibiotikaldsungen beimpft (Tabelle 7).

Tabelle 7: Antibiotikaldsungen fur OVNC

Salmonellenstamm Antibiotikum
TA 98 625 pl Ampicillin
TA 102 625 ul Ampicillin

+156 pl Tetracyclin

Davon wurden je 12 ml in 2 sterile 250 ml Erlenmeyerkolben pipettiert. Jeder
Kolben wurde mit einem Bakterienstamm (entweder TA 98 oder TA 102) — von
den Masterplates — beimpft und leicht geschiittelt. Die Kolben wurden mit Watte
und Alufolie verschlossen und fur 12 Stunden im Inkubator (37 °C) bei 55 rpm
inkubiert. In den Abbildungen 11 und 12 sind die OVNC vor und nach der

Inkubation ersichtlich.
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Abbildung 12: OVNC vor der Inkubation Abbildung 11: OVNC nach der Inkubation

8.3.5 S9-Mix

Fir den S9-Mix wurden 19,75 ml steriles destilliertes Wasser, 25 ml PBS, 1 ml
MgClI,/KCI-Lésung, 2 ml NADP-L6sung und 250 pl Glucose-6-Phosphat Losung
in ein steriles 50 ml Vial gegeben. Kurz vor Testbeginn wurden 2 ml S9
(Rattenleberhomogenat) hinzugefuigt. Dieser Mix wurde vor jedem Test frisch
zubereitet. Wahrend des Tests wurde die Lésung auf Eis gelagert. Der S9-Mix

behalt fir nur 60 Minuten seine metabolische Aktivitat.

8.3.5.1 Glucose-6-Phosphat Losung (304 mg/ml)

Dafur wurde 1 g Glucose-6-Phosphat in 3,289 ml destilliertem Wasser gelost
und steril filtriert. Im Anschluss wurden Portionen von je 1 ml abgefullt und bei

minus 20 °C gefroren.

8.3.5.2 NADP Lo6sung

1 g NADP wurde in 14,814 ml destilliertem Wasser gelést. Die Losung Uber
einen Sterilfilter sterilisiert und in Mengen zu je 1 ml abgefillt und bei -20 °C
deponiert.
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8.3.5.3 MgCl,/KCI Lésung

61,5 g KCl und 40,7 g MgCl, wurden in 500 ml destilliertem Wasser geldst und

danach autoklaviert.

8.3.6 Verwendete Positiv- und Negativkontrollen

Folgende Tabelle (8) zeigt die Positivkontrollen die fur die Tests verwendet

wurden. Die angegebenen Konzentrationen wurden mittels Vortests ermittelt.

Tabelle 8: Verwendete Positivkontrollen

Mutagene Losungsmittel Bakterien- Konzentration S9 (-/+)
stamm (ng/100pl)

2-Amino- DMSO TA 98 0,1pg/a00ul +S9

anthracene

(2-AA) TA 102 5ug/100pl +S9

4-nitro-o- Negativkontrolle TA 98 2ug/100u -S9

phenyldiamine

Mitomycin C Negativkontrolle TA 102 0,2 pg/100pl -S9

Negativkontrolle

Bei der Negativkontrolle handelt es sich um das Losungsmittel in dem die

Proben hergestellt wurden.

8.3.7 Probenvorbereitung

Fur diese Studie wurden die Saponine Digitonin, Diosgenin, Escin, Hederacosid

C, Oleanolsaure und a-Solanin verwendet.

Zuerst wurden folgende Einzelstammlésungen (Ausgangsstandards) der

Saponine hergestellt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Einzelstammlésungen

Saponine Einwaage Volumen Lésungsmittel Konzentration
(mg) (ml) (mg/ml)
Digitonin 5,11 2 MeOH:H,0 (1:1) 1,771
Hederacosid C 10,96 2 MeOH:H,0 (1:1) 5,107
a-Solanin 1,34 2 MeOH 0,663
Diosgenin 2,29 2 MeOH 1,076
Escin 4,63 2 MeOH:H,0 (1:1) 2,269
Oleanolsaure 3,15 2 MeOH 1,559

Im Anschluss wurde fur jedes Saponin eine Einzellosung mit der

Endkonzentration 100 pg/ml hergestellt (Tabelle 10).

Die Berechnung erfolgte mittels nachstehender Formel:

Endkonzentration [100 pg/ml] / Konzentration [pg/ml] * 1000 * Endvolumen
[10ml]
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Tabelle 10: Einzelldsungen

ul Ausgangsstandard

Losungsmittel MeOH:H,0 9:1

Digitonin

[c =100 pg/ml]
Hederacosid C
[c =100 pg/ml]
a — Solanin

[c =100 pg/ml]
Diosgenin

[c = 100 pg/ml]
Escin

[c = 100 pg/ml]

Oleanolsaure
[c =100 pg/mi]

564.65 pl

195.81 pl

1508.30 pl

929.37 pl

440.72 pl

641.44 pl

9935.35 pl

9804.19 pl

8491.70 pl

9070.63 pl

9559.28 pl

9358.56

Ausgehend von diesen Lésungen wurden die entsprechenden Konzentrationen

fur unsere Tests hergestellt.

Konzentrationen abgebildet:

Tabelle 11: Verwendete Konzentrationen fir die Tests

In Tabelle 11 sind die verwendeten

Verwendete Konzentrationen

Konzentration 1

Konzentration 2

Konzentration 3

Konzentration 4

Konzentration 5

Konzentration 6

0,00038 ng/ml
0,01 ng/ml
0,1 ng/ml

1 ng/ml

10 ng/ml

100 ng/ml

0,0001ng/Platte
0,002 ng/Platte
0,02 ng/Platte
0,2 ng/Platte

2 ng/Platte

20 ng/Platte
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8.4 Genetische Analyse

Die Genetische Analyse wurde einmal zu Beginn mit jedem
Testbakterienstamm durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob diese den jeweiligen
Kriterien entsprechen. Zur Herstellung der Platten wurde von folgendem Agar-
Mix ausgegangen:

In sechs Kolben (250 ml) wurden jeweils 3,26 g Oxoid Agar eingewogen und
auf 200 g mit destilliertem Wasser aufgefillt und autoklaviert. Danach wurden in
jeden Kolben 4,35ml Vogel-Bonner- und 10,87 ml Glucose-Lésung
hinzugefigt. Je nach Platte wurden noch weitere Losungen in die Kolben
pipettiert (Tabelle 12).

