Lniversitat
wien

DIPLOMARBEIT

Titel der Diplomarbeit

Schutzwirkung von Safran
auf H,O,-induzierte Zellschadigung
in HepG2-Zellen

angestrebter akademischer Grad

Magister der Naturwissenschaften (Mag. rer.nat.)

Verfasser: Michael Bilek
Matrikel-Nummer: 0300006

Studienrichtung /Studienzweig  Ernahrungswissenschaften
(It. Studienblatt):

Betreuer: Ao. Univ. Prof. Dr. Karl-Heinz Wagner

Wien, im Marz 2010






Meine Anerkennung gilt...

...Ao. Univ.-Prof. Dr. Karl-Heinz Wagner flr die Mdglichkeit an diesem
Projekt beteiligt sein zu durfen, sowie flr seine tadellose Betreuung
und umgangliche Art.

...Agrar6konom Johannes Pinterits flr die Bereitstellung des
Probenmaterials und die zahlreichen nutzlichen Tipps.

...Prof. Mag. Dr. Susanne Till fir die Unterstitzung und guten
Ratschlage wahrend des gesamten Projektes.

...meiner Laborpartnerin Mag. Felizitas Moll flr Ihre
kameradschaftliche Einstellung sowie Ihrer stets positiven und
freundlichen Art.

...meiner Familie flr die Motivation und die Unterstltzung in allen
Bereichen. Vor allem meinem Bruder, der nicht nur beim
Buchstabieren schwieriger Worte eine Hilfe war.






Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG ....coiieiieiirtenirenertenerensresssesseressssssssessssassssssssnssssssssassssssssassssssssnssssnssssssssnssssssssnssssnnene 1
2 ALLGEIMEINES........ceutieiieeirencreenerenereesereseseosseesssassssssssessssssssssssssssssssssassssssssnssssssssnssssssssnssssnssnnnes 2
3 AUFBAU DER PFLANZE/BOTANIK......uutttttiiicirrrereeeeseessssssseeeessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnnns 3
4 INHALTSSTOFFE DES SAFRANS. ......ouuiiiiitteeeneieeeeeeeeeenssseeeeesesasssssssesessssssssssssssssssnsssssssssssssnnnssssssees 4
4.1 PROTOCROCIN ...ceeuurrrreeeeeesitsrereeeeeeaisssereeeesesissassssessesssanisssesesesssasssssesseessemssssesssesseessesssssesseeesnssssesees 4
4.2 CROCETIN-GLYKOSIDE v.veeeeeeiiurrreeeeeeesiurereeeeeesaisssseeeseeessessssssssesesesssssesssesssmssssssssesssenssssesssesseessenssssseees 4
.3 CROCIN .. ceieeettuuuieeeeeeeeertuuaeeeeessessasenaasessstnnaeeessssssssnnasesssssssssnssesesssssssssnnnsssssssnnesesesessssnnnnseesssssssnnnnn 5
A4 PICROCROCIN tvtuuuueeeereeersuueseeeessessssneeeeessssssnsnesesssssssnaesesssssssssnseeessssssssnnaeseesssssnseeessssssssnnsesessssssssnnnns 6
A5 SAFRANAL «.cevttttiieeeeeeetetttieeeeeeeeertattaaesesssesaaaeeesssssstannasesessssrssansasesssssssannnaseessssnnnesessssssssnnnnseessssessnnnnn 6

5 SAFRANANBAU IN OSTERREICH ....veeeueieueieseessesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssssssesssesssessnes 7
5.1 SAFRANPRODUKTE ...ceeiuuvtreeeeeieiittreeeeeeeeeitsreeeeeeesesssssssssesseessesssssseesesesssssssesseeeinsssssssesesessemssssssseesssensnsres 7

6 KULTIVIERUNG ......cotitteeeneeeeeeeeeeennnseeeeeeeeessssssssseesssnsssssssesessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssnnnssssssens 9
6.1  KLASSISCHE SAFRANKULTIVIERUNG ..vvvveeeeeeiiurereeeeeeesssseeeesesesassesesesseessemsssssssesssesssssesssessesssssssesesesnssnnnes 9
6.1.1 W Va] oo 10 aT=3 1 g Lo =1 ¢ DTNt 10

6.1.2 ETNTE AD MITEE OKEODOI ceveeeveveeeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeaeee e e e e e e e e e e eeeeeveveeeesaserasseaasans 11

6.1.3 WEitere BERANAIUNG ............ooeeeeeeeeeei ettt e e e ettt a e e e e s et aaaeeesstssaeaaens 12

6.2 MASCHINELLE SAFRANKULTIVIERUNG ...evvvvuuneeeeerersrunneeeeeeserssssnnaesessssssnseeessssssssnsnesesssssssssnnesessssssssnnnnnees 13
6.2.1  Praparieren deS BOGENS............ccccuveeeecieeeeeceeeeseeeesttaeesttaaestteeaasttaaesstaaesesseneessssassnnees 13

(20 0 o L3 1|1 ) Lo 1 4 =1 S 13

6.2.3  BIUEEN SAMMEIN ...ttt et et e e e e sttt e e e s e e eesssseasseesssisnnees 14

6.2.4  Trennung der NOQrDENGSTE.........ccccuveeeeeeeieeeceeeeseeeeetee e et eaeesteeeeestaeeessta e e s steaeesaseaasannees 15

6.2.5  TIOCKINUNG ....evveaeeeeeee ettt e e e ettt e e e e e e et a e e e e e s e as e s saaaaeessstsssaaaeeessassanens 15

(I I N (o) <ol 1 1[0 KX 15

T QUALITAT ..eeueereeeeeeeeseesessessesessessesssssssessessessessesessessessesessessessesessessessesessesessessesessessensessssensensesssses 16
8 FALSCHUNGEN ........... eetessseeeeeeeeeennnsreeeeetttnansrrteeeettannnrreeeeetennnrrrneeeeeennnnrrnnaeen 16
8.1 FALSCHEN DER FADEN ....uuuviirieeeieittreeeeeeieettreeeeeeesessssssseseeeesesasssasssesesasssssseeessensssresesesesessenssrrseeeesenns 17
8.2 FALSCHEN DES PULVERS. .. uvutvereeeeieitrrereeeeieeitsreeeeeeeiestasesereeeesessstasssesssessssssseeessessssesssesssnnsesssssssseesesns 17

9 PHYSIOLOGISCHE WIRKUNGEN ........uciiiiiiteennnieeeeereeennsseeeeeeeesessssssseessssssssssssssssssssssssssssssssssnnnssnne 18
10 AKTUELLER STAND DER WISSENSCHARFT .....cccuctteerencrrencrenscreseseasesesssrassssssssassssssssassssssssnssssnssssnsses 20
11  MATERIAL UND METHODEN.....cccuctteitenierencreneresceenseressssassesssssassssssssasssssssssssssasesnssssnssssssssnssssnnses 25
111 BESCHAFFUNG DES PROBENMATERIALS — VVON DER ERNTE BIS ZUR LAGERUNG .......cvvvvevieeiiiinirreeeeeesennnnes 25
11.2 09.0KTOBER.2008.......uueieeeeeeiitiiieeeeereeertstiaeeeessttaaaeeeessessrsnnaaseessesssssnnesesssssssssnnnsssessssnnesesesessses 25
12 ZELLKULTUR ALLGEIMEIN .......cittttttennieeeeeeeeeennsseeeeeesseessssssssseesessssssssssssssssnssssssssssssssnsssssssesssssnnsnnes 28
12.1 HEPG2-ZELLEN «.uuuvvveeeeeeeeiiuureeeeeeeeeiisteeeeeeesessssesssesseeesasssasssesesesassssseseseesastasssesesesnssnsssssseesesensnres 28
12.2 GERATE 1eteeieetireeeeeeeeeeitreeeeeeeeetabaeeeeeeeesteabataeeeeeesassbabeeeseeeaasasaeaseeesassbaraaeeseeeeesansbaraeeeeeesansraneeeeas 28
12.2.1 (e L0211 Le [l 2 o) AN 28
12.2.2 1Yo KX Y= 4 o e Lo TR 28

12.2.3 BIUESCAIONK ..o 28



12.3 SUBSTANZEN UND IMATERIALIEN ....ttteeteeutttteeeeeaeautteteeaesesunteeeeeteeessaaunseeeeessaaaunseeeeeessaannsaeeeeesaannnn 29
12.4 VERWENDETE LOSUNGEN ...eeutttettesuteeeteesiteesuteessteesuteessee e sueessseessseesssessseesasessaseesnseesnsessssesssnsesssees 30
12.4.1 IIEIM oottt ettt ettt st s e st s e e s e ettt e et e e bt e et e e te e s te et 30
12.4.2 FCS ettt ettt sttt s ettt et e et e et e e b e s beesateenteeaes 30
12.4.3 PBS ettt ettt b ettt n e st e ettt et e e bt e e st e e beeeatee st 30
12.4.4 TEYPSIN ettt ettt e ettt a e raraaaaaaaaaas 30
12.4.5 NON SSENLIAI AMINO ACIUS .....vevveeeeeeeeee ettt e sttt e e e e e s sttt raaaeeeasnnees 30
12.4.6 DIVISO .ottt ettt e et e et e ettt et e et e et e et e et ettt e e e e e arta et e e taaenrne et 30

12.5 HERSTELLEN DER LOSUNGEN ..ccettiuiititteeeeeeeiitteeeeeeseittteeeeeeseessabaeeeeeesesaanbeeeeeeseaanbebeeeaesesnsseeeseeeas 31
12.5.1 Komplementiertes Medium (500 M)............ccueeeeeeiiieeeieeeseeeeeee et esa e 31
12.5.2 Unkomplementiertes Medium (500 M) ..........ooccueeeeeeeeeeeiiie e e e e ceaeecveeen 31
12.5.3 NGCI-LESUNG (0,9 J8) .ttt e et e et a ettt e e e tta e e staa e e s staaeesssaaenaneeas 31
12.5.4 SodiumPyruvat (500 MIM) ........oooeeeeeeeeeeeeeee et e e et eeta e e et e e e et aeeetasaeessaaaens 31
12.5.5 EiNFrI@IMEUAIUM ..ottt ettt e e e ettt e e e e e e sttt eaaeeesetasaeaaeas 31

13 ZELLKULTUR....cceuiiiiieiiiitnniiiieneiiienssisiesssssesssssesssssssssssssesssssssssssssesssssssnssssssssssssssssssssnssssssnsssssnnes 32
13.1 IVIEDIUIMMWECHSEL .ttt tietttee e e e ettt e e e e sttt e e e e e e e ettt eeeeeaaanbebeeeeeeaaunbeeeeeeesaaansbeeeeaaeeeesannnseeaeas 32
13.1.1 L L= o] o ) S 32

13.2 PASSAGE/SUBKULTIVIERUNG ADHARENTER ZELLEN ...vveeuveeerreeeesseeseensesseesseessesssesssessseessesnsesssessesssesnsenns 33
13.2.1 Zl1ZARIDESTIMIMUING ..ottt st e e et e e et e e et a e e s tteeeesasaaaesanees 34
13.2.2 g Lo Ty ] Lo 10 =2 SO 34
13.2.3 Hdmocytometer/Neubauer ZGRIKAMMET .............coueeeueeeeeeeieeeeeeeireeeieeeieeeieesirsesiseeeans 35
13.2.4 KPYOKONSEIVICIUNG . ...ttt e e ettt e e e e e ettt et e e e e e st staraaeesaeassaeaaens 36

14 VERSUCHSANSATZE .....cccoveururrereesessessseeessssssssesessssssssssssesssssssssessssssssssssesessssssssssessssssssssesessssssns 36
14.1 TAG Lottt ettt sttt sttt st a e e h e e h e e e bt e e bt e e b e e e bt e e e bt e e bt e s beeebeenateenareenaes 37
14.2 TAG 2 ettt et sttt sttt e s bt e h e e bt e e bt e b te e be e e bt te e b e e e bee s beeebeesateenateenaes 37
14.3 7Y T PO PO TSPRPPO 37
15  ALTERNATIVER BEHANDLUNGSWEG MIT HyOj . uuuuuuueeiiiiiiissssnnneniissssssssnneessssssssssssssssssssssssssssssssnes 38
15.1 PRINZIP ettt e ettt e e e e ettt e e e e st b et e e e e s e aan b e eeeteeaeesaaasnbeeeeeeeaannrneeaens 38
15.2 DURCHFUHRUNG ...ttt teeiietttee e e e ettt e e e e sttt e e e e e e e e e e aabab e e eeeaeaasbeteeeeseaaunbebeeeeeseaansbeebeeeeeeesaannnneeeeas 38
16 ELEKTROPHORESE / COMET ASSAY ......ccvrrereeereeersrssseseeeeesessssssssessesssssssssssssssssssssssssssssessssssssnssssses 39
16.1 SUBSTANZEN UND IMATERIALIEN ....ttteeteeueteteeeeeeaauteteeeaesesunteeeeeteeessaaunseeeeessaaaunsseaeeessasannsaeeeessaanann 39
16.2 PRINZIP <.ttt sttt ettt ettt e st e st e s s beesa b e e sabe e bt e e bteentbbe e bt e sabeeenbeesabeesabeennts 40
16.2.1 L L= T o) o) Lo T =X -2 40
16.2.2 COMEE ASSOY .ttt sttt sttt ettt s e st e e e eeaeaeassssssssssnsssnsnnnsnnn 40

