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Einleitung

EINLEITUNG

Safran ist eines der altesten dokumentierten Gewirze der Menschheit. Es dien-
te im Laufe der Jahrtausende nicht nur als geschmackliche Komponente in vie-
len Speisen der Welt, sondern man war sich auch seiner heilenden Wirkung
gegen so manches Gebrechen bewusst. Die zahlreichen sekundaren Pflanzen-
inhaltsstoffe (Carotinoide, Flavonoide, Phenolsauren ...) dieser Krokus-Art, ihre
bioaktiven Eigenschaften sowie der Wiederaufschwung des Safrananbaus in
Osterreich — der im Laufe der Geschichte immer wieder als qualitativ sehr
hochwertig dokumentiert wurde — waren die Hauptgrinde zur Durchfiihrung
dieser Studie. Das Ziel dieser in-vitro-Studie war, den anti-/mutagenen und anti-
/oxidativen Effekt der lebensmittelrelevanten Pflanzenteile des ,Pannonischen
Crocus sativus austriacus® (Klingenbach/Siegendorf, Bgld) im Ames-Test an
zwei verschiedenen Salmonellen-Stammen zu testen. Die Stamme sollten die
mdglichen anti-/mutagenen sowie anti-/oxidativen Effekte der Extrakte der Saf-
ranpflanze detektieren. Zwei im menschlichen Alltag vorkommende Mutagene,
AFB1 und PHIP, wurden zur Induktion der Mutation durch externe metabolische
Aktivierung in den jeweiligen Stammen gegeniiber den Extrakten eingesetzt.
Als weiteres Mutagen kam TNFone zum Einsatz, ein bizyklisches Nitroaromat.
Die Losungsmittel sowie die Menge der in Losung gebrachten Narbenaste des
Safrans waren dem kichentechnischen Gebrauch angepasst. Mogliche Auswir-
kungen der Temperatur-Unterschiede der Ldsungsmittel spielen im kichen-
technischen Bereich auch eine Rolle und wurden bei der Herstellung der Ex-
trakte bertcksichtigt. Die Blutenblatter des Safrans, die Safrantepalen, sind ein
in groRen Mengen anfallendes Nebenprodukt der Narbenaste-Gewinnung. Die-
se sollten, aufgrund ihrer Verwendung als Farbemittel in der Lebensmittelin-
dustrie, als weiterer Schwerpunkt in diese Studie mit einflieRen. Ein wichtiger
Hauptbestandteil der Safrantepalen sind die Flavonoide, die hier ebenfalls Be-
achtung finden. Der praktische Teil dieser Studie wurde in Kooperation mit einer
Arbeitsgruppe durchgefuhrt, die sich im Zuge ihrer Diplomarbeit mit Gallenfarb-

stoffen beschaftigte.
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5 LITERATURUBERSICHT

5.1 Der Ames-Test
5.1.1 Allgemeines zum Ames-Test

Der Ames-Test oder Salmonella-Mikrosomentest wird als Kurzzeit-Bakterien-
Reversions-Mutations-Test (short-term bacterial reverse mutation assay) defi-
niert, dessen Basis sich international durchgesetzt hat (Standard Testprotokoll:
Organisation for Economic Co-operation and Development). Testverfahren von
Chemikalien auf ihre Mutagenitat in Salmonella typhimurium-Stammen basieren
auf dem Wissen, dass mutagene Substanzen in Bakterien ihre Mutagenitat wahr-
scheinlich auch in Tierversuchen zeigen, beziehungsweise im Menschen ein er-
hohtes Krebsrisiko hervorrufen. Der Vorteil dieses Tests, der zur Abschétzung
der Mutagenitat eingesetzt wird, zeigt sich in der schnellen Vermehrung der Bak-
terien. Dies fuhrt schlie@Blich zu einer kurzen Versuchsdauer und der leichten

Handhabung von Bakterien in sehr grof3er Zahl.

5.1.1.1 Geschichtliches zum Ames-Test

Der Ames-Test wurde nach seinem Entwickler Dr. Bruce Ames (University of Ca-
lifornia, Berkeley) benannt. Ames und Whitfield verwendeten 1966 den Spot-
Ames-Test (,Vorlaufer®) zur Identifizierung von moglichen mutagenen Chemika-
lien. Dieser Test erfolgte mit Hilfe von kleinen Rundfiltern, auf die unterschiedli-
che Konzentrationen der mdglicherweise mutagenen Substanz aufgetragen wur-
den. Diese Filter wurden dann auf die jeweiligen Agar-Platten (Petrischale) trans-
feriert. Die rund um den Filter gebildete Mutantenanzahl wurde ermittelt, wobei

man bei positiven Ergebnissen eine Dosis-Effekt-Kurve erhalt.

1973 entwickelten Ames und Kollegen den Platten-Inkorporations-Test, der sich
durch seine erhdhte Sensitivitat und Quantitdt gegenuber dem Ames-Spot-Test

auszeichnet. Der Platten-Inkorporations-Test wurde zur Grundlage dieser Studie,
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um die moglichen anti-/mutagenen und anti-/oxidativen Effekte der Narbené&ste-
und Tepalenextrakte von Safran zu testen. [MORTELMANS, ZEIGER, 2000]

5.1.2 Salmonella typhimurium-Stamme

Im Ames-Test kénnen spezifische Salmonella typhimurium-Stamme verwendet
werden. Diese Stamme sind nicht pathogen und besitzen eine Deletion in einem
Gen, das fur die Synthese von Histidin notwendig ist. Diese Bakterienstamme
kénnen nur in einem mit Histidin angereicherten Medium wachsen. Induziert nun
eine Testchemikalie eine Punktmutation, so besteht die Wahrscheinlichkeit, dass
es zu einer Ruckmutation in diesem Gen kommt und die Bakterien die Fahigkeit
entwickeln, Histidin wieder zu synthetisieren und somit Kolonien zu bilden. Diese
sichtbaren Kolonien kénnen nur spontan oder chemisch induziert wachsen
[VOHR, 2010].

5.1.2.1 Genotyp der verwendeten Salmonella typhimurium-Stamme

Um verschiedene Mutationen zu unterscheiden, kam es zum Einsatz von TA98
und TA102 Salmonella typhimurium-Stammen. TA98 besitzt eine Mutation im
his3052 und TA102 im hisG428 Allele.

Unter der hisD3052-Mutation (hisD3052 kodiert fur die Histidinol-Dehydrogenase)
versteht man eine -1-frameshift-Mutation, die Einfluss auf den Leseraster der na-
hegelegenen repetitiven GCGCGCGC-Sequenz hat. Frameshift-Mutagene wie
TNFone sind zur Reversion des hisD3052 Allele nétig [ISONO, YOURNO, 1974].

Ruckmutationen am AT-Basenpaar des TA102 Salmonella typhimurium-
Stammes werden durch Basenaustausch mit der Allele hisG428 ermittelt. Die
Reversion kann durch Mutagene mit Radikalcharakter und Oxidantien die Ba-
senpaarsubstitutionen induzieren, oder durch kleinere Deletionen von drei oder
sechs Basenpaaren erfolgen. hisG428 (TA102) besitzt eine Ochre (Nonsens Co-
don)-Mutation auf dem Plasmid pAQ1, welcher zum Abbruch der RNA-Synthese
fihrt [LEVIN et al., 1982].
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Das Plasmid pKM101 ist in den beiden Bakterienstiammen TA98 und TA102 vor-
handen und tragt ein Ampicillin-Resistenz-Gen. Das pKM101-Plasmid erhodht
durch Vermittlung der Fahigkeit, DNA Schéden in fehlerhafter Weise zu verarbei-
ten, die mutagene Empfindlichkeit [MORTELMANS, ZEIGER, 2000]. Zusétzlich
besitzen die beiden Stamme zur Erhohung der Sensitivitéat gegenuber Mutagenen
eine rfa-Mutation (Steigerung der Zellpermeabilitdit) [MORTELMANS, ZEIGER,
2000]. Weiters weist der TA98-Stamm eine AuvrB-Mutation auf, welche die
Nukleotid-Exzisionsreparatur ausschaltet (fuhrt zur vermehrten Mutagenese)
[AMES et al., 1973].

Stamm Histidinmutation |andere genetische Merkmale |Art der Histidinmutation
TA98 hisD3052 rfa, AuvrB, pKM101 "frameshift"-Mutation
TA102 hisG428 rfa, AuvrB, pKM101 "nonsens" Mutation

Tabelle 1. Zusammenfassung der genetischen Merkmale des TA98 und TA102 Stammes

5.1.3 Metabolisches System

Der Nachteil dieser bakteriellen Methode ist, dass einige Chemikalien zur Aktivie-
rung ihrer Mutagenitat eine metabolische Aktivierung benétigen, die in den Sal-
monella typhimurium-Stammen nicht vorhanden ist [MORTELMANS, ZEIGER,
2000]. Die biologische Aktivierung wurde bei dieser Studie durch Zugabe eines

oxidativen Enzymsystems (S9) bewerkstelligt.

5.1.3.1 Oxidativer Metabolismus

Einige karzinogene Chemikalien, wie zum Beispiel aromatische Amine oder poly-
zyklische aromatische Amine missen mit einem metabolischen System aktiviert
werden, um Mutagenitat aufweisen zu kdnnen. Dabei kdnnen ihre reaktiven Me-
taboliten direkt mit der DNA reagieren. Menschen und niedere Tiere besitzen das
P450-System, welches enzymatische Aktivitat aufweist und besonders in der Le-
ber nachgewiesen wurde [MORTELMANS, ZEIGER, 2000].
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5.1.3.2 Positiv- und Negativkontrolle

Bei jedem Test dieser Studie wurden die NK (H,O und H,O:EtOH-Gemisch
80:20) sowie die PK (mutagene Substanz des jeweiligen Tests) fur jeden Stamm,
mit oder ohne S9, durchgefiuihrt MORTELMANS, ZEIGER, 2000].

5.1.3.3 Positivkontrolle

Mutagene werden im Ames-Test bei der PK eingesetzt, um die Wirkung des S9
sowie die Effektivitdt der Teststamme sicherzustellen. Die Konzentration der PK
sollte fur jede S9-Charge ausgetestet werden, da es zu ungleichen metaboli-
schen Aktivierungen kommen kdnnte [MORTELSMANS, ZEIGER, 2000].

5.1.3.4 Negativkontrolle (Spontanmutationsfrequenz)

Jeder Salmonella typhimurium-Stamm hat eine relativ konstante Anzahl an spon-
tan gebildeten Revertanten. Geringe Unterschiede in der Anzahl sind tagesab-
hangig, aber auch von Labor zu Labor kénnen Schwankungen auftreten. Die
Spontanmutation kann auch bei Tests mit S9 beeinflusst werden, wie in Tabelle 2
ersichtlich ist MORTELMANS, ZEIGER, 2000].

Revertantenzahl
Stamm ohne S9 mit S9
TA98 20-50 20-50
TA102 100-300 | 200-400

Tabelle 2: Spontanrevertantenzahl im Ames-Salmonella Test

[mod. nach: MORTELSMANS, ZEIGER, 2000]

5.2 Safran
5.2.1 Botanik und Anbau Crocus sativus

Laut einer Version der griechischen Mythologie wurde die Geburt des Safrans
der Liebe eines wunderschénen Junglings namens Krokus zur Nymphe Smylace

5
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zugeschrieben. Krokus stand unter dem Schutz der Goétter, jedoch war seine An-
gebetete die Geliebte des Goétterboten Hermes. Hermes erfuhr von dieser Liebe
und réchte sich an Krokus, indem er ihn in eine lila/violette Blume verwandelte,
die dazu verdammt war, nur im spaten Herbst zu blihen. Zu dieser Zeit gab es
na mlich keine anderen Bliten mehr, und Krokus wurde somit mit Einsamkeit
bestraft [HUNZIKER, 2004].

Wie die griechische Mythologie schon berichtet, zahlt der steril triploide Crocus
sativus zu den typischen Herbstblihern. Die Artbezeichnung sativus bedeutet
.=angebaut®, was darauf schlielen lasst, dass Crocus sativus nur in Kultur be-
kannt ist. Die Wildform des Crocus sativus ist vermutlich der in Griechenland be-
heimatete Crocus cartwrightianus [TEUSCHER, 2003]. Laut Theophrast von Ere-
sos (370-285 v. Chr.) waren es die Griechen, die als erste den Crocus (krokos
bedeutet auf Griechisch ursprianglich ,Faden®) in Europa anbauten [HUNZIKER,
2004]. Der Safrankrokus ist eine Knollenpflanze und zahlt zur Familie der Irida-
ceae (Schwertliliengewéchse). Ausgepflanzt werden Tochterknollen, die im Win-
ter an der Mutterknolle wachsen und danach abgetrennt werden [TEUSCHER,
2003]. Laut der Beschreibung eines dsterreichischen Safranbauern (Purbach am
Neusiedlersee) werden die Knollen Anfang August in Reihen mit 20 bis 25 cm
Abstand gesetzt und alle 10 cm eine Knolle 15 bis 17 cm tief in das aufgelockerte
Erdreich eingebettet. Eine Diingung der Pflanzen wird nur in sehr geringem Ma-
e empfohlen. Der beste Ertrag zeigte sich zwischen dem dritten und flnften
Jahr nach dem Setzen. Alle sieben Jahre wird die Erde umgegraben, die Knollen
mussen herausgenommen und neu gesetzt werden. Die Knollen zeigten sich
nach sieben Jahren noch gesund. Unter 3000 Knollen war durchschnittlich eine
angefault [HUNZIKER, 2004].

Die Safranpflanze — eine ausdauernde, acht bis 30 cm hohe Knollenpflanze —
setzt sich aus sechs bis neun direkt aus der Knolle hervorgehenden Laubblattern,
eine Blute mit zwei Hochblattern, sechs blassvioletten Perigonblattern (Tepalen),
drei Staubblattern, Griffel und drei rot-orange Narbenaste (Narbenschenkel) zu-
sammen [TEUSCHER, 2003].
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Ein eher selten angetroffener Crocus sativus L. zeigt sich auf Abbildung 1. Finf
Narbenaste und zehn Tepalen schmicken diese Safranpflanze. Im Safrandorf

Mund nennt man sie ,Safran-Prinzessin®.

Abbildung 1: Crocus Sativus L. Abbildung 2: Safran. A Griffel mit 3 Narbe-

nasten, B Narbe zusammengerollt, C Narbe
[HUNZIKER, 2004] 9

ausgebreitet, Ib Leitbundel, pap Papillen
[TEUSCHER, 2003]

Safran ist der umgangssprachliche Begriff fir die Narbenaste der Safranpflanze.
Die Ernte der Narbenaste kann nach zwei verschiedenen Methoden erfolgen:

1. Durch vorsichtiges Abdricken des Safranpflanzenstangels und anschlie-
Render Entnahme der Narbené&ste.
2. Durch direkte Entnahme der Narbenaste am Feld [HUNZIKER, 2004].

Die Erntezeit der Safrannarbenaste ist im Herbst, wenn sich die Bliiten 6ffnen.

Die prozentuelle Zusammensetzung der frischen Safranpflanze lasst erahnen,
dass Nebenprodukte in groRem Ausmalie anfallen. Circa 80% der Safranpflanze
konnten den Tepalen (Safranpflanze aus Kaschmir) zugeschrieben werden [KA-
FI, SHOWKET, 2007 ].
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5.2.1.1 Trocknung der Narbenaste

Die sechs Hauptproduzenten von Safran verwenden drei unterschiedliche Me-
thoden, um Safran mittels Warmeeinwirkung zu trocknen. Iran, Indien und Ma-
rokko machen sich die Kraft der Sonne zu Nutze, bzw. trocknen bei Raumtempe-
ratur unter beltfteten Konditionen (18-50°C). Griechenland und Italien trocknen
bei Raumtemperaturen unter 45°C (relative Luftfeuchtigkeit: 45-50%), spanische
Produkte werden bei 50-80°C getrocknet. Das Endresultat variiert in einem

Feuchtigkeitsverlust von 80-95%.

Die unterschiedlichen Methoden der Trocknung von Safrannarbenasten (45 Pro-
ben der selben Herkunft wurden getestet) unter milden Bedingungen (18-20°C
fur 24 h, 40-50°C fur 75 min, 55°C fur 75 min), wurden auf die Gehalte der In-
haltsstoffe wie Crocetin-Ester, Picrocrocin und Safranal getestet. Es zeigte sich,
dass die Crocetin-Ester bei den Proben, die mit hoherer Temperatur (55°C) ge-
trocknet wurden, nicht signifikant héhere Werte gegeniiber den anderen Proben
aufwiesen. Picrocrocin zeigte dhnliche Werte. Mehr flliichtige Substanzen (Safra-
nal) entstanden auch bei 55°C, jedoch waren die Werte gegenuber den bei 40—
50°C getrockneten Proben nicht signifikant unterschiedlich [DEL CAMPO et al.,
2010]. Die Trocknungstemperatur/Zeit der verwendeten Proben in dieser Studie
belief sich auf 50°C fir 24 Stunden (Angabe von Johannes Pinteritz, Safranbauer

Klingenbach).

5.2.2 Geschichte des Safrans
5.2.2.1 Geschichte des Safrans — Aktueller Stand der Wissenschaft
Ein kurzer Einblick in die medizinische Geschichte des Safrans:

Die lange Geschichte der Verwendung von Safran in der traditionellen Medizin ist
in vielen Kulturen verankert. Schon im Papyrus Ebers wurde Safran als Heilmittel
erwahnt. Seine regelmafige Anwendung im medizinischen Bereich gegen Krebs-
leiden und depressive Verstimmungen lasst sich seit Jahrtausenden rickverfol-
gen [SCHMIDT et al., 2007].
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In der Traditionellen Chinesischen Medizin wurde Safran wegen seiner schmerz-
stillenden, beruhigenden und emetischen Eigenschaften eingesetzt. Er kam auch
zum Einsatz bei menstrualen Beschwerden und GefaRRerkrankungen. Die Bedeu-
tung als Heilmittel spiegelt sich in Yi-Lin-Ji-Yao, einem traditionellen chinesischen
Medizinbuch aus dem sechzehnten Jahrhundert [NEGBI, 1999].

Volker Schier thematisiert in einem Bericht Uber die Zeit des Mittelalters den
Gebrauch von Safran in Nonnenklostern. Durch die Erforschung zahlreicher Kor-
respondenzen kam er zum Ergebnis, dass der Safran nicht nur in der Kiiche und
als Farbemittel diente, sondern auch als Tonikum, Antidepressivum, stimmungs-

steigernde und halluzinogene Substanz zum Einsatz kam [SCHIER, 2010].

Diese Hypothesen wurden zum Anlass unzéahliger Studien genommen.

5.2.2.2 Toxizitat

Bei missbrauchlicher Verwendung als Abortivum traten Vergiftungen auf. Es wird
angenommen, dass Picrocrocin oder seine Spaltprodukte dafir verantwortlich
sind. Folgende Vergiftungssymptome stellen sich nach einer peroralen Aufnahme
ein: Brechdurchfall, Schwindel, Hamorrhagien, besonders der Nieren als Haupt-
ausscheidungsorgan, Schwellungen der Lippen, Lider und Gelenke und bei
Schwangeren Abort. Die LDsg belief sich bei Mausen bei peroraler Aufnahme bei
20 g/kg KG. Bei Menschen sind bei einer taglichen Aufnahme von 1,5 g Narbe-
naste keine unerwinschten Wirkungen bekannt [TEUSCHER, LINDEQUIST,
2009].

5.2.3 Inhaltsstoffe von Narbené&sten und Tepalen des Safrans
5.2.3.1 Inhaltsstoffe der Narbenaste des Safrans

Folgende Inhaltsstoffe des Safrans sind bekannt: Atherisches Ol, Terpene: a-

und B-Pinen, 1,8 Cineol, Safranal, Picrocrocin, Hydroxysafranal, 2-Phenylethanol,
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Naphthalin, Isophoron 3,5,5-Trimethylcyclohexenon und verschiedene andere

Isophorone.

Carotinoide: cis- und trans-Crocine, Crocetin (a-Crocetin), Methylcrocetin (B-
Crocetin), trans-Dimethylcrocetin (y-Crocetins), a-, B-, y-Carotin, Lycopin und

Zeaxanthin.

Xanthon-Carotinoid-Konjugat, Magnicrocin (Magniferin-6"-O-(crocetyl-1"""-O-B-D-
glucosidester) [TEUSCHER, LINDEQUIST, 2009]

Sonstige Inhaltsstoffe: Riboflavin (ca. 0,01% des Trockengewichts), Thiamin (in
unbedeutender Menge), 7% fettes Ol (Glycerolester der Palmitinsiure, Stearin-
saure, Laurinsaure und Olsaure), Heteropolysaccharide (ca. 5,2% Pentosane, ca.
6% Pektine) und Starke (ca. 13%) [BLASCHEK et al., 2007]

Anthocyane, Flavonoide, Phenole, Aminoséauren, Proteine, Mineralstoffe, und
andere chemische Substanzen [FERNANDEZ, 2007].