Tabelle 12: Pipettierschema der Genetischen Analyse

Biotin-Platten + 1,74 ml Biotin-Lésung 0,01 %
(= 6,2mg/50ml H,0)

Histidin-Platten + 1,74 ml Histidin-Lésung 0,5 %
(= 0,25¢g/50ml H,0)

Biotin/Histidin Platten: + 1,74 ml Biotin-Losung
+ 1,74 ml Histidin-Lésung

Biotin/Histidin/Ampicillin Platten: + 1,74 ml Biotin-L6sung
+1,74 ml Histidin-L6sung
+ 666 pl Ampicillin-Lésung

Biotin/Histidin/Tetracyclin Platten: + 1,74 ml Biotin-L6sung
+ 1,74 ml Histidin-Lésung
+ 54 pl Tetracyclin-Lésung
Biotin/Histidin/Ampicillin/Tetracyclin  + 1,74 ml Biotin-Lésung
PlEE: +1,74 ml Histidin-Lésung
+ 666 pl Ampicillin-Lésung
+ 54 pl Tetracyclin-Lésung
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Die Platten wurden getrocknet und im Anschluss die Bakterienstdmme TA 98
und TA 102 unter sterilen Bedingungen aufgetragen und bei 37 °C fir 48 h in
den Inkubator gegeben. Im Anschluss erfolgten die Kontrollen der jeweiligen

Kriterien.

Biotin Abhangigkeit:
Bakterienwachstum darf nur bei TA 102 vorhanden sein, da dieser nicht biotin-

abhangig ist.

Histidin-Abhéangigkeit:
Hier darf keine der beiden Platten bewachsen sein, da alle Stamme histidin-

abhangig sind.

Biotin- & Histidinabhangigkeit:
Beide Platten (TA 98 und TA 102) missen bewachsen sein.

Ampicillinresistenz (Vorkommen des Plasmids pKM 101)
Wachstum muss bei TA 98 und TA 102 auftreten.

Tetracyclin-Resistenz (Vorkommen des Plasmids pAQ1)
Wachstum muss nur bei TA 102 zu sehen sein.

Spontanrevertanten (Negativkontrolle)
Zur Bestimmung der Spontanrevertanten.

Die Genetisch Analyse war bei beiden in dieser Studie verwendeten

Bakterienstammen in Ordnung.

8.5 Experimentelles Design

Alle Tests werden anhand des Prainkubationstests nach MORTELMANS und
ZEIGER, 2000 und MARON und AMES, 1984 durchgefihrt.

Der Testablauf erfolgt in mehreren Stufen. Die Einhaltung der vorgegebenen
Zeitfenster ist sehr wichtig, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu

gewébhrleisten und etwaige Fehler zu minimieren.
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Bevor mit dem Test gestartet werden konnte, mussten folgende Vorbereitungen

erfullt sein (Tabelle 13).

Tabelle 13: Vorbereitungen fir Ames Test

Vorbereitungen fur den Ames Test

Top-Agar und Histidin-Biotin Lésung autoklavieren
Laminar Flow einschalten

Beschriften der Minimum Glucose Agar Platten
(schon am Vortag aus Kuhlraum geben)

Beschriften der sterilen Testrohrchen
pro Test:

e 6 Rohrchen Negativkontrolle
e 3 Rohrchen Positivkontrolle
e Fr jede Probe 3 R6hrchen (3-fach Ansatz)

Substanzen und Positivkontrolle vorbereiten

Autoklavierten Top Agar mit Histidin-Biotin Lésung
beimpfen

Folgende Abbildung zeigt die Schritte eines Ames Tests:

homogenate (59)

LMutagen”
Mix with
Top Agar
- _— » R
Bacteria incubate
RS
i i
1 I
1 I
1 I
1 1
1 1
1 1
H Rat liver i
i i
1 1
1 1
1 1

Abbildung 13: Durchfiihrungsschritte AMES Test

Plate on His-
selective Agar
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8.5.1 Pipettierschema

Das in den Tests verwendete Pipettierschema ist in der darauffolgenden

Tabelle 14 abgebildet. Dieses wurde bei jedem Test angewendet.

Tabelle 14: Pipettierschema fir alle Tests

PBS/S9- Bak- Proben Positivk. Negativk. FlUssigkeits- Top Total

Mix terien (Mutagen) ausgleich Agar

Probe 500 pl 100yl 200 pl 2ml 2,8
ml

Positiv. 500 pl 100 pl 100 pl 100 pl 2ml 2.8
ml

Negativ 500 pl 100 pl 100 pl 100 pl 2ml 2.8

Alle Konzentrationen der sechs Proben wurden im Dreifachansatz bestimmt

und jeder Test wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt.

8.5.2 Prainkubationstest

Fur den Prainkubationstest wurde der Standard-Platten-Inkorporationstest
modifiziert. Es wird angenommen, dass bei diesem Testverfahren die
kurzlebenden mutagenen Metaboliten eine bessere Reaktionsmdglichkeit mit

den Teststammen haben.

Nach vollstandiger Zugabe der Positivkontrolle wurde ein Timer auf 25 Minuten
gestellt. Die Rohrchen wurden kurz leicht geschuttelt und dann fir 25 Minuten
bei 37 °C in den Inkubator gestellt wo diese bei 55rpm am Ruttler
durchgemischt wurden. Im Anschluss wurde jedes Rohrchen mit 2 ml Top Agar
vermengt, gevortext und auf die Minimum Glucose Agar Platten aufgebracht.
Nachdem diese getrocknet waren, wurden sie fir 48 Stunden bei 37 °C in den

Inkubator gegeben.
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8.5.3 Verwendete Geréate

In Tabelle 15 befindet sich ein kurzer Uberblick der fir den Ames Test

verwendeten Gerate.