16.3 VERWENDETE LOSUNGEN ..ctteuittttteteeeeeiitttteeeeseesttteeeeeses s eausbeteeeeeseaunsbeeeeeesaannsbeeeeeesannnsreaeseeaeeean 41
16.3.1 LYS@IOSUNG ...ttt ettt e e e ettt e e e e e ettt a e e e e e e s e e ssaraaeeasstanaaaaens 41
16.3.2 ElEKEIOPRNOIESEPUITEL ...ttt e ettt e e e e e st e e e e e e e e ssassaeaaans 41
16.3.3 NEULIALISALIONSPUTTEL ...ttt e ettt e e e e e e st e e e e e e e e ssaasaeaaeas 41
16.3.4 LoW Melting AgAroSe (LIMA) .......eeeeeeeeeeeeee et e e tta sttt e e et a e st a e ssaaa e e eesteaenneeas 42
16.3.5 Normal melting AgaAroS€ (NMA) .........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ecteeeesteaeeeaeaessee e et taaesneeas 42
16.3.6 Ethidiumbromid (20 UG/ ML) .......c..uveeueeeeieeeeieeeeieeete et e eeeeeesseteeecteesiseesssesse s essaeeaeens 42

16.4 DURCHFUHRUNG ...ttt e teiitttteeeeeee ittt e e e e e s ettt e e e e e e e esaaabab et eeeaeaaasbeteeeeseaaunbebeeeeeaeaansbeebeeeeeeesannnnaeeeas 42
17 ERGEBNISSE.......c.cccvvvvvirnennns Ceeereseeetresresteetrettettattrettattnettattattantrestattattrestastnssressastansranaane 44
17.1 TRYPANBLAUTEST . veesuveeeteesureessesessesesesssesasseesssessessessnsessssessssesssseessssensessnsesssseesnsesssnsessssesensessnne 44
17.2 COMET ASSAY ...ttt e e e ettt e e e e e e teee e e e e e e s abe b bbee e e e e e s asbeeeeeeeeeaaabbeeeeeeeesannbaeeeeaeeaesasannsbneeaeeaanannnes 46

18  DISKUSSION.......coeiiiiunrrttiiniiisisnnneetiisssssssssseesssssssssssnssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 48

19 SCHLUSSBETRACHTUNG ......covmrtitiiiiiniintiitiiiisnnnettessssssnnssssesssssssnsssssssssssssssssssssssssssssnsssssss 50




20

21

22

ZUSAMMENFASSUNG ...

SUMMARY ......ccevveerinnne

LITERATURVERZEICHNIS

..............................................................................................................

..............................................................................................................



Abbildungsverzeichnis

ABBILDUNG L2 SAFRAN ..tvtuunieeeeetettttieeeeeereeestaneaeeeeessessaneeesssessssnnaesessssssssnnaeeeessssssssnnaesesssssnaneeessssssssnnesesesessssnnnns 2
ABBILDUNG 2: PANNONISCHER SAFRAN (MIT KNOLLE) .
ABBILDUNG 3: PANNONISCHER SAFRAN (HANDISCH HERAUSGELBST)

ABBILDUNG 4: CROCETIN-GLYKOSIDE UND GENTIOBIOSE (OCHIAL 2007) ..eeeveieiiiiiieeeieeeieesieesreesieee s sieeesieeeseseevee s 5
ABBILDUNG 5: STRUKTURFORMEL VON CROCIN (AUNG, 2007 ) ..eeuvtieeieriieeiienieesieesieeeseeessneeesseessseessssesssesssseesseess 5
ABBILDUNG 6: STRUKTURFORMEL VON PICROCROCIN .....uvteeiereiiinereeeeesseaieneteeesssesnnneeseeeeesssemnnnereeesssnnnnneesesssannnneee

ABBILDUNG 7: STRUKTURFORMEL VON SAFRANAL (KANAKIS, 2007)
ABBILDUNG 8: SAFRAN-FELD AM TAG DER ERNTE (KLINGENBACH, OKTOBER 2008)
ABBILDUNG 9: FRESKO KINOSSOS .....etteeteeiuutttteeteeaiutetteeeeaeauetteeeeeeeeesaauusbaeeeeaesasneeeeeeeesansneaeeeeeesanssnnsenaeeaesaaannres

ABBILDUNG 10: FRESKO SANTORIN ...cititieiiieieieeiieeeeeeeeeesesese s e s esesesesen e e eaeaeeeeseeeeaseaeeeaeaeasesssesnsssasasesasasasasssssasaesanens
ABBILDUNG 11: GETROCKNETE SAFRANFADEN. ...cceeteieurtrreeseeasnrrereesssesassereeesesessssssssessessssssssssssesssssssnsseesesssssssnnens
ABBILDUNG 12: ECHTER SAFRANFADEN .....uuuvvvieereeeieuerereeesssssssseeeeesssasonssnsssessesssassssssessesssasssssnesessssssssseesssessssssnnes
ABBILDUNG 13: WACHSTUMSRATEN DER ZELLLINIEN... .
ABBILDUNG 14: DNA MIGRATION NACH UNTERSCHIEDLICHER BEHANDLUNG.....cceeeeieiurrieeeeeeeeinreeeeeeesesnrnseeeaesaasensannes
ABBILDUNG 15: HAMILTON-SKALA-VERLAUF DER SAFRAN- UND PLACEBOGRUPPE WAHREND DER BEHANDLUNG............... 22
ABBILDUNG 16: ARBEITER BEIM BEHUTSAMEN ERNTEN DES SAFRANS ...cceiiiiiiiiiieieiieeceeeeeeeeeeseseeesessseseie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 26
ABBILDUNG 17: CROCUS SATIVUS L. UNMITTELBAR NACH DER ERNTE ..ceeiiiiiiiiiiiece e e e e e e e e e e 26
ABBILDUNG 18: GETRENNTE BESTANDTEILE DES SAFRANS... ...26
ABBILDUNG 19: HEPG2-ZELLEN UNTER DEM IMIKROSKOP ..cceeeeiuerrrieereseieirrreesesessnrereeesssssesssssssnssessssssnsseseeesssssnnens 28
ABBILDUNG 20: BRUTSCHRANK FUR ZELLKULTUREN ....uuvvvieeseeesennrereeessessssnreeesssssonssesssessesssssssssssssesssssnssessesssnnsnnnens 28
ABBILDUNG 21: MEM-FLASCHE SO0ML c...uvtttiieteeeiciiteeee s e estieeeesesesasteetaeeeeeesssnssaeesesssansssnaeeesssenssnseeesesssssssannes 30
ABBILDUNG 22: WOCHENTLICHER KULTIVIERUNGSZYKLUS DER HEPG2-ZELLEN ...ceeeeeeieieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e 34
ABBILDUNG 23: NEUBAUER ZAHLKAMMER .
ABBILDUNG 24: GITTERNETZ ZUM AUSZAHLEN DER ZELLEN ...ceiiieeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e s e sesesesesen e e e e e e e e e e aeeeaeeeaeaeaaanaseseanas 35
ABBILDUNG 25: AUSZAHLEN DER ZELLEN MITTELS HAMOCYTOMETER ..ceeeeieuvrrreeeeeeserrrreesesessnreneeesesssesssnnssnseessssnsnnnes 35
ABBILDUNG 26: ERGEBNISSE DES TRYPANBLAUTESTS (NARBENASTE) veeuuvveeeeuereeesurreeesrresssssesessseessssnssessssssssesssseennns 44
ABBILDUNG 27 ERGEBNISSE DES TRYPANBLAUTESTS (TEPALEN) 1..vuvveeeeereeesiureeeeereeessseesessnseesasssssesessssssessssnessnssessnnnes 45
ABBILDUNG 28: ERGEBNISSE DES COMET-ASSAYS (NARBENASTE) ..vvveeeureresiurreeesereeeesseseesssseseasssssssessssssessssesssssesennnes 46

ABBILDUNG 29: ERGEBNISSE DES COMET-ASSAYS (TEPALEN)

Tabellenverzeichnis

TABELLE 1: SUBSTANZEN UND MATERIALIEN DIE ZUR DURCHFUHRUNG DER ARBEIT BENOTIGT WURDEN......uueeeeeerrevrrneennns 29
TABELLE 2: FARBVERLAUF VON PHENOLROT IM ZELLKULTURMEDIUM ...cevvvivieirieierereeeereeeeeeeeesesesesesesssesssesesesesesessssereees 32
TABELLE 3: ZEITLICHER ABLAUF DER ARBEITSSCHRITTE .uuueeeerertrusueeeeeerersssnneeeeesesssssnnnesesssssnnseseesssssssnnneseessssssssnnnenens 36

TABELLE 4: SUBSTANZEN UND MATERIALIEN ELEKTROPHORESE UND COMET ASSAY ...ceetiiiiirrireeesereinrreeeesesennreneeesseeeas 39



Literaturiibersicht

1 Einleitung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des Safratt®¢us sativus L.quf eine spezielle
Zelllinie (HepG2) untersucht. Diesasvitro Studiendesign wurde gewéahlt, um damit
die Wirkungsweise von Safran auf zellularer Ebeanesshumanen Systems zu
beleuchten.

Durch den wieder etablierten Anbau des Gewirze€ssterreich scheint Safran in
unseren Breiten an Attraktivitdt gewonnen zu hales der Untersuchung eine
aktuelle und greifbare Brisanz verleiht.

Das Gewdurz ist schon seit langerem Gegenstandhiedanster wissenschatftlicher
Untersuchungen, wobei sich die Bemuhungen dabeatsschliel3lich auf die
Wirkstoffe der Narbenaste beschranken.

In der hier verfassten Arbeit wurden sowohl diebéméste als auch die Blutenblatter
(Tepalen) des Safrans verwendet. Mittels Zellzadtlbenung wurde die Vitalitat der
HepG2-Zellen nach der Behandlung mit den verschiexl&xtrakten ermittelt. Ferner
wurde auch die DNA-Stabilitat der Zellen untersuég wurde also versucht
insbesondere die genotoxischen als auch die cysafuan Wirkungen des Safrans zu
erfassen. Untersuchungsmethoden der Wahl warefrgeanblautest zur
Zellzahlbestimmung sowie dem Comet-Assay zur Bestimg der DNA-Schéadigung.
Der Fokus liegt im Speziellen auf einer etwaigehuzwirkung des Safrans aup®h-
induzierte Zellschadigung in jenen ZellenQd ist bekannt fir seine oxidative
Wirkung, die zu Zellschaden fihren kann. Insbesmnde carotinoiden Inhaltsstoffe
des Safrans haben mittels ihrer Fahigkeit Perodidede zu binden und somit zu
inaktivieren, Potential, einem solchen oxidativéireSs entgegenzuwirken.

Die Arbeit wurde in Kooperation mit meiner Kolledtelizitas Moll durchgefuhrt. Sie
konzentrierte sich in lhrem Teil auf die Wirkungnv8afran auf DNA-Stabilitat und

Zellvitalitat von HepG2-Zellen.



2 Literaturiibersicht

2 Allgemeines

Safran ist eine alte Gewirz- und Farberpflanzen Sei r
Name leitet sich vom arabischen Wort ,zafaran“ =
Gelbsein ab.

Eventuell wurde Safran schon zum Farben verwendet,

noch bevor er als Gewirz Bedeutung fand. Da di&&mar

sehr stark farben wenn sie nass sind, wurdensie al
Pigment eingesetzt. Tatsachlich war Safran einer de
altesten gelben Textilfarbstoffe der Menschheit.
Botanisch betrachtet gehért Safran zu der Famdie d

L

Schwertliliengewachsdr{daceag. Der Safrankrokus
(Crocus sativus Lbildet keine Friichte und vermehrt sicr/\Ppildung 1: Safran

Uber seine Tochterknollen. Die Erntezeit der leetitroten Narbenéste — sie stellen das
eigentliche Gewdrz dar — beginnt Anfang Oktober.

Die Ernte der Narbenéste ist aufwéndig, da sieiséhcaerfolgt. Fur 1 kg Trockenmasse
sind 150.000 — 200.000 dieser Narben noétig. Im Ndiat geben etwa 120 Bluten 1
Gramm Safran, das entspricht 360 Safranfaden. D@ ist sehr hochpreisig. Fur
ein Gericht fur 4 Personen reichen 10 Faden.