Ungefahr 40 bis 50 Inhaltstoffe von schatzungsweise 150 fliichtigen und einigen
nicht flichtigen Komponenten der Narbenadste wurden bereits identifiziert
[CHERMAHINI et al., 2010].

5.2.3.2 Qualitatskriterien des Handels

Im Allgemeinen wird im Safranhandel die mit Griffelresten versehene Ware (Cro-
cus naturalis) von der griffelfreien Ware unterschieden (Crocus electus). Bei Letz-
terer handelt es sich um ,Safranspitzen®. [BLASCHEK et al., 2007]. Die wichtigs-
ten Qualitatskriterien im Handel beziehen sich auf die Identifizierung und Quanti-
fizierung von Crocin-Derivaten und den Picrocrocin-Gehalt des Safrans, welcher
hauptverantwortlich flr seine Farbekraft ist. Aber auch die Lange der Narbenéste
haben Bedeutung — eine Durchschnittslange von 53 mm wird als hochwertig an-
gesehen [MADAN et al., 1966]. Die haufigsten analytischen qualitativen Nach-
weise der Safran-Inhaltsstoffe basieren auf kolorimetrischen Verfahren, DC
Scanner, HPLC und/oder Gaschromatographie-Tests [ZOUGAGH et al., 2005].
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Im internationalen Handel wird die Definition der Qualitat des Safrans hauptsach-
lich durch die Spezifikationen der ISO/TS 3632-2:2003 empfohlen. [DEL CAMPO
et al., 2010]. Ein hoher Griffelanteil, ausgebleichte Narbenaste, schlechte Farbe-
kraft sowie falsch gelagerte Ware lassen Minderqualitéat der Safran-Narbenéste
erkennen [BLASCHEK et al., 2007].

5.2.3.3 Konzentrations-Unterschiede der Safran-Narbenaste

Elf zertifizierte Safran-Narbenaste-Proben (Ernte: 2003) aus zehn verschiedenen
Landern (Aserbaidschan, China, Griechenland, Frankreich, Indien, Iran, Italien,
Neuseeland, Spanien, Turkei) und eine Probe von Sigma Chemical Company
wurden in einer Studie von Caballero-Ortega et al. auf zehn Hauptkomponenten
(Picrocrocin, HTCC, 3-Gentiobiosyl-Kaempferol, Safranal und 6 Crocetin-Ester)
der getrockneten Narbenaste verglichen. Die Proben wurden mittels einer Cig-
Umkehrphasen HPLC-Photodiodenarray-Detektor-Methode analysiert. Das Re-
sultat brachte sehr unterschiedliche Konzentrationen zum Vorschein. Die Summe
der zehn detektierten Substanzen zeigte beim griechischen Safran den hdchsten
Wert von 94,06 + 0,07 mg/g NA. Bei dem Produkt von Sigma und dem chinesi-
schen Safran waren Werte unter 12,5 mg/g anzutreffen. Diese Schwankungen
sind sowohl auf Trocknungsprozess, Verpackungsform, Hitze und Lichteinwir-
kungen sowie auf die Herkunft zurtickzufihren [CABALLERO-ORTEGA et al.,
2007].

In einer weiteren Studie wies der Crocetin-Ester-Gehalt von griechischen, ge-
trockneten Safran-Narbenasten (Ernte: 2006) deutlich hohere Werte gegeniiber
der zuvor beschriebenen Studie (23.14 mg/100 mg Safran-NA) auf. Die Analyse
erfolgte mittels C1g-Umkehrphasen HPLC [MAGGI et al., 2011].

Ein Lagerungsversuch (Hitze, Luftfeuchtigkeit, Licht, Dunkelheit) von getrockne-
ten Safran-Narbenasten in Bezug auf seine Farbekraft demonstrierte, dass bei
héheren Temperaturen sowie erhdhter Wasseraktivitat die Farbekraft des Saf-

rans vermindert wird. Nach einer zwolfwdchigen Lagerung kam es zu einer be-
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achtlichen Reduktion der Farbekraft wie auch des bitteren Geschmacks, das
Aroma jedoch erhéhte sich [BOLANDI et al., 2009].

Eine Studie Uber Konzentrations-Unterschiede von Safran-NA, geerntet auf 700
Metern und 1400 Metern Seehdhe von je drei- und sechsjahrigen Pflanzen, zeig-
te, dass dreijahrige Safran-NA von 1400 Metern die hochsten Konzentrationen an
Crocin, Picrocrocin und Safranal aufweisen [ZARINKAMAR et al., 2011].

5.2.3.4 Crocin und Crocetin

Farbgebende Bestandteile des Safrans sind die gelbroten, wasserléslichen Ver-
bindungen der cis- und trans-Carotinoide der Crocine [WICHTL, 2002]. Es han-
delt sich dabei um die p-D-Gentiobiose- bzw. B-D-Glucoseester der Polyendicar-
bonséaure Crocetin. [CABALLERO-ORTEGA et al., 2007].

O CH" CH}
CH; CH; 0

Abbildung 3: Crocetin und Glykosylester des Crocetins (all-trans-)

R’ R*
A-Crocin B-D-Gentibiose | B-D-Gentibiose
B-Crocin B-D-Gentibiose| B-D-Glucose

C-Crocin B-D-Gentibiose -H
D-Crocin B-D-Glucose | B-D-Glucose
E-Crocin B-D-Glucose -H
Dimethylcrocetin —-CHa -CHs;
Crocetin -H -H

Tabelle 3: Einige Glykosylester des Crocetins [BLASCHEK et al., 2007]

Trans A-Crocin ist im Crocetin-Ester der getrockneten NA im Umfang von 48%
enthalten und daher dominierend gegentber den anderen Crocinen. In der Stu-

die von Del Campo et al. wurden 345 Proben aus Allerwelt getestet [DEL CAM-
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PO et al., 2010]. Konzentrationsunterschiede (1,9 bis 15% des Trockengewich-
tes) von A-Crocin und verwandte Acylglykoside werden in gelagerten Drogen
(Safran-NA) von Lindequist und Teuscher beschrieben [TEUSCHER, LINDE-
QUIST, 2009]. In den oben angefiihrten Studien wurden NA getestet, die Croce-

tin-Ester-Werte um 23% des Trockengewichtes aufwiesen.

5.2.3.5 Pharmakokinetische Eigenschaften von Crocin in-vivo

Durch die einmalige orale Gabe von Crocin (A-Crocin) an Ratten (Sprague-
Dawley Ratten) und gesunde Menschen (Daten nicht veréffentlicht) wurde nur
dessen Metabolit Crocetin in geringen Mengen im Plasma nachgewiesen. Im In-
testinaltrakt sowie in den Fazes der Ratten konnten groRere Mengen an Crocin
innerhalb von 24 Stunden festgestellt werden. Durch eine weitere sechstagige
Gabe von 40 mg/kg Korpergewicht pro Tag und darauffolgende Untersuchungen
zeigte sich keine Veranderung im Plasma der Ratten gegentuber der einmaligen
oralen Gabe. Die Resultate deuten darauf hin, dass es zu keiner Absorption von
Crocin kam, weder bei einmaliger noch bei mehrmaliger Verabreichung. Die Ak-
kumulation von Crocetin im Plasma konnte auch bei wiederholter Gabe von Cro-
cin nicht gesteigert werden. Der Intestinaltrakt scheint dabei eine wichtige Rolle

bei der Hydrolyse von Crocin zu spielen [XI et al., 2007].

Durch eine neuntdgige orale Gabe von Safran-Extrakten (100 mg/kg KG) bei
Sarkom-180-tragenden Mausen konnten erhdhte Vitamin A und [B-Carotin-
Serumspiegel beobachtet werden. Nach Absetzen der Safran-Extrakte waren
diese Analyten ricklaufig. Begriindet wurde dieses Testergebnis durch den Pro-
vitamin A Charakter von Crocin [BLASCHEK et al., 2007].

13



Literaturiibersicht

5.2.3.6 Antikanzerogene Eigenschaften von Safran-Extrakten, Crocin und
Crocetin

Einige Studien belegen die krebspraventiven sowie therapeutischen Eigenschaf-
ten von Safran-Extrakten. Eine bedeutende Rolle wird dabei Crocin wie auch
Crocetin zugesprochen. Die nachfolgenden Studien sollen diese Aussagen un-

terstitzen.

Abdullaev et al. zeigte in einer Studie, dass sich die zytotoxische Wirkung von
Safran gegen unterschiedliche tierische und menschliche maligne Zellen richtet.
Zahlreiche Studien belegen diese Aussage [ABDULLAEYV et al., 2003].

In-vitro wurde ein Test durchgefuhrt, der sich mit dem zytotoxischen Effekt von
ethanolisch extrahierten Inhaltsstoffen des Safrans auseinandersetzt. Die jeweili-
gen ICso-Werte wurden an Sarkom-180 (28 pg/ml), P388-Leukamiezellen (20
pg/ml), Ehrlich-Ascites-Tumorzellen (17 pg/ml) und Daltons-Lymphomen (9
pg/ml) eruiert. Die zytotoxischen Eigenschaften hoherer Safran-Extrakt-Dosen
wiesen gegenuber Milzzellen aus Mausen keine Schadigung in Form einer Zyto-

toxizitat auf.

Tumortragende Mause (transplantierte Sarkom-180-, Ehrlich-Ascites- und Dal-
tons-Lymphomzellen), die man mit Safran-Extrakten behandelte, zeigten gegen-
Uber unbehandelten Mausen eine etwa zwei- bis dreifach signifikant verlangerte
Uberlebenszeit. [BLASCHEK et al., 2007].

In einer weiteren Studie zeigte sich, dass ethanolische Safran-Extrakte das Po-
tenzial besitzen, Zytotoxizitdt in menschlichen Lungenkrebszellen (A549) zu in-
duzieren. Um eine Zytotoxizitat ausschlielen zu kdnnen, wurden die Safran-
Extrakte zur Kontrolle auch an gesunden Zellen (L929 Zellen) getestet. Bei zu-
nehmend eingesetzter Extrakt-Konzentration gegenuber den malignen Zellen
stieg auch die Zytotoxizitat gegentber Lungenkrebszellen. Dieser Effekt konnte
an nicht malignen Zellen nicht festgestellt werden [SAMARGHANDIAN et al.,
2010].
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Es gab auch Berichte Uber zytotoxische Effekte gegeniber Primarzellkulturen
(Osteosarkom, Fibrosarkom, Ovarialkarzinom). Die inhibitorische Wirkung von
Safran-Ethanol-Extrakten gegentber dem in-vitro-Wachstum von HelLa-Zellen
wurde hauptsachlich der Wirkung von Crocin zugeschrieben. Picrocrocin und

Safranal spielten hierbei eine untergeordnete Rolle [KUMAR et al., 2011].

Crocetin ist — dosis- und zeitabhangig — im Stande, Apoptose in menschlichen
Magenkrebszellen einzuleiten. Eine in-vitro-Studie mit Magenkrebszellen erklarte
diesen Effekt Uber die steigende Expression von Bax, einem pro-apoptotischen

Molekul, welches als Tumorsuppressor agiert [HOSHYAR et al., 2011].

Crocin, der Hauptinhaltsstoff von getrockneten Safran-NA, demonstriert Antitu-
mor-Wirkung, besitzt inhibitorische Eigenschaften gegeniber Tumorwachstum
und erhoht die Lebenserwartung von tumortragenden Tieren. Crocin wird gut ver-
tragen und besitzt geringe bis keine Nebeneffekte. All diese Eigenschaften sowie
die Wasserloslichkeit dieser Substanz zeigen ein hohes Potenzial, um in der
Krebsheilung eingesetzt zu werden [SAMARGHANDIAN et al., 2010].

Ein grof3er Anteil an der protektiven Wirkung von Crocinen ist vermutlich auf ihre

antioxidativen Eigenschaften zurickzufihren [CHEN et al., 2008].

5.2.3.7 Antioxidative Eigenschaften von Crocin und Crocetin

Chen et al. ermittelten mittels vier verschiedenen Testformaten (Anti-Hamolyse-,
DPPH--Scavenging-, Lipidperoxidations- und Antioxidans-Aktivitatstest) die anti-
oxidative Kapazitat von A-Crocin (Crocin-1), B-Crocin (Crocin-2), C-Crocin (Cro-
cin-3), Crocetin und Safran-Ethanol-Extrakt (SE). Crocetin und seine Ester wur-
den von Gardenia jasminoides ELLIS isoliert. Die Safran-NA-Proben stammten
aus China (Chengdu, Sichuan). Die erwéahnten Inhaltsstoffe offenbarten antioxi-
dative Eigenschaften in den jeweiligen Tests [CHEN et al., 2008].
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Samples Anti-hemolysis DPPH (equivalent Lipid peroxidation Antioxadant activity
(equivalent ascorbic a-tocopherol) mg/g (equivalent a-tocopherol)  (equivalent a-tocopherol)
acid) mg/g mo/g mg/g

Crocin-1 221 98.3 10.6 847

Crocin-2 452 90.8 9.65 782

Crocin-3 267 33.1 13.5 77.2

Crocetin - - 63.0 110

SE 259 107 18.1 116

Tabelle 4. Antioxidative Wirkung von Crocetin und Crocetin-Ester im Dreifachansatz
(p<0,05) [modifiziert: CHEN et al., 2008]

Crocin und Crocetin werden wegen ihrer Radikalfangereigenschaften zur Kryo-
konservierung von Spermien wegen ihrer Superoxid-Scavenger-Kapazitat einge-
setzt [SAMUELSSON, BOHLEN, 2010].

5.2.3.8 Crocin und Crocetin im Ames-Test

Testergebnisse zeigten, dass Crocin sowie Dimethyl-Crocetin, isoliert vom Saf-
ran, weder mutagene, comutagene noch antimutagene Eigenschaften im Ames-
Test aufweisen [ABDULLAEV et al., 2003].

5.2.3.9 Eigenschaften von Picrocrocin und Safranal

Durch die Abspaltung der Vorstufe Protocrocin entstehen vermutlich ein Molekul
Crocin und zwei Molekile Picrocrocin. Der bittere Geschmack des Safrans
stammt vom Picrocrocin. Das deglykosylierte Derivat Safranal ist hingegen fur
den typischen Geschmack des Safrans verantwortlich [SRIVASTAVA et al.,
2010].
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Picrocrocin 4-Hxdroxycyclocitral Safranal
(Safranbitter)

Abbildung 4: Struktur von Picrocrocin, HTCC und Safranal [HANSEL, STICHER, 2010]

Der Gehalt an wasserloslichem Picrocrocin (4% beim frischen Safran, 0,4-1,3%
atherisches Ol mit Safranal — Safranal ist nur bedingt I6slich in Wasser [GONZA-
LO et al.,, 1996] — als Hauptkomponente [HANSEL, STICHER, 2010]) nimmt ab
dem Zeitpunkt der Trocknung und wéahrend der Lagerung kontinuierlich ab, der
Safranal-Gehalt nimmt jedoch stetig zu. Weitere wesentliche, am Geruch des
Safrans beteiligte Abbauprodukte des Picrocrocins, sind unter anderem 4-
Hydroxy-B-cyclocitral bzw. 4,5-Dehydro-B-cyclocitral [TEUSCHER, LINDEQUIST,
2003]. Nach langerer Aufbewahrung von Safran-NA ist der Gehalt von Picrocro-
cin nicht mehr nachweisbar, weiteres verflichtigt sich die Aroma-Komponente
Safranal bei unsachgemaler bzw. zu langer Lagerung. Der Abbau der Safran-
Inhaltstoffe kann durch trockene, lichtgeschitzte und kiihle Lagerung stark ein-
geschrankt werden [BOLANDI et al., 2009].

5.2.3.10 Antikanzerogene Eigenschaften von Picrocrocin und Safranal

In einem Versuch an HelLa-Zellen gegentuber isolierten Bestandteilen von Safran
(Crocetin, Crocin, Picrocrocin, Safranal) wurde die inhibitorische Dosis dieser
Substanzen ermittelt, die 50% des Zellwachstums zurtickhalt. Bei Safranal und
Picrocrocin wurden folgende Werte ermittelt: Safranal 0,8 mM, Picrocrocin 3 mM.
Crocetin zeigte keine inhibitorische Wirkung. Crocin hingegen erwies sich als
vielversprechendes krebstherapeutisches Mittel [ESCRIBANO et al., 1996].

Enkephalin spielt woméglich nicht nur bezlglich Wachstum und Entwicklung von

Brustkrebszellen eine Rolle, sondern auch im neuroendokrinen Bereich. Das Ziel
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einer Studie war, die Auswirkungen von Picrocrocin gegentber Ratten zu testen,
denen durch N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff Krebs induziert wurde. Bei den Wistar-
Ratten, denen Picrocrocin verabreicht wurde, zeigte sich eine verminderte EDA-
Aktivitdt gegentiber Ratten, denen diese Substanz nicht zugefihrt wurde [HEI-
DARZADEH et al., 2011].

Safranal, Crocetin, Dimethyl-Crocetin kbénnen durch Bindung an DNA und tRNA
einen Schutz vor Reaktionen von schadlichen Chemikalien bewirken. Jedoch
bendtigen diese Ligand-Polynukleotid-Komplexe weitere Untersuchungen, um
mdogliche negative Auswirkungen der Substanzen ausschliel3en zu konnen [KA-
NAKIS et al., 2009]. Picrocrocin zeigte in einem Ames-Test (TA98) gegeniber 2-
AA keine comutagenen Effekte, jedoch Safranal [ABDULLAEV et al., 2003].

5.23.11 Flavonoide und Phenolsauren der Narbenéaste

Phenolsauren der getrockneten NA von Safran sind: Gallussaure, Salicylsaure,
Kaffeesaure, Vanillinsaure, Syringasédure. Flavonoide der getrockneten NA von
Safran sind: Apigenin, Kaempferol, Myricetin, Naringin, Quercetin, Pyrogallol,
Rutin [KARIMI et al., 2010].

5.2.3.12 Antikanzerogene Eigenschaften von Flavonoiden (F) und
Phenolsauren (PS)

Die antikanzerogenen Effekte von Flavonoiden und Phenolsduren wurden in-vitro
und in-vivo festgestellt. Dies zeigt sich vermutlich in der hemmenden Wirkung der
Kanzerogene in der Initiations- sowie in der Promotionsphase. Unterschiedliche

Mechanismen der Hemmung werden diskutiert:

Hemmung der Phase-lI-Enzyme (F und PS), Induktion von Phase-lI-Enzymen (F
und PS), Wechselwirkung mit der DNA (F und PS), Hemmung der Zellproliferati-
on (F), Induktion des programmierten Zelltods (F), Modulation des Immunsys-
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tems (F), antioxidative Wirkung (F und PS) und Wechselwirkung mit dem aktivier-
ten Kanzerogen (PS) [WATZL, LEITZMANN, 2005].

Fur diese Studie relevant sind die Eigenschaften von Flavonoiden und Polyphe-
nolsauren, die die Hemmung der Phase-I-Enzyme, die Wechselwirkung mit der
DNA, die Wechselwirkung mit dem aktivierten Kanzerogen sowie die antioxidati-
ven Eigenschaften der beiden Substanzen betreffen.

5.2.3.13 Hemmung der Phase-I-Enzyme

Bei Quercetin und Kaempferol wurde eine dosisabhangige Hemmung der Cy-
tochrom-P450-abhangigen Monooxygenasen bei Ratten beobachtet. Jedoch hat-
ten andere Flavonoide keine oder sogar eine aktivitatssteigernde Wirkung auf die
Monooxygenasen. Kaffeesdure und Gallussaure verhinderten in einem Versuch
von Stich et al. eine, die durch Cytochrom P450-abhangige Enzyme katalysierte,
Umwandlung von AFB1 in seine kanzerogene Form [WATZL, LEITZMANN,
2005].

5.2.3.14 Wechselwirkung mit der DNA

Die strukturelle Ahnlichkeit der Flavonoide mit Nukleotiden ist wahrscheinlich fiir
ihre kanzerogenen Eigenschaften verantwortlich, da sie in Wechselwirkung mit
der DNA treten und so die Bindungsstelle fir aktivierte Kanzerogene maskieren.
Bei den Polyphenolsauren beruht der antikanzerogene Effekt wahrscheinlich
teilweise darauf, dass sie direkt mit dem aktivierten Kanzerogen eine kovalente
Bindung eingehen und somit das Kanzerogen biologisch inaktiviert wird. In-vitro
wurde dieser Effekt bei der Ellagsaure nachgewiesen [WATZL, LEITZMANN,
2005].
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5.2.3.15 Antioxidative Eigenschaften von Flavonoiden und

Polyphenolsauren der Narbenéaste

2010 wurde eine Studie ins Leben gerufen, die sich mit den antioxidativen Eigen-
schaften der getrockneten NA (Kashmar; Iran) sowie mit deren phenolen und
flavonoiden Gehalten auseinandersetzte. Phenole und Flavonoide von Safran-NA
wurden mittels einer Umkehrphasen-HPLC untersucht. Getrocknete NA, die in
einer methanolischen Ldsung extrahiert wurden, wiesen eine deutlich héhere an-
tioxidative Wirkung auf, als die in Ethanol gelésten bzw. mit kochendem Wasser
gewonnenen Extrakte. Jedoch verblieb die Wirkung unter den eingesetzten
Standards von BHT und a-Tocopherol. Konzentrationen von Gallussédure und
Pyrogallol haben laut dieser Studie eine Anteilnahme am antioxidativen Potenzial
der NA [KARIMI et al., 2010].