Tabelle 15: Verwendete

Gerate

Gerat Beschreibung
Autoklaven HI CLAVE™ HV-85L HMC
MELAG Autoklav 23
Inkubator Memmert Modell 500
Laminar flow Holten Lamin air HB 2472
Magnetruhrer Heidolph MR 3001 K
Messpipetten
Pipetten
Vortex Heidolph REAX 2000
Waage Mettler AT201 FACT
Sartorius LC 4801P
Wasserbad GFL

Abbildung 14 zeigt den Laminar flow, der fir die gesamten durchgefihrten

Tests verwendet wurde.

Abbildung 14: Laminar flow
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8.5.4 Auszahlen der Kolonien

Die Platten wurden nach 48 Stunden Inkubationszeit aus dem Inkubator
gegeben und die Bakterienkolonien auf den Platten mit Hilfe eines Zahlers
ausgezahlt. Zur besseren Sicht wurde dieser Schritt mithilfe einer Lampe
durchgefthrt (Abbildung 15).

Abbildung 15: Auszahlen der Platten
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8.6 Statistik

8.6.1 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der Testergebnisse wurde die Software SPSS
19 fir Windows und Microsoft Excel 2010 verwendet. Es erfolgte eine
Uberprifung aller Werte auf Normalverteilung mittels K-S Test (Kolmogorov-
Smirnov). Die Ergebnisse zeigten, dass alle Daten normalverteilt sind. In
weiterer Folge wurden diese mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA)
und verschiedenen Post-Hoc-Tests (Scheffé und Tukey) auf signifikante
Unterschiede mit der Negativkontrolle getestet. Als Signifikanzniveau wurde die

Irrtumswabhrscheinlichkeit p < 0,05 angenommen.

8.6.2 Nicht-Statistische Auswertung

Die nicht-statistische Auswertung erfolgte nach den publizierten Kriterien von
MORTELMANS und ZEIGER, 2000. Hiermit kbnnen die Ergebnisse zusatzlich

interpretiert werden.
Positiv:

Mutagen: eine Verbindung wird dann als mutagen betrachtet, wenn diese eine
reproduzierbare, dosisabhéngige Zunahme der Anzahl an Revertantenkolonien
in einem oder mehreren Stammen produziert, welche die doppelte Menge im

Vergleich zur Negativkontrolle sein muss.

Schwach-mutagen: Fur schwach mutagene Verbindungen gelten dieselben

Kriterien, auller dass diese nicht die doppelte Menge an Revertanten

aufweisen.
Negativ:

Nicht-Mutagen: Substanzen gelten als nicht-mutagen, wenn keine

dosisabhangige Zunahme der Anzahl an Revertanten in mindestens zwei

unabhangigen Experimenten beobachtet wird.
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Ergebnislos:

Wenn Substanzen nicht klar als mutagen beziehungsweise nicht-Mutagen

identifiziert werden kénnen, werden diese als ,ergebnislos® klassifiziert.

36



Ergebnisse und Diskussion

9 Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit wurde das mutagene Potential der Saponine Diosgenin,
Digitonin, Escin, Hederacosid C, Oleanolsaure und a-Solanin mittels Ames Test
untersucht. Dafur wurden die Salmonella Typhimurium Stamme TA 98 und
TA 102 verwendet und der Testablauf sowohl mit als auch ohne metabolische

Aktivierung durchgefihrt.

Die verwendeten Proben wurden in Methanol-Wasser Mischungen (bei der
hdchsten getesteten Konzentration — 20 ng/Platte — wurden 0,5 pl MeOH pro
Milliliter H,O verwendet) gel6st und in sechs unterschiedlichen Konzentrationen
(0,0001, 0,002, 0,02, 0,2, 2 und 20 ng/Platte) getestet. Vor Beginn der Tests
wurden die beiden verwendeten Bakterienstamme mittels Genetischer Analyse

auf ihre Funktionalitat Uberprift.

Die sechs verwendeten Konzentrationen wurden aufgrund von LC-MS/MS
Messungen  Osterreichischer  Gewasser festgelegt. Meine  Kollegin
Mag. Michaela Kreuml hat im Zuge ihrer Dissertation Saponine in
Oberflachengewassern und vereinzelt auch Abwasser untersucht. Die dabei
erhaltenen Saponingehalte wurden fir den Ames Test herangezogen. Dazu
wurden noch zwei hoéhere Konzentrationen (2 ng/Platte und 20 ng/Platte)
gewahlt, um ein toxikologisches Urteil fallen zu konnen. Insgesamt wurden funf

log Stufen bertcksichtigt.
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9.1 Testergebnisse

Die statistische Auswertung der Testergebnisse zeigt, dass keine der sechs
Uberpruften Substanzen mutagenes Potential aufweist. Weder beim
Bakterienstamm TA 98, der Informationen fur Frameshift-Mutationen aufzeigt,
noch beim Salmonella Typhimurium Stamm TA 102, mit dem oxidative

Stressreaktionen nachgewiesen werden kdénnen.

In den nachstehenden Ergebnis-Tabellen und Abbildungen finden sich die
Mittelwerte und Standardabweichungen der sechs ermittelten Werte (zwei
Testansatze mit jeweils 3 Platten) der jeweiligen Substanzen und
Konzentrationen, sowie die Mittelwerte der Positiv- und Negativkontrolle. Werte
die mit einem Stern gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant von der

Negativkontrolle. Als Irrtumswahrscheinlichkeit wurde p < 0,05 herangezogen.