Bezuglich des Preises findet man in der Literaginr stark abweichende Werte. Sie
reichen von 3 Euro pro Gramm bis hin zu mehr al&@® pro Gramm. Grund hierfar
sind die oft unterschiedliche Qualitat des Prodsikiawvie Falschungen. Unbestritten ist
jedoch die Position des Safrans als die weltweitste Gewdlrzdroge. Interessant
scheint auch die Tatsache, dass Safran als Gewtikeimem anderen Gewiirz
harmonisiert. Ob seines individuellen Aromas st&éfran hier wohl einen Einzelganger

dar. (TILL, 2004)



Literaturiuibersicht

3 Aufbau der Pflanze/Botanik

Crocus sativus List eine mehrjéahrige, langsam

wachsende Pflanze, die mit der Herbstzeitlose
gewisse Ahnlichkeit hat. (SCHRODER, 1991)
Die Pflanze kann eine Grol3e von 8 bis 30
Zentimeter erreichen. Der auf der Knolle
sitzende Fruchtknoten bildet im Herbst die \ -

Perigonblatter sind zu einer ca. 15 ZentimeterAbb”dung 2: pannonischer Safran (mit
Knolle)

violetten Bluten. Diese sogenannten

langen Roéhre verwachsen.
Die Pflanze besitzt 3 zusammengewachsene Frudietb{&Staubblatter). Sie sind in
ihrer Farbung stark gelb und stellen den mannlicfeinder Pflanze dar.

Aus der Blite ragen 3 Narbenaste hervor — schadaaond mit gelbem Rand. Sie sind
im Inneren mit dem Griffel verwachsen. Diese raiambenschenkel bilden das uns
bekannte Gewdrz. Sie sind am oberen Ende
trichterférmig erweitert und erreichen eine Langa v
1 - 5 Zentimeter. Der Geruch ist aromatisch, der
Geschmack etwas bitter. (SCHRODER, 1991) Die
Faden sind zerbrechlich und lassen sich leicht

zerreiben. Beim Kauen farbt sich der Speichel Abbildung 3: pannonischer Safran
rot/orange. (PFLICHTENHEFT) (handisch herausgelost)
Ob ihres tetraploiden Charakters ist die PflanZeughtbar/steril. Sie vermehrt sich

vegetativ durch Knollenteilung.
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4 |nhaltsstoffe des Safrans

Wahrend der letzten Jahrzehnte war die Erforsclaengnhaltsstoffe des Safrans
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Safranssettizaus schatzungsweise 150
flichtigen sowie einigen nichtfliichtigen Verbindemgzusammen. 40 — 50
Hauptbestandteile konnte bisher identifiziert wardenhand jener Daten lassen sich
die Inhaltsstoffe in die Gruppen Farbstoffe, Gesatkstoffe sowie fliichtige
Aromastoffe einteilen. Die wichtigsten pharmakosmii aktiven Metaboliten dieser
Gruppen sind Crocin, Picrocrocin und Safranal. @sifindet man in Safran Proteine,
verschiedene Zucker, Vitamine, Flavonoide, AminoséuMineralstoffe und andere
chemische Verbindungen. (ABDULLAEYV, 2002)

4.1 Protocrocin

Protocrocin ist ein sogenanntes Carotinoid-Digdntisid-diglucosid. Der Nachweis
des Protocrocins ist bisher noch nicht gelungem Remt an, dass viele im Safran

enthaltene Spaltprodukte von diesem Molekll ausgehe

4.2 Crocetin-Glykoside

Crocetin ist eine Dicarbonsaure, die die zentradbwMdung der Crocetin-Glykoside
darstellt. Je nach Substituenten ergeben sichrdgafran enthaltenen Molekiile
Dicrocin, Tricrocin und Crocin. (siehe Abbildung Diese Pigmente sind Farbstoffe
und damit fir die orange-rote Farbe des Safraremieprtlich. Sie sind Gegenstand
neuester Untersuchungen, in denen versucht wis &tiruktur — Aktivitats Beziehung
herzustellen. Im Fokus steht hier vor allem dagamtative Potential der
Verbindungen. (OCHIAI et al., 2007)
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Crocetin : R;=R,=H OH on
Dicrocin : R;=R,= B-D-glucosyl oH
Tricrocin : R,= B-D-gentiobiosyl; R,= B-D-glucosyl OHO
Crocin : R,= R,= -D-gentiobiosyl 0

Gentiobiose OH

Abbildung 4: Crocetin-Glykoside
und Gentiobiose (OCHIAI, 2007)

4.3 Crocin

Crocin ist ein gut wasserloslicher Farbstoff. Zvea 10 und 25 % sind im Safran
enthalten. Seinen wasserloslichen Charakter edéltMolekil durch die Veresterung
mit Gentiobiose (Disaccharid aus 2 D-Glucose Malek). Laut einer aktuellen Studie
besitzt Crocin aphrodisierende Wirkung. (HOSSEINZADet al., 2008). Auch scheint
das Molekul Uber starke antioxidative Kapazitaverfigen. So wies eine Studie dem
Crocin einen besseren antioxidativen Effekt als defocopherol nach. (OCHIAI et al.,

M
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Abbildung 5: Strukturformel von Crocin
(AUNG, 2007)
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4.4 Picrocrocin

Wird auch ,Safranbitter” genannt. Es handelt sioh ' HeG CHs
eine nicht flichtige Substanz, die eine glycosiakésc OH 0
Bindung enthalt. Frischer Safran enthalt 4 % HM CH,
Picrocrocin. Das Molekul wird z.B. durch Erwarme OH

in Glucose und Safranal gespalten. (HANSEL, 2004)

Abbildung 6: Strukturformel von
Dies lasst deutlich werden, warum frischer Safran Picrocrocin
bitter schmeckt, und er erst nach Trocknung sovelrmonatiger Lagerung sein

typisches Aroma entfaltet.

4.5 Safranal

Safranal (= 4,5-Dehydro-R3-cyclocitral) stellt mmem Anteil

H,C CHs
von 47 % an den flichtigen Stoffen den kardinalen CHO
Aromastoff in der Droge dar. Das Monoterpen entsteinch
Glucoseabspaltung von Picrocrocin. Hydroxy-Safrénal

CH

Hydroxy-R-cyclocitral) ist einer jener Stoffe, dig das ’
endgultige Aroma mitverantwortlich sind. Auch kéames ein Abbildung 7:
Zwischenprodukt bei der Bildung des Safranals sein. Strukturformel von Safranal

) (KANAKIS, 2007)
(HANSEL, 2004)
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5 Safrananbau in Osterreich

Safran wird seit 2006 wieder erfolgreich in
Osterreich (unter anderem in Klingenbach,

Burgenland) angebaut. Dieser ,pannonische’
Safran” wird auf einer Anbauflache von ca.
1,5 Hektar kultiviert.

Die Safranproduktion in Klingenbach wird
von dem Landwirt Johannes Pinterits s :
betrieben. Er hat 6sterreichweit die langste & bb”dung: Safr_Fld g der Ermte
Erfahrung im Umgang mit Safran und arbeite(Klingenbach, Oktober 2008).

schon seit langerem mit dem Institut fur Ernahrunigsenschaften zusammen. Die in
dieser Arbeit verwendeten Krokusse stammen zur &aung seiner Ernte von 2008.
Zwar produziert Johannes Pinterits schon seit mehréahren Safran, hierbei handelt
es sich jedoch nicht um die Erstkultivierung.

Tatsachlich wurde in Osterreich schon bereits \o@r 100 Jahren Safran angebaut. So
kann man in einem Dokument aus dem Jahr 1844 rsahldass der damals kultivierte
»Crocus austriacusvon hoher Qualitat war und gegentber dem frarsob&n Safran
den Vorzug erhielt. Wortlich heifdt es in diesergiman althochdeutsch verfasster

Schrift:

... und davon zuweilen einen nicht geringen Gewiehtz weil der Osterreichische
Safran dem Franzgésischen vorgezogen wird und destidder im Preise stehet. ..."
(LINK, 1844)

5.1 Safranprodukte

Einst kam dem Safran eine grof3e Bedeutung als tefirbad edles Parfim zu. Ein
gebrauchliches Speisengewiirz stellte Safran nexhMielmehr diente er als
Statussymbol. So kam es, dass man friher grie@idelrscher safranfarbene

Gewander trugen, und im Theater der blumige Saéaryp zu vernehmen war. (TILL,
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2004) Zwar wird die Droge heute nicht mehr medsshiverwendet, und ist auch in der
pharmazeutischen Technologie durch synthetischeskedfe ersetzt worden. Trotzdem
hat Safran — neben seiner primaren Verwendungelgi& — in vielen anderen

Produktsparten Einzug gehalten.

Beispiele fur Produkte, die mit Safran heutzutageegelt werden:

e Likore
« Kosmetika

* SiRwaren

Der pannonische Safran wird unter anderem zu diesetukten weiterverarbeitet:

» Safrankekse

« Safrannudeln

» Cremehonig

» Safranpralinen

* Spezialkosmetika

* Seifen

Obgleich Safran durch synthetische Farbstoffe ebiégd ersetzt wurde, findet er nach
wie vor Verwendung zum Farben und Aromatisieremtai&oholischer Getranke.
(HANSEL, 2004)
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6 Kultivierung

Crocus sativus Lgehort zur grofRen Familie der Schwertliliengewadhsdaceag. Der
Artname ,Sativus$ weil3t bereits darauf hin, dass es sich um einkuiilorm handelt.
Crokus sativus Lstellt also eine gezlichtete selektierte FormDigrNarbenéste — der
weibliche Anteil der Blite — werden auf Lange gdrét, um den Ertrag zu steigern.
Safran wird aus dem Sarfrankrokus gewonnen. Kraktusine Gattung mit ca. 80
Arten, die zum Grol3teil im Fruhling blihen (wie zdr Gartenkrokus). Der Safran-
Krokus blitht im Herbst zusammen mit 20 anderenrAdieser Gattung. (O1
RADIOSENDUNG, 2008)

Kultiviert wird das Gewdurz unter anderem in folgend_andern: Aserbaidschan,
Frankreich, Israel, Marokko, Tirkei, Agypten undxik®. Die jahrlich produziert
Menge von etwa 50 Tonnen hat einen Wert von ungé&@iMillionen Dollar. Der
Hauptgrund fur den enormen Preis ist, dass Safah wie vor von Hand kultiviert und
geerntet wird. (ABDULLAEYV, 2002)

6.1 Klassische Safrankultivierung

Die Safranknollen werden Ende August angebautnm8e ca. 10 cm tief in den
Boden gesetzt werden, mit ca. 10 cm Abstand zunderaVier bis finf Wochen darauf
beginnen sie zu blihen. Von da an — meist Anfanplid« — dauert die Blite zwei bis
drei Wochen. Dies ist gleichzeitig die Zeit der ttn

Das sogenannte Safrangras bildet sich im NovemimtD&zember. Diese Blatter
bleiben die ganze kalte Jahreszeit Uber griin — beicextremer Kalte. (PINTERITS,
2008)

Der Winter ist furCrocus sativuslie Zeit des Wachstums. Hier werden Energie
aufgenommen und Reservestoffe flr die nachste iSaisgelagert. Auch ist dies die
Zeit der vegetativen (ungeschlechtlichen) Vermegyrumdem Knollen gebildet werden.
Ist diese Phase abgeschlossen (Anfang/Mitte Jaig) die Dormanz. Diese Ruhephase
dauert — abhangig von Region und Klima - ungeféhAbnfang September.
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Dieser jahrliche Zyklus lasst sich gut versteheenmman die Abstammung des
Safrankrokus berucksichtigt. In Griechenland (deenkidnftsland des Safrans) steht
Uber die Sommermonate praktisch keine Flussigkeiverfigung. Im Winter hingegen
regnet es relativ viel. Der genetische RhythmusRilainze hat sich folglich auf eine
Ruhephase im Sommer und eine Wachstumsphase ineeingestellt. Dieser Zyklus
blieb unverandert, obgleich der Safrankrokus sdimer ca. 4000 Jahre kultiviert wird.
(O1 RADIOSENDUNG, 2008)

6.1.1 Anbaumethoden

Der Anbau selbst ist von Land zu Land sehr versldneSchon bei der Frage wie tief
man die Knolle in die Erde setzt oder ob man siegelahr wieder herausnehmen soll

gibt es keine einstimmige Antwort.

Zwei Methoden zum Setzten der Knollen haben sitldgterreich) bewahrt:

1. Ldcher stechen:

Abhangig vom Boden werden Locher von unterschibdlidiefe in das Erdreich
gestochen. Meist wird eine Einsetz-Tiefe von 8 Z&f@timeter gewahlt. Hier spielt
unter anderem auch die Durchlassigkeit des BodersRolle. Befinden sich die
Krokusknollen nicht in der richtigen Tiefe bildele sogenannte Zugwurzeln aus,
welche die Knollen nach unten ziehen.

Grundsatzlich spielen neben der DurchlassigkeitBtetens einige andere Faktoren

eine Rolle bei der Tiefenwahl der Knollensetzung:

» Die Tochterknolle wachst oberhalb der Mutterknolle
» Winterfrost muss gut Uberstanden werden. Aufgruesliclten Winters werden

beispielsweise in der Schweiz die Knollen bis zwZ2@timeter tief gesetzt.

! Johannes Pinterits konnte dieses Phanomen bislehgbeobachten.
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2. Furchen ziehen:

Bei dieser Methode werden die Knollen in eine Farghlegt. Dieser Vorgang wird

auch ,Kiellegen“ genannt. Der Aushub einer zwepanallel gezogenen Furche dient
zum zuschutten der Ersten.