5.2.3.16 Inhaltstoffe der Tepalen des Safrans

Flavonoide: Naringenin, Naringenin-Glykoside, Quercetin, Quercetin-Glykoside,
3,3,4-Trimethoxy quercetin-7-O-di-Hex, Kaempferol, Kaempferol-Glykoside,
Kaempferol-Ester, Dihydro-Kaempferol-Glykosid, Taxifolin-Glykosid, Isorhamne-
tin-Glykosid, Tamarixetin-caffeoyl-p-coumaroyl diester, Tamarixetin-O-kaempferol
biflavonoid Hex, Myricetin-Glykosid, Rhamnetin [BAZYLAK et al., 2011] sowie
Anthocyane. Die Anthocyane in Kombination mit den Flavonoiden (Felavenoides)
ergeben die violette Farbe der Safrantepalen [KAFI M. et al., 2006] Monoterpen:
Crocusatin, Steroide: Tribulsterin, Tribulsterin-Derivat, Phenolsdure: Sinapinsau-

re, Nukleosid: Adenosin und weitere Inhaltsstoffe.

Es zeigte sich in einer Studie eine starke antioxidative Kapazitat der Safrantepa-
len, besonders in Diethylether-Extrakten. Verglichen zu den NA-Wasserextrakten
wiesen sie ein deutlich starkeres antioxidatives Potenzial auf. Die Tepalen sind
besonders reich an Kaempferol-Aglykon, Glykoside und Ester. Alle Alkaloide der
Tepalen wurden nur in der Dichlormethan-Fraktion gefunden [TERMETZI, KOK-
KALOU, 2008]. Eine erst kurzlich erschienene Studie zeigte ein extensives inhi-

bitorisches Potenzial der Tepalenextrakte (Losungsmittel: 70:30 Ethanol:Wasser)
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gegenuber B-Carotin Oxidation (B-Carotin/Linoleat Model). Signifikante Radikal-
fanger-Eigenschafen der Tepalenextrakte gegeniiber NO-Radikal sowie Cu?*-

Chelatbilder-Aktivitat wurden in dieser Studie nachgewiesen.

NO agiert als zellulares Signalmolekil in vielen physiologischen und pathologi-
schen Prozessen im Korper. Im Menschen (bzw. in Saugetieren generell) hat NO
einen bedeutenden Einfluss auf die Erweiterung von Blutgefalen, Immunreaktio-
nen, als Neurotransmitter, synaptische Plastizitat und ,Gedachtnis“ des Zentral-
nervensystems. Neben diesen Effekten spielt NO ein Rolle in pathologischen
Prozessen wie Entztindungsreaktionen, Krebs, Diabetes, vaskulare Erkrankun-
gen, zerebraler Ischamie, Epilepsie und einigen neurodegenerativen Erkrankun-
gen wie Alzheimer und Parkinson. NO-Scavenger storen diese pathologischen

Prozesse durch die Depletion dieses Molekiils.

Redox-aktive Metalle wie Kupfer besitzen die Fahigkeit, Superoxidanion-Radikale
sowie Stickstoffmonoxid in biologischen Systemen zu bilden. Diese fuhren, in
erhdéhten Mengen aufgenommen, zu oxidativem Stress, infolgedessen es zur Bil-
dung von ROS kommt, was wiederum fir DNA-Schaden, Lipidperoxidation, Pro-
teinmodifikation und weitere Effekte verantwortlich ist [SANCHEZ-VIOQUE et al.,
2012].

Quercetin, Kaempferol und Myricetin zeigten in einer Studie an intakten Zellen,
denen ein Mutagen induziert wurde, ein dosisabhéangiges, inhibitorisches Poten-
zial gegenuber der enzymatischen Aktivitat von CYP1 [MASTER et al., 2012].
Wichtige Substrate der Cytochrom-P450-Isoenzyme sind, z. B. fur CYP1A2 (ein
Isoenzym, das ausschlief3lich auf die Leber beschrankt ist), heterozyklische Ami-
ne (IQ, MelQx) und AFB1 [MARQUARDT, SCHAFER, 2004].

Melnyk et al. berichtet in seiner Studie Uber die Eigenschaften von Safran-
Extrakten sowie ihren Inhaltstoffen in verschieden in-vivo- und in-vitro-
Testsystemen. Die Auflistung beinhaltet folgende Hauptpunkte: Magen-Darm-
Stérungen (Ulcus-Pravention, verdauungsfordernde Eigenschaften), Anti-Krebs-
Funktion (Antiproliferation und zytotoxische Eigenschaften gegentber Tumorzel-

len, Tumor-Inhibition, DNA-Destabilisierung), kardiovaskulare praventive Eigen-
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schaften (Anti-Arteriosklerose-Eigenschaften, Insulin-Resistenz-Pravention), an-
tidepressive Eigenschaften, pramenstruelles Syndrom, anxiolytische und hypno-
tische Effekte und nachteilige gesundheitliche Effekte (Ubelkeit, Erbrechen, Ute-
rus-Blutungen, Abort, allergische Reaktionen) [MELNYK et al., 2010]. Es folgen
laufend weitere Erkenntnisse tber die Eigenschaften dieser Pflanze.

5.2.3.17 Mutagenitat von Inhaltsstoffen im Ames-Test des Safrans
Quercetin und Kaempferol im Ames-Test:

In dieser Ames-Test-Studie wurden Quercetin, Kaempferol und weitere Flavonoi-
de mit den Stammen TA98, TA100 und TA102 auf ihr mutagenes Potenzial ge-
testet. Es zeigten sich bei den Quercetin-Konzentrationen meist Ml — Werte >2
mit S9 und ohne S9 sowie bei Kaempferol mit S9 im TA98 Salmonella typhimuri-
um-Stamm. Beim TA102-Stamm zeigte sich eine Mutagenitat bei der Konzentra-
tion von 147 nmol/Platte [RESENDE et al.,2012]. Kaempferol und Quercetin sind
zwei Flavonoide, die in den Tepalen des Safrans auch anzutreffen sind [TER-
METZI, KOKKALOU, 2008] [BAZYLAK et al., 2011].
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Table 1. Mutagenic activity expressed as the mean and standard deviation of the number of revertants/plate and the mutagenic index (MI), in
bactertal strains TA98, TA100 and TA102 treated with flavonoids (quercetin, kaempferol, fisetin luteoln, flavone, 3-hydroxyflavone,
3-hydroxyflavone, 7-hydroxyflavone, chrysin, galangin), at various doses, with (+59) or without (—S9) metabolic activation.

Number of revertantsplate in S. fyphimurium strains (M £ SD) and (MI)

Treatments
TA98 TA100 TA102
Quercetin nmol/plate -59 +59 =59 +59 -9 +59
00° 538 39:1 11533 206+5 M3=15 48+3
121 81=06%(15) 1365 ** (3.5) 134285(12) 320+2%(15) 219+8(1.0) 305=1(12)
135 115£6**(2.2) 1964 ** (5.0) 178=6.1(15)  389=4**(L9) 302=4(L1) 351+13(14)
491 1M£1*(33)  303=7**(100) 202232*(17) 492=5*(24) $B126(12) 46=11**(18)
984 13511**(26)  658=10**(16.9) 227=25**(2.0) 651=4**(3.2) 34=3(12) 411=1*(19)
1478 197+4*(38)  704=5%*(204) 212250**(18) 642=5**(31) 310=6(L1) 524=6* (21)
Ctrol+ 13472510 1567247° 1582£102°¢ 1456+ 67° 1656289 103203
00° 582 30:1 106 =4 206=53 85+4 1483
143 54£5(09) 141= 7% (3.6) 131£1(12) 286=15(14) 287=4(12) 336=8(13)
20 56=4(1.0) 172£3** (44) 146+2(14) 31325(15) 258=6(L1) 3677(15)
580 53=1(09) 199+ §**(5.1) 143£4(13) 369 =4**(18) 301£9(13) $30=5*(17)
1164 58£2(1.0) 205=3**(53) 130=6(1.2) 384=12*(19) 3059(13) 418=8(14)
1747 62=3(1.1) 17724 (45) 138+3(13) 40018 **(1.9) 2429(1.0) 47313 % (19)
Ctrol+ 13461° 1567+47° 1457+ 53¢ 1456+ 67° 14732110¢ 1032203

Abbildung 5: Flavonoide im Ames-Test [modifiziert: RESENDE et al.,2012]

Die Ames-Studie von Abdullaev et al. zeigte eine Co-Mutagenitat gegeniber 2-

Amino-Antracen. Es wurde beobachtet, dass der Safranalgehalt beim TA98-
Stamm flr diesen Effekt verantwortlich war [ABDULLAEYV et al. 2003].
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MATERIAL UND METHODEN

6.1 Prinzip des Ames-Test

Der Ames-Test ist ein bakterieller Schnelltest, der zur Mutagenitatsuntersu-
chung durchgefihrt wird. Verwendet werden Salmonella typhimurium-Stamme,
die aufgrund einer Mutation in einem an der Histidinbiosynthese beteiligten
Gens nicht in der Lage sind, ohne Histidin zu wachsen. Durch die Zugabe von
bestimmten Mutagenen (in dieser Studie: TNFone, PhiP+S9, AFB1+S9) kommt
es zu einer Rickmutation der verwendeten histidinauxotrophen Salmonellen
typhimurium-Stammen, die in der erhdhten Anzahl der Revertanten ersichtlich

war.

Dieses Testsystem wurde ausgewdahlt, um die antimutagenen Effekte von Saf-
ran-Extrakten zu ermitteln. Fur die Analysen kamen die Bakterienstamme TA98
sowie TA102 zur Verwendung. Die Vorlage zur Durchfiihrung der Tests lehnte
sich an den Platten-Inkorporationstest an, der von Bruce Ames 1973 entwickelt
wurde [MARON, AMES, 1973]. Zur Sicherstellung, dass die Safran-Extrakte
kein mutagenes Potenzial zeigen, wurde zusatzlich ein Mutagenitatstest durch-

gefuhrt.

6.2 Praparation der Losungen fir den Ames-Test
6.2.1 Ampicillin L6sung

0,2 g Ampicillin wurde in ein verschliel3bares Plastikréhrchen eingewogen und
mit 25 ml 0,2N Natriumhydroxid durchmischt. Danach wurde die Losung mit
einem aseptischen Filter filtriert. Die Haltbarkeit der Ampicillin Losung war auf

zwei Wochen bei 4°C definiert.
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6.2.2 Tetracyclin LOsung

80 mg Tetracyclin wurde in einem verschliebaren, 10 ml Plastikréhrchen mit
0,2N HCI gut gemischt und danach aseptisch filtriert. Die Haltbarkeit der Losung

betrug zwei Wochen bei 4°C.

6.2.3 Glucose Loésung (40%)

400 g Glucose wurde in 1000 ml kochendem, deionisiertem H,O gel6st. Vor
jeder Anwendung erfolgte das Autoklavieren dieser Losung. Diese Glucose-
Losung (40%) lagerte bei 4°C.

6.2.4 Glucose-6-Phosphat Lésung (304 mg/ml)

Es folgte die Losung von 1 g Glucose-6-Phosphat in 3.289 ml deionisiertem
H,O. Diese Lésung wurde mittels eines aseptischen Filters sterilisiert und in 1
ml Portionsgrol3en bei -20°C aufbewabhrt.

6.2.5 Histidin-Biotin Losung

30,9 mg D-Biotin sowie 24 mg L-Histidin wurden jeweils separat mittels Wage-
schiffchen eingewogen und danach in eine 250 ml Pyrex-Flasche transferiert.
Diese wurde mit 250 ml deionisiertem H,O aufgefllt. Vor jeder Benutzung wur-

de die L6sung sterilisiert. Lagerungstemperatur war bei 4°C

6.2.6 Histidin Losung

250 mg Histidin wurde in 50 ml deionisiertem H,O geldst. Nach aseptischer Filt-

ration fand die Lagerung dieser Losung bei 4°C statt.
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6.2.7 Biotin Losung

6,1 mg D-Biotin wurden mit 50 ml deionisiertem Wasser vermischt. Die Lage-

rung erfolgte nach aseptischer Filtration bei 4°C.

6.2.8 Nutrient Broth, Overnight Culture

In eine 250 ml Pyrex-Flasche mit Schraubverschlusskappe wurden 5 g NB No.2
eingewogen und anschlielend auf 200 ml mit deionisiertem H,O aufgefillt.
Nach Verschliel3en der Pyrex-Flasche wurde der Schraubverschluss mit Alumi-
niumfolie (+ Indikatorpapier) versehen und autoklaviert. Nach Abschluss des
Sterilisationsprozesses wurde die NB unter dem Laminar mit den daftr notigen

Antibiotika versetzt. Folgende Technik fand Anwendung:

Man Uberfuhrte mittels einer Messpipette je 12 ml NB in zwei sterile 100 ml Er-
lenmeyerkolben. Die Beisetzung der Antibiotika war fur jeden Stamm unter-
schiedlich. TA 98 Stamm erfordert 625 pl Ampicillin, TA 102 Stamm 625 pl Am-
picillin und 156 ul Tetracyclin. Die jeweiligen Salmonellen-Stamme wurden mit
einer Plastikdse in die daflr vorgesehenen Erlenmeyerkolben transferiert, die
zum Abschluss mit Watte und Aluminiumfolie verschlossen wurden. Die NB
wurde fur zwolf Stunden bei 37°C auf einer Ruttelplatte inkubiert.

6.2.8.1 Herstellung von zwei Master Plates

3,2 g Oxoid Agar wurden in eine 250 ml Pyrex-Flasche eingewogen und mit
deionisiertem H,O aufgefillt. Nach Autoklavierung der Lésung kamen unter ste-
rilen Bedingungen (Laminar Flow) 4,3 ml Vogel-Bonner- als auch 10,8 ml Glu-
cose-Losung hinzu. Weiters wurden 2,17 ml Histidin- und 1,3 ml Biotin-Losung
zugesetzt. Um die Komponenten gut zu l6sen, war ein Schwenken der Pyrex-
Flaschen notig. Nachdem die Lésung etwas abgekuhlt war, wurde die erforder-
liche Menge an Antibiotika fur die jeweiligen Salmonellen-Stdmme hinzu pipet-
tiert.
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Salmonellen Stamm Antibiotika
TA98 625 pl Ampicillin
625 yl Ampicillin
Tadne 156 pyl Tetracycline

Tabelle 5: Stammspezifische Antibiotika fur die Herstellung

Die zugesetzten Antibiotika verteilte man mittels Schwenken dieser Lésung;
anschlieend kam es zur Abfullung in sterile Petrischalen. Die Fullhéhe der Pet-
rischalen betrug circa 1 cm. Nach 24-stiindiger Lagerung wurde der Bakterien-
stamm aus der OVNC mittels Plastikdsen gitterférmig auf die Petrischalen auf-
getragen. Nach Abdeckung der Petrischalen musste eine Inkubationszeit von
48 Stunden bei 37°C berucksichtigt werden. 48 Stunden spéater wurden die
Master Plates mit einem Klebeband versiegelt und lagerten bei 4°C.

Haltbarkeit der Master Plates: TA98 bis zu 2 Monate

TA102 bhis zu 2 Wochen

6.2.9 MgCI,/KCI Losung

40,7 g MgCl, sowie 61,5 g KCI wurde in 500 ml deionisiertem H,O gelost. An-

schlieBend erfolgte die Sterilisation im Autoklaven.

6.2.10 Minimal Glucose Agar (Platten)

In je einen 1000 ml Erlenmeyerkolben kamen 11,25 g Agar No.1 (Oxoid). Da-
nach wurde auf 700 ml mit deionisiertem H,O aufgefiillt. Die Offnungen der Er-
lenmeyerkolben wurden mit Watte und Aluminiumfolien verschlossen. Ein Kol-
ben wurde stets mit einem Autoklavierband mit Indikatorfunktion versehen. Die
Losungen wurden zusammen mit der Vogel-Bonner- und der Glucose-Losung
autoklaviert. In der Zwischenzeit wurden sterile Petrischalen in 5er Stapeln, mit

dem Deckel nach oben, auf die desinfizierte Laborarbeitsflache platziert.
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Nach Beendigung des Autoklaviervorgangs folgte das Uberpriifen des Autokla-
vierbandes mit Indikatorfunktion. Danach kamen die Lésungen so rasch wie
mdoglich unter den Lamina Flow, wo 15 ml Vogel-Bonner hinzugegeben wurde
und nach gutem Schutteln 37,5 ml Glucose-Ldsung in den mit Agar No. 1
(Oxoid) und H,0 gefilliten Kolben Uberfihrt. Die Losungen in den Erlenmeyer-
kolben wurden vor dem Eingief3en in die vorbereiteten Petrischalen noch einmal
gut durchgeschuttelt. Nach dem Anheben des Deckels der Petrischale konnte
deren Boden etwa 0,5 cm hoch angefullt werden. Der Deckel wurde so rasch
wie mdoglich wieder aufgesetzt. Dieser Vorgang erfolgte mit allen Petrischalen.
Nach einer Trocknungsperiode von zwolf Stunden wurden die Petrischalen in
saubere Plastiktiten verpackt, nach Mdglichkeit luftdicht verschlossen und bei
4°C aufbewabhrt.

6.2.11 NADP LOsung

1 g NADP wurde in 14,814 ml deionisiertem H,O geldst. AnschlieBend folgte
die Sterilisation dieser Losung mittels eines aseptischen Filters. Die Aufbewah-

rung zu jeweils 1 ml dieser Losung erfolgte in Kryor6hrchen bei -20°C.

6.2.12 Herstellung des S9-Mix

Da zwei der eingesetzten Mutagene (Aflatoxin, PhiP) ihre mutagene Wirkung
erst durch Zugabe fremdstoffmetabolisierender Sdugerenzyme erlangen, wurde
ein in der Regel haufig angewendetes metabolisierendes System, der S9-Mix,

eingesetzt:

19,75 ml steriles, deionisiertes H,O, 25 ml PBS Puffer (ohne Ca und Mg), 1 ml
MgCI2/KCI Lésung, 2 ml NADP Losung, sowie 250 pl Glucose-6-Phosphat-
Losung wurden im Zuge der Herstellung in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tber-
fuhrt. Das Rattenleber-Homogenisat (S9) wurde der Lésung als Letztes zuge-
geben. Die Losung erfuhr danach in einem Behalter mit Crushed-lce Abklh-
lung. Aufgrund der Empfindlichkeit der Enzyme beschrankte sich die Verwen-
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dungsdauer des frisch hergestellten S9-Mixes auf maximal 60 Minuten. Ein

hergestellter S9-Mix konnte fur circa 100 Platten eingesetzt werden.

6.2.13 Top Agar

1,2 g Oxoid Agar ebenso wie 1 g NaCl wurden in eine 250 ml Pyrex-Flasche
eingewogen. Vor jedem Test wurde diese Pyrex-Flasche mit 200 ml deionisier-
tem H,0 aufgefullt und im Autoklaven sterilisiert. Bevor der Top Agar eingesetzt
wurde, kamen 20 ml Histidin-Biotin-Losung (ebenfalls steril) hinzu. Um das vor-
zeitige Stocken der Agar-Losung zu verhindern, wurde die Pyrex-Flasche mit
der LOsung in ein 55°C vorgeheiztes Wasserbad tberfuhrt.

6.2.14 Vogel-Bonner Lésung

Folgende Chemikalien wurden der Reihe nach in 45°C deionisiertem H,O ge-
|Ost:

10 g Magnesiumsulfat, 100 g Citronensauremonohydrat, 500 g Kaliumphosphat
dibasisch und 175 g Natrium-Ammonium-Phosphat. Vor jeder Anwendung war

diese Losung zu autoklavieren und bei 4°C zu lagern.