9.1.1 Testergebnisse TA 98 ohne S9

In den folgenden Tabellen sind die Testergebnisse des Salmonella
Typhimurium Stammes TA 98 ohne Verwendung von S9 abgebildet. Tabelle 16
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von Diosgenin, gefolgt von
Escin (Tabelle 17), alpha-Solanin (Tabelle 18), Hederacosid C (Tabelle 19),
Digitonin (Tabelle 20) und Oleanolsaure (Tabelle 21).
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Tabelle 16: Ergebnisse Diosgenin TA 98 _ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 42,67 6,44
0,002 43,33 7,15
0,02 40,17 5,64

0,2 41,33 6,89
2 37,83 12,16
20 39,83 9,81
POS 210,42 | 35,48
NEG 35,79 8,16

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 17: Ergebnisse Escin TA 98 _ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 36,67 7,12
0,002 34,17 9,87
0,02 40,17 5,57

0,2 35,40 3,21
2 43,17 8,89
20 40,33 9,85
POS 210,42 | 35,48
NEG 35,79 8,16

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 18: Ergebnisse alpha-Solanin TA 98 ohne S9

Prainkubationstest

Kolonien

Konzentration
(ng/Platte)

MW +/- SD

0,0001 39,67 4,37
0,002 32,83 6,94
0,02 42,00 3,90

0,2 41,00 6,57
2 32,00 8,65
20 30,17 7,99
POS 210,42 35,48
NEG 35,79 8,16

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 19: Ergebnisse Hederacosid C TA 98_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 32,83 3,13
0,002 35,17 10,76
0,02 33,33 4,18
0,2 30,67 7,34
2 35,33 6,83
20 37,17 6,27
POS 210,42 35,48
NEG 35,79 8,16

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 20: Ergebnisse Digitonin TA 98_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 31,00 10,53
0,002 29,17 4,83
0,02 29,50 6,16

0,2 28,67 5,20

2 32,17 8,66

20 28,67 7,34

POS 210,42 35,48
NEG 35,79 8,16

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 21: Ergebnisse Oleanolsdure TA 98 _ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)
0,0001 27,17 4,75
0,002 33,80 8,20
0,02 34,00 7,13
0,2 29,00 6,78
2 38,83 5,49
20 32,67 3,27
POS 210,42 35,48
NEG 35,79 8,16

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Bei allen durchgefuhrten Tests im Ansatz TA 98 ohne S9, befinden sich die
Ergebnisse der Negativkontrolle im vorgegebenen Bereich.

In den Tabellen 16 bis 21 ist gut ersichtlich, dass sich die Uberpriften
Konzentrationen nicht von der Negativkontrolle unterscheiden, da sich alle
ermittelten Werte innerhalb dieses Bereiches befinden. Keine der sechs
getesteten Substanzen weist mutagenes Potential auf, alle sind signifikant
niedriger als die Positivkontrolle (p<0,001).

Zur besseren Veranschaulichung der Ergebnisse, sind die Daten (Tabelle 16
bis 21) in den Abbildungen 16 und 17 grafisch dargestellt. In den folgenden
lllustrationen (Abbildung 16-23) sind in der x-Achse die Negativ- und
Positivkontrolle sowie pro Abbildung drei Substanzen (mit den je sechs
unterschiedlichen Konzentrationen) mit ihren Mittelwerten und
Standardabweichungen abgebildet. In der y-Achse befindet sich die Anzahl der
Revertanten. Zur besseren Veranschaulichung der Ergebnisse, wurde auch der
Wert der doppelten Negativkontrolle in das Diagramm eingefligt, der als erster

Hinweis auf ein mutagenes Potential gilt.

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-

Solanin.
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Abbildung 16: Ergebnisse TA 98_ohne S9 der Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-
Solanin

Beim Salmonella Typhimurium Stamm TA 98 ohne S9 lagen die Mittelwerte
aller getesteten Konzentrationen der Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-
Solanin deutlich unter dem doppelten Wert der Negativkontrolle. Weiters konnte
bei den einzelnen Saponinen zwischen den verwendeten Konzentrationen kein
signifikanter Unterschied eruiert werden, infolgedessen war auch Kkeine

Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten.

Ebenso wie in Abbildung 16 zeigt sich in der nachsten grafischen Darstellung
(Abbildung 17) der Substanzen Hederacosid C, Digitonin und Oleanonsaure ein

fast identisches Bild.
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Abbildung 17: Ergebnisse TA 98 _ohne S9 der Substanzen Hederacosid C, Digitonin und
Oleanolsaure

Wiederum liegen die getesteten Mittelwerte unter der doppelten
Negativkontrolle und zusatzlich konnte auch hier keine

Konzentrationsabhangigkeit ermittelt werden.

Demzufolge sind alle sechs verwendeten Saponine im Testansatz TA 98 ohne

S9 als nicht mutagen einzustufen.

9.1.2 Testergebnisse TA 98_mit S9

Die kommenden Tabellen (Tabelle 22 bis 27) zeigen die Testergebnisse des
Bakterienstammes TA 98 mit metabolischer Aktivierung und stellen die

einzelnen Substanzen in den sechs gemessenen Konzentrationen dar.
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Tabelle 22: Ergebnisse Diosgenin TA 98 _mit S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 70,20 13,52
0,002 64,67 11,08
0,02 67,20 21,19
0,2 69,83 18,58
2 66,33 9,18
20 64,50 4,51
POS 240,50 | 41,35
NEG 56,42 13,59

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 23: Ergebnisse Escin TA 98_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 58,33 13,72
0,002 60,33 16,01
0,02 61,50 10,93

0,2 67,40 7,89

2 59,17 5,42
20 54,67 9,25
POS 240,50 41,35
NEG 56,42 13,59

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 24: Ergebnisse alpha-Solanin TA 98 _mit S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 65,00 12,62
0,002 55,17 14,05
0,02 68,00 8,85
0,2 67,67 13,98
2 65,00 8,76
20 65,67 9,42
POS 240,50 | 41,35
NEG 56,42 13,59

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 25: Ergebnisse Hederacosid C TA 98_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 43,17 10,91
0,002 47,83 12,22
0,02 55,33 10,08