Der Prozess des Pflanzens ist Anfang Septembesdligssen. Bereits wenige Wochen
(~4) danach kommen die ersten Bliten. Dabei wesdgenannte Siphone sichtbar, die
sich 2 — 3 Zentimeter Uber der Erde 6ffnen, wodulieheigentliche Blite zum

Vorschein kommt.

6.1.2 Ernte ab Mitte Oktober

Mit dem Erscheinen der Bliten beginnt
auch die Ernte. Diese dauert meist bis
Ende Oktober, also 2 — 3 Wochen. Da das
Gewdrz durch Sonneneinwirkung an

Aroma verliert werden die Bliten bereits

in den frGhen Morgenstunden geerntet.
Das Herauslosen der Narbenschenkel wirc,

bbildung 9: Fresko Knossos

anderenorts durchgefuhrt.

Bei einer alternativen Erntemethode werden die dladibte direkt am Feld gelost,
wodurch die Blite angeblich weniger verletzt wirs.
Vorteil wird bei dieser Methode genannt, dass dieF&ld
zurlickbleibenden Blitenreste eine Winterweide fiénBn
darstellen. (O1 RADIOSENDUNG, 2008)

Malereien (entdeckt in den 1980ern) scheinen ztabgen,

dass schon friiher beide Erntemethoden angewandewur
éggit'gr‘f:g 10: Fresko  Auf einem Fresko in Knossos erkennt man einen dimgtler
Safran erntet indem er die ganze Blite abreif3t.
Auf Santorin, ebenfalls in Griechenland, lasst githweiteres Fresko bestaunen, dass
sich auch die Safranernte zum Thema gemacht hajeAer Wandmalerei ernten 2

junge Frauen nur die Narben, und nehmen nicht ale g Bllite.

11
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6.1.3 Weitere Behandlung

Nach dem Herauslosen werden die Safranfaden geeadBei diesem Vorgang
verlieren die Narben 4/5 ihres Gewichtes. Auch bieddiesem Vorgang das fur Safran
typische Aroma ausgepragt. Ublicherweise wird iFmrer oder Glut gerostet. Die
Trocknung stellt auch einen riskanten Arbeitssthar. Bei zu hoher Hitze bzw. bei zu
langer Einwirkzeit kdnnen die Narbenaste empfiridgeschadigt werden. Der
pannonische Safran wird fir 24 Stunden bei etw&50etrocknet. Die fertig
getrockneten Narbenaste sind ca. ein bis drei @etér lang und in ihrer Farbe tiefrot.
(siehe Abbildung 12)

Zur Aufbewahrung des Safrans bieten sich O

Porzellan-, Glas- oder Metallbehaltnisse an.
Gewadrz ist hygroskopisch und Iichtempfindli(\f

. 7,

und sollte deshalb e-ntsprechend gelagefrt 7 v\ J / ‘ S
werden. Jedoch verliert Safran auch bei JaTE

korrekter Lagerung rasch an Aroma. Es <!

empfiehlt sich daher der Kauf von kleineren ~ Abbildung 11: getrocknete Safranfaden
Mengen. (TEUSCHER, 2003)

Das Aroma ist im ersten Jahr nach der Ernte anebggerliert danach aber stédndig an
Intensitat. Eine Lagerung von 2 Jahren oder melwhirdaher wenig Sinn
(ERNAHRUNG AKTUELL, 2008). Eine Studie konnte auiigen, dass die Faktoren
Temperatur und Feuchtigkeit einen entscheidendeftuss auf den Abbau der

pharmakologisch aktiven Stoffe des Safrans ha#BDULLAEV, 2002)
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6.2 Maschinelle Safrankultivierung

Safran ist — wie bereits erwahnt — eine empfindiEflanze, die mit besonderer
Sorgfalt behandelt werden muss. Die unterschie€l@&rol3e der Pflanzenteile sowie die
Tatsache, dass die Narbenaste schwer zu erreistftem®achen eine vollstandige
Mechanisierung der Arbeitsschritte sehr schwertZziem gibt es Bemuhungen die
Kultivierung durch landwirtschaftliches Gerat zuenstutzen.

In bislang durchgefuhrten Versuchen wurde berathandenes landwirtschaftliches

Gerat fur die maschinelle Safrankultivierung adapti

6.2.1 Préparieren des Bodens

FUr das Bearbeiten des Bodens (Furchen ziehen300aMillimeter tief) kdnnen
ubliche landwirtschaftliche Maschinen verwendetdeer. In einer Testreihe wurde
hierfir eine Kartoffel-Pflanzmaschine benutzt. Badreich sollte in einer Weise
prapariert sein, die einen Wasserstau verhindessdd wirde sich schadlich auf die
Ernte auswirken.

Auch das Diingen kann mit herkdmmlichen landwirtfitibhen Geraten erfolgen.

Aufgrund der oft kleinen Anbauflache wird diese Aittimeist handisch durchgefuhrt.

6.2.2 Das Einpflanzen

Bei der mechanischen Pflanzung der Knolle gibtaddreiche Hirden zu Gberwinden.
Safran ist klein und empfindlich, und muss in dehtrgen Abstanden im Boden
platziert werden. Auch seine Ausrichtung im Bod&tn/on entscheidender Bedeutung.
Flr diesen Arbeitsschritt scheint der Einsatz ewebel-Pflanzers am Sinnvollsten.
Dieser muss unter anderem an die Grol3e der Safmaliekadaptiert werden.

Ein Nachteil dieser Methode ist die ungenaue Ausuicg der Knolle im Erdreich. Sie
kann schrag oder sogar verkehrt in der Erde liegersuche haben gezeigt, dass eine

geneigte Ausrichtung zu verzdogerter Sprossung dmihéem Blitenwachstum fuhrt.
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Eine ,auf den Kopf gestellte* Ausrichtung fuhrt solwt zu verzdgerter Sprossung als
auch zu einer verminderten Produktion.

Die Arbeitszeit fur diese Variante betragt 5 Stun¢fér ein 1000 m2 grof3es Feld).
Handisch wirde diese Arbeit mehr als 100 Stundeemta (NEGBI, 1999)

6.2.3 Bliten sammeln

Safran wird Ublicherweise in den Morgenstundenmgegrwenn die Bliten noch
geschlossen sind, da man sich so eine besserddpealvartet. Durch manuelle Arbeit
kénnen von einer Person pro Stunde zwischen 8 arkd) Safran geerntet werden. Das
entspricht ca. 2000 — 4000 Krokussen.

Die naheliegendste Uberlegung zur maschinellen idihcung dieser Arbeit ware es
wohl, einen Rasenméher so zu kalibrieren, dased?fthnze sehr weit unten
abschneidet, diese sammelt und die Blatter abtréfietdings hat sich gezeigt, dass es
durch eine derartige Methode zu einer negativewi€klung der Knollen kommit.

Die Safranernte zu Mechanisieren ist also einesdewierigsten Aufgaben. Auch weil
es 6konomisch nicht lohnend erscheint dirfte egitiZzge Mdoglichkeit sein, bereits
vorhandene Geréate entsprechend fur diese Arb@tlaptieren. Ein — mit einer solchen
Geratschaft durchgefiihrten — Test (es handelteusitkine zweckentfremdete Oliven-
Sammelmaschine) zeigte wenig Erfolg. Ein geringErémag war die Folge von Bliten
die nicht aufgesammelt- und Verunreinigungen (Bfatta.) die mit gesammelt wurden.
Letztere mussten in spateren Arbeitsschritten wieddernt werden. Weiters scheint
das maschinelle Ernten einen negativen Effekt suFdrbekraft des Gewirzes zu
haben. Ebenfalls beeintrachtigt dirfte das Aronia, $er kommt es moglicherweise
durch die Reaktion von Picrocrocin zu Safranalinem bitteren Einschlag. (NEGBI,
1999)

2 Landwirt Johannes Pinterits sieht das jedoch rithgroReres Problem an, da sich die Tochterknollen
im folgenden Jahr von alleine richtig orientierBie suboptimale Ausrichtung und der damit

einhergehende geminderte Ertrag scheinen alsamdahr des Aussetzens von Bedeutung zu sein.
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6.2.4 Trennung der Narbenaste

Das Abtrennen der Narben&ste von den Ubrigen Rftdeiten ist eine zeitintensive
Aufgabe. Eine Person schafft durchschnittlich 5800 Stiick in einer Stunde. Bei
140.000 Bluten wirde das einem Aufwand von 93 —2@8diden entsprechen, einem
Gewicht von ungeféhr 1 kg.

In einem Versuch wurde die Trennung von Stilenu8itéattern und Blltenblattern in
einem Windkanal getestet. Das Problem das sichsteit hangt mit der Anatomie der
Pflanze zusammen. Oftmals sind Blutenhulle une $idch zu sehr miteinander
verwachsen, sodass sie im Windkanal nicht getreerden kénnen. Auch eine zuvor
durchgeflihrte Trocknung lost dieses Problem nidieist haften die Bestandteile

danach sogar noch hartnackiger aneinander.

6.2.5 Trocknung

Mittels herkdbmmlicher Trocknung bendétigt man ca.Stidnden fur die Trocknung einer
Menge von 5 - 6 kg. Im Versuch wurden Dehydratiamsiiern verwendet, in denen die
Ernte fur 3 Stunden bei 48 °C verweilt. Dies bringar eine beachtliche Zeitersparnis,
jedoch hat diese Behandlung negativen Einflussleubrganoleptische Qualitat des
Safrans. (NEGBI, 1999)

Nach dem Trocknungsprozess kann das Produkt zePgdmahlen werden. Hierfur

empfiehlt sich der Einsatz von elektrischen Kafféatan.

6.2.6 Riuckschluss

Der Safrananbau kann teils durch Maschineneinsdatrstitzt werden (diese missen
allerdings zuerst entsprechend umgerustet werbes)immte Arbeitsschritte missen
jedoch nach wie vor von Hand durchgefihrt werdsiEGBI, 1999)

15
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7 Qualitat

International wird die Qualitat des Gewlrzes nagstimmten ISO-Normen gemessen.
Mittels physikalischen und chemischen Methoden eemdie Inhaltsstoffe
nachgewiesen.

In Osterreich sind folgende zwei Qualitatsstufen Bedeutung:

1. Elegierter Safran: hier werden nur die Narbenaste/@ndet; er ist frei von

Griffelresten

2. Natureller Safran: Der naturelle Safran kann bi4@9o der gelben
Griffelanteilen enthalten

(ERNAHRUNG AKTUELL, 2008)

8 Falschungen

Da Safran als das teuerste Gewdirz gilt, sind \&hilngen bei dem ,roten Gold”
nichts Ungewohnliches. Billigsafran, der nicht &ostrolliertem Fachhandel stammt,
ist so gut wie immer verfalscht. Es gibt verschiezl¥ersionen, wobei es leichter ist
Safranpulver zu falschen als Safranfaden. Aucheheoth findet man Falschungen am
Markt.

In verschiedenen alten Sprachen ahneln die NameBefiian, Saflor und Kurkuma
einander. Auch ob ihrer Verwendung als Farbemitteiden sie schon damals
miteinander verwechselt. Das Verfalschen von Saddcheint also lange Tradition zu
haben. (TILL, 2004)

Beliebte Varianten sind das Untermischen ahnligsabender Blitenteile sowie die

Droge mittels Flussigkeiten schwerer zu machenUMENN, 2005)
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8.1 Falschen der Faden

Die Faden werden z.B. mit Ol, Zuckerwasser oderigbaschwert, um das Gewicht
des Safrans zu erhohen.

Den fertig getrockneten Safranfaden kénnen auckrar@flanzen beigemengt werden
wie etwa Saflor (= Farberdistel), Ringelblun@a{endula officinali} oder Kurkuma
(=Gelbwurz). Ein geschultes Auge kann NarbenasteSdérans von Saflorbliten
eindeutig unterscheiden. Elegierter Safran istzgad, leuchtend tiefrot. Die
Narbenéaste sind deutlich zu erkennen besitzen @r@natisch-fruchtigen Geruch. Die
zum Falschen verwendeten Pflanzenteile des Saflors

hingegen sind orange und gelb. Es gibt keine Naidten

und der Geruch ist wenig aromatisch bis unangenehm.