Substanz Abktrzung Hersteller Bestellnr. Verwendung
2-Amino-1-methyl-6- PhiP Toronto Re- A617000 Positiv Kontrolle
phenylimidazol [4,5,- search Che-

b] pyridine micals

Aflatoxin B1 AFB1 Sigma A6636 Positiv Kontrolle
2,4,7,-Trinitro-9- TNFone Positiv Kontrolle
fluorenone

Agar No | Oxoid LPO11P Platten, Top Agar
L-Histidine CeHgN3O» Sigma H8125 MP, Top Agar
Ampicillin Trihydrate Sigma A6140 MP, OVNC
D-Biotin C10H16N203S Sigma B4639 MP
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Dimethylsulfoxide DMSO Sigma D5879 Ausgleichsvolumen
D-Glucose CeH120¢ Sigma G8270 MG Agar
Glucose-6-Phosphat Glu-6-P Sigma G7250 S9-Mix
Kalium Chlorid KCI Sigma P5405 S9-Mix
Kalium Phosphat Ko,HPO, Sigma P3786 Vogel-Bonner L6-
dibasisch sung
Magnesium Chlorid MgCl, 6H,0 Sigma M9272 S9-Mix
Magnesiumsulfat MgSO,. H,O Sigma M 9397 Vogel-Bonner L6-

sung
Nutrient Broth No.2 Oxoid/ Berto- CM067B OVNC

n

Natrium Ammoni- Na,NH,PO, Sigma S9638 Vogel-Bonner L6-
umphosphat 4H,0 sung
Natrium Chlorid NaCl Sigma S5886 Top Agar
Nicotinamidadenin NADP Sigma NO0505 S9-Mix
dinucleotid
Natrium Hydroxid NaOH Sigma 06203 Ampicillin L6sung
Dulbecco’s Phos- PBS PAA Labora- H15002 Preinkubation, S9-
phate buffered Saline tories Mix
Rattenleber- S9 Biomedi- 50412 Inkorporationstest
Homogenat cal/ICN mit S9-Mix
Tetracyclinhydro- Sigma T3383 MP, OVNC
chlorid
Citronensauremono- CeHgO4. H,O Sigma C1909 Vogel-Bonner L6-

hydrat

sung

Tabelle 6: Chemikalien und Medien
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6.3 Extraktherstellung der Narben&ste und Tepalen

Als Proben wurden NA sowie Tepalen einer dreijahrigen Pflanze (2009) des
Osterreichischen Safrans (,Crocus sativus austriacus") verwendet. Aufgrund der
schlechten Ernteverhaltnisse und der dadurch verzdgerten Ernte wurden fir
den TA98 gegeniiber TNFone NA des Jahres 2008 (gelagert bei -18°C im Dun-
keln) verwendet. Als Losungsmittel kamen deionisiertes Wasser sowie eine Mi-
schung aus deionisiertem Wasser und Ethanol (99,8%) im Verhaltnis von 80:20
zum Einsatz. Die Losungsmittel wurden gewahlt, um den kichentechnisch ge-
brauchlichen Einsatz nachzustellen. Bei den Wasserextrakten wurde H,O in
unterschiedlichen Temperaturen verwendet: Raumtemperatur, 40°C, 70°C,
90°C. Bei allen Ethanol-Extrakten belief sich die Temperatur des Losungsmit-

tels im Raumtemperaturbereich.

6.3.1 Einwaage und Stockherstellung der Narbenéaste und Tepalen
Einwaage NA:

20,01 mg der getrockneten (50°C, 24 Stunden mit Umluft) NA wurden mittels
Mikrowaage in ein 15 ml Zentrifugenrbhrchen eingewogen. In einen kleinen
Kochtopf mit Leitungswasser wurde ein Becherglas mit deionisiertem Wasser
gegeben. Zunachst folgte die Entnahme von 3 ml dieses Wassers mit einer Pi-
pette und die Hinzufigung zum Rohrchen RT. Der Kochtopf kam danach auf
eine kleine Herdplatte. Die Temperatur im Becherglas wurde mittels eines
Thermometers Uberprift. Beim Erreichen der jeweiligen Temperaturen (40°C,
70°C, 90°C) wurden je 3 ml des deionisierten Wassers in die dazugehdrigen
beschrifteten 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Bei der EtOH-Probe wurde
das Wasser-Ethanol-Gemisch (80:20) hinzugefiigt. Anschlie3end wurden die
Roéhrchen verschlossen und 24 Stunden im Dunkeln inkubiert.
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Einwaage Tepalen:

Je 150 mg der 48 Stunden gefriergetrockneten Tepalen wurden in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Die Einwaage erfolgte wie bei den Narbenasten
mittels einer Mikrowaage. Die jeweiligen Losungsmittel (6 ml) wurden gleich wie
die NA-Extrakte transferiert. Die Temperatur des deionisierten Wassers belief
sich auf Raumtemperatur, 40°C, 70°C und 90°C. Von den beiden Réhrchen, die
fur das Wasser-Ethanol-Gemisch (80:20) vorgesehen waren, wurde eines im
Tageslicht fur 24 Stunden inkubiert. Das zweite R6hrchen wurde wie die Ubri-

gen Wasserextrakte behandelt und fur 24 Stunden im Dunkeln inkubiert.

Nach Inkubation wurden die Rohrchen nach einem Schwenkvorgang sterilfilt-
riert (45 pum-Filter). Dieser Vorgang geschah mit je einer sterilen Kunststoffsprit-
ze, in die die Losung aufgezogen und durch einen sterilen Filter in ein braun
gefarbtes Eppendorf-Cup gepresst wurde. Die Aufbewahrung der Stocklésun-
gen erfolgte bei 4°C im Kuhlschrank.

6.3.2 Bakterien-Stamme

Durch den Einsatz von zwei unterschiedlichen Salmonella typhimurium-
Stammen — TA98 und TA102 — sollten die anti-/mutagenen und anti-/oxidativen
Eigenschaften der NA- und Tepalenextrakte getestet werden. Der Grund fur die
Anwendung zweier verschiedener Stamme war die unterschiedliche Reaktion
auf die Proben. Rickmutationen des TA102 Stammes kénnen von Mutagenen
mit Radikalcharakter und Oxidantien verursacht werden. Der TA98-Stamm gibt
Uber Mutagene Auskunft, die Frameshifts erzeugen [MARON, AMES 1983].

6.3.3 Mutagene der Positivkontrolle

Um die mutagenen Eigenschaften der eingesetzten Substanzen auf die Salmo-
nella typhimurium-Stamme (Revertantenzahl) zu ermitteln [MORTELMANS
ZEIGER, 2000], wurden bei jedem Test drei (Proben wurden hier nicht zuge-

setzt) Positivkontrollplatten im Ames-Test eingesetzt. 2, 4, 7-Trinitrofluorenon
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(TNFone), 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4,5.-b] Pyridine (PhiP) und Afla-
toxin B1 (AFB1) kamen als PK sowie bei den Antimutagenitatstests zur Anwen-
dung. PhiP und AFB1 wurden mit S9 (Rattenleber-Homogenisat) getestet, da

sie sonst keine mutagene Aktivitat aufweisen wirden.

TNFone ist ein nichtplanares, polyzyklisches Nitrosamin, das als Druckerei-
chemikalie eingesetzt wird. Im Ames-Salmonella-Test zeigt es Mutagenitat mit
und ohne metabolische Aktivierung [KARI, 1992].

NO

2

O,N l I I NO

2 2

0

Abbildung 6: Struktur von TNFone [MUNTEANU et al., 2004]

PhiP ist ein heterocyclisches Amin, zu finden in gegartem Fleisch, Fisch und
Geflugel, unter Kondensation von Kreatinine mit Aminosauren, das sich wah-
rend der Zubereitung bei hohen Temperaturen bildet. PhiP ist das am haufigs-
ten vorkommende heterocyclische Amin in Nahrungsmitteln und erhéht vermut-
lich das Risiko, an Brust- oder Magenkrebs zu erkranken [Report on Carcino-
gens, 2011]. Die spontan als Zerfallsprodukte entstehenden Nitreniumionen
gelten als die eigentlichen, reaktiven elektrophilen Spezies (Abb. 7) [MAR-
QUARDT, SCHAFER, 2004].
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Abbildung 7: Metabolismusweg von PHiP [MARQUARDT, SCHAFER, 2004]

Aflatoxine sind Substanzen, die zur Klasse der Mykotoxine zahlen. Sie werden
in einigen Lebens- und Futtermitteln gefunden. Gebildet werden diese sekundéa-
ren Metaboliten vor allem von Schimmelpilzen der Gattung Aspergillus flavus
und Aspergillus parasiticus [STROKA, 2000]. Diese Verbindungen sind toxisch,
mutagen und karzinogen. Unterschiedliche Typen von Aflatoxinen mit unter-
schiedlichen karzinogenen Potenzialen sind bekannt. Zahlreiche weitere ent-
stehen durch die Biotransformation im menschlichen bzw. tierischen Organis-
mus [TEUSCHER, LINDEQUIST, 2009], wobei AFB1 als das fir den Menschen
Potenteste gilt [DIEKMAN, GREEN, 1992].
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Abbildung 8: Metabolische Aktivierung von AFB1 sowie das gebildete DNA-Addukt

[KOBERTZ et al. 1997]

Um den Effekt der Safranextrakte gegen die Genotoxizitdt von TNFone,

PhiP+S9, AFB1+S9 zu untersuchen, wurden diese in den jeweiligen Tests in-

duziert.
Salmonellen Stamm ohne S9 mit S9
PhiP [0,1 ymol/ml]
TA98 TNFone [0,0001 mg/mi] AFB1 [5 pg/mi
TA102 TNFone [0,07 mg/ml] AFB1 [120 pg/mi]

Tabelle 7: Verwendete Mutagene im Ames-Test

6.3.4 Negativkontrolle

Bei allen Tests liefen zwdlf Negativkontrollplatten mit. Sechs Platten tGberpriften
die spontane Mutation von TA98 und TA102 mit dem Zusatz von deionisiertem
Wasser. Bei den anderen sechs Platten folgte, um die spontane Mutation der
Salmonella typhimurium zu dokumentieren, die Einsetzung eines Gemisches

aus deionisiertem Wasser und Ethanol (99,8%) im Verhaltnis 80:20.
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6.4 Testverfahren

Der durchgefuhrte Antimutagenitatstest diente dazu, die moglichen antimutage-
nen Effekte von NA- und Tepalenextrakten gegeniiber TNFone, PhiP+S9 und
AFB1+S9 zu testen.

6.4.1 Herstellung der Verdinnungsreihe aus den Stockldsungen

Zur Verdinnung der Stockldsungen (NA: RT, 40°C, 70°C, 90°C, EtOH; Tepa-
len: RT, 40°C, 70°C, 90°C ED, und EL) beziehungsweise zur Herstellung der
Verdinnungsreihe wurde deionisiertes Wasser verwendet. Folgende in den Ta-
bellen Nr. 8 und 9 ersichtlichen Konzentrationen (NA: 6,667 mg/ml, 3,335
mg/ml, 1,667 mg/ml, 0,352 mg/ml, Tepalen: 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml)

wurden furr den Einsatz im Ames-Test fur Tepalen und NA hergestellt.

Verdiinnungsreihen:

Verdiinnungsreihe Tepalen-Extrakte Verdiinnungsreihe Narbenaste-Extrakte
[mg/ml]| Stocklésung|Hz0 dest. |[mg/Platte] [mg/ml]| Stocklosung|H20 dest. |[mg/Platte]
25 1,5 ml 7 5 6,667 1,5 ml - 133
12,5 0,75ml| 0,75 ml 25 3,333 0,75 ml| 0,75 ml 0,67
6,25 0,375 ml| 1,125 ml 1,25 1,666 0.375 mi| 1,125 ml 0.33
0,346 0,078 ml | 1,422 ml 0,07

Tabelle 8: Verdiinnungsreihe NA-Extrakte und Tepalenextrakte

6.4.2 Antimutagenitats/Antioxidativitats-Test

Eine wichtige Voraussetzung unseres Testsystems war die Arbeit unter sterilen
Bedingungen. Dies war nur im Bereich des desinfizierten Laminar Flow gege-
ben. Die fur den Test notwendigen Utensilien wurden vor dem Einbringen in

den Laminar Flow mit einer 70% Ethanollésung bespriht.

Der Ablauf des Tests erfolgte folgendermaf3en: 500 pl PBS-Puffer oder 500 pl
S9-Mix, 100 pl OVNC, 100 ul der mutagenen LOsung fur alle Positivkontrollen

sowie Proberdhrchen als auch 100 pl der Negativkontrolllésung fir die Negativ-
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kontrollen, ebenso ein Ausgleichsvolumen von 200 pl PBS-Puffer fir Positiv-
und Negativkontrolle wurden in ein steriles Reagenzglas pipettiert. Der letzte
Schritt war die Zugabe von 200 ul der Probe (dies erfolgte nicht in den NK und
PK Rohrchen). Ab der ersten Zugabe der Probe wurde ein Countdown von 25
Minuten mittels einer Stoppuhr gestartet. Nach Abschluss der Beigabe aller
Proben stellte man die Eprouvettenstander plus Rohrchen bei 37°C auf einen

Ruttler (55 rpm), fUr die restliche Zeit in den Inkubator.

Nach erfolgter Inkubation wurden die Proben unter den Laminar Flow tberfuhrt
und mit 2 ml Top Agar, Biotin- und Histidinlésung versetzt. Bevor deren Inhalt
auf die Oberflache des Minimal-Glucose-Agar der jeweiligen, beschrifteten Plat-
te kam, wurden die Réhrchen im Vortex durchgemischt. Nach gleichmaRiger
Verteilung (leichtes Schwenken der Petrischale) der Flussigkeit wurden die
Platten verschlossen. Die Platten trockneten 20 bis 25 Minuten unter sterilen
Bedingungen, bevor sie 48 Stunden bei 37°C mit der Agar-Oberflache nach

oben inkubiert wurden.

Nach erfolgter Inkubation wurden die Platten mittels einer Lichtquelle manuell
ausgezahlt. Die Zahlung erfolgte mittels eines feinen Stifts, mit dem man die
Bakterien auf der Deckeloberseite markierte. Als Hilfsmittel kam ein Zahler zum
Einsatz. Die ermittelten Daten wurden dokumentiert und in spaterer Folge fur
die statistischen Berechnungen verwendet. Jede Platte wurde auf Anzeichen
maoglicher Toxizitat Uberprift, wie Wegfall beziehungsweise die Verkleinerung
des Hintergrundrasens oder Reduktion der Spontanrevertantenzahl. Im Zuge
dieser Studie konnte keines dieser Anzeichen dokumentiert werden.
[MORTELMANS, ZEIGER, 2000].
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Abbildung 9: Uberblick tiber die Durchfiihrung, Standard-Platten-
Inkorporationstest [ MORTELMANS, ZEIGER, 2000]

6.4.3 Mutagenitatstest

Dieser Test sollte die Mutagenitat der getesteten Safranextrakte ausschlief3en.

Jeweils die hochste und die niedrigste Konzentration der Extrakte wurden ein-

gesetzt. Bei den NA-Extrakten kamen folgende Konzentrationen zum Einsatz:

1,33 mg/Platte, 0,07 mg/Platte, bei den Tepalenextrakten verwendeten wir die

Konzentrationen 5 mg/Platte sowie 1,25 mg/Platte. Jeder der Tests inkludierte

drei Positivkontrollen und sechs Negativkontrollen. Die Tests wurden mit und

ohne metabolische Aktivierung durchgefuhrt.

Positivkontroll-R6hrchen

Folgende Substanzen wurden zusammengemischt:

e 500 pl PBS Puffer oder S9-Mix

e 100 pl Histidin-abh&ngige Overnight-Culture-Bakterien
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e 100 pl der entsprechenden mutagenen Substanz

e 200 pl PBS Puffer

Negativkontroll-Réhrchen
Folgende Substanzen wurden zusammengemischt:
e 500 ul PBS Puffer oder S9-Mix
e 100 pl Histidin-abhéngige Overnight-Culture-Bakterien
e 100 pl deionisiertes H,O oder deionisiertes H,O-Ethanol-Gemisch

e 200 ul PBS Puffer

Proben-Rdhrchen
Folgende Substanzen wurden zusammengemischt:
e 500 pl PBS Puffer oder S9-Mix

e 200 pl Safran-Extrakt

6.5 Auswertungsverfahren des Ames-Tests
6.5.1 Nicht statistische Auswertung

Die nicht statistische Auswertung erfolgte tiber den Mutagenitats-Index (Ml), der

folgendermal3en berechnet wurde:
MI = X1/Xo

Xy ist die Revertantenzahl beim Einsatz der jeweiligen Extrakte sowie der Posi-

tivkontrolle.
Xo ist die Revertantenzahl der jeweiligen, korrespondierenden Kontrolle.

Eine Testsubstanz wurde als mutagen bzw. comutagen bezeichnet, wenn die

Anzahl der his® Revertanten zumindest doppelt so hoch wie die Werte der kor-
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respondierenden Kontrolle (PK) war (MI>2), und ebenfalls eine Dosisabh&ngig-
keit demonstrierte [ABDULLAEV Fl et. al., 2003].

6.5.2 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Testergebnisse erfolgte mittels Microsoft Excel 2007 und
SPSS 17.0. In den Excel-Tabellen wurden alle Daten der Auswertungen doku-
mentiert. Die Mittelwerte von zwei unabhéngigen Tests pro Konzentration und
unterschiedlicher Extraktherstellung wurden mit den jeweiligen PK (100%) ver-
glichen und in Verhaltnis zu dieser gesetzt. In den Mutagenitatstests kam es
zum Einsatz der Negativkontrolle (100%), welche in Relation zu den jeweiligen,
getesteten Extrakten gesetzt wurde. Diese zuvor beschriebenen Daten dienten
zur grafischen Darstellung, Erstellung einer Trendlinie (Trend-/Regressionstyp:
linear) und Ermittlung des R? (BestimmtheitsmaR), das die Starke der Korrelati-

on aufzeigt.

Um die verschiedenen Extrakt-Fraktionen miteinander vergleichen zu kénnen,
folgte die Eruierung Uber die Regressionsgerade bei der Konzentration 0,7
mg/Platte bei den NA und 3 mg/Platte bei den Tepalen in Relation zu der PK
(100%).

Zur Analyse der statistischen Signifikanz der Daten kam SPSS 17.0 zur An-
wendung. Das Signifikanz-Niveau wurde mit p<0,05 festgesetzt. Weiters folgte
die Uberprufung der Daten auf Normalverteilung mittels K-S-Test (Kolmogorov-
Smirnov-Test). Damit konnte sichergestellt werden, dass alle Daten normalver-
teilt waren. Um zu ermitteln, ob es signifikante Unterschiede der Positivkontrol-
len bzw. Negativkontrollen zu den getesteten Safranextrakten gab, wurde die
ANOVA mit dem Post-Hoc-Test Scheffe verwendet.
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RESULTATE UND DISKUSSION

7.1 Antimutagenitatstest TA98 Narbenaste
7.1.1 Mutagenitat induziert durch TNFone, TA98 Narbenéaste

Die NA wurden auf ihr antimutagenes Potenzial gegeniiber TNFone getestet.
Die TNFone-Konzentration belief sich auf 0,0001 mg/ml. Zum Einsatz kamen
folgende Konzentrationen der NA-Extrakte: 0,07, 0,33, 0,67 und 1,33 mg/Platte.
Unterschiedliche Temperaturen bei der Extrakt-Herstellung sowie ein Extrakt
mit EtOH-H,O-Gemisch (siehe Probenherstellung) wurden verwendet: RT,
40°C, 70°C, 90°C, EtOH.

Auf der Abbildung Nr. 10 ist zu erkennen, dass sich bei den Wasserextrakten
(R% 0,8504 — 0,9900) eine Steigerung der Revertantenzahlen gegeniiber der
PK zeigte. Signifikant h6here Werte gegenlber der PK (p<0.05) wies die Kon-
zentration 1,33 mg/Platte bei RT, 40°C, 70°C und 90°C sowie die Konzentration
von 0,67 mg/ml bei RT, 70°C und 90°C auf. Die Revertantenzahl beim EtOH-
Extrakt befand sich im Bereich der PK. Eine signifikante Abnahme (p<0.05)
zeigte sich hier bei der hdchsten Konzentration. Alle signifikante Veranderun-

gen zur PK sind in Tabelle 9 ersichtlich.

Um die verschiedenen Extrakte miteinander vergleichen zu kénnen, wurden
Uber die lineare Regressionsgerade bei einer Konzentration von 0,7 mg/Platte
mittels der Regressionsgleichung die Prozente der PK interpoliert. Alle geteste-
ten NA-Extrakte zeigten keinen doppelten Wert gegeniiber der korrespondie-
renden Kontrolle (PK) auf (MI<2). Die EtOH-Fraktion zeigte das hdchste antimu-
tagene Potenzial mit 90,5% der PK bei dem interpolierten Wert von 0,7
mg/Platte.
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Antimutagenititstest TNFone (0,0001 mg/ml) TA98 Narbenaste
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Abbildung 10: Effekte von NA-Extrakten, RT = Raumtemperatur, °C = Grad Celsi-
us, (Temperatur des Losungsmittels H,O) und H,O:EtOH Lésungsmittel bei RT im
Verhdltnis 80:20) in TA98 Salmonella typhimurium gegeniiber TNFone
Mutagenitats-Index (M)
Test: TNFone, TA98, NA, p<0,05
TNFone: [0,3*10° mol/Platte] @ His* Revertantenzahl/Platte sd M
NK: H20 52,7 +18,0 -
NK: H20:EtOH (80:20) 69 +12,0 =
Extrakt [mg/Platte]+TNFone:
RT: 0,67 543 66,1 10,3
RT: 1,33 648 +138.7 12,3
70°C: 0,67 533 +80,6 10.1
70°C: 1,33 639 +120.0 121
90°C: 0,67 474 +74.8 9,0
90°C: 1,33 513 +14.5 9,7
EtOH: 1,33 289 +15.1 42
PK: TNFone, HzO 352 +18,2 6,7
PK: TNFone, H2O:EtOH (80:20) 352 +18,2 51

Tabelle 9: Signifikante Veranderung (TA98) zur PK (p<0,05) der NA-Extrakte im Ames-
Test gegeniiber TNFone, ihre his® Revertantenzahlen Mittelwerte (&) mit Standardabwei-
chung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index
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Aufgrund des Nichtaufblihens der Safranpflanzen (die Ernte erfolgte erst im
November) und der zur Folge spaten Ernte der NA wurden beim ersten Test
(TA98 gegeniiber TNFone) Safran-NA vom Vorjahr (2008) verwendet. Laut den
erwahnten Lagerungsstudien steigt in solchen Proben der Safranalgehalt, wah-
rend Crocingehalt und Picrocrocingehalt sinken. In einer Studie von Abdullaev
et al. zeigte sich, dass Safranal fir die Co-Mutagenitat im TA98-Stamm gegen-
Uber 2-AA verantwortlich war. Die erhdhte dosisabhangige Revertantenzahl im
TA98-Stamm gegentber TNFone in den Wasserextrakten kdnnte maoglicher-
weise auf den erhOhten Safranalgehalt bzw. Flavonoidgehalt (Kaempferol,
Quercetin) zurtickzufihren sein. Laut einer Studie von Kanakis et al. (2009)
kann Safranal an die DNA binden, jedoch benétigt dieser Ligand-Polynukleotid-
Komplex weitere Untersuchungen. Die Temperaturunterschiede der verwende-
ten Losungsmittel zeigten bei den Proben der Wasserextrakt-Fraktion bei ver-
schiedenen Konzentrationen &hnliche Werte auf. Vermutlich war die Einwir-
kungszeit der eingesetzten Temperaturen zu gering, um mdogliche groRere Un-

terschiede zum Vorschein zu bringen.