0,2 52,33 12,96
2 49,33 6,53
20 43,17 8,04
POS 240,50 41,35
NEG 56,42 13,59

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 26: Ergebnisse Digitonin TA 98_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)
0,0001 56,50 5,79
0,002 47,17 2,93
0,02 47,33 12,60
0,2 45,60 10,48
2 50,17 13,95
20 46,33 8,02
POS 240,50 | 41,35
NEG 56,42 13,59

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 27: Ergebnisse Oleanolsaure TA 98_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 43,83 3,92
0,002 44,33 10,75
0,02 52,00 9,90

0,2 43,50 10,62
2 52,17 17,06
20 47,20 9,15
POS 240,50 41,35
NEG 56,42 13,59

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Auch bei den Ergebnissen des Stammes TA 98 mit S9 zur metabolischen
Aktivierung zeigten die durchschnittichen Werte keine signifikanten
Unterschiede zur Negativkontrolle auf. Wiederum befand sich die
Negativkontrolle im vorgegebenen Bereich. Es konnte lediglich beobachtet
werden, dass die Revertantenzahlen im Mittel etwas hoher waren, als im
Vergleich zum Testansatz TA 98 ohne metabolische Aktivierung. Die
Abbildungen 18 und 19 zeigen jedoch, dass diese Erkenntnis keinen Einfluss
auf das Resultat der getesteten Substanzen hat. Alle sechs Substanzen waren

wieder signifikant niedriger als die Positivkontrolle (p<0,001).
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Abbildung 18: Ergebnisse TA 98_mit S9 der Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-
Solanin

Abbildung 18, in der die Saponine Diosgenin, Escin und alpha-Solanin
dargestellt sind, zeigt, dass die durchschnittichen Werte der getesteten
Substanzen und Konzentrationen auch mit metabolischer Aktivierung unter dem

doppelten Wert der Negativkontrolle lagen. Zudem gab es keine
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Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten, alle Revertantenzahlen lagen etwa

im selben Bereich.

Abbildung 19 stellt die Werte der Substanzen Hederacosid C, Digitonin und
Oleanolsaure (aus Tabelle 25-27) bildlich dar.
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Abbildung 19: Ergebnisse TA 98_mit S9 der Substanzen Hederacosid C, Digitonin und
Oleanolsaure

Auch fur diese Darstellung ergibt sich dieselbe Beobachtung wie schon zuvor in
Abbildung 18. Die Ergebnisse sind auch hier deutlich unter dem doppelten Wert

der Negativkontrolle und es ist ebenfalls keine Konzentrationsabhangigkeit zu

erkennen.

Bei einer Gegenuberstellung der Abbildungen 18 und 19 ist sehr gut zu
erkennen, dass es auch zwischen den verwendeten sechs Substanzen
(Abbildung 18 und 19) keine grol3en Unterschiede gibt. Die Saponine

Diosgenin, Escin und alpha-Solanin (in Abbildung 18) weisen zwar etwas
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hohere Werte auf als jene in Abbildung 19, allerdings sind die Unterschiede

gering und nicht signifikant.

Schlussendlich konnte auch in diesem Testansatz TA 98 mit metabolischer

Aktivitat keine mutagene Wirkung nachgewiesen werden.
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9.1.3 Testergebnisse TA 102_ohne S9

Die folgenden Tabellen 28 bis 33 zeigen die Testergebnisse des Salmonella
Typhimurium Stammes TA 102 ohne metabolische Aktivierung. Die mit einem
Stern gekennzeichneten Konzentrationen unterscheiden sich signifikant von der
Negativkontrolle. Tabelle 28 stellt die Ergebnisse des Saponins Diosgenin dar.
Gefolgt von Escin (Tabelle 29), alpha-Solanin (Tabelle 30), Hederacosid C
(Tabelle 31), Digitonin (Tabelle 32) und Oleanolsaure (Tabelle 33).

Tabelle 28: Ergebnisse Diosgenin TA 102_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 723,50 | 17,73
0,002 731,17 13,09
0,02 765,20 | 30,38
0,2 746,17 | 36,69
2 648,50 | 35,48
20 666,50 | 16,75
POS 1361,33 | 96,04
NEG 676,42 74,28

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 29: Ergebnisse Escin TA 102_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MwW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 777,17 37,83
0,002 792,00 | 82,62
0,02* 841,83 87,47

0,2* 847,00 54,05
2 694,00 | 33,75
20 656,00 | 75,40

POS 1361,33 | 96,04

NEG 676,42 74,28

*signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (p<0,05)

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 30: Ergebnisse alpha-Solanin TA 102_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 776,17 25,86
0,002 782,00 55,77
0,02* 822,83 65,00
0,2* 792,60 47,61
2 668,00 23,24
20 661,50 30,05
POS 1361,33 | 96,04
NEG 676,42 74,28

*signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (p<0,05)

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 31: Ergebnisse Hederacosid C TA 102 _ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 645,83 | 20,80
0,002 656,25 | 13,35
0,02 648,00 8,72

0,2 641,33 | 15,29

2 682,67 | 40,83

20 689,67 | 16,12

POS 1361,33 | 96,04

NEG 676,42 74,28

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 32: Ergebnisse Digitonin TA 102_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 663,33 20,72
0,002 667,50 16,60
0,02 639,00 26,97

0,2 634,00 55,72
2 670,17 61,40
20 635,33 70,68
POS 1361,33 | 96,04
NEG 676,42 74,28

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 33: Ergebnisse Oleanolsédure TA 102_ohne S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MwW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 641,83 8,04
0,002 646,33 | 13,16
0,02 653,00 | 15,75
0,2 647,00 14,27
2 590,83 | 45,95
20 666,67 | 25,79
POS 1361,33 | 96,04
NEG 676,42 74,28

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Aus den Tabellen 28 bis 33 ist ersichtlich, dass bei einigen getesteten

Konzentrationen ein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle ermittelt

werden konnte. Betrachtet man die folgenden Abbildungen 20 und 21, ist zu

erkennen, dass das keinen Einfluss auf unsere Testergebnisse hat. Alle Werte

waren signifikant niedriger als die Positivkontrolle (p<0,001).