Echte Safranfaden erkennt man unter anderem am ihre

trompetenférmigen Ende. In drastischeren Fallerderer Abbildung 12: echter
Griffel von Mais oder auch rote Plastikfasern vemdet. ~ Safranfaden

(1 RADIOSENDUNG, 2008)

8.2 Falschen des Pulvers

Zur Falschung von Safranpulver kann im Grunde jedesPulver verwendet werden.
Géngige Mittel zum Strecken sind Paprikapulver,kGmnapulver, gefarbte Starke, rote
Kreide und rotes Sandelholz. Werden diese Produktechtem gemdrsertem
Safranpulver vermengt, so kann man diese Verfatsglouasi nur noch im Labor
nachweisen. Beim Kauf von Safran empfiehlt sichedalie Faden dem Pulver
vorzuziehen. (O1 RADIOSENDUNG, 2008)
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9 Physiologische Wirkungen

Auch wenn Safran als gesundes und teures Gewiyz@idjibt es doch eine obere
Grenze der unbedenklichen Zufuhr. Scheinbar maagtit hier — wie auch in vielen
anderen Bereichen — die Dosis das Gift. Maximal@r&nm Safran am Tag gelten als
unbedenklich. Bereits eine Menge von 5 - 10 Graranmkzu schweren Vergiftungen
fuhren wie Erbrechen, Schwindel, Benommenheit uabd&mutterblutungen bei
Frauen. Eine Menge von 20 Gramm wird in der Litaratets als die fir den Menschen
letale Dosis betrachtet. (TILL, 2008) Die Vergifgserscheinungen sind mannigfaltiger
Natur. Verminderte Reaktionsfahigkeit sowie einamtiger Lachreiz stellen sich nach
einem kurzen Erregungszustand ein. Danach folg@rsahiedliche Symptome wie
etwa beschleunigter Puls, Herzklopfen, DurchfalhrEchen und Sinnestauschungen
bis hin zu Exitus. Beim Pflicken der NarbenastenginFrauen Uterusblutungen
bekommen (ROTH, 2008)edenfalls wird dem Safran eine abortive Wirkung
zugeschrieben. Die daftir nétige Dosis betragt J&htn. Zu einer schweren Purpura
kommt es bereits nach 5 Gramm. (ROTH, 2008) Tal&#iciurde Safran friher
missbrauchlich als Abortivum genutzt.

Dem Safran wird eine appetitanregende und verdaidrdernde Wirkung nachgesagt
(TEUSCHER, 1994). In der Volksmedizin ist oft vaner schmerzstillenden,
krampflésenden Wirkung die Rede. (WEIDINGER, 20@8)ch eine Wirkung als
Nervenberuhigungsmittel wird crocus sativus nacagegHANSEL, 2004) Ebenfalls
als schmerzstillendes Mittel und Beruhigungsmiitedet Safran in der traditionellen
chinesischen Medizin Anwendung. (OCHIAI et al, 2p07

Volkskundlich wird Safran desweiteren bei folgen#teankheiten eingesetzt:

* Nervensystem: Schlaflosigkeit, L&hmungen

* Respirationstrakt: Asthma, Erkaltung, Husten
» Kardiovaskulares System: Herzerkrankungen
* Krebs

3 Johannes Pinterits konnte diese Aussage nichttloesta
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* \Verdauungssystem: Flatulenz, Magenbeschwerdenk Koli
* Herz-Kreislaufsystem: Blutkrankheiten, Hypoxie

« Augenkrankheiten

» Infektionskrankheiten: Scharlach, Pocken

e Muskulatur und Knochen: Lahmungen, Gicht

» Urogenitalsystem: Gebarmutterblutungen, Amenor{d&DULLAEYV, 2002)

Aktuelle wissenschaftliche Forschung zeigt positviekungen einzelner Inhaltsstoffe
auf. Meist scheinen Carotinoide fiir diese verantiiebr zu sein. Antikrebswirkung
sowie Schutz vor Arteriosklerose stehen im Fokusddezeitigen Forschungsarbeiten.
(ERNAHRUNG AKTUELL, 2008)
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10 Aktueller Stand der Wissenschaft

Die Studie mit dem Titel ,,Crocin from crocus satvpossesses significant anti-
proliferation effects on human colorectal cancédisteefasste sich 2007 mit der
Wirkung von Crocin und einem Safran-Extrakt auf lame Darmkrebszellen.
Gegenstand der Untersuchungen waren folgenderdetitiHCT-116, SW-480 und HT-
29. Analysemethoden waren HPLC sowie MTS (modifredhrome stain). Die Studie
konnte tatsachlich nachweisen, dass Crocin sovaesdéran-Extrakt einen hemmenden
Effekt auf das Wachstum dieser Krebszellen habéickzeitig konnte gezeigt werden,
dass es zu keiner Beeintrachtigung von nicht-Kreltesz kommt. Die Abbildung zeigt
die Wirkung von Crocin in verschiedener Konzentnatauf die 3 Zelllinien. Zur
starksten Proliferationshemmung kam es bei defiZiel[HCT-116. (AUNG H.H et al.,
2007)

120 1

100 { == = =

3

N
S
1

Proliferation (%)
3

IS

L=}

HCT-116 SW-480 HT-29
0025 mgml O0.5mg/ml B1.0mgm W3.0 mg/mi

Abbildung 13: Wachstumsraten der Zelllinien

Ebenfalls im Jahr 2007 fand eine Studie statt idie mit der Wirkung des Safrans auf
DNA-geschéadigte Mausorgane beschatftigte. Laut digselie hat Safranal eine
hemmende Wirkung auf das genotoxisch-wirkende MM8tlyl-Methansulfonat). Die
Mause wurden in 5 Gruppen geteilt, die unterschibdlehandelt wurden. Untersucht
wurden die DNA-Migration in den Organen Leber, Laniiere und Milz.

Nachstehendes Diagramm zeigt die Ergebnisse deafp@n im Organ Leber.



Literaturiibersicht 21
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Abbildung 14: DNA Migration nach unterschiedlicher Behandlung
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Die Ergebnisse bei den anderen Organen nehmenangleichbaren Verlauf. Stets
zeigen die MMS-belasteten Proben auch die hochsie-Migration Bei der Leber
(Abbildung 15) ist die DNA-Migration der Gruppe-$afal (363,75mg/kg) um das
7,31-fache geringer als bei der reinen MMS-Grujpe.Studie konnte zeigen, dass
Safranal einen hemmenden Effekt auf MMS-induziBi#A-Schadigung besitzt.
(HOSSEINZADEH H. u. SADEGHNIA H.R, 2007)

Eine Studie zur Wirkung von Safran auf Depressiayames im Jahr 2005. 40 Personen
zwischen 18 und 55 Jahren nahmen an der Studidtéiler Hamilton-Skala
(Diagnosewerkzeug zur Ermittlung der Schwere eepression) mussten jene
Teilnehmer einen Wert von mindestens 18 aufweik&m\{Vert von 15 bis 18 wird als
milde bis mittelschwere Depression angesehen)PDobanden wurde in 2 Gruppen
geteilt, wobei Gruppe 1 Safrankapseln einnahm (30agg, und Gruppe 2 ein Placebo
erhielt. Das Ausgangsniveau der Gruppen zeigteskesignifikanten Unterschied. Die
nachfolgende Abbildung zeigt den Verlauf der bei@gappen Uber den gesamten

Zeitraum von 6 Wochen.
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—&— Saffron 30mg/Day
—— Placebo

Hamilton Depression Scores

Trial (weeks)

Abbildung 15: Hamilton-Skala-Verlauf der Safran- und Placebogruppe wéhrend der Behandlung

Der Verlauf zeigt einen signifikanten UnterschiemrzAusgangswert, dies gilt jedoch
auch fur die Placebo-Gruppe. Desweiteren zeigtEiahe der 6 Wochen, dass sich auch
die beiden Gruppen voneinander signifikant untezgtgn. Vergleiche mit ahnlichen
Studien sind hier nicht moglich, da diese Studeeatste dieser Art war. Sofern man der
Untersuchung Glauben schenken darf, wirkt Safraarddepression entgegen. Weitere
Studien scheinen notwendig. (AKHONDZADEH S. et 2005) Eng mit Depressionen
in Zusammenhang steht die Krankheit erektile Dyistion (ED). (SHIRI et al., 2007)
Eine aktuelle Pilotstudie hat die Wirkung vorocus sativus Lauf ED untersucht.

Mittels entsprechenden Tests (NPT = nocturnal peninescence; IIEF-15 = index of
erectile function questionnaire) wurde der Effett Broge auf ED evaluiert. 20
Patienten nahmen an der Studie teil, wobei sienj@ddg (Gesamtdauer der Studie = 10
Tage) eine Tablette (200 mg Safran) einnahmentelifessich heraus, dass es bei den
genannten Kriterien des Tests zu Beginn und am Eadggnifikanten Unterschieden
kam. Wie aus der Studie hervorgeht hat das Gewiien gositiven Effekt bei der
Behandlung von ED. Jedoch muss beachtet werdes dilénzahl der getesteten
Patienten gering war und es weder Kontroll- noadc@&bogruppe gab. Weiters gibt die
Studie keinen Aufschluss dariiber, welcher der isktdffe fur die postulierte Wirkung

verantwortlich sein konnte. Auch stellt der Prees $afrans eine Barriere dar, um ihn
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zur Behandlung sexueller Dysfunktionen einzuset¢@®@AMSA et al., 2009) In einem
Tierversuch (HOSSEINZADEH et al., 2008) wurden & Parameter untersucht,
und zwar das sexuelle Verhalten von mannlicheneRatach der Gabe von einem
Safranextrakt sowie seinen isolierten Einzelkomptere (Safranal und Crocin) in
hoher Dosis. Dabei zeigte Crocin in jeder veralinteic Dosis Effekte auf die getesteten
Messgrof3en, was die Vermutung unterstutzt, dassitCeme aphrodisierende Wirkung
besitzt. Safranal hingegen zeigte keinen vergleiod Effekt, zeigte in dieser Studie
sogar einen gegenteiligen Effekt an. Das ebenfatlaungsvolle Extrakt hatte einen
vergleichsweise geringen Crocin-Gehalt. Es sclagivenn der Gehalt dieses
Carotinoids nur geringen Einfluss auf die aphradtesnde Wirkung des Safrans besitzt.
In der Studie wird betont, dass synergistischekigfenehrerer Inhaltsstoffe, wie etwa
Crocin, Crocetin, Dimethyl-Crocetin Flavonoide, aftine, Aminoséuren und
Mineralstoffe fir den erhobenen Effekt verantwaltlsein konnten.

Eine Humanstudie befasste sich mit der WirkungGiesetins auf physische
Ermudung. Es handelte sich hierbei um eine dopipelk) placebokontrollierte Studie,
mit 14 freiwillige Teilnehmern (7 Manner und 7 Feaw). Die Probanden wurden in die
Gruppen ,Crocetin®, ,Ascorbinsaure” und ,Placebafigeteilt (randomisiert). Der
eigentliche Test wurde auf einem Fahrrad-Ergonaiiechgefiihrt. Die Probanden
mussten sich dabei fur 2 x 120" (gesamt 240") legclgpleibender Arbeitsbelastung
einem Ausdauertest unterziehen. Wahrend dieserquimgsn Belastung gab es an 2
Zeitpunkten (30" und 210" fur 10" einen Test maximaler Geschwindigkeit ohne
Arbeitswiederstand. Ein Vergleich der beiden Zeailge ergab eine signifikante
Steigerung von der 30'-Marke zur 210'-Marke bei akémnlichen Teilnehmern, die das
Crocetin-Praparat erhielten. Die ,Ascorbinsaurefipef zeigte keine deutlichen
Unterschiede zur Placebo-Gruppe (weder Manner kRaaten). Die Ergebnisse dieser
Studie zeigen, dass durch die Gabe von CrocetiAuBdauerleistung wéahrend einer
Belastung gesteigert werden kann. Die Tatsachs,lddglich bei den mannlichen
Teilnehmern eine Leistungssteigerung zu erkennenwial auf die antioxidative
Wirkung des Crocetins zuriickgefiihrt und/oder aafwdirbesserte Sauerstoffzufuhr des
Muskels. Allerdings kann letztlich keine eindeutfygssage getroffen werden, da zum
einen das getestete Kollektiv sehr klein war, umth anderen nur gesunde Personen an
der Studie teilnahmen. (MIZUMA et al., 2009)

23



24 Literaturiibersicht

Einzelne aktive Inhaltsstoffe des Safrans habeioxadative Wirkung.

Ziel der hier verfassten Arbeit war es, eine Sohukauing des Safrans auf oxidativ
gestresste HepG2 Zellen zu tberprifen.

Zur Bestimmung der Zellvitalitat wurde der Trypaanliest angewandt, der durch das
Einfarben beschadigter Zellwande ein Verhaltnisseiwen unbeschadeten und
geschadigten Zellen detektierbar macht. In einemteven Schritt wurde die
Genotoxizitat mittels Comet-Assay (SCGE) Uberpriift.

Crocus sativus Lwurde in dieser Kombination der Methoden bis awioh nicht
getestet. In dem nun folgenden Material- und Megimedeil wird das Design dieser
Arbeit ndher beschrieben.
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11 Material und Methoden

Als Probenmaterial fur die Untersuchungen wurderdsichischer Safran aus dem
Burgenland bezogen. Dieser wurde frisch geerrdastir getrennt und gefriergetrocknet.
Es wurden Extrakte (Ethanol/Wasser 80/20) mit 2rsthiedlichen Pflanzenteilen
getestet (Narbenaste und Tepalen).

HepG2-Zellen, eine spezielle Lebertumorzelllinieyran jenes Material, das mit den
Extrakten behandelt wurde.