7.1.2 Mutagenitat induziert durch AFB1+S9, TA98, Narbenaste

Bei diesem Test wurden NA unter metabolischer Aktivierung (S9) auf ihr anti-
mutagenes Potenzial gegenuber AFB1+S9 getestet. Die AFB1-Konzentration
belief sich auf 5 pg/ml. Die eingesetzten Extrakt-Konzentrationen glichen den
oben beschriebenen. Die Ergebnisse zeigten, dass die meisten eingesetzten
Extrakte sich um die PK ansiedelten. Signifikanz (p<0.05) gegeniber der PK
zeigte sich bei den Wasserextrakt-Konzentrationen 0,07 mg/Platte RT (Rever-
tantenzahl: 81,2%) und 0,07 mg/Platte 90°C (Revertantenzahl: 82,1%). Die
niedrigste Ethanolfraktion 0,07 mg/Platte zeigt eine signifikante Verringerung

von 21,7% gegenilber der PK.

Bei den intrapolierten Werten der Konzentration 0,7 mg, die sich alle um die PK
ansiedelten, zeigte sich das Extrakt 90°C bei 91,8% der PK als Substanz mit
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der hochsten antimutagenen Eigenschaft. Der Ml der signifikanten Proben be-

findet sich im Bereich unterhalb der PK.

Antimutagenititstest AFB1+S9 (5 pg/ml) TA98 Narbenaste
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Abbildung 11: Effekte von NA-Extrakten, RT = Raumtemperatur, °C = Grad Celsi-
us, (Temperatur des Losungsmittels H,O) und H,O:EtOH Lésungsmittel bei RT
(im Verhéltnis 80:20) in TA98 Salmonella typhimurium gegentber AFB1+S9
Mutagenitats-Index (MI)
Test: AFB1+S9, TA98, NA, p<0,05
AFB1: [1,2*10° mol/Platte] @ His* Revertantenzahl/Platte sd MI
NK: H,O 58 16,2 -
NK: H>20O:EtOH (80:20) 60 +7.9 -
Extrakt [mg/Platte]+AFB1+S9:
RT: 0,07 138 +16.,0 24
90°C: 0,07 140 +19.3 2.4
EtOH: 0,07 133 +14.8 22
PK: AFB1+S9, H,0 170 +14.8 2.9
PK: AFB1+S9, H2O:EtOH (80:20) 170 +14.8 2.8

Tabelle 10: Signifikante Veranderung (TA98) zur PK (p<0,05) der NA-Extrakte im Ames-
Test gegeniiber AFB1+S9, ihre his™ Revertantenzahlen Mittelwerte (@) mit Standardab-

weichung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index
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In diesem Test zeigten sich keine bzw. nur geringe Abweichungen zur Rever-
tantenzahl der PK. Dies lasst darauf schlieRen, dass die NA des Safrans keine
antimutagene Wirkung gegeniber AFB1+S9 aufweisen. Weiters zeigte sich bei

keiner der eingesetzten Konzentrationen eine Dosisabhangigkeit.

7.1.3 Mutagenitat induziert durch PhiP+S9, TA98, Narbenaste

Unter metabolischer Aktivierung (+S9) wurden die NA gegeniiber PhiP+S9
(c=0,1umol/ml) auf ihr antimutagenes Potenzial getestet. Die Abbildung Nr. 12
zeigt, dass das Extrakt bei 40°C die starkste antimutagene Wirkung bei der
niedrigsten Konzentration aufweist. 27,5% der PK wurden inhibiert. Die 40°C
Extrakte (R% 0,9953) wiesen alle signifikante Werte (p<0.05) auf. Die Revertan-
tenzahl der restlichen Wasserextrakte positionierte sich um die PK. Signifikanz
ist hier nur bei 0,33 mg/Platte bei 70°C gegeben. Die signifikante Revertanten-
zahl der Ethanolfraktion (R 0,6160) lag zwischen 77,4% und 84,9%.

Die extrapolierten Werte bei 0,7 mg/Platte wiesen drauf hin, dass die Fraktion
bei 40°C das hochste antimutagene Potenzial (77,9% der PK) belegte, gefolgt
von der Ethanolfraktion (80,6%). Der MI demonstrierte bei den signifikanten
Proben Werte unterhalb der PK.
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Abbildung 12: Effekte von NA-Extrakten, RT = Raumtemperatur, °C = Grad Celsi-

Prozent der Positivkontrolle [%]

us, (Temperatur des Losungsmittels H,O) und H,O:EtOH Lésungsmittel bei RT
(im Verhéltnis 80:20) in TA98 Salmonella typhimurium gegeniber PhiP+S9

Mutagenitats-Index (MI)
Test: PhiP+S9, TA98, NA, p<0,05

PhiP: [0.1*10° mol/Platte] @ His™ Revertantenzahl/Platte sd MI

NK: H20O 54 +7.4 =

NK: H2O:EtOH (80:20) 68 +9.6 =
Extrakt [mg/Platte]+PhiP+S9

40°C: 0,07 447 +28.0 8.3
40°C: 0,33 460 +18.3 8.5
40°C: 0.67 475 +21.3 8.8
40°C: 1,33 516 +37.9 9.6
70°C: 0.33 505 +50.4 9.4
EtOH: 0,07 480 +14.8 73
EtOH: 0,33 496 +38.0 7.3
EtOH: 0,67 477 +55.5 7.0
EtOH: 1,33 523 +35.6 7.7
PK: PhiP+S9, H>O 616 +45 5 11.4
PK: PhiP+S9, H>O:EtOH (80:20) 616 +455 9.1

Tabelle 11: Signifikante Veranderung (TA98) zur PK (p<0,05) der NA-Extrakte im Ames-
Test gegeniiber PhiP+S9, ihre his® Revertantenzahlen Mittelwerte (&) mit Standardabwei-

chung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index
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Auch hier zeigten sich keine comutagenen bzw. antimutagenen Eigenschaften.
Die Revertantenzahlen der getesteten Proben lagen im Bereich der PK. Das
40°C-Extrakt zeigte als einziges eine Dosisabhéngigkeit, die restlichen Werte
der unterschiedlichen Extrakt-Konzentrationen waren um die PK gestreut. Auf-
grund der Streuung um die PK scheinen die NA-Extrakte gegeniiber PHiP+S9

keine antimutagene Wirkung aufzuweisen.

7.2 Antimutagenitatstest TA102 Narbenaste
7.2.1 Mutagenitat induziert durch TNFone, TA102, Narbenéste

Die NA des Safrans wurden in den ublichen Konzentrationen auf ihr antimuta-
genes Potenzial gegenidber TNFone (0,07 mg/ml) getestet. Die Wasserextrakte
zeigten alle Werte unter der PK mit unterschiedlicher Dosisabhangigkeit. Eine
Signifikanz (p>0.05) zur PK wurde jedoch nur beim Wasserextrakt 0,33
mg/Platte, bei Raumtemperatur sowie beim Extrakt 1,33 mg/Platte bei 70°C
sichtbar. Der letztgenannte Wert legte eine Reduktion der PK um 24,1% dar.
Das hochste signifikante antioxidative/antimutagene Potenzial zeigte sich bei
den Ethanolfraktionen 0,67 mg/Platte und 1,33 mg/Platte. 31,9% (1,33
mg/Platte) sowie 25,6% (0,67 mg/Platte) der PK konnten hier reduziert werden.
Die extrapolierten Werte bei 0,7 mg/Platte zeigten, dass die Ethanol-Fraktion
das hochste antioxidative Potenzial aufweist. 22,9% konnten hier inhibiert wer-
den. Der MI bei den signifikanten Proben wies auf eine Verminderung zur kor-

respondierenden Kontrolle hin.
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Antimutagenititstest TNFone (0,07 mg/ml) TA102 Narbenaste

100
A
y=0,8333x+86,475 ®
S R*=0,0092
\:\ v=-0,1391x + 87,633
RZ=0,001
& — & [=]
= L
7777777“"*--,_,,777 A % y
‘ e X
S S - -14.246% + 93,648 y=-7.9565x+91,424 | o0
R?=0,6381 . R® = 0,8088 R*=0,8251
¢ RT
B 40°C
i
A 70°C
X 90°C
. EtOH
60
o 0,07 0,33 0,67 1,33
Safran Konzentration [mg/Platte]
Abbildung 13: Effekte von NA-Extrakten, RT = Raumtemperatur, °C = Grad Celsi-
us, (Temperatur des Losungsmittels H,O) und H,O:EtOH Ldésungsmittel bei RT
(im Verhéltnis 80:20) in TA102 Salmonella typhimurium gegeniber TNFone
Mutagenitats-Index (Ml)
Test: TNFone, TA102, NA, p<0,05
TNFone: [0,2*107 mol/Platte] @ His™ Revertantenzahl/Platte sd MI
NK: H20 308 +35,8 o
NK: H20O:EtOH (80:20) 341 +28.9 =
Extrakt [mg/Platte]+TNFone:
RT: 0,33 966 +160,8 3.1
70°C: 1,33 883 +109,6 2.9
EtOH: 0,67 877 +105,2 2,6
EtOH: 1,33 815 +123,2 24
PK: TNFone, H20 1179 67,4 3,8
PK: TNFone, H>O:EtOH (80:20) 1179 67 .4 35

Tabelle 12: Signifikante Veranderung (TA102) zur PK (p<0,05) der NA-Extrakte im Ames-
Test gegeniiber TNFone, ihre his™ Revertantenzahlen Mittelwerte (@) mit Standardabwei-

chung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index
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Die mdgliche antimutagene/antioxidative Wirkung beim TA102-Stamm (gegen-
Uber TNFone), der besonders auf oxidative Schadigungen reagiert, lasst sich
aufgrund der hohen Standardabweichungen nur ansatzweise diskutieren. Die
niedrigsten Revertantenzahlen zeigten sich bei der Ethanolfraktion, was darauf
hinweist, dass sich antimutagene/antioxidative Substanzen gegentber TNFone
besser in einem Ethanol-Wasser-Gemisch l6sen. Mdgliche Mechanismen fur
diesen antimutagenen/antioxidativen Effekt von Safranextrakten kénnte an-
teilsweise auf die Radikalfangereigenschaften bzw. antioxidativen Eigenschaf-
ten der NA-Extrakte zuriickzufuihren sein, und somit die antioxidative Kapazitat
der Safranextrakte unterstreichen. Weitere Tests zur Analyse, inwiefern die an-
tioxidativen Eigenschaften beteiligt sind, missten zur Abklarung noch durchge-
fuhrt werden. Auch Safranal, Crocetin, Dimethylcrocetin kénnen durch Bindung
an DNA und tRNA einen Schutz vor Reaktionen von schadlichen Chemikalien
bewirken. Jedoch bendtigen diese Ligand-Polynukleotid-Komplexe weitere Un-
tersuchungen, um mogliche negative Auswirkungen der Substanzen ausschlie-

Ren zu konnen.

7.2.2 Mutagenitat induziert durch AFB1+S9, TA102, Narbenaste

In diesem Test wurde die antimutagene Wirkung der NA-Extrakte gegenuber
AFB1 (120 pg/ml) mit metabolischer Aktivierung (+S9) getestet. Die niedrigen
Konzentrationen (0,07 und 0,33 mg/Platte) der jeweiligen Extrakt-Fraktionen
zeigten hier Werte um 80% der PK (Ausnahme: 0,33 mg/Platte bei 70°C). Die
Wasserextrakte RT bei einem R? von 0,9633 wiesen bis auf die Konzentration
1,33 mg/Platte alle signifikant geringere Werte (p>0.05) als die PK auf. Die NA-
Extrakte 0,07 und 0,33 mg/Platte der 40°C- und 90°C-Fraktionen waren eben-
falls signifikant niedriger. Die Ethanol-Extrakte (Dosisabhangigkeit: 0,8506) na-
herten sich bei der hochsten Konzentration dem Wert der PK, dessen Wert aber

zum Gegenteil der niedrigen Konzentrationen keine Signifikanz zur PK zeigte.

Alle extrapolierten Werte bei 0,7 mg/Platte sind im Bereich zwischen 83,7—

90,5% der PK. Das hdchste antimutagene/antioxidative Potenzial prasentiert
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sich bei RT mit 83,7%. Ethanol zeigt sich bei dieser Konzentration bei 87,6%
der PK. Der Ml war etwas unterhalb des MI-Wertes der PK.

Antimutagenitatstest AFB1+S9 (120 mg/ml) TA102 Narbenéaste

110

r 90

Prozent der Positivkontrolle [%]

70
0 0,07 0,33 0,67 1,33
Safran Konzentration [mg/Platte]

Abbildung 14: Effekte von NA-Extrakten, RT = Raumtemperatur, °C = Grad Celsius, (Tem-
peratur des Lésungsmittels H,O) und H,O:EtOH L&ésungsmittel bei RT (im Verhéltnis
80:20) in TA102 Salmonella typhimurium gegentber AFB1+S9
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Mutagenitats-Index (MI)
Test: AFB1+S9, TA102, NA, p<0,05

AFB1: [2,9*107 mol/Platte] @ His™ Revertantenzahl/Platte sd MI

NK: Hz0 390 +49.6 =

NK: H;O:EtOH (80:20) 389 +40.4 =
Extrakt [mg/Platte]+AFB1+S9:

RT: 0,07 704 259 1,8
RT: 0,33 714 188,5 1,8
RT: 0,67 733 74,9 1,9
40°C: 0,07 667 +110,7 1,7
40°C: 0,33 690 +120,2 1,8
90°C: 0,07 686 +76.,0 1,8
90°C: 0,33 706 86,7 1,8
EtOH: 0,07 "7 +47 1 1,8
EtOH: 0,33 698 +40,0 1,8
EtOH: 0,67 805 48,7 2.1
PK: AFB1+S9, H,0 891 33,1 23
PK: AFB1+S9, H;O:EtOH (80:20) 891 +33.1 23

Tabelle 13: Signifikante Veranderung (TA102) zur PK (p<0,05) der NA-Extrakte im Ames-
Test gegeniiber AFB1+S9, ihre his™ Revertantenzahlen Mittelwerte (@) mit Standardab-
weichung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index

Die niedrigen Narbenaste-Konzentrationen (0,07 und 0,33 mg/Platte) zeigten
hier die geringsten Revertantenzahlen. Eine mdogliche Erklarung lage in den
unterschiedlichen Verhaltnissen, wie die Narbenaste-Inhaltstoffe (in den Losun-
gen) zueinander stehen. Auch hier zeigten sich hohe Standardabweichungen,
die vielleicht in der unterschiedlichen, zeitlichen Testdurchfiihrung begriindet
liegen. Eine mogliche Erklarung der verminderten Revertantenzahlen kdnnten
im Safranal, Crocetin und Dimethylcrocetin-Gehalt der NA-Extrakte liegen, die
durch Bindung an DNA und tRNA einen moglichen Schutz vor Reaktionen von
schadlichen Chemikalien bzw. ihres antioxidativen Potenzials bewirken. Flavo-
noidgehalt sowie Phenolséauregehalt der NA sind an der Beteiligung dieses Ef-

fektes auch nicht auszuschlie3en.
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7.3  Antimutagenitatstest TA98 Tepalen
7.3.1 Mutagenitat induziert durch TNFone, TA98, Tepalen

Die Tepalen des Safrans wurden auf ihr antimutagenes Potenzial gegenuber
TNFone getestet. Die TNFone-Konzentration belief sich auf 0,0001 mg/ml. Fol-
gende Konzentrationen der Tepalenextrakte kamen zum Einsatz: 1,25, 2,5 und
5 mg/Platte. Zusatzlich wurden unterschiedliche Temperaturen bei der Extrakt-
herstellung sowie Extrakte mit Ethanol-H,O-Gemisch (ED und EL) gewéhlt: RT,
40°C, 70°C, 90°C. Um die Einflisse des Lichts zu erfassen, wurde im Dunkeln
(ED) und bei Tageslicht (EL) inkubiert. In Abbildung 15 ist erkennbar, dass die
Wasserextrakt-Proben im Bereich 224,7-324,7% der PK lagen. Die EL-Extrakte
zeigten bei einem R? von 0,9991 eine dosisabhéngige Steigerung der Revertan-
tenzahlen und wiesen signifikante Werte auf. Die niedrigste Revertantenzahl
zeigte sich bei der 5 mg/Platte ED-Extrakt, dieser Wert deutet auch auf eine
65,1%-Steigerung der PK hin. Alle oben beschriebenen Werte bis auf 5
mg/Platte und 1,25 mg/Platte ED-Extrakte sind signifikant (p<0.05).

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich bei diesem Test eine erhoht
signifikante Comutagenitat vor allem im Bereich der Wasser-Extrakte gezeigt
hat. Die Dosisabhéngigkeit war bei den Tepalenextrakten RT, 70°C, 90°C sowie
bei EL gegeben. Der MI der zuvor erwédhnten Extrakte Uberstieg um das dop-
pelte die der korrespondierenden Kontrolle (MI>2). Bei 90°C kam es bei den
interpolierten Werten bei 3 mg/Platte zu einem Anstieg der PK von 204,9% der
PK. Der niedrigste interpolierte Wert (3 mg/Platte) von 77,4% Uber der PK wies
die ED-Fraktion auf.
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Abbildung 15: Effekte von Tepalenextrakten gegentuber TNFone (TA98), RT = Raumtem-

peratur, °C = Grad Celsius, (Temperatur des Losungsmittels H,O ), ED (H,O:EtOH 80:20
bei RT, Extraktion im Dunkeln) und EL (H,O:EtOH 80:20 bei RT, Extraktion bei Licht)
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Mutagenitats-Index (Ml)
Test: TNFone, TA98, Tepalen, p<0,05

TNFone: [0,3*10° mol/Platte] @ His™ Revertantenzahl/Platte sd M

NK: H20 42 +7.8 x

NK: H2O:EtOH (80:20) 39 15.0 =
Extrakt [mg/Platte]+TNFone

RT: 1,25 744 +194.1 17,7
RT: 25 793 +171,0 18,9
RT: 5 848 +306,0 20,2
40°C: 1,25 778 +291.7 18,5
40°C: 25 913 1+223,6 21,7
40°C: 5 780 12243 18,6
70°C: 1,25 649 +148,3 15,5
70°C: 2,5 674 1825 16,0
70°C: 5 724 +204,2 17,2
90°C: 1,25 775 1+216,3 18,5
90°C: 5 920 185.5 21,9
ED: 2,5 568 +160,6 14,6
EL: 1,25 590 53,6 15,1
Eb:25 641 52,6 16,4
EL: 5 758 +147,0 19.4
PK: TNFone, H20 289 59,2 6,9
PK: TNFone, H;O:EtOH (80:20) 289 159,2 74

Tabelle 14: Signifikante Veranderung (TA98) zur PK (p <0,05) der Tepalenextrakte im
Ames-Test gegeniiber TNFone, ihre his™ Revertantenzahlen Mittelwerte (@) mit Standard-

abweichung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index

Comutagenitat zeigte sich hier vor allem im Bereich der Wasserextrakte. In ei-
ner Studie von Resende et al. — die Quercetin und Kaempferol im Ames-Test
auf ihr mutagenes Potenzial testeten — zeigte sich, dass Quercetin ohne und mit
S9 sowie Kaempferol mit S9 getestet, am TA98-Stamm mutagenes Potenzial
bewies. Quercetin und Kaempferol sowie ihre Derivate, die auch in Safrantepa-
len vorkommen, kdnnten auch in diesem Versuch fur das erhdohte mutagene
Potenzial der Tepalen des Safrans gegentber TNF mitverantwortlich sein. Die
Testversuche zeigten jedoch sehr hohe Standardabweichungen. Die gestreuten
Werte der unterschiedlich eingesetzten Losungsmittel-Temperaturen zeigten
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keine Regelmafiigkeit. Die Ethanol-Extrakte zeigten die niedrigsten bzw. keine

comutagenen (laut Definition Ml <2) Werte.