Abbildung 20 zeigt die ermittelten Werte aus den Tabellen 28 bis 30 der

Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-Solanin.

54



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 20: Ergebnisse TA 102_ohne S9 der Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-
Solanin

Wie in Abbildung 20 zu sehen ist, lagen die durchschnittlichen Werte aller
getesteten Substanzen und Konzentrationen im Testansatz TA 102 ohne
metabolische Aktivierung weit unterhalb der doppelten Negativkontrolle. Wie
auch schon in den Ergebnissen zuvor, konnte auch hier keine

Konzentrationsabhangigkeit beobachtet werden.

Die nachstehende Abbildung 21 zeigt die Testergebnisse der Saponine

Hederacosid C, Digitonin und Oleanolsaure aus den Tabellen 31 bis 33.
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Abbildung 21: Ergebnisse TA 102 ohne S9 der Substanzen Hederacosid C, Digitonin und

Oleanolsaure

Abbildung 21 liefert wiederum eine ahnliche Darstellung wie Abbildung 20. Es
konnte keine Anndherung der Werte zur doppelten Negativkontrolle und auch
keine Konzentrationsabhangigkeit beobachtet werden. Die Ergebnisse stellen

ein sehr homogenes Bild dar.

Demgemald konnte auch in diesem Testansatz (TA 102 ohne S9) weder ein

mutagenes noch ein oxidatives Potential der sechs getesteten Saponine

nachgewiesen werden.
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9.1.4 Testergebnisse TA 102_mit S9

In diesem Kapitel sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
Testergebnisse des Bakterienstammes TA 102 mit metabolischer Aktivierung
zusammengefasst (Tabelle 34 bis 39), sowie der Positiv- und Negativkontrolle.
Alle Werte die mit einem Stern gekennzeichnet wurden, unterscheiden sich

wiederum signifikant von der Negativkontrolle.

Tabelle 34: Ergebnisse Diosgenin TA 102_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 859,17 | 22,40
0,002 868,63 | 29,98
0,02 827,50 8,39

0,2 839,33 | 24,41

2* 774,00 42,57

20 785,83 | 45,61

POS 1677,83 | 61,07

NEG 841,26 47,87

*signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (p<0,05)

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 35: Ergebnisse Escin TA 102_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MwW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 774,50 21,70
0,002 782,50 | 14,87
0,02 771,00 | 57,08

0,2 786,17 21,35
2* 746,50 18,46
20 775,00 | 23,93
POS 1677,83 | 61,07
NEG 841,26 47,87

* signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (p<0,05)

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 36: Ergebnisse alpha-Solanin TA 102_mit S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 801,40 68,72
0,002 861,67 35,29
0,02 852,50 41,86
0,2 814,33 21,01
2 765,00 44,43
20 771,33 15,48
POS 1677,83 | 61,07
NEG 841,26 47,87

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 37: Ergebnisse Hederacosid C TA 102_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 879,83 9,95
0,002 859,17 | 22,68
0,02 857,83 | 25,54

0,2 849,00 | 35,67

2 887,60 9,99

20 883,50 9,09

POS 1677,83 | 61,07

NEG 841,26 47,87

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Tabelle 38: Ergebnisse Digitonin TA 102_mit S9

Prainkubationstest Kolonien
Konzentration MW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 858,40 21,08
0,002 881,67 14,01
0,02 884,83 14,05

0,2 872,67 17,26
2 868,20 9,86
20 865,00 22,25
POS 1677,83 | 61,07
NEG 841,26 47,87

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)
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Tabelle 39: Ergebnisse Oleanolséure TA 102_mit S9

Prainkubationstest Kolonien

Konzentration MwW +/- SD
(ng/Platte)

0,0001 890,67 7,12
0,002 877,80 | 21,53
0,02 868,67 | 21,13
0,2 881,83 | 18,97
2 870,50 12,79
20 835,17 | 18,23
POS 1677,83 | 61,07
NEG 841,26 47,87

Positivkontrolle > als alle getesteten Konzentrationen und Negativkontrolle (p<0,001)

Wie auch schon bei den Ergebnissen vom Stamm TA 102 ohne S9 sind auch in

dieser Testreihe einige Werte zu beobachten, die sich statistisch signifikant von

der Negativkontrolle unterscheiden. Allerdings hat das fur die Fragestellung der

Studie keine Relevanz. Alle Werte unterscheiden sich wieder signifikant von der

Positivkontrolle (p<0,001). Auch bei diesem durchgefiihrten Test lag die

Revertantenzahl etwas hoher als im Vergleich zu denselben Substanzen ohne

metabolische Aktivierung. Die Abbildungen 22 und 23 zeigen die Ergebnisse

noch einmal in bildlicher Darstellung.

Wobei Abbildung 22 die Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-Solanin

darstellt.
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Abbildung 22: Ergebnisse TA 102_mit S9 der Substanzen Diosgenin, Escin und alpha-
Solanin

Wie in Abbildung 22 dargestellt, erreicht auch hier keine der getesteten
Substanzen die doppelte Negativkontrolle. Des Weiteren ist keine
Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten, alle Werte liegen in einem

ahnlichen Bereich.

Letztendlich zeigt die nachstehende Abbildung 23 noch die Ergebnisse von
Hederacosid C, Digitonin und Oleanolsaure aus der Testreihe TA 102 mit S9.
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Abbildung 23: Ergebnisse TA 102_mit S9 der Substanzen Hederacosid C, Digitonin und

Oleanolsaure

Auch hier (Abbildung 23) erreicht kein Ergebnis den doppelten Wert der

Negativkontrolle und es ist keine Konzentrationsabhangigkeit ersichtlich. Es

zeigt sich ein homogenes Bild aller ermittelten Daten.