Untersuchungsmethoden waren Trypanblautest und Chssay. Ersterer sollte
cytotoxische Effekte erkennen lassen. Der ComeaA6SCGE) war die Methode, um
eine mogliche genotoxische Wirkung ausmachen zadn

Die Versuchsansétze wurden im Zellkulturlabor daesituts fir
Ernahrungswissenschaften durchgefiihrt. Nachdemurtbeesten mit Zelllinien einen
sterilen Arbeitsplatz bedurfte, wurden die Zellegtsunter entsprechenden

Bedingungen unter dem Laminar Flow behandelt.

11.1Beschaffung des Probenmaterials — Von der Ernt e bis zur
Lagerung

11.209.0ktober.2008

Die verwendeten Pflanzen stammen von der Ernte de ,.
Landwirten Johannes Pinterits aus dem Jahr 2008.
Dieser baut seit 2006 erfolgreich Safran in Ostelnge

genauer in Klingenbach (Burgenland), an.
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Nachdem das Aroma des Safrans moglichst
gut erhalten _ _ _
Abbildung 16: Arbeiter beim
bleiben sollte, behutsamen Ernten des Safrans
musste das Sammeln bereits am friihen
Morgen erfolgen. Um ca. 09.15 Uhr startete
die Ernte. Etwa 20 Erntehelfern machte sich

daran, die Krokusse in Handarbeit zu

Abbildung 17: cCus sativus L. sammeln. Die Pflanze wurde mitsamt der
unmittelbar nach der Ermte Blute gepflickt. In diesem Zustand wurden
die Proben nach Wien gebracht. Die weitere Bearbgjtdie im Wesentlichen aus dem
Herauslosen der Narbenéste bestand, wurde anutrfgtitErnahrungswissenschaften

durchgefuhrt.
Das Zerlegen der zahlreich nach Wien mitgebracEsfrankrokusse sollte sich als
zeitintensive Arbeit erweisen. Die Pflanzenprobemden sorgsam in folgende

Bestandteile geteilt:

Narbenéste

Staubblatter |

Tepalen

Abbildung 18: getrennte
Bestandteile des Safrans

Gewicht der separierten Pflanzenbestandteile:
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Narbenaste: 24,58 g
Staubblatter: 9,38¢
Tepalen: 88,84 g

In einer weiteren Trennung wurden lediglich die IMdaraste von den lbrigen
Pflanzenbestandteilen getrennt (Die Staubblattedemunicht von den Tepalen geldst).
Bei den durchgefiihrten Versuchen wurden stets Médien oder Tepalen (inklusive
Staubblatter) getestet.

Um die langfristige Konservierung der Inhaltsstaffeherzustellen wurden die
getrennten Pflanzenbestandteile am darauffolgemdgrgefriergetrocknet und bei einer

Temperatur von -18°C gelagert.
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12 Zellkultur allgemein

12.1HepG2-Zellen

Bei HepG2 Zellen handelt es sich um
Lebertumorzellen, die einem 15 Jahrigen
Argentinier im Jahre 1975 entnommen

£

wurden. lhrer Eigenschaften nach sind die

Zellen adharent und wachsen in Form einer appildung 19: HepG2-Zellen unter dem

Schicht an der Oberflache (Monolayer). Mikroskop

12.2 Gerate

12.2.1 Laminar Flow
Sterile Werkbank. RegelmaRiges Desinfizieren mi#ai@em Ethanol notwendig
(Arbeitsflache und Gerate).

12.2.2 Wasserbad
Hier werden die verwendeten Lésungen auf 37 °Cexségmt.

12.2.3 Brutschrank

Der Brutschrank (Inkubator) wird zur
Kultivierung der Zellen bendtigt.
Temperatur und Atmosphare werden B
konstant gehalten bei 37°C bzw. 5% £C -

Abbildung 20: Brutschrank fur
Zellkulturen
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12.3Substanzen und Materialien

Bezeichnung Firma Produktnummer
DMSO Sigma D5879
MEM PAA Laboratories E15-825
PBS PAA Laboratories H15-002
FCS PAA Laboratories A15-151
1 % Amino acids non  PAA Laboratories M11-003
essential

1 mM Sodium pyruvate, Sigma P2256

98 %

Trypsin/EDTA (10 x) PAA Laboratories L11-659
Trypan blue solution Sigma T8154

10 ml Einmal-Spritzen, Dr. F. Bertoni 309110
Luer, VE = 80

6-wellplates, flach, mit Dr. F. Bertoni 3810-006
Deckel, TC treated, VE

=50 Stk.

Zellkulturflasche, 25 Dr. F. Bertoni 3103-025
cmz, TC treated, mit

Beluftungskappe, 70 ml

VE =100 Stk.

15 ml Falconréhrchen

50 ml Dr. F. Bertoni 36050NPG
Zentrifugenréhrchen, PP,

steril, stehend, mit

Schraubkappe, graduiert,

VE = 250 Stk.

Injektionskandilen, Apotheke Lot 0606023

Terumo eolus Nr 18, 26
x23, 0,45 x 23 mm

—~

\J

Tabelle 1: Substanzen und Materialien die zur Durcfithrung der Arbeit benétigt wurden
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12.4Verwendete Lsungen

1241 MEM

Steht fUr ,minimum essential medium®. Enthalt digéhxstoffe fir

die Zellen (u.a. Vitamine, Aminosauren, Glucosejd/Xur
gewohnlich fur Kulturen mit 5 % C@QAtmosphére eingesetzt.  Abbildung 21:

MEM-Flasche
500ml

12.4.2 FCS

Steht fur ,Fetal Calf Serum“. Andere Bezeichnungemen FKS (Fetales Kalberserum)
oder FBS (Fetas Bovine Serum). Es stellt das irzdé#kultur am haufigsten
verwendete Serum dar. Ob seiner férderlichen Egeften fur das Zellwachstum ist
FCS ein oftmals unverzichtbares Additiv. (BOXBERGERO07)

12.4.3 PBS
Steht fur ,phosphate buffered saline”, also phospdaufferte Salzldsung. Sie enthalt

kein C&"und Md*. Anwendungsméglichkeiten sind z.B. das WascherzdBkultur

oder das Verdinnen von konzentrierter Trypsinlésung

12.4.4 Trypsin
Die verwendete Trypsinlosung ist ein Gemisch atisign PBS und 1 Teil

Trypsin/EDTA (10x konz.). Sie wird zum Abldsen d&zllen verwendet.

12.4.5 non essential Amino Acids

Dient als Additiv des Mediums (komplementiert umkomplementiert).

12.4.6 DMSO
= Dimethylsulfoxid, wird dem Einfriermedium als Sthsubstanz zugesetzt (5 — 10 %)

um die Bildung grol3erer Eiskristalle zu verhindern.
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12.5Herstellen der Losungen

12.5.1 Komplementiertes Medium (500 ml)
445 ml MEM

50 ml FCS

5 ml non essential Amino Acids

1 ml Sodiumpyruvat (500 mM)

12.5.2 Unkomplementiertes Medium (500 ml)
495 ml MEM

5 ml non essential Amino Acids

1 ml Sodiumpyruvat (500 mM)

12.5.3 NaCl-Losung (0,9 %)
0,9 g NaCl in 100 ml A. bidest. Ldsen, sterilfidren

12.5.4 Sodiumpyruvat (500 mM)

1,1 g Sodiumpyruvat (MG = 110,04 g/l) in 20 ml Nd@sung (0,9 %) I6sen,

sterilfiltrieren

12.5.5 Einfriermedium
40 % FCS
20 % DMSO

40 % unkomplementiertes Medium
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13 Zellkultur

Neben den eigentlichen Versuchen stellen der Medrrhsel sowie die Passage der
Zellen die wesentlichen Routineaufgaben in derkzdlr dar.

13.1 Mediumwechsel

Ein Wechsel des Mediums wird nach einiger Zeit\WWashstums notig. Erkennbar wird
dies durch eine allmahliche Orangefarbung des Meslib der steigenden Zellzahl
werden die Nahrstoffe immer rascher verbraucht, wiaginem steigen des pH-Wertes
und einem Farbumschlag des Indikatorfarbstoffs iiBhet) einhergeht. Zudem
reichern sich mit der Zeit abgestorbene ZellerDanch deren Zersetzung kommt es
nach und nach zum Anstieg cytotoxischer Substanzenz.B. Ammoniak.
(BOXBERGER, 2007)

13.1.1 Phenolrot

Den meisten Medien wird Phenolrot (= Phenolsulfdaj@n) als Farbindikator zur pH-
Wert-Kontrolle zugesetzt. Dieser Indikator bietehd/orteil der geringen Cytotoxizitat.
Zu einer markanten Gelbfarbung kommt es in eineumesepH-Bereich. Ein basisches
Medium geht mit einer violetten Farbung einher. EBERGER, 2007) Den genauen
Farbverlauf zeigt nachstehende Tabelle.

Farbe pH-Wert
Gelb 6,5
Orange 7

Rot 7,4
Blaurot 7,6

Lila 7,8

Tabelle 2: Farbverlauf von Phenolrot im Zellkulturmedium
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13.2 Passage/Subkultivierung adhéarenter Zellen

Grundsatzlich versteht man darunter das tUberfidiresr gewiinschten Zellzahl in ein
neues Kulturgefal. Die Zellen sollen in einem taglsfahigen Zustand bleiben.
Abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit lassamlseim Verdiinnen
verschiedene Faktoren ermitteln. Transformierteh sasch proliferierende Zellen
lassen sich starker Verdiinnen (Faktor 1:10 bis)la0Olangsam wachsende Zellen
(Faktor 1:2 bis 1:5). Ist die gesamte OberflacheKi@turgefaRes mit Zellen bedeckt,
so spricht man von Konfluenz. Zu diesem Zeitpuiokites subkultiviert werden,
allerdings muss man mit der Passage nicht bisdlist&ndigen Konfluenz warten. Es
gilt zu beachten, dass die Proliferationsrate bdiaher Zelldichte stark abnimmt.

Die Anzahl der bereits durchgefiuihrten Passagetessittts protokolliert werden. Zwar
sagt diese Passagezahl nichts Uber das eigenttehd&r Zelllinie aus, doch kann sie
als eine Art Belastungsmal3 herangezogen werden.

Das Ablésen des Monolayers von der Unterlage drfalgels Trypsin-Losung (auf

37 °C vorgewarmt). Abhangig von Einwirkzeit und kentration kann es bei dem
Trysinierungsprozess zu negativen AuswirkungerZallbberflache und
membranstandige Strukturen (z.B. Rezeptoren) kom(@BEXBERGER, 2007) Zuvor
wird der Zellrasen mit PBS (auf 37 °C vorgewarnayvgschen, da eventuell
verbliebenes Medium die Trypsinwirkung beeintragéti wirde. Die optimale
Einwirkzeit des Trypsins lasst sich durch Betranfgtder Zellen unter dem Mikroskop
festlegen. Der Grof3teil der Zellen sollte dabei vBoden abgehoben sein und in der
Loésung schwimmen. (LINDL T., 2000)

An dieser Stelle wird durch Zugabe von Medium digpSinwirkung inaktiviert.
Nachdem zentrifugiert wurde (5 min/800 rpm) werdenZellen in neuem Medium
resuspendiert, von dem dann mittels Zellzahlbestingrdas Volumen fir die Aussaat

bestimmt wird.
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Kultivierung

Aussaat Mediumwechsel Passage
DO

Abbildung 22: Wéchentlicher Kultivierungszyklus der HepG2-Zellen

13.2.1 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlung wird bei jeder Passage durchgefiilmt das Volumen der weiter zu
kultivierenden Zellsuspension zu ermitteln. Beglittéitstests kommt das Verfahren
ebenfalls zum Einsatz. Die Bestimmung erfolgt ensvem Hamocytometer oder

automatisiert mit einem Zahlgerat.

13.2.2 Trypanblautest

Die Farbung der Zellen mittels Trypanblau (Benzafan) ist eine Ausschlussfarbung,
da der Farbstoff selektiv nur in tote Zellen eindti Aufgrund der Durchlassigkeit kann
Trypanblau ins Cytoplasma gelangen. Membranen tdyerellen kann der Farbstoff
aufgrund seiner Grol3e (M = 960,8 g/mol) nicht paresi. Tote Zellen erscheinen daher
unter dem Mikroskop tiefblau, lebende Zellen hirgeteuchtend hell. Ob der
Zugehdrigkeit zu den Azofarbstoffen ist beim Umgamig Trypanblau Vorsicht
geboten. Der Farbstoff steht im Verdacht gesundgbditidigend zu wirken.