7.3.2 Mutagenitat induziert durch AFB1+S9, TA98, Tepalen

Bei diesem Test wurden die Tepalen des Safrans mit metabolischer Aktivierung
(+S9) auf ihr antimutagenes Potenzial gegentber AFB1 getestet. Die AFB1-
Konzentration belief sich auf 5 pg/ml. Es wurden die schon oben beschriebenen
Extrakte eingesetzt. Die Wasserextrakte sowie die EL-Extrakte zeigen Werte
um die PK auf. Diese Extrakte weisen bis auf 5 mg/Platte RT keine Signifikanz
auf. Die Revertantenzahlen lagen zwischen 77,9% und 109,9% der PK. Das
ED-Extrakt weist bei der Konzentration von 5 mg/Platte das starkste antimuta-
gene Potenzial gegenuiber AFB1 auf. Bei dieser Probe konnten 35,4% der PK
signifikant inhibiert werden.

Das hochste antimutagene Potenzial innerhalb der unterschiedlichen Fraktio-
nen zeigt sich bei den ED-Extrakten, mit einem interpolierten Wert von 66,5%

bei der Konzentration von 3 mg/Platte.
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Antimutagenititstest AFB1+S9 (5 pg/ml) TA98 Tepalen
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Abbildung 16: Effekte von Tepalenextrakten gegeniiber AFB1+S9 (TA98), RT = Raumtem-
peratur, °C = Grad Celsius, (Temperatur des Lésungsmittels H,O ), ED (H,O:EtOH 80:20 bei
RT, Extraktion im Dunkeln) und EL (H,O:EtOH 80:20 bei RT, Extraktion bei Licht)

Mutagenitats-Index (MI)
Test: AFB1+S9, TA98, Tepalen, p<0,05

AFB1: [1,2*10° mol/Platte] @ His* Revertantenzahl/Platte sd MI

NK: H,0 42 19,3 x

NK: H,0:EtOH (80:20) 56 18,2 =
Extrakt [mg/Platte]+AFB1+S9:

RT:5 151 +31,2 3,6
ED: 1,25 129 1252 23
ED:25 133 +20,9 3.2
ED: 5 125 +35,3 3,0
PK: AFB1+S9, H,0 194 21,8 4.6
PK: AFB1+S9, H,O:EtOH (80:20) 194 21,8 35

Tabelle 15: Signifikante Veranderung (TA98) zur PK (p <0,05) der Tepalenextrakte im

Ames-Test gegeniiber AFB1+S9, ihre his™ Revertantenzahlen Mittelwerte (@) mit Stan-

dardabweichung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index
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Die mdgliche antimutagene Wirkung der Tepalen kdnnte darauf beruhen, dass
sich Cytochrom-P450-abhangige Monooxygenasen durch Kaempferol und
Quercetin im Versuch an Ratten inhibieren lassen, und somit Einfluss auf die
AFB1-Kanzerogenitat besitzen. Die potenteste Wirkung der Inhibierung zeigt
sich hier bei den ED-Extrakten, was vermuten lasst, dass die Loslichkeit von
Quercetin, Kaempferol und ihre Derivate im eingesetzten Ethanol:Wasser-
extrakt am hdchsten war. Eine Maskierung der DNA-Bindungsstelle-Interaktion
mit den Cytochrom-P450-abhéngigen Monooxygenasen sowie eine kovalente
Bindung mit dem aktivierten Kanzerogen aufgrund von phenolischen Bestand-
teilen der Safrantepalen bzw. antioxidative Effekte kbnnen auch nicht ausge-

schlossen werden.

7.3.3 Mutagenitat induziert durch PhiP+S9, TA98, Tepalen

Die Tepalenextrakte wurden gegentber PhiP (0,1 pmol/ml) mit metabolischer
Aktivierung (+S9) auf ihr antimutagenes Potenzial getestet. Die Auswertung
zeigte, dass sich die Mehrheit der Tepalenextrakte im Bereich 80-90% der PK
befanden. Das starkste antimutagene Potenzial wurde bei dem Wasserextrakt
70°C sichtbar. 29% von der PK wurden inhibiert. Das héchste antimutagene
Potenzial wies die 90°C Fraktion auf. Bei einer Konzentration von 3 mg/Platte

zeigte sich ein extrapolierter Wert von 82,9%.
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Abbildung 17: Effekte von Tepalenextrakten gegentber PHiP+S9 (TA98), RT = Raumtem-
peratur, °C = Grad Celsius, (Temperatur des Lésungsmittels H,O ), ED (H,O:EtOH 80:20
bei RT, Extraktion im Dunkeln) und EL (H,O:EtOH 80:20 bei RT, Extraktion bei Licht)

Kein Wert zeigte einen signifikanten Unterschied zur PK auf. Vermutliche Ursa-
che der verminderten Revertantenzahl gegentber der PK kdnnten in der Meta-
bolisierung durch das S9-Rattenleber-Homogenisat sowie der Maskierung der

Bindungsstelle fir Kanzerogene liegen.

7.4  Antimutagenitatstest TA102 Tepalen
7.4.1 Mutagenitat induziert durch TNFone, TA102, Tepalen

Die Tepalenextrakte wurden gegenuber TNFone (0,07 mg/ml) auf ihr antimuta-
genes Potenzial mit dem Salmonella typhimurium-Stamm TA102 getestet. Die

Ergebnisse zeigten bei den meisten Wasserextrakten Werte tUber der PK im
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Bereich von 114,9-141,2%. Die Werte 2,5 und 5 mg/Platte Raumtemperatur
(R% 0,6434), 1,25 und 5 mg/Platte bei 70°C (R* 0,7082) zeigten signifikante
Veranderungen. Die 90°C Wasserfraktion zeigte eine dosisabhangige Abnah-
me der Revertantenzahlen (R? 0,9886), jedoch ohne Signifikanz. Das ED-
Extrakt zeigte bei der hochsten Konzentration von 5 mg/Platte eine signifikante
Erh6hung der PK von 31,4%.

Die Werte bei 3 mg/Platte (interpoliert) zeigten die héchste antimutagene Wir-
kung bei den Extrakten 90°C. Ein Wert von 88,6% der PK war hier beobachtbar.
Alle anderen Werte lagen Uber der PK (108,2-128,3%). Werte des MI (signifi-
kant) zeigten eine Erhéhung zur PK.

Antimutagenitatstest TNFone (0,07 mg/ml) TA102 Tepalen
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Abbildung 18: Effekte von Tepalenextrakten gegentiber TNFone (TA102), RT = Raumtem-
peratur, °C = Grad Celsius, (Temperatur des Losungsmittels H,O ), ED (H,O:EtOH 80:20
bei RT, Extraktion im Dunkeln) und EL (H,O:EtOH 80:20 bei RT, Extraktion bei Licht)
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Mutagenitats-Index (Ml)
Test: TNFone, TA102, Tepalen, p<0,05

TNFone: [0,2*10” mol/Platte] @ His™ Revertantenzahl/Platte sd MI

NK: H,0 352 41,2 =

NK: H20:EtOH (80:20) 343 1648 =
Extrakt [mg/Platte]+TNFone

RT: 25 1686 +168,0 4,8
RT: 5 1725 +181.,5 4,9
70°C: 1,25 1419 1923 4,0
70°C: 5 1464 +101,6 4,2
EtOH Dunkel: 5 1605 +118.4 4,6
PK: TNFone, H20 1222 197 4 35
PK: TNFone, H;O:EtOH (80:20) 1222 197 4 3.6

Tabelle 16: Signifikante Veranderung (TA102) zur PK (p <0,05) der Tepalenextrakte im
Ames-Test gegeniiber TNFone, ihre his® Revertantenzahlen Mittelwerte (&) mit Standard-

abweichung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index

In diesem Test zeigten sich hohe Standardabweichungen. Die Mehrheit der ge-
testeten Proben befand sich im Bereich von + 20% der PK. Ein antimutage-
nes/antioxidatives Potenzial konnte hier nicht festgestellt werden. Comutagene
Eigenschaften, die sich im TA98-Stamm zeigten, wurden hier nicht detektiert.
Die Tepalen zeigten in dieser Studie keine antimutagenen/antioxidativen Funk-

tionen.

7.4.2 Mutagenitat induziert durch AFB1+S9, TA102, Tepalen

Die Tepalenextrakte wurden gegeniber AFB1 (120 pg/ml) + S9 auf ihr antimu-
tagenes/antioxidatives Potenzial getestet. Alle Extrakte zeigen Werte unter
85%, somit konnten mindestens 15% der PK inhibiert werden. Alle Werte bis
auf die Tepalenextrakte 1,25 mg/ml bei 70°C zeigten Signifikanz auf. Das
starkste antimutagene Potenzial zeigte sich bei den EL-Extrakten. Bei der nied-
rigsten sowie der hochsten EL-Extrakt-Konzentration konnten 33% der PK inhi-

biert werden.
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Die EL-Extrakte hatten bei den interpolierten Werten (3mg/Platte) das antimu-
tagen/antioxidativ hochste Potenzial. Das EL-Extrakt wies dabei einen Wert von
65,8% der Positivkontrolle auf. Im MI-Wert war erkenntlich, dass es zu Redukti-

onen der his*-Revertantenzahl gegeniiber des MI-Wertes der PK kam.
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90
= -0,8514x + 78,75 y=1,2914x+72,7

4 R®=0,2355 R?=0,5418 =

e %
X - - - 7 3 - = - 8 x =
= o
T — e X e
. T @
¥=2,52x+ 66,25 X = SRt y=0,3886x+72,7 - 70 ©
2 LB s R?=0,0474 £
or - R*=0,5485 - =0, S
X ® X
0 =
40°C <) =
S
70°C o
=
S
et
ED =
N
=~
EL o

50
3, 125 25 5

Safran Konzentration [mg/Platte]

Abbildung 19: Effekte von Tepalenextrakten gegeniuber AFB1+S9 (TA102), RT =
Raumtemperatur, °C = Grad Celsius, (Temperatur des Lésungsmittels H,O ), ED
(H,O:EtOH 80:20 bei RT, Extraktion im Dunkeln) und EL (H,O:EtOH 80:20 bei RT,
Extraktion bei Licht)
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Mutagenitats-Index (Ml)
Test: AFB1+S9, TA102, Tepalen, p<0,05

AFB1: [2,9*107 mol/Platte] @ His™ Revertantenzahl/Platte sd MI

NK: H20 347 1374 -

NK: H20:EtOH (80:20) 430 +453 -
Extrakt [mg/Platte]+AFB1+S9:

RT: 1,25 666 62,3 1,9
RT:25 719 69,5 21
RT: 5 718 167.8 2.1
40°C: 1,25 666 +36,6 1,9
40°C: 2.5 620 +122,8 1,8
40°C: 5 738 1948 21
70°C: 2,5 672 +69.5 1,9
70°C: 5 694 +113,6 2,0
90°C: 1,25 694 168,6 2,0
90°C: 2,5 641 +141,2 1,8
90°C: 5 696 +38,2 2,0
ED: 1,25 723 +134.5 1,7
ED: 25 607 +108.1 14
ED: 5 679 68,2 1,6
EL: 1,25 614 +102,0 14
EL: 25 584 723 1.4
=5 612 66,7 14
PK: AFB1+89, H;0 917 83,8 2,6
PK: AFB1+S9, H,0:EtOH (80:20) 917 183,6 21

Tabelle 17: Signifikante Verdnderung (TA102) zur PK (p<0,05) der Tepalenextrakte im
Ames-Test gegeniiber AFB1+S9, ihre his™ Revertantenzahlen Mittelwerte (@) mit Stan-

dardabweichung (sd) von 6 Platten (2 Tests) und ihr Mutagenitats-Index

Die Revertantenzahlen zeigten sich im Bereich von ca. 65-75% der PK. TA102
verglichen mit TA98 gegenuber AFB1 zeigt bei den Tepalenextrakten niedrige
Werte der his® Revertantenzahlen vor allem im Bereich der Wasserextrakte.
Dieser Effekt konnte nicht nur auf die Inaktivierung durch kovalente Bindung
von AFB1 und Hemmung der Phase 1 Enzyme zurickgefihrt werden, sondern
auch auf ihre antioxidativen Eigenschaften. Jedoch zeigten sich hier die ED-
Extrakte am wirksamsten gegenuber AFB1+S9. Effekte der Temperaturunter-

schiede der Loésungsmittel waren auch hier nicht zu erkennen.
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7.5 Mutagenitatstests

Die folgenden Tests dienten zur AusschlieBung der Mutagenitat der getesteten
Safranextrakte. Die getesteten Substanzen wurden als mutagen betrachtet,
wenn sie die doppelte Negativkontrolle Gberschritten und zugleich dosisabhan-
gig sind. Signifikante Werte der Safranextrakte zur doppelten Negativkontrolle,
die mittels Post-Hoc-Test Scheffe ermittelt wurden, sind unter den Balkendia-
grammen in den Tabellen ersichtlich. Als signifikant beurteilt wurden Werte
p<0,05.

7.5.1 Mutagenitatstest TA98 und TA102 mit Narbenéste und Tepalen

Der durchgeflihrte Mutagenitatstest sollte versichern, dass die getesteten Sub-
stanzen keinen mutagenen Effekt in den Salmonella typhimurium-Stammen
TA98 und TA102 aufweisen. Zum Testeinsatz kamen die niedrigste sowie die
hochste Konzentration (NA: 0,07 und 1,33 mg/Platte, Tepalen: 1,25 und 5
mg/Platte) welche mit (+S9) und ohne (-S9) metabolische Aktivierung getestet
wurden. Insgesamt wurden acht Tests zur Mutagenitat durchgefiihrt: NA TA98:
TNFone, PhiP+S9 und AFB1+S9, Tepalen TA98: TNFone, PhiP+S9 und
AFB1+S9, NA TA102: TNFone, AFB1+S9, Tepalen TA102: TNFone, AFB1+S9.
Den Testergebnissen dieser Studie zufolge, gestitzt durch die angegebene
Literatur, weist Safran keine mutagenen Effekte im Salmonella typhimurium-
Stamm TA98 und TA102 auf [ABDULLAEV Fl et al., 2003].
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7.5.1.1 Mutagenitatstest TA98 (TNFone) Narbenéaste
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Abbildung 20: Nicht-Mutagenes-Potenzial von NA-Extrakten gegeniiber TNFone als Po-
sitivkontrolle von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20) im Salmonella

typhimurium Stamm TA98 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten NK, p<0,05)
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7.5.1.2 Mutagenitatstest TA98 (AFB1+S9, PhiP+S9) Narbenaste
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Abbildung 21: Nicht-Mutagenes-Potenzial von NA-Extrakten gegeniiber AFB1+S9 und
PhiP+S9 als Positivkontrolle von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH -Extrakten
(80:20) im Salmonella typhimurium Stamm TA98 (* signifikant unterschiedlich zur dop-
pelten NK, p<0,05)
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7.5.1.3 Mutagenitatstest TA98 (TNFone) Tepalen
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Abbildung 22: Nicht-Mutagenes-Potenzial von Tepalenextrakten gegentber TNFone als
Positivkontrolle von, Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20) im Salmo-
nella typhimurium Stamm TA98 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten NK = 200%,
NK = 100%, p<0,05)
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7.5.1.4 Mutagenitatstest TA98 (AFB1+S9, PhiP+S9) Tepalen
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Abbildung 23: Nicht-Mutagenes-Potenzial von Tepalenextrakten gegentuber AFB1+S9 und
PhiP+S9 als Positivkontrolle von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20)
im Salmonella typhimurium Stamm TA98 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten NK
=200%, NK = 100%, p<0,05)
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7.5.1.5 Mutagenitatstest TA102 (TNFone) Narbenaste
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Abbildung 24: Nicht-Mutagenes-Potenzial von NA-Extrakten gegen TNFone als Positiv-
kontrolle von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20) im Salmonella
typhimurium Stamm TA102 TA98 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten NK = 200%,
NK = 100% p<0,05)
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7.5.1.6 Mutagenitatstest TA102 (AFB1+S9) Narbenaste
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Abbildung 25: Nicht-Mutagenes-Potenzial von NA-Extrakten gegen AFB1+S9 als
Positivkontrolle, von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20) im
Salmonella typhimurium Stamm TA102 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten
NK =200%, NK = 100%, p<0,05)
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7.5.1.7 Mutagenitatstest TA102 (TNFone) Tepalen
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Abbildung 26: Nicht-Mutagenes-Potenzial von Tepalenextrakten gegen TNFone als
Positivkontrolle von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20) im Salmo-
nella typhimurium Stamm TA102 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten NK =
200%, NK = 100%, p<0,05)
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7.5.1.8 Mutagenitatstest TA102 (AFB1+S9) Tepalen
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Abbildung 27: Nicht-Mutagenes-Potenzial von Tepalenextrakten gegen AFB1+S9 als
Positivkontrolle, von Raumtemperatur-, °C- und H,O:EtOH Extrakten (80:20) im Sal-
monella typhimurium Stamm TA102 (* signifikant unterschiedlich zur doppelten NK =
200%, NK = 100%, p<0,05)
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Schlussbetrachtung

8 SCHLUSSBETRACHTUNG NARBENASTE UND TEPALENEXTRAKTE:

Das Ziel dieser Studie war, den anti-/mutagenen und anti-/oxidativen Effekt der
lebensmittelrelevanten Pflanzenteile des ,Pannonischen Crocus sativus austri-
acus® (Klingenbach/Siegendorf, Bgld) im Ames-Test an zwei verschiedenen
Salmonellen-Stammen (TA98, TA102) gegenuber den Mutagenen TNFone,
AFB+S9 und PHIiIP+S9 zu testen. Als nicht statistisches Bewertungssystem
wurde der Mutagenitats-Index (Ml) eingesetzt. Die Konzentration sowie die La-
gerung bei den Narbenasten waren dem Einsatz im kiichentechnischen Bereich

maoglichst ident gestaltet.

Die Tepalen wurden zunachst gefriergetrocknet. Aufgrund der Ernteverzdge-
rung im Jahr 2009 wurden fiir den ersten durchgefiihrten Test getrocknete NA
des Jahres 2008 verwendet. Laut diverser Studien kann es bei der Lagerung
von getrockneten NA zu einer Erhohung von Safranal kommen [BOLANDI et
al., 2009]. Safranal hat die Fahigkeit, sich an die DNA zu binden. Mogliche posi-
tive sowie negative Wirkungen gegeniber Kanzerogenen missten noch ge-
nauer eruiert werden [KANAKIS et al., 2009]. Safranal zeigte sich in einem
Ames-Salmonella-Test gegeniber 2-AA im TA98-Stamm als comutagen [AB-
DULLAEV et al., 2003]. Die erhohten Revertantenzahlen mit NA-Extrakten von
2008 konnten vermutlich auf die erhohte Konzentration von Safranal zurtickzu-
fuhren sein. Es zeigten sich jedoch bei den eingesetzten Konzentrationen keine

Werte Uber MI<2 gegentber der PK und ist aus diesem Grund nicht comutagen.

Zusammengefasst zeigten die NA-Extrakte gegentiber TNFone, AFB1+S9 und
PHiP+S9 weder Anti-/Mutagenitat noch Comutagenitat. Unterschiede aufgrund
der verschiedenen Lésungsmittel sowie Temperaturunterschiede zwischen den
Wasserextrakten konnten keine festgestellt werden. Mdgliche antimutage-
ne/antioxidative Effekte des durchgefiihrten Tests mit NA-Extrakten gegenuber
TNFone im TA102-Stamm konnten anteilsweise auf die Radikalfangereigen-
schaften bzw. das antioxidative Potenzial der NA-Extrakte zuriickzufiihren sein,

und somit die antioxidative Kapazitat der Safranextrakte unterstreichen. Weitere
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Tests zur Analyse, inwiefern die antioxidativen Eigenschaften beteiligt sind,
missten zur Abklarung noch durchgefiihrt werden. Auch Safranal, Crocetin und
Dimethylcrocetin kénnen durch Bindung an DNA und tRNA einen Schutz vor
Reaktionen von schadlichen Chemikalien bewirken [KANAKIS et al., 2009]. Es
zeigten sich jedoch in nur wenigen Proben signifikante Werte gegenuber der
PK, die Standardabweichungen waren relativ hoch.

Die niedrigen NA-Konzentrationen (0,07 und 0,33 mg/Platte) zeigten im Test
der NA-Extrakte gegeniiber AFB1+S9 die geringsten Revertantenzahlen. Eine
mogliche Erklarung liegt in den unterschiedlichen Verhéltnissen, wie die NA-
Inhaltstoffe (in den Losungen) zueinander stehen. Auch hier zeigten sich hohe
Standardabweichungen, die vielleicht in der zeitlich unterschiedlichen Test-
durchfuihrung begriindet liegen. Temperaturunterschiede sowie L&sungsmittel-

unterschiede zeigten hier keine Auswirkungen.