Abschlieend betrachtet, weist keine der Uberpriften sechs Substanzen ein

mutagenes beziehungsweise oxidatives Potential auf.
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10 Conclusio

Bei Saponinen handelt es sich um, in Pflanzen vorkommende Glykoside, die
aufgrund  ihrer  physikalisch-chemischen und auch physiologischen
Eigenschaften zu einer Gruppe der sekundaren Pflanzenstoffe gezahlt werden
[WATZL, 2001]. Ihre Verbreitung ist im Pflanzenreich sehr weitlaufig, da sie in
mehr als 100 Pflanzengattungen bekannt sind [HOSTETTMANN und
MARSTON, 1995]. Zu den wesentlichsten Nahrungsquellen von Saponinen
zahlen unter anderem Leguminosen, Hafer, Alliumarten, Spargel, Tee, Spinat,
Zuckerriibe und Yam [OZLEM und MAZZA, 2007]. Ihre strukturelle Komplexitat
ergibt sich durch eine Reihe von physikalischen, chemischen und biologischen

Eigenschaften.

Saponine kénnen bei Parasiten, Weichtieren und Fischen toxisch wirken. Bei
Warmblatlern ist ihre Toxizitdt abhangig von der Art der Verabreichung, der
Herkunft, sowie auch der Zusammensetzung und Konzentration der
Saponinmischung [OZLEM und MAZZA, 2007]. In der vorliegenden Arbeit
wurde das mutagene beziehungsweise oxidative Potential sechs verschiedener
Saponine mittels Ames Test ermittelt. Getestet wurden die Substanzen
Diosgenin, Digitonin, Escin, Hederacosid C, alpha-Solanin und Oleanolséaure.
Bekanntlich weist das Saponin Digitonin in hodheren Konzentrationen
zytotoxische Wirkungen auf [EID et al., 2012]. Alpha-Solanin ist ein von Natur
aus produziertes Toxin [LANGKILDE et al., 2012], fur welches bisher keine
Grenzwerte festgelegt wurden [BALTES und MATISSEK, 2011].

In einer Studie von Ramos et al. (1998) wurden Extrakte von Calendula
officinalis L. mittels Ames Test auf deren Mutagenitat/Antimutagenitat Gberpruft.
Das Steroidsaponine DT-13 wurde von Ma et al. (2011) mittels Ames-Test
getestet. Bis dato ist nicht mehr publizierte Literatur Gber dieses Themengebiet

(Saponine und Ames Test) bekannt.
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Der Ames Test wurde in den vergangenen zwei Jahrzehnten reichlich
verwendet, um das mutagene Potential von vielen verschiedenen Substanzen
zu Uberprufen [GEE et al., 1994]. Dabei handelt es sich um einen Kurzzeit-
Bakterien Rickmutationstest, der 1964 von Bruce Ames entwickelt wurde. Ein
Vorteil dieses in-vitro Tests ist, dass er schnell und kostenguinstig durchgefihrt
werden kann. Einige Substanzen konnen allerdings erst durch Metabolisierung
ihre mutagene Wirkung entfalten, deshalb wird beim Ames Test zusatzlich ein
Rattenleberhomogenat (S9) als exogenes Aktivierungssystem verwendet, da es
den Bakterien fehlt MORTELMANS und ZEIGER, 2000].

Meine Kollegin Mag. Michaela Kreuml untersuchte im Zuge ihrer Dissertation
Saponine in Oberflachengewdssern mittels LC-MS/MS. Die von ihr
gemessenen Ergebnisse, dienten als Grundlage fir den im Ames Test

verwendeten Konzentrationsbereich.

Die Saponin-Proben wurden in Methanol-Wasser Gemischen (bei einer
Konzentration von 20 ng/Platte — 100 ng/ml — betrug der MeOH-Anteil 0,5 pl)
gelost. Alle verwendeten Saponine wurden in sechs verschiedenen
Konzentrationen (0,0001, 0,002, 0,02, 0,2, 2 und 20 ng/Platte) auf den
Salmonella  Typhimurium  Stdmmen TA 98 und TA 102 mittels
Prainkubationstest mit und ohne metabolischer Aktivierung getestet. Davor
wurden die Bakterienstamme mittels Genetischer Analyse Uberprift und die

Anzahl der Spontanrevertanten festgelegt.

Ausgewertet wurden die Daten mittels Microsoft Exel 2010 und SPSS 19, sowie
einer nicht-statistischen Methode nach MORTELMANS und ZEIGER, 2000 die

typisch fir den Ames Test ist.

Die Testergebnisse des Bakterienstammes TA 98 ohne metabolische
Aktivierung zeigten, dass sich alle tberpriften Konzentrationen nicht von der
Negativkontrolle unterschieden. Die Mittelwerte aller getesteten Substanzen

und Konzentrationen lagen deutlich unter dem doppelten Wert der
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Conclusio

Negativkontrolle. Es konnte zwischen den verwendeten Konzentrationen kein
signifikanter Unterschied eruiert werden, infolgedessen war auch keine
Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten. Demzufolge sind alle sechs
Uberpruften Saponine im Testansatz TA 98 ohne S9 als nicht mutagen

einzustufen.

Ahnliche Ergebnisse lieferte der Testansatz TA 98 mit metabolischer
Aktivierung. Die ermittelten durchschnittichen Werte zeigten keinen
signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle auf. Es konnte lediglich
beobachtet werden, dass die Revertantenzahlen im Mittel etwas héher waren,
als im Vergleich zum Testansatz TA 98 ohne metabolischer Aktivierung. Was
jedoch keinen Einfluss auf das Endergebnis hat, da wiederum alle Saponinen in
den getesteten Konzentrationen unter der doppelten Negativkontrolle lagen.
Eine Konzentrationsabhangigkeit konnte auch nicht beobachtet werden, alle

Revertantenzahlen lagen etwa im selben Bereich.