(SCHMITZ, 2009)
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13.2.3 Hamocytometer/Neubauer Zahlkammer

Mit der Neubauer Zahlkammer ist es mdoglich die

Zellzahl durch Auszahlen unter einem Mikroskop zL T —
asthce e

bestimmen. Nachdem die Zahlkammer gereinigt ur m—

. . O bk
mit einem Deckglas versehen wurde kann die zu = = assesns el

testende L6sung gemischt werden. Dazu wird ein _
Abbildung 23: Neubauer Zédhlkammer

entsprechend kleines Volumen der Zellsuspension

sowie Trypanblau (Verhaltnis 1:1) zuerst gemisaoht] nach kurzer Einwirkzeit (ca. 1

Minute) in die Zahlkammer pipettiert. Durch die Kl&gkraft wird die Suspension in

den Spalt zwischen Deckglas und Hadmocytometer ggrzog

(BOXBERGER, 2007)

Die unter dem Mikroskop erkennbaren 4 GroRquadatelen

ausgezahlt. Sollten sich Zellen am Rand befinddissen 2 del =

4 Rander diskriminiert werden, wobei es keine Rsfielt

welche Rander das sind. Wichtig ist nur, dass mémend der

gesamten Arbeit das Schema beibehalt, und nichtendbesse

wechselt. In der folgenden Abbildung wurden deewmtund  Abbildung 24: Gitternetz

. zum Auszahlen der Zellen
rechte Rand des Grol3quadrates der Zahlung ausgesTamm
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Abbildung 25: Auszéhlen der Zellen mittels
Hamocytometer
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Anschlie3end folgt die Berechnung der Zellzahl. Beemel hierzu lautet:

Mittelwert der 4 GroRquadrate x 1(x VF) = Zellen/pL

13.24 Kryokonservierung

Darunter versteht man das Einfrieren von kleinem@és Zellsuspension, um diese bei
Bedarf wieder aufzutauen. Die Methode stellt aiscAet Bevorratung dar, durch die
man Zellen auf langere Zeit lagern kann. DMSO wiiktrbei als Schutzsubstanz, die
die Kristallbildung — und damit die Zerstérung detlwéande — unterbindet.
Grundsatzlich erfolgt die Lagerung in flissigencksioff bei — 196 °C. Kurzzeitig
kénnen Zellen auch bei — 80 °C gelagert werdem[lL, 2000)

14 Versuchsansatze

Tag Arbeitsschritte

1 Passage, Herstellen der Safran-
Extrakte

2 Inkubation der Zellen mit Safran-
Extakt

3 Zellzahl bestimmen, Lyse

4 Elektrophorese, Mediumwechsel

5 Auswertung mittels PC (Komet 5.5)

Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der Arbeitsschritte
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14.1Tag 1

Nach der Passage werden von der verbleibendenlEtizaspension 750.000 Zellen in
jedes well der 6-well Platten pipettiert. Mittelsy/fpanblautest wird das dazu nétige
Volumen errechnet. Anschliel3end wird jedem welktzisch 4 ml komplementiertes
Medium zugegeben und kurz gespiilt. Die Zellen wedknn fir 24 h inkubiert. Fur
das Safran-Extrakt werden die zu testenden Pflaestandteile (Narbenaste = NA,
Tepalen = T) mit Losungsmittel gemischt - 3 ml Et@dsser 80:20 (v/v). Getestet
wurden unterschiedliche Konzentrationen des Prolaggnmals (z.B. 1 T, 2 T, 3 T sowie
2 NA, 5 NA, 10 NA). Die so hergestellten Extrakterden fir ca. 3-5 sec am Vortex
gemischt und anschliel3end fur 24 h auf Raumtenmyrardtubiert.

14.2Tag 2

An Tag 2 werden zuerst die Extrakte vorbereitet.9%9iges Extrakt wird durch folgende
Verdinnung hergestellt:

0,4 %: 16 pL + 3984 pL Medium unkomplementiert

Nach den 24 h Inkubationszeit wird das Medium in 8evell Platten abgesaugt, und
durch die praparierten Safran-Extrakte ersetzt.ddsi® well jeder Platte stellt die
Negativ-Kontrolle dar (= 16 pL Losungsmittel + 3984 Medium unkomplementiert).
In spateren Experimenten war das zweite well stietpositiv-Kontrolle (Belastung der
Zellen mit HO,). Anschliel3end wird wieder fur 24 h inkubiert.

14.3Tag 3

Nach genauer Einhaltung der 24 h Inkubationszeitiaredie 6-well Platten aus dem
Brutschrank genommen und weiter bearbeitet. Di@ibgen werden in Falconréhrchen

Uberfuhrt und entsprechend beschriftet. Anschlid¥eerden die Platten &hnlich wie
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bei der Passage weiterbearbeitet. Nach dem spiitelnnm PBS (wieder absaugen)
werden die Zellen mit 300 pL Trypsin versetzt, uahvon der Oberflache abzulGsen.
Nach 4 min Einwirkzeit (Inkubator) wird die Trypswirkung durch Zugabe von 700 uL
komplementiertem Medium gestoppt. Nun werden diésgen Zellen in die
Falconréhrchen tberfuhrt und anschlieend zentaftigh min/800 rpm). Das so
entstandene Pellet wird in 500 pL komplementieriadium geldst und tber eine
Spritze in ein cap Uberflhrt. Von den so vorbeteitd’roben wird die Zellzahl

bestimmt.

15 Alternativer Behandlungsweg mitH >0»

15.1Prinzip

Mithilfe dieses Tests soll eine etwaig schitzendekivig des Safrans auf HepG2
Zellen ersichtlich werden. Es soll ein Unterschagdschen Cytotoxizitat und

Genotoxizitat deutlich gemacht werden.

15.2Durchflhrung

Jene wells, die man mit;B, bearbeiten mdchte, wurden vor Ablauf der
Inkubationszeit (Tag 3) mit einemy@,-Mediumgemisch belastet. Sowohl
Konzentration des Gemisches als auch seine Eineitrkaf die Zellen hatten wahrend
der Experimente variiert. Im Rahmen des Versuclisad wurden folgende Parameter

getestet:

Konzentration HO,: 0,1 %; 0,05 %; 0,04 %:; 0,02 %: 0,01 %
Einwirkzeit H,O,: 10 min, 15 min, 2 h
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16 Elektrophorese / comet assay

16.1 Substanzen und Materialien

Bezeichnung Firma Produktnummer
DMSO SIGMA D5879
EDTA SIGMA E6758-500G
NAEDTA VWR 443882G
Ethidium bromid SIGMA E1510-10ml
HCL (konz.)

Histopaque-1077 SIGMA H8889
Low melting Agarose Invitrogen 15517014
NaCl SIGMA S5886
NaOH SIGMA S-5881
Normal melting Agaroselnvitrogen 15510019
PBS SIGMA D8537

Tris SIGMA T 1503
Triton X-100 BN SERVA Plymouth, UK T8787
Vacutainer Systems

Deckglaser (24*60mm)

Einmalhandschuhe,  VWR 112-2220
blaues Nitril

Gelelektrophorese, VWR 730-1796
horizontal

Mikrozentrifugenréhrch

en

Objekttrager mit

Mattrand

POWER Supply Peglab 55-EV231

Tabelle 4: Substanzen und Materialien Elektrophores und Comet Assay
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16.2Prinzip

16.2.1 Elektrophorese

Elektrophoretische Verfahren beruhen auf der Wandggeladener Teilchen in einem
elektrischen Feld. Die Trennungseffekte, die sigfth die unterschiedliche
Geschwindigkeit der Teilchen ergeben kdnnen zulyisehen Auswertung genutzt
werden. Eine Vielzahl von Verbindungen lassen diatth elektrophoretische
Methoden trennen wie z.B. Aminosauren, Peptidetefire, Nukleinséduren, Zucker (als
Boratkomplexe) und Alkaloide. Bei diesen Substarstefit das Trennvermégen einen
entscheidenden Vorteil gegeniiber anderen Methoalebee Schwachen der
Elektrophorese sind die lange Dauer und die betgdReproduzierbarkeit. (RUCKER
et al., 1988)

16.2.2 Comet Assay

Mittels Comet-Assay kdnnen DNA-Schaden an einzallaellen ermittelt werden. Die
Zellen wandern im elektrischen Feld der Elektropiser bei geschadigten Zellen
kommt es bei diesem Vorgang zum Austritt von DNAsRIabei entstehende Gebilde
ahnelt in seinem Aussehen einem Kometen, dieser later dem Mikroskop sichtbar
gemacht werden. Diese Kometen werden computertiiterentweder von Hand oder
mit entsprechenden Zahlprogrammen ausgezahlt. &uekdbeschéadigte und
unbeschadigte Zellen erfasst werden. Der Wert ,%Ai\tail“ — also das Verhaltnis
von DNA im Kern zur ausgetretenen DNA — stellt eimedikator der DNA-Schéadigung
dar.

Der Comet Assay — auch SCGE (single cell gel edptimresis) genannt — hat mehrere
Vorteile. Die Methode ist simpel und schnell dungfithren, verlasslich und
verhaltnismaRig kostengunstig. Besonders gut isCdenet Assay zur Testung auf
Genotoxizitat geeignet. (COLLINS et al., 1997)
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16.3Verwendete Losungen

16.3.1 Lyseldsung

Lysestockldsung:

2,5 M NaCl (146,1 g)

100 mM NAEDTA (37,2 g)

10 mM Tris (1,2 g)

l6sen in 1 L Aqua bidest.

mit NaOH (8 g) pH 10 einstellen
|6st sich erst nach pH-Einstellung

bei Raumtemperatur lagern

Lysel6sung (fir 80 ml):

80 ml Lyselésung = 72 ml Stock + 8 ml DMSO + 0,8Triton X

16.3.2 Elektrophoresepuffer

Der Elektrophoresepuffer muss immer frisch zubetsierden. Sein Volumen ist von
der Grol3e der Elektrophoresekammer abhéngig.

2130 ml Aqua bidest.

59 ml NaOH
11 ml NAEDTA

16.3.3 Neutralisationspuffer

0,4 M Trizma Base (48,5 g) in 1000 ml MesskolbearilWaagschale einwiegen und auf
1 I mit Aqua bidest. Auffillen
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mit konz. HCI pH 7,5 einstellen (ca. 10,5 ml 35 %IH

bei Raumtemperatur lagern

16.3.4 Low melting agarose (LMA)

125 mg LMAin 25 ml PBS l6sen (2 x 15 sec bei Laigt 10 aufkochen lassen)

16.3.5 Normal melting agarose (NMA)

Bendtigt zur Vorbereitung der Objekttrager. 1,5 Aeinwiegen und in 100 ml PBS

I6sen. Das Gemisch mehrmals aufkochen und umrthren.

16.3.6 Ethidiumbromid (20 pg/mL)

Wird zum Farben der DNA bendtigt. Ob der mutagen@kung ist beim Umgang mit
der Substanz besondere Vorsicht geboten.

16.4 Durchflhrung

Nachdem der Vitalitatstest durchgefuhrt wurde, wardon jeder Probe 50.000 Zellen
auf einen Objekttrager (Slide) aufgetragen. Dazides die errechnete
Zellsuspensionsmenge und ca. 80 — 100 pl LMA (2 Mirowelle erwarmt, dann
Wasserbad bei 37 °C) gemischt. Davon werden 8@figiaen Objekttrager
aufgebracht und mit einem Deckglas versehen. DieSlverden fur 3-5 Minuten auf
eine gekuhlte Platte gelegt, danach wird das Deskghtfernt, und die Slides fur mind.
1 hin die Lysel6sung gegeben (Kihlschrank).

Zur Durchfuihrung der Elektrophorese wird zuerstKienmer vorbereitet. Dazu wird
sie mithilfe einer Wasserwaage waagerecht einlifastel mit Eis umgeben. Nun wird
die Kammer mit Elektrophoresepuffer gefullt. Dan&dnnen die Objekttrager aus der

Lyselésung genommen werden. Die Slides werden zmgr&qua bidest., dann mit
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Elektrophoresepuffer gespult. AnschlieRend werdenrarsichtig in die
Elektrophoresekammer gelegt (eng aneinander lieggmametrisch, Beschriftung in
eine Richtung). Bevor man startet wird die Kammeéraimer dunklen Plane abgedeckt.
Im Falle der HepG2 Zellen dauert die nun folgendevlnding-Phase 40 min, die

Elektrophorese 20 min.

Die Einstellungen der Power Supply im Einzelnen:

Spannung 25V
Strom 300 mA
Leistung 50 W
Zeiteinheit  h

Zeit: 00:20

Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Shde der Kammer genommen
und zuerst mit Neutralisationspuffer, dann mit Bidkertem Wasser gespdult. Lasst
man die Objekttrager anschlielend trocknen, kdsreenach diesem Schritt im
Kuhlschrank gelagert werden.

Zum Auswerten werden die Slides zunachst mit Etinndiromid gefarbt. Nach kurzer
Einwirkzeit (ca. 1 min) bedeckt man den Objekttrégé einem Deckglas und wertet
computerunterstitzt (Komet 5.5) aus. Hierzu wersl@Zellen pro Slide ausgewahlt
und mit dem Programm erfasst. Neben anderen WEi$shsich auf diese Weise auch
die fir dieses Experiment interessante ,%-DNA ilf exmitteln.