Die Tepalenextrakte zeigten gegeniber TNFone im TA98-Stamm signifikante
comutagene Eigenschaften. Diese lassen sich vermutlich durch den Gehalt an
Kaempferol und Quercetin sowie ihren Derivaten anteilsweise erklaren. In einer
Ames-Test-Studie von Resende [RESENDE et al. 2012] zeigten Quercetin oh-
ne S9 sowie Kaempferol mit S9 gegeniber dem TA98-Stamm mutagene Ei-
genschaften. Die Extrakte gegentuber Phip+S9 und AFB1+S9 zeigten im TA98-
Test in etwa ahnliche his™ Revertantenzahlen wie die PK, und somit keine anti-

/mutagene, anti-/oxidative Eigenschaft.

Tepalenextrakte im TA102 gegenuber TNFone zeigten eine leichte Erhéhung
bei den Wasserextrakten, der his® Revertantenzahl gegeniiber der PK. TA102,
verglichen mit TA98 gegeniuber AFB1, zeigt bei den Tepalenextrakten niedrige
Werte der his® Revertantenzahlen vor allem im Bereich der Wasserextrakte.
Dieser Effekt kbnnte vermutlich nicht nur auf die Inaktivierung durch kovalente
Bindung (PS) von AFB1, der Hemmung der Phase 1 Enzyme (PS, F) und der
Maskierung der Bindungsstelle der DNA fir Kanzerogene zurickgefihrt wer-

den, sondern auch auf ihre antioxidativen Eigenschaften. Tendenzen aufgrund
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der Temperaturunterschiede und unterschiedlichen Ldsungsmittel waren bei

den Tepalenextrakten nicht gegeben.
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Zusammenfassung

9 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Studie war, den anti-/mutagenen und anti-/oxidativen Effekt der
lebensmittelrelevanten Pflanzenteile des ,Pannonischen Crocus sativus austri-
acus® (Klingenbach/Siegendorf, Bgld) im Ames-Test an zwei verschiedenen
Salmonellen-Stammen (TA98, TA102) gegenuber den Mutagenen TNFone,
AFB+S9 und PHiP+S9 zu testen. Die Narbenaste zeigten in dieser Studie we-
der mutagene, comutagene noch antimutagene Eigenschaften. Oxidative sowie
antioxidative Eigenschaften der NA gegeniiber TA102 konnten nicht nachge-
wiesen werden. Der Test TA102 gegeniuiber TNFone zeigte zwar einen dosis-
abhangigen, reduzierenden Effekt der auftretenden his® Revertantenzahlen,

jedoch waren nur vier Proben signifikant.

Zusammenfassend konnten mit dieser Arbeit Studien bestatigt werden, die kei-
ne mutagenen, keine antimutagenen sowie keine comutagenen Eigenschaften
gegenuber dem TA98-Stamm der NA-Extrakte belegen. Anti-/mutagene sowie
anti-/oxidative Eigenschaften wurden auch im TA102 gegentiber AFB1+S9 nicht
erkannt. Die Tepalenextrakte wiesen eine comutagene Wirkung gegentber
TNFone auf, im TA98-Stamm jedoch zeigten sich weder antimutagene, antioxi-
dative noch comutagene Effekte der Revertantenzahlen im TA102 Stamm ge-
genuiber TNFone. Tepalenextrakte, getestet im TA102 gegenuber AFB1+S9,
zeigten eine Tendenz zum antioxidativen/antimutagenen Potenzial der Tepalen-
extrakte. Unterschiede im Effekt der Ethanol-Extrakte gegeniber den Wasser-
extrakten konnten nur unregelmafig festgestellt werden. Auch die eingesetzten
unterschiedlichen Temperaturen in den Wasserextrakten zeigten keine Ten-
denzen. Mutagenitat konnte in keinem der durchgefiihrten Tests detektiert wer-

den.
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10 SUMMARY

The aim of the present study was to investigate the anti-/mutagenic and anti-
/oxidative effects of food relevant parts of crocus sativus L. cultivated in Austria
(Klingenbach/Siegendorf, Bgld) in the Ames Salmonella test. The present test
was conducted on two different Salmonella typhimurium strains: TA98 and
TA102. Different mutagens TNFone, AFB1+S9, PHiIP+S9 were used to induce
mutagenicity. The extract of the dried stigmas from ,Crocus sativus austriacus®
showed no-mutagenic, no-antimutagenic and no-comutagenic effects in TA98
and also no-oxidative and no-antioxidative effects in TA102. The assay TA102
against TNFone showed a dose-dependent reduction of the numbers of his+
revertants, however, only four samples showed significance against positive
control. Anti-/mutagenic and anti-/oxidative effects against AFB1 in TA102 was

not observed.

A comutagnic effect could be seen in the TA98-strain against TNFone, how-
ever, there was no effect on TA102 with the same mutagen. Saffron-petals-
extracts, used in TA102, were Iindicating some possible antioxida-
tive/antimutagic potential against AFB1+S9. The use of the different solvents

used to produce no specific outcome.

Mutagenicity was not detected in any test.
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Anhang

12 ANHANG

12.1 Antimutagenitatstest TA98

12.1.1 Revertantenzahl fir TA98 Safranextrakt Narbenaste

Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] |[0,67] |[0,33] |[0,07] |[1,33] |[0,67] |[0,33] |[0,07] |[1,33] | [0,67]
TNFone [0,3*10°° mol/Platte]
Safranextrakt 778 | 592 | 611 | 395 | 831 | 722 | 583 | 356 | 765 616
Narbendste | 755 | 614 | 631 | 419 | 844 | 734 | 542 | 368 | 773 | 603

792 | 601 | 675 | 391 | 773 | 626 | 263 | 361 | 693 596
Mittelwert 774 | 6,02 | 639 | 402 | 816 | 694 | 463 | 362 | 744 605
StAbw 2003 | 1,1 | 32,7 | 15,7 | 37,8 | 59,2 |174,1| 6,0 | 44,1 | 10,1
% Pos 217,41169,2 |179,5 {112,8 |229,2 | 194,9 | 130,0 | 101,6 | 208,9 | 169,9
StAbw% Pos 5,7 3,1 9,2 43 | 10,6 | 16,6 |4809| 1,7 | 12,4 29
Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] | [0,07] |[1,33] | [0,67] [0,33] |[0,07] |[1,33] |[0.67] | [0,33] | [0,07]
TNFone [0,3*10°® mol/Platte]
Safranextrakt 468 | 400 | 506 | 444 | 320 | 299 | 291 | 360 | 320 322
Narbendste | 456 | 443 | 510 | 412 | 300 | 280 | 273 | 310 | 343 | 282

452 | 413 | 517 | 371 | 328 | 293 | 303 | 345 | 378 325
Mittelwert 459 | 419 | 511 | 409 | 316 | 291 | 289 | 338 | 347 310
StAbw 83 | 221 | 56 |366 |144 | 9,7 | 151 | 25,7 | 29,2 | 24,0
% Pos 128,8 |117,6 |143,5|1149| 88,8 | 81,6 | 81,9 | 95,8 | 98,3 | 87,7
StAbw% Pos 2,3 6,2 16 | 103 | 41 2,7 4,3 7,3 8,3 6,8
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C| 70°C

[1,33]| [0,67]| [0,33]| [0,07]| [1,33]| [0,67]| [0,33]| [0,07]| [1,33]| [0,67]
TNFone [0,3*10°® mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 522 | 470 | 406 | 322 | 458 | 400 | 475 | 332 | 572 432
Narbenaste | 505 | 487 | 415 | 285 | 483 | 200 | 302 | 345 | 512 | 472

541 | 492 | 366 | 298 | 544 | 249 | 399 | 343 | 518 | 480
Mittelwert 523 | 483 | 396 | 302 | 495 | 380 | 422 | 340 | 534 | 461
StAbw 180 | 115 | 26,1 | 188 | 44,2 | 81,4 | 46,0 | 7,0 | 33,0 | 25,7
% Pos 148,9|137,6 | 112,7 | 85,9 |141,0| 108,2| 120,2| 96,9 |152,1 | 131,4
StAbw% Pos 51 3,3 7,4 53 | 126 | 23,2 | 131 | 2,0 9,4 7,3
Mutagen Safranextrakt Narbenédste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] | [0,07] |[1,33] | [0,67] | [0,33] |[0,07] | [1,33] |[0,67] | [0,33] | [0,07]
TNFone [0,3*10'6 mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 447 | 368 | 491 | 544 | 491 | 387 - - - -
Narbenaste | g5 | 308 | 534 | 541 | 456 | 302 | - | - | - -

406 | 355 | 520 | 531 | 392 | 399 - - - -
Mittelwert 413 | 374 | 515 | 539 | 446 | 393 - - - -
StAbw 31,1 | 22,1 | 219 | 68 | 50,2 | 6,0 - - - -
% Pos 117,7|106,5 | 146,7 | 153,5|127,2| 111,9 - - - -
StAbw% Pos 8,9 6,3 6,2 19 | 143 | 1,7 - - - -

Tabelle 18: Singelrevertantenzahl TA98: TNFone, NA
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT | RT | RT | RT |40°C |40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] |[0,33] | [0,07] |[1,33] | [0,67]
AFBL1 [1,2*10°® mol/Platte]+S9
Safranextrakt | 180 | 150 | 167 | 132 | 157 | 211 | 231 | 140 | 157 | 152
Narbenaste 146 | 153 | 143 | 118 | 159 | - | 135 | 132 | 136 | 148

173 | 133 | 144 | 125 | 162 | 182 | 175 | 145 | 160 | 140
Mittelwert 166 | 145 | 151 | 125 | 159 | 197 | 180 | 139 | 151 | 147
StAbw 18,0 | 10,8 | 136 | 70 | 25 | 205 | 482 | 66 | 13,1 | 6,1
% Pos 101,8 | 89,0 | 92,7 | 76,5 | 97,6 |120,3|110,4| 85,1 | 92,4 | 89,8
StAbw% Pos | 110 | 66 | 83 | 43 | 1,5 | 126 | 295 | 40 | 80 | 37
Mutagen Safranextrakt Narbenadste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] |[0,07] |[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] |[1,33] | [0,67] |[0,33] | [0,07]
AFBL1 [1,2*10"® mol/Platte]+S9
Safranextrakt | 149 | 152 | 180 | 173 | 175 | 152 | 171 | 161 | 134 | 132
Narbenaste 153 | 143 | 162 | 146 | 151 | 141 | 162 | 189 | 149 | 110

170 | 147 | 171 | 153 | 174 | 110 | 150 | 159 | 152 | 128
Mittelwert 157 | 148 | 171 | 157 | 167 | 134 | 161 | 170 | 145 | 123
StAbw 11,2 | 46 | 90 | 140|136 | 21,8 | 10,5 | 16,8 | 9,6 | 11,7
% Pos 96,3 | 90,6 {104,7 | 96,3 |102,0 | 82,2 | 98,6 |103,9| 88 | 755
StAbw% Pos | 68 | 28 | 55 | 86 |83 | 133 | 65 | 103 | 59 | 7.2
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] | [0,67] |[0,33] | [0,07] |[1,33] |[0,67] | [0,33] |[0,07] | [1,33] | [0,67]
AFBL1 [1,2*10°® mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 172 | 164 | 170 | 156 | 169 | 193 | 158 | 160 | 191 154
Narbenaste 163 | 193 | 184 | 156 | 172 | 160 | 160 | 164 | 185 | 172

169 156 167 143 123 167 171 156 185 163
Mittelwert 168 171 175 152 155 173 163 | 160 187 163
StAbw 46 |195 | 119 | 7,5 7,5 174 | 7,0 4,0 3,5 9,0
% Pos 94,7 | 96,4 | 98,9 | 855 | 87,2 | 97,7 | 91,9 | 90,2 |105,5| 91,9
StAbw% Pos 26 | 11,0 | 6,7 4,2 | 155 | 9,8 3,9 2,3 2,0 51
Mutagen Safranextrakt Narbenéste Konzentration ]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] | [0,07] |[1,33] |[0,67] | [0,33] |[0,07] |[1,33] |[0,67] | [0,33] | [0,07]
AFB1 [1,2*10'8 mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 137 | 171 | 173 142 | 166 151 | 158 | 180 | 152 143
Narbenaste 152 | 166 | 156 | 133 | 176 | 161 | 187 | 173 | 177 | 133

142 132 | 151 145 | 150 124 | 208 183 174 154
Mittelwert 144 | 156 160 140 | 164 145 184 179 168 143
StAbw 7,6 21,2 | 11,5 6,2 | 13,1 | 19,1 | 251 51 13,7 10,5
% Pos 81,0 [ 88,2 | 90,2 | 78,9 | 92,5 | 82,0 |103,9|100,8| 94,5 | 80,8
StAbw% Pos 43 | 120 | 6,5 35 | 74 108 | 14,2 | 2,9 7,7 5,9

Tabelle 19: Singelrevertantenzahl TA98: AFB1+S9, Narbenéste
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT | RT | RT | RT |40°C |40°C |40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67]
PhiP [0,1*10® mol/Platte]+S9
Safranextrakt | 473 | 682 | 641 | 644 | 542 | 506 | 456 | 461 | 684 | 583
Narbenaste 491 | 622 | 575 | 612 | 563 | 644 | 470 | 512 | 691 | 530

511 | 645 | 648 | 642 | 609 | 477 | 456 | 478 | 643 | 591
Mittelwert 492 | 650 | 621 | 633 | 571 | 542 | 461 | 484 | 673 | 568
StAbw 19,0 | 30,3 | 40,3 | 17,9 | 34,3 | 89,2 | 81 | 26,0 |259 | 33,22
% Pos 80,0 |105,7 |101,1 |102,9 | 93,0 | 88,2 | 74,9 | 78,7 |109,4 | 92,4
StAbw% Pos | 3,1 | 49 | 66 | 29 |56 |145| 1,3 | 42 |42 | 54
Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] |[0,07] |[1,33] |[0,67] |[0,33] | [0,07] |[1,33] |[0,67] | [0,33] | [1,33]
PhiP [0,1*10® mol/Platte]+S9
Safranextrakt | 452 | 628 | 568 | 591 | 551 | 534 | 471 | 551 | 518 | 497
Narbenaste 483 | 677 | 500 | 496 | 560 | 599 | 524 | 493 | 542 | 493

471 | 704 | 556 | 578 | 583 | 674 | 515 | 523 | 523 | 462
Mittelwert 469 | 670 | 541 | 555 | 565 | 602 | 503 | 522 | 528 | 484
StAbw 15,6 | 38,5 | 36,3 | 51,5 | 16,5 | 70,1 | 28,4 | 29,0 |12,7 | 19,2
% Pos 76,2 |108,9 | 88,1 | 90,3 | 91,9 | 98,0 | 81,9 | 85,0 | 858 | 78,7
StAbw% Pos | 25 | 6,3 | 59 | 84 | 27 | 114 | 46 | 47 |21 | 31
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] | [0,67]| [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67]
PhiP [0,1*10® mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 690 657 531 | 499 | 473 | 447 533 | 460 789 732
Narbenaste | g13 | a2 | 554 | 546 | 516 | 468 | 435 | 423 | 631 | 653

732 623 638 518 | 484 | 478 | 484 | 412 703 616
Mittelwert 678 641 574 521 491 464 484 | 432 708 666
StAbw 60,4 | 17,0 | 56,3 | 23,6 | 22,3 | 158 | 49,0 | 25,1 | 79,1 | 60,6
% Pos 104,31 985 | 88,3 | 80,1 | 755 | 714 | 74,4 | 66,3 |108,8 | 102,4
StAbw% Pos 9,3 2,6 8,7 3,6 34 2,4 7,5 3,9 | 12,2 9,3
Mutagen Safranextrakt Narbenéste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07]
PhiP [0,1*10°® mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 559 761 | 541 706 | 601 649 692 | 411 472 477
Narbenaste 558 | 721 | 627 | 626 | 637 | 627 | 569 | 464 | 476 | 487

663 | 695 | 693 625 | 523 603 | 537 | 422 | 442 464
Mittelwert 593 | 726 | 620 652 | 587 626 | 599 | 432 | 463 476
StAbw 60,3 | 33,2 | 76,2 | 46,5 | 58,3 | 23,0 | 81,8 | 28,0 | 18,6 | 11,5
% Pos 91,2 |111,5| 95,3 |100,3|90,2 | 96,3 | 92,1 | 66,4 | 71,2 | 73,2
StAbw% Pos 9,3 5,2 11,7 7,1 9,0 3,5 126 | 4,3 2,9 1,8

Tabelle 20: Singelrevertantenzahl TA98: PHiP+S9, NA
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12.1.2 Werte der Positivkontrolle fir TA98 Safranextrakt, Narbenaste

TNFone TNFone PhiP+S9 PhiP+S9 | AFB1+S9 | AFB1+S9
Wiederholung Wiederholund Wiederholung

Positiv | 370 348 565 623 162 193
Positiv Il 366 340 687 714 170 183
Positiv Il 332 365 592 615 158 156
Mittelwert 356 351 615 651 163 177
StAbw. 20,9 12,8 64,1 55,0 6,1 19,1

% Pos 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
StAbw.% 5,9 3,6 10,4 8,5 3,7 10,8
Pos

Tabelle 21: Werte der Positivkontrolle fiir TNFone, PHiP+S9 und AFB1+S9 in TA98, NA

12.1.3 Werte der Negativkontrolle fiir TA98 Safranextrakte, Narbenéste

TNFone TNFone PhiP+S9 PhiP+S9 AFB1+S9 | AFB1+S9
Wiederholung Wiederholung Wiederholung

Negativ | 39 78 47 55 57 57
Negativ Il 37 75 47 66 60 59
Negativ Il 38 76 71 61 59 54
Negativ IV 43 93 56 45 52 62
Negativ V 49 98 58 42 49 63
Negativ VI 39 103 55 58 50 60
Mittelwert 41 87 56 55 55 59
StAbw. 4 12 9 9 4.8 3,3

% Pos 11,5 24,8 9,1 8,4 334 334
StAbw.% 1.3 3,5 1,4 1,4 2,9 19
Pos

Tabelle 22: Werte der Negativkontrolle H,O fiir TNFone, PHiP+S9, AFB1+S9 in TA98, NA
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TNFone TNFone PhiP+S9 PhiP+S9 AFB1+S9 | AFB1+S9
Wiederholung Wiederholung Wiederholung

Negativ | 71 - 72 53 50 70
Negativ Il 94 - 69 69 44 65
Negativ Il 65 - 63 71 53 62
Negativ IV 66 - 64 83 64 59
Negativ V 69 - 79 79 61 61
Negativ VI 79 - 61 54 60 60
Mittelwert 74 - 68 68 55 63
StAbw. 11,0 - 6,8 12,5 7,6 4,1

% Pos 20,8 - 11,1 10,5 33,9 35,4
StAbw.% 3,1 - 11 1,9 4,7 2,3
Pos

Tabelle 23: Werte der Negativkontrolle H,O:EtOH fir TNFone, PHiP+S9, AFB1+S9 in TA98,
NA

Revertantenzahl fir TA98 Safranextrakt Tepalen

Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C| 70°C

[51 | [25] | [1.25]] [8] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.29]

TNFone [0,3*10° mol/Platte]