Die Daten des durchgeflhrten Tests mittels Bakterienstamm TA 102 ohne
metabolischer Aktivierung zeigen, dass bei einigen getesteten Konzentrationen
ein statistisch signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle ermittelt werden
konnte. Bei genauerer Betrachtung war allerdings zu sehen, dass auch in
diesem Ansatz bei weitem nicht der Wert der zweifachen Negativkontrolle
erreicht wurde. Demgemal3 konnte kein mutagenes und oxidatives Potential der

sechs getesteten Saponine nachgewiesen werden.

Der letzte durchgefuhrte Testansatz TA 102 mit S9 ergab auch keine positiven
Ergebnisse. Wie auch schon davor ohne metabolischer Aktivierung waren auch
in dieser Testreihe einige Werte zu beobachten, die sich signifikant von
Negativkontrolle unterscheiden, jedoch nicht in der doppelten Menge. Auch bei
diesem durchgefiihrten Test lag die Revertantenzahlnetwas hoéher als im
Vergleich zum Selben ohne metabolischer Aktivierung. Es zeigt sich ein sehr
homogenes Bild aller ermittelten Daten. Alle getesteten Konzentrationen und
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Conclusio

Negativkontrollen unterscheiden sich immer signifikant (p<0,001) von der
jeweiligen Positivkontrolle.

AbschlieRend betrachtet, weist keine der Uberpriuften sechs Substanzen ein

mutagenes beziehungsweise oxidatives Potential auf.
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Zusammenfassung

11 Zusammenfassung

Saponine sind in Pflanzen vorkommende Glykoside, die zu den sekundaren
Pflanzenstoffen gez&hlt werden, allerdings produzieren einige dieser
Verbindungen Toxine.

In der vorliegenden Arbeit wurde das mutagene beziehungsweise oxidative
Potential sechs verschiedener Saponine (Diosgenin, Digitonin, Escin,
Hederacosid C, alpha-Solanin und Oleanolsaure) mittels Ames Test untersucht.
Die Proben wurden in einem Methanol-Wasser Gemisch gelost. Alle
verwendeten Saponine wurden in sechs Konzentrationen (0,0001, 0,002, 0,02,
0,2, 2 und 20 ng/Platte) mit den Salmonella Typhimurium Stdmmen TA 98 und
TA 102 sowohl mit als auch ohne metabolischer Aktivierung getestet. Der
verwendete Konzentrationsbereich wurde an die Ergebnisse angepasst, welche
meine Kollegin Mag. Michaela Kreuml bei der Untersuchung von Saponinen in
Oberflachengewéssern und zum Teil auch in Abwassern mittels LC-MS/MS
erzielte. Davor wurden die Bakterienstamme mittels Genetischer Analyse auf

ihre jeweiligen Kriterien Uberpruift.

Die Testergebnisse aller durchgefihrten Tests (TA 98 und TA 102 mit und ohne
S9) zeigten, dass sich alle Uberpriften Substanzen und Konzentrationen zwar
von der jeweiligen Positivkontrolle nicht aber von der Negativkontrolle
unterscheiden. Die  Mittelwerte aller getesteten Substanzen und
Konzentrationen lagen unter dem doppelten Wert der Negativkontrolle.
Zwischen den uberpriuften Konzentrationen konnte ebenfalls kein signifikanter
Unterschied eruiert werden, infolgedessen war auch keine

Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten.

Zusammengefasst konnte keine der Uberpriften sechs Substanzen ein

mutagenes beziehungsweise oxidatives Potential im Ames Test aufweisen.
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Summary

12 Summary

Saponins are glycosides in plants, which belong to the group of phytochemicals.

However, some of them are able to produce toxins.

In the present study the mutagenic and oxidative potential of six different
saponins (diosgenin, digitonin, hederacoside C, alpha-solanine and oleanolic
acid) was examined in the Ames Test. The samples were dissolved in a
methanol-water mixture. All saponins were tested in six concentrations (0,0001,
0,002, 0,02, 0,2, 2 and 20 ng/plate) with the Salmonella Typhimurium tester
strains TA 98 and TA 102 with and without metabolic activation. The utilized
concentration range was adjusted to the results, which my colleague Mag.
Michaela Kreuml achieved in the investigation of saponins in surface waters.
Previously, the bacterial strains were determined by genetic analysis tested for

their respective criteria.

The outcomes of all tests (TA 98 and TA 102 with and without S9) showed that
there is always a significant difference to the positive control but no difference
among all verified substances and concentrations to the negative control. The
mean values of all tested substances and concentrations were below the
doubled value of the negative control. Between the examined concentrations

also no significant difference could be observed.

In conclusion it can be said that none of the examined six substances have a

mutagenic or oxidative potential in the Ames Test.
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14.3 Testergebnisse
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Lebenslauf

15 Lebenslauf

Personliche Daten

Julia Rath, Bakk.

Vornholz 183, 8250 Vorau (Steiermark)

geboren am 15.10.1987 in Graz, Steiermark

Ausbildung

2011-2013: Masterstudium der Ernahrungswissenschatften,
Universitat Wien

2007-2011: Bakkalaureatsstudium Erndhrungswissenschatften,
Universitat Wien

2002-2007: Matura - HBLA fur Tourismus, Oberwart

Praktika

Juli 2011: MA 38 - Lebensmitteluntersuchungsanstalt Wien

12/2010-01/2011:

Juli-August 2007:

Juli-August 2006:

Juni-September 2005:

Juni-September 2004:

Praktikum Osterreichische Gesellschaft f. Ernahrung

Serviceangestellte, Cafe Pub Zwoaradl in Vorau
Serviererin mit Inkasso

Serviceangestellte, Cafe Pub Julia in Vorau
Serviererin mit Inkasso

Reiseburoangestellte, Prima Reisen GmbH in Wien

Praktikum im Hotel im Palais Schwarzenberg in Wien
Serviererin mit Inkasso

Studienbegleitende Jobs

seit Februar 2013;

seit Marz 2011:

Durchfihrung der Kinderkochwerkstatt
Gourmet Group

Assistentin der Wiener Erndhrungsakademie
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