Zur statistischen Weiterbearbeitung wurde das Rragr SPSS 15.0 verwendet. Die
Normalverteilung wurde durch den Kolmogorov-Smirsi@st gepruft. Weiters wurden
arithmetisches Mittel sowie Standardabweichungilmest. Da alle Werte
normalverteilt waren, wurden Mittelwertunterschiedié dem T-Test ermittelt, wobei
ein Wert von < 0,05 als signifikant anzusehen war. (% 0,05 und **, p< 0,01)
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17 Ergebnisse

17.1 Trypanblautest

Trypanblautest
Narbenaste H202

2.500.000
2.000.000
1.500.000
1.000.000
500.000

0

neg pos 2NA H202 5NA H202 10 NA H202

Abbildung 26: Ergebnisse des Trypanblautests (Narbéste)

Der Trypanblautest bei den Narbenésten zeigt ditates Bild. Zwar ist die Zellzahl
bei der positiv-Kontrolle im Vergleich zur negatientrolle deutlich reduziert, jedoch
ist ob der Standardabweichung diese Differenz regnifikant.

Betrachtet man die 3 unterschiedlichen Konzentnatioder Narbenaste, so scheint die
Zellzahlreduktion von der Konzentration abhangigein, allerdings liegt auch hier
keine statistische Signifikanz vor.



Ergebnisse und Diskussion

Trypanblautest
Tepalen H202

2.500.000

2.000.000

1.500.000
1.000.000
500.000
0

neg pos 1T H202 2TH202 3TH202
Abbildung 27 Ergebnisse des Trypanblautests (Tepaté

Bei den getesteten Tepalenextrakten zeigt siclantiches Bild. Wie zu erwarten sinkt
die Zellzahl bei einer cytotoxischen Behandlung ifD, (=Positivkontrolle).
Abbildung 27 demonstriert eine abnehmende Tryparfitbung (korrespondierend zur
Zellzahl) mit Zunahme der Tepalenkonzentrationeflings ist hier eine Interpretation
der Ergebnisse aufgrund der hohen Streuung nuresamaglich. Abbildung 27
demonstriert eine abnehmende Trypanblaufarbunggkpondierend zur Zellzahl) mit

Zunahme der Tepalenkonzentration.
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17.2 Comet Assay

Comet NA
% DNA in Tail H202

hea pos 2NA H202 5NA H202 10 NAH202

10

[=2]

S

"

Abbildung 28: Ergebnisse des Comet-Assays (Narbena$

Der Verlauf bei den getesteten Narbenasten-Exmaieegt eine steigende Tendenz mit
steigender Konzentration an, diese ist jedoch rdgifikant. Grundsatzlich lasst sich
hier wegen der hohen Standardabweichung keine @igéeAussage treffen. Eventuell
haben geringere Konzentrationen der getestetemlEgteinen schitzenden Effekt. Es
kommt zu keiner signifikanten DNA-Schadigung. EBtedie die in ihrem Design mit
dieser Arbeit vergleichbar ist zeigte einen hemneerigffekt des Safranals auf DNA-
Schadigung. (HOSSEINZADEH H. u. SADEGHNIA H.R, 200 Gegensatz zu
unseremn vitro Ansatz wurde bei dieser Studie jedoch mit Mausaggagearbeitet.
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Comet Tepalen
% DNA in Tail H202

neg pos 1TH202 2TH202 3TH202

10

o

(=2}

S

"

Abbildung 29: Ergebnisse des Comet-Assays (Tepalen)

Die gesammelten Ergebnisse der durchgefihrten megteds Comet Assay zeigen ein
durchwachsenes Bild. Es konnte keine signifikam&\E5chadigung beobachtet
werden. Moéglicherweise wurden einzelne Inhaltsstoffinrer Wirksamkeit
beeintrachtigt. Da Tepalen in der von uns prap@meWeise in keiner &hnlichen Studie
getestet wurden ist ein Vergleich hier nicht mdglid/eitere Studien werden notwendig

sein um aussagekraftiger Ergebnisse liefern zuédnn

47
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18 Diskussion

In der popularwissenschaftlichen-Heilkunde wirdr&afunter anderem eine
schmerzstillende und krampflosende Wirkung nachgieZavar sind diese Aussagen oft
nicht wissenschatftlich unterstitzt, doch zeigerhaie das mdgliche Potential der
Inhaltstoffe auf.

Die Inhaltsstoffe des Safrans werden gegenwartigisterschiedlichste Wirkungen
getestet. Wie aus den beschriebenen Studien entanowerden kann, zeigen etwa
Safranal und Crocin tatsachlich positive Effekte kBnnte beispielsweise dem Crocin
eine antikanzerogene Wirkung nachgewiesen werdae. &Hudie (OCHIAI et al.,
2007) zeigt ebenso das antioxidative PotentialGtesins auf. Es konnte
veranschaulicht werden, dass von den 3 CrocetikeaSlgen das Crocin die hochste
antioxidative Kapazitat besitzt.

In einer Studie aus dem Jahr 2002 wurden mehrepetHgsen zum Mechanismus der
antikanzerogenen Effekte des Safrans genannt:ftarSand seine Inhaltstoffe wirken
inhibitorisch auf die zellulare DNA und RNA Syntleesiicht jedoch auf die
Proteinsynthese. 2. Safran wirkt hemmend auf R#dikanreaktionen, da viele
Carotinoide durch ihren fettloslichen Charakterralsmbran-assoziierte Radikalfanger
fungieren kénnen. 3. Die metabolische Umwandlung vatirlich vorkommenden
Carotinoiden zu Retinoiden. 4. Der zytotoxischeelffdes Safrans héangt von der
Interaktion der Carotinoide mit der Topisomerasabll einem Enzym der zellularen
DNA-Protein Interaktion. (ABDULLAEYV, 2002)

Ein etwaig zytotoxischer Effekt des Crocetins kenint2 Studien (MORJANI et al,
1990, TARANTILIS et al., 1994) nachgewiesen werdeahrend eine andere Arbeit
(ESCRIBANO et al., 1996) diesen Effekt nicht zeigg@mnte. Auch in der hier
vorliegenden Arbeit konnte ein zytotoxischer Effaktht mit statistischer Signifikanz
nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse des Comet Assays sind nicht eingleBiéi den dargestellten
Ergebnissen kommt es unter Einfluss von oxidati&trass sowohl bei den
Narbenésten als auch bei den Blutenblattern ziekesignifikanten Schutz der Zellen
vor DNA-Schadigung. Jedoch scheint eine héhere Koimation der Narbenaste auch

mit einer starkeren DNA-Schadigung einherzugeheaminge Konzentrationen kénnten
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einen schutzenden Effekt aufweisen.

Die Autoren der Studie (HOSSEINZADEH et al., 20@m)eiteten ebenfalls mit Comet-
Assays um die Wirkung von Safranal auf zuvor gedigjté Mausorgane festzustellen.
Diese Studie konnte nachweisen, dass Safranatspreichender Konzentration einen
hemmenden Effekt auf eine Methyl-Methansulfonauizidrte DNA-Schéadigung hat.
Die Behauptung, Safranal konne die Wirkung genastther Stoffe unterbinden wird
durch diese Forschungsarbeit unterstitzt.

Sowohl Trypanblautest als auch Comet Assay zeigeiei hier durchgefuhrten Arbeit
bei den Tepalen lediglich ungentigende Ergebniss&bBnte sich ein eventueller
Wirkstoffverlust wahrend der Lagerung negativ aief @rgebnisse der Tepalen
ausgewirkt haben. Weitere Studien in diesem Beraiuth notwendig, wobei diese

idealerweise unter vergleichbaren Bedingungen dyftinrt werden sollten.



50 Ergebnisse und Diskussion

19 Schlussbetrachtung

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse lasstnen klaren Schluss auf eine
maogliche Schutzwirkung des Safrans auf oxidatitrgeste Zellen zu. Im Besonderen
zeigen die Resultate des Comet-Assays eine hohd&tmbweichung, wodurch tber
die Ergebnisse keine Aussage getroffen werden kann.

Das Arbeiten mit Zelllinien - in diesem Fall mit pi&é2 Zellen - bringt Vor-und
Nachteile mit sich. Zum einen arbeitet man mit reben Zellen, was beispielsweise
eine Dosis-abhangige Wirkung erkennen lassen Ksuneh lassen sich Rickschlisse
auf den Zellstoffwechsel erkennen, wie etwa aufl@idungsfahigkeit. Allerdings wird
in Zellkulturstudien mit isolierten Systemen gedidte Die Auswirkungen der
untersuchten Stoffe auf jene Zellen kann also rotine Weiteres auf den gesamten
Organismus ubertragen werden. Auch sind die Zalielmt mehr Bestandteil eines
Gewebeverbundes und damit von metabolischen undiategschen Vorgangen
herausgel6st, wodurch etwa hormonelle oder immgedbe Einflisse wegfallen.
Aus diesen Grinden muss man sich beim Interpretdee Ergebnisse mit Zellkulturen
die Frage stellen, in wie weit diese auf den Meandlibertragen werden kdnnen.
Weiters erscheint es sinnvoll, die exakten Mechaaisdie fir die therapeutischen
Wirkungen der Inhaltsstoffe verantwortlich sind geer zu untersuchen. Hierzu wird es
notwendig sein, diese biologisch aktiven Stoffemitteln und idealerweise in
Humanstudien zu untersuchen.

Sowohl altere als auch aktuelle Studien zeigers 8adran fur die Behandlung
verschiedenster Krankheiten (wie etwa Depressiomenunterschiedlichen
Krebserkankungen) angewandt werden kann. In demaltiven Medizin wurden dem
Safran schon seit Generationen heilende Wirkungehgesagt, die nun auch von der
Schulmedizin untersucht und zum Teil bereits begtéturden.

Ergebnisse der Assays zeigten keine statistisgjraftBanz im Hinblick auf
Zellschutzwirkung; eine exakte Aussage Uber diekWig des Safrans ist daher nicht
maoglich. Insbesondere bei den Tests mit Tepaldingigile hohe Standardabweichung
auf. Dass das Probenmaterial durch lange Lagerdewkrhaltsstoffen verloren hat ist
eine mogliche Erklarung fur diese Ungereimtheit.

Zusatzliche Studien in diesem Bereich werden jealsnfiotwendig sein, um genauere
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Aussagen treffen zu kdnnen. Hier ware es gunstgeve Methoden sowie Materialen
zu Uberdenken. Méglicherweise lassen sich auchhdeircanderes Studiendesign
aussagekraftigere Ergebnisse erarbeiten.

Der hohe Preis des Gewdrzes stellt allerdings maetvor eine schwer zu
uberwindende Hurde dar. Bemuhungen die Kultivier8agans maschinell zu
unterstitzen blieben im Grof3en und Ganzen erfal@sdleibt abzuwarten in wieweit

die kostenintensive Produktion in eine pharmazek&d/erarbeitung einflief3t.
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20 Zusammenfassunq

Safran ¢rocus sativus l).ist das teuerste Gewlrz der Welt. Sein hohesPiirt von

der Tatsache her, dass die Kultivierung von Hanrdtdyefiihrt wird. Wegen seiner
Inhaltsstoffe istrocus sativus LGegenstand verschiedener wissenschatftlicher
Untersuchungen. In der Vergangenheit wurde einndimealtsstoffen antioxidatives
Potential und sogar antikanzerogene Wirkungen retegen. Crocin und Safranal
waren in diesem Zusammenhang im Fokus diverserestud

Von einer Betrachtung isolierter Inhaltsstoffe waird dieser Arbeit abgesehen. In der
hier durchgefuhrtem-vitro Studie wurden die zytotoxischen und genotoxischen
Wirkungen von Narbenéasten und Tepalen des Safaah&ebertumorzellen (HepG2-
Zellen) getestet. Zuséatzlich sollte eine potergi@thutzwirkung des Safrans auf zuvor
mit H,O, inkubierten Zellen nachgewiesen werden. Zur Bastumg der Zellvitalitat
wurde der Trypanblautest angewandt, zur Ermittid@gDNA-Schadigung wurde der
Comet-Assay genutzt.

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit eine Tendmer erhohten Zytotoxizitat
festgestellt werden. Vor allem bei htherer Konzaan von Narbenasten wurde dieses
Resultat bestétigt. Sowohl bei den Narbenésteauals bei den Tepalen kam es zu
keiner signifikanten Schutzwirkung vor oxidativerness.

Aufgrund dieser Beobachtungen lasst sich folgeassanittels des hier angewandten
wissenschaftlichen Aufbaus dem Safran keine Schikang, in hoher Konzentration

jedoch zytotoxische Tendenzen zugeschrieben wekiiemen.
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21 Summary

Saffron is the most expensive spice in the worédeal on the harvesting condition
which is still done by hand. Due to saffron’s indjents it is focus of ongoing studies.
In the past, research could prove that severakthignts exhibit antioxidative and even
anticancerogenic properties.

In this accomplisheth vitro study, cytotoxic and genotoxic effects of saffeostigmas
and tepals on liver-cancer-cells (HepG2) were carthdn addition, an assumed
protective effect on D, incubated cells was determined. The trypanbluevtas used
in order to assign cell-vitality. The comet assaswsed to prove DNA-damage.
Especially at higher concentration of stigmas, tatoxic trend was assessed. Neither
the stigmas nor the tepals have shown any protefitoon oxidative stress @@,

treated HepG2 cells) in the current study.

Based on these observations, using the currenitgelesign, one cannot expect a
protective effect of saffron. However, at high centrations a cytotoxic tendency was

noticed.
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