Safranextrakt 576 616 602 614 702 508 483 612 502

Tepalen 629 | 657 | 565 | 566 | 711 | 600 | 527 | 595 | 512

507 643 547 553 715 489 388 600 534

Mittelwert 571 639 571 578 709 532 466 602 516
StAbw 61,2 | 20,8 | 28,0 | 32,1 6,7 594 | 71,0 8,7 16,4
% Pos 241,8 | 270,6 | 242,1 | 244,8 | 300,6 | 225,6 | 197,5 | 255,2 | 218,6
StAbw% Pos 25,9 8,8 11,9 13,6 2,8 252 | 301 3,7 6,9
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
51 | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.25]| [8] | [25] | [1,29]
TNFone [0,3*10® mol/Platte]
Safranextrakt 666 836 659 391 497 389 678 625 541
Tepalen 794 | 873 | 531 | 337 | 429 | 301 | 647 | 595 | 581
732 821 555 369 413 377 562 583 517
Mittelwert 731 843 582 366 446 356 629 601 546
StAbw 64,0 26,8 68,0 27,2 44,6 47,7 60,1 21,6 32,3
% Pos 309,6 | 357,3 | 246,5 | 154,9 | 189,1 | 150,7 | 266,5 | 254,7 | 231,5
StAbw% Pos 27,1 113 28,8 11,5 18,9 20,2 25,4 9,2 13,7
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C| 70°C | 70°C
31 | [25] | [1,25]| [5] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.25]
TNFone [0,3*10'6 mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 1105 984 866 1035 | 1145 | 1135 913 744 780
Tepalen 1123 | 939 | 903 | 970 | 1111 | 1105 | 813 | 784 | 826
1145 912 983 940 1093 833 886 703 738
Mittelwert 1124 947 917 982 1116 | 1024 871 745 781
StAbw 20,0 39,1 59,8 48,6 26,4 | 166,4 | 51,7 42,0 44,0
% Pos 329,4 | 277,3 | 268,8 | 287,6 | 327,1 | 300,1 | 255,1 | 218,2 | 228,9
StAbw% Pos 5,9 114 17,5 14,2 7,7 48,7 15,2 12,3 12,9
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
5] | [25] | [1.25]| (8] | [25] | [1.25] | [5] [2,5] | [1,25]
TNFone [0,3*10® mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 1195 985 937 564 729 637 893 653 643
Tepalen 1145 | 993 | 993 | 620 | 538 | 641 | 903 | 665 | 612
1092 | 1009 972 579 800 619 866 727 647
Mittelwert 1144 996 967 588 689 632 887 682 634
StAbw 51,5 12,2 28,3 29,0 | 1355 | 11,7 19,1 39,7 19,2
% Pos 335,2 | 291,7 | 283,4 | 172,2 | 201,9 | 185,3 | 260,0 | 199,7 | 185,7
StAbw% Pos 15,1 3,6 8,3 8,5 39,7 3,4 5,6 11,6 5,6
Tabelle 24: Singelrevertantenzahl TA98: TNFone, Tepalen
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 70°C
[3] [2,5] | [1.25] | [5] | [255] | [1.25]| [5] | [25] | [1,25]
AFB [1,2*10°® mol/Platte]+S9
Safranextrakt 179 205 176 241 213 178 182 192 165
Tepalen 104 | 154 | 161 | 203 | 200 | 139 | 198 | 209 | 164
129 147 179 214 207 118 196 190 157
Mittelwert 137 169 172 219 207 145 192 197 162
StAbw 38,2 31,7 9,6 19,6 6,5 30,4 8,7 10,4 4.4
% Pos 65,8 80,8 82,4 | 105,1 | 99,0 69,5 92,0 94,4 77,6
StAbw% Pos 18,3 15,2 4,6 9,4 31 14,6 4,2 50 2,1
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
51 | [25] | [1.25]| [8] | [25] | [1.25] | [5] | [25] | [1.25]
AFB1 [1,2*10°® mol/Platte]+S9
Safranextrakt 181 163 165 182 124 104 180 208 157
Tepalen 209 | 118 | 170 | 143 | 117 | 146 | 175 | 183 | 160
260 179 182 81 104 144 194 156 182
Mittelwert 217 153 172 135 115 131 183 182 166
StAbw 40,1 31,6 8,7 50,9 101 23,7 9,8 26,0 13,7
% Pos 103,8 | 73,5 82,6 64,9 51 62,9 87,7 87,4 79,7
StAbw% Pos 19,2 15,2 4,2 244 4.9 11,4 4,7 12,5 6,5
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C| 70°C | 70°C
31 | [25] | [1,25]| [5] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1,25]
AFB1 [1,2*10'8 mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 149 154 191 158 193 166 232 234 213
Tepalen 155 | 120 | 174 | 128 | 148 | 150 | 216 | 313 | 198
188 172 179 154 107 151 252 - 210
Mittelwert 164 149 181 147 149 159 233 274 207
StAbw 21,0 26,4 8,7 16,3 43,0 7,5 18,0 55,9 7,9
% Pos 92,0 83,4 | 101,7 | 82,2 83,7 89,0 | 130,8 | 153,4 | 116,21
StAbw% Pos 11,8 14,8 49 91 24,1 4,2 10,1 31,3 4,5
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration []

90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL

51 | [25] | [1.25] | [5] | [28] | [1.25]| [5] | [25] | [1.29]

AFB1 [1,2*10°® mol/Platte]+S9 Testwiederholung

Safranextrakt 184 | 141 | 175 | 102 | 159 | 90 | 194 | 203 | 203
Tepalen 184 | 160 | 183 | 112 | 142 | 149 | 180 | 199 | 191
194 | 93 | 190 | 132 | 149 | 140 | - | 205 | 182
Mittelwert 187 | 131 | 183 | 115 | 150 | 126 | 187 | 202 | 192
StAbw 58 | 345 | 75 | 142 | 85 | 31,8 | 99 | 31 | 105
% Pos 105,0 | 73,6 | 102,4 | 64,3 | 84,1 | 70,8 | 104,9 | 113,5 | 107,7
StAbw% Pos 32 | 194 | 42 | 80 | 48 | 178 | 56 | 17 | 59

Tabelle 25: Singelrevertantenzahl TA98: AFB1+S9, Tepalen

Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C| 70°C | 70°C| 70°C

5] | [25] | [1.25]| [8] | [25] | [1.25] | [5] | [25] | [1.25]

PhiP [0,1*10"® mol/Platte]+S9

Safranextrakt 498 562 583 467 574 378 498 607 457

Tepalen 446 | 445 | 547 | 447 | 497 | 562 | 448 | 613 | 479

526 568 601 463 523 431 465 552 518

Mittelwert 490 525 577 459 531 457 470 501 485
StAbw 406 69,3 | 275 | 106 | 39,2 | 94,7 | 254 | 33,6 | 309
% Pos 95,6 | 102,5 | 1126 | 89,6 | 103,7 | 89,2 | 91,8 | 1153 | 94,6
StAbw% Pos 7,9 13,5 54 21 7,6 18,5 50 6,6 6,0
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
[5] [2,5] | [1,25] | [5] [2,5] | [1,25] | [5] [2,5] | [1,25]
PhiP [0,1*10® mol/Platte]+S9
Safranextrakt 416 480 430 540 502 400 519 496 528
Tepalen 416 | 434 | 429 | 397 | 431 | 415 | 446 | 502 | 483
423 378 383 458 497 405 512 466 423
Mittelwert 418 431 414 468 477 407 492 488 477
StAbw 4,0 51,1 26,9 71,8 39,6 7,6 40,3 19,3 51,3
% Pos 81,7 84,1 80,8 90,8 93,0 79,4 96,1 95,3 93,1
StAbw% Pos 0,8 10,0 5,2 14,0 7,7 15 7,9 3,8 10,0
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C| 70°C | 70°C
(3] [2,5] | [1.25] | [9] [2,5] | [1.25] | [3] [2,5] | [1,29]
PhiP [0,1*10°® mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 295 262 409 442 180 402 236 521 372
Tepalen 267 | 272 | 403 | 327 | 305 | 416 | 196 | 365 | 297
379 273 293 342 231 376 179 — 251
Mittelwert 314 269 368 370 239 398 204 443 307
StAbw 58,3 6,1 65,3 62,5 62,9 20,3 29,3 | 110,3 | 61,1
% Pos 17,9 61,7 84,4 84,9 54,7 91,2 46,7 | 101,5 | 70,3
StAbw% Pos 13,4 1,4 15,0 14,3 14,4 4,7 6,7 25,3 14,0
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]

90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL

51 | [25] | [1.25] | [5] | [28] | [1.25]| [5] | [25] | [1.29]

PhiP [0,1*10°® mol/Platte]+S9 Testwiederholung

Safranextrakt 456 346 275 382 396 361 253 341 347

Tepalen 434 | 310 | 344 | 378 | 387 | 367 | 337 | 322 | 313

369 335 407 368 369 370 328 362 -

Mittelwert 420 330 342 376 384 366 306 342 330
StAbw 452 | 18,4 | 66,0 7,2 13,7 4,6 46,1 | 20,0 | 24,0
% Pos 96,2 | 757 | 784 | 862 | 880 | 839 | 70,1 | 783 | 75,6
StAbw% Pos 10,4 4,2 15,1 1,7 3,2 11 10,6 4,6 55

Tabelle 26: Singelrevertantenzahl TA98: PHiP+S9, Tepalen

12.1.4 Werte der Positivkontrolle flir TA98 Tepalen

TNFone TNFone PhiP+S9 PhiP+S9 | AFB1+S9 AFB+S9

Wiederholung Wiederholung Wiederholung
Positiv | 239 365 542 554 201 167
Positiv Il 232 326 500 361 194 188
Positiv Il 237 333 495 394 231 180
Mittelwert 236 341 512 436 209 178
StAbw. 3,6 20,8 25,8 103,2 19,7 10,6
% Pos 100 100 100 100 100 100
StAbw.% 1,5 6,1 5,0 23,7 9,4 5,9
Pos

Tabelle 27: Werte der Positivkontrolle fir TNFone, PHiP+S9 und AFB1+S9 in TA98 (Tepa-

len)
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12.1.5 Werte der Negativkontrolle TA98 Safranextrakt Tepalen

TNFone TNFone PhiP+S9 PhiP+S9 | AFB1+S9 AFB+S9
Wiederholung Wiederholung Wiederholung

Negativ | 46 36 51 81 34 51
Negativ Il 54 36 51 60 39 62
Negativ Il 56 35 54 59 34 55
Negativ IV 48 33 58 71 41 59
Negativ V 37 36 53 61 42 51
Negativ VI 44 46 43 65 43 49
Mittelwert 48 37 52 66 39 55
StAbw. 6,9 4,6 5,0 8,5 4,0 51

% Pos 20,1 10,8 10,1 15,2 18,6 30,6
StAbw.% 2,9 1,3 1,0 1,9 1,9 2,9
Pos

Tabelle 28: Werte der Negativkontrolle H,O fiir TNFone, PHiP+S9, AFB1+S9 in TA98 (Tepa-
len)

TNFone TNFone PhiP+S9 PhiP+S9 AFB1+S9 | AFB1+S9
Wiederholung Wiederholung Wiederholung
Negativ | 37 36 57 80 45 56
Negativ Il 41 45 44 67 57 54
Negativ Il 43 31 61 77 56 56
Negativ IV 39 35 55 65 47 58
Negativ V 47 39 87 55 50 53
Negativ VI 31 41 86 - 66 74
Mittelwert 40 38 65 69 54 59
StAbw. 55 4.9 17,6 10,0 7,8 7,8
% Pos 16,8 11,1 12,7 15,8 25,6 32,8
StAow.% 2,3 1,4 3,4 2,3 3,7 4.4

Tabelle 29: Werte der Negativkontrolle H,O:EtOH fiir TNFone, PHiP+S9, AFB1+S9 in TA98

(Tepalen)
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12.2 Antimutagenitat/Antioxidativitats-Test mit TA102

12.2.1 Revertantenzahl fir TA102 Safranextrakt Narbenéste

Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33]|[0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67]

TNFone [0,2*10-" mol/Platte]

Safranextrakt | 1002 | 1205 | 1073 | 1142 | 995 | 1062 | 966 | 1192 | 735 | 1083

Narbenaste | 1024 | 1207 | 1154 | 984 | 973 | 1323 | 1089 | 853 | 805 | 7221

975 | 1171 | 1008 | 1070 | 998 | 1122 | 1162 | 759 | 838 | 890

Mittelwert 1000 | 1194 | 1078 | 1065 | 989 | 1169 | 1072 | 935 | 793 | 1065
StAbw 245 | 20,2 | 73,1 | 79,1 | 13,7 |136,7 | 99,1 |227,8 | 52,6 | 166,3
% Pos 83,6 | 999 | 90,2 | 89,1 | 82,7 | 97,7 | 89,7 | 78,1 | 66,3 | 89,0

StAbw% Pos 2,1 1,7 6,1 6,6 11 (114 | 83 | 19,0 | 44 13,9

Mutagen Safranextrakt Narbenéste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C |90°C |90°C |EtOH | EtOH |EtOH | EtOH

[0,33] |[0,07] | [1,33]| [0,67] |[0,33] |[0,07] |[1,33] | [0,67]|[0,33] | [0,07]

TNFone [0,2*10-" mol/Platte]

Safranextrakt 962 | 983 | 915 1032 | 1054 | 1213 | 693 | 976 | 1173 | 1239

Narbenaste | g9g | 1073 | 889 | 1057 | 1167 | 1293 | 713 | 1007 | 1270 | 1074

970 | 979 | 1017 | 1090 | 1241 | 981 | 890 | 752 | 1003 | 1051
Mittelwert 977 |1012 | 940 | 1060 | 1154 | 1162 | 765 | 912 | 1149 | 1121
StAbw 189 | 532 | 67,7 | 201 | 94,2 |162,1] 108.4| 139,1| 135,2| 102,5
% Pos 81,7 | 84,6 | 786 | 88,6 | 965 | 97,2 | 64,0 | 762 | 96,0 | 938

StAbw% Pos 1,6 4,4 57 2,4 79 | 185 91 | 116 | 113 8,6
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67]
TNFone [0,2*10-" mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt | 1036 | 987 | 912 | 1115 | 1064 | 966 | 1091 | 1133 | 942 | 1015
Narbenaste | 1049 | 081 | 961 | 848 | 1034 | 851 | 1111 | 1093 | 944 | 966

978 | 1047 | 687 | 1000 | 1084 | 852 | 1004 | 996 | 1034 | 909
Mittelwert 1019 | 1005 | 853 | 988 | 1061 | 890 | 1069 | 1074 | 973 963
StAbw 36,8 | 36,5 |146,1 |133,9| 25,2 | 66,1 | 56,9 | 70,4 | 52,5 | 53,1
% Pos 87,7 | 865 | 73,5 | 850 | 91,3 | 76,6 | 92,0 | 92,5 | 83,8 | 82,9
StAbw% Pos 3,2 3,1 126 | 115 | 2,2 5,7 4.9 6,1 4,5 4,6
Mutagen Safranextrakt Narbenédste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C |90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[1,33] |[0,67] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] |[1,33] |[0,67] | [0,33] | [0,07]
TNFone [0,2*10-7 mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 932 | 1280 | 932 873 | 993 | 1022 | 726 | 774 | 988 733
Narbendste | 1435 | 1303 | 1001 | 1145 | 962 | 1014 | 1000 | 843 | 918 | 822

1013 | 1163 | 1033 | 697 | 991 | 906 | 868 | 912 | 941 798
Mittelwert 993 | 1249 | 989 905 | 982 | 981 | 865 | 843 | 849 784
StAbw 54,2 | 75,1 | 51,6 |225,7| 17,3 | 64,8 | 137,0| 69,0 | 35,7 | 46,0
% Pos 85,5 |107,5| 851 | 779 | 845 | 84,4 | 744 | 726 | 81,7 | 67,5
StAbw% Pos 4.4 6,5 4,4 194 | 15 56 | 11,8 | 5,9 3,1 4,0
Tabelle 30: Singelrevertantenzahl fiir TA102: TNFone NA
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]

RT | RT | RT | RT |40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C

[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67]
AFB1 [2,9*10" mol/Platte]+S9
Safranextrakt | 823 | 794 | 753 | 734 | 856 | 981 | 801 | 727 | 823 | 886
Narbenaste 801 | 796 | 767 | 683 | 987 | 1004 | 792 | 824 | 867 | 1069

768 | 600 | 826 | 714 | 894 | 937 | 785 | 695 | 912 | 1021
Mittelwert 797 | 730 | 782 | 710 | 912 | 974 | 793 | 749 | 867 | 992
StAbw 27,7 |112,6 | 38,7 | 25,7 | 67,4 | 34,0 | 8,0 | 67,2 | 445 | 94,9
% Pos 91,9 | 84,1 | 90,1 | 81,8 |105,1|112,2| 91,3 | 86,3 | 99,9 | 114,3
StAbw% Pos 32 | 130 | 45 | 30 | 78 | 39 | 09 | 7,7 | 51 | 10,9
Mutagen Safranextrakt Narbenadste Konzentration [mg/Platte]

70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH

[0,33] |[0,07] |[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07]
AFBL1 [2,9¥10" mol/Platte]+S9
Safranextrakt | 921 | 882 | 862 | 912 | 765 | 712 | 852 | 775 | 671 | 679
Narbenaste | 1075 | 756 | 896 | 934 | 722 | 692 | 874 | 747 | 659 | 724

907 | 810 | 888 | 862 | 823 | 741 | 820 | 843 | 677 | 652
Mittelwert 968 | 816 | 882 | 903 | 770 | 715 | 849 | 788 | 669 | 685
StAbw 93,2 | 632 | 17,8 | 36,9 | 50,7 | 24,6 | 27,2 | 494 | 9,2 | 36,4
% Pos 111,5 | 94,0 |101,6 [104,0| 88,7 | 82,4 | 97,8 | 90,8 | 77,1 | 78,9
StAbw% Pos | 10,7 | 73 | 20 | 43 | 58 | 28 | 31 | 57 | 1,1 | 42
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Mutagen Safranextrakt Narbenaste Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT RT | 40°C | 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C
[1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] | [1,33] | [0,67]
AFB1 [2,9*10" mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 793 | 708 | 581 | 705 | 804 | 798 | 614 | 495 | 662 721
Narbenaste | go1 | 777 | 646 | 722 | 958 | 814 | 638 | 624 | 651 | 674
826 | 723 | 712 | 664 | 883 | 815 | 511 | 639 | 640 671
Mittelwert 807 | 736 | 646 | 697 | 882 | 809 | 588 | 586 | 651 689
StAbw 17,2 | 36,3 | 655 | 298 | 770 | 95 | 67,5 | 79,2 | 11,0 | 28,0
% Pos 88,2 | 80,5 | 70,7 | 76,2 | 96,4 | 884 | 64,2 | 64,1 | 71,2 | 75,3
StAbw% Pos 19 4,0 7,2 3,3 8,4 1,0 7,4 8,7 1,2 3,1
Mutagen Safranextrakt Narbenéste Konzentration [mg/Platte]
70°C | 70°C | 90°C | 90°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH
[0,33] |[0,07] | [1,33] | [0,67] | [0,33] | [0,07] |[1,33] |[0,67] | [0,33] | [0,07]
AFB1 [2,9*10'7 mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 719 | 687 | 780 637 | 681 | 682 | 879 | 763 | 754 756
Narbenaste 710 | 713 | 783 | 763 | 678 | 541 | 862 | 842 | 742 | 714
733 | 680 | 687 780 | 569 | 750 | 833 | 860 | 682 779
Mittelwert 721 | 693 | 750 727 | 643 | 658 | 858 | 822 | 726 750
StAbw 11,6 | 17,4 | 546 | 78,1 | 63,8 | 106,6| 23,3 | 51,6 | 38,6 | 33,0
% Pos 788 | 758 | 820 | 794 | 70,3 | 71,9 | 93,8 | 89,8 | 79,4 | 82,0
StAbw% Pos 1.3 19 6,0 8,5 7,0 11,7 | 2,5 5,6 4,2 3,6
Tabelle 31: Singelrevertantenzahl fiir TA102: AFB1+S9, NA
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12.2.2 Werte der Positivkontrolle fir TA102 Safranextrakt Narbenaste

TNFone |TNFone Wie-| AFB1+S9 AFB1+S9
derholung Wiederholung
Positiv | 1113 1245 891 926
Positiv Il 1235 1130 868 931
Positiv 111 1240 1110 845 887
Mittelwert 1196 1162 868 915
StAbw. 71,9 72,9 23,0 24,1
% Pos 100 100 100 100
StAbw.% Pos 6,0 6,3 2,6 2,6

Tabelle 32: Werte der Positivkontrolle fir TNFone und AFB1+S9 in TA102, NA

12.2.3 Werte der Negativkontrolle TA102 Safranextrakt Narben&ste

TNFone |TNFone Wie-| AFB1+S9 AFB1+S9
derholung Wiederholung
Negativ | 314 303 421 438
Negativ Il 304 264 413 424
Negativ Il 242 306 462 383
Negativ IV 345 302 386 387
Negativ V 350 301 407 338
Negativ VI 372 288 343 282
Mittelwert 321 294 405 375
StAbw. 46,0 16,0 39,4 57,6
% Pos 26,9 25,3 46,7 41,0
StAbw.% Pos 3,8 14 4,5 6,3

Tabelle 33: Werte der Negativkontrolle H,O fiir TNFone und AFB1+S9 in TA98, NA

103



Anhang

TNFone |TNFone Wie-| AFB1+S9 AFB1+S9
derholung Wiederholung
Negativ | 356 345 444 352
Negativ Il 292 352 391 403
Negativ Il 313 374 329 421
Negativ IV 330 324 384 465
Negativ V 383 312 344 370
Negativ VI 368 356 367 396
Mittelwert 340 344 377 401
StAbw. 34,7 22,5 40,6 39,7
% Pos 28,5 29,6 43,4 43,9
StAbw.% Pos 2,9 1,9 4.4 4,3

Tabelle 34: Werte der Negativkontrolle H,O:EtOH fiir TNFone und AFB1+S9 in TA98, NA

12.2.4 Revertantenzahl fir TA102 Safranextrakt Tepalen

Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C| 70°C | 70°C
(5] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.25]
TNFone [0,2*10" mol/Platte]
Safranextrakt 1576 | 1650 | 1288 | 1344 | 1057 | 1308 | 1583 | 1376 | 1260
Tepalen 1621 | 1453 | 1397 | 1512 | 1236 | 1522 | 1444 | 1331 | 1431
1500 | 1531 | 1340 | 1353 | 1088 | 1284 | 1368 - -
Mittelwert 1566 | 1545 | 1342 | 1403 | 1127 | 1371 | 1465 | 1354 | 1346
StAbw 61,2 99,2 54,5 94,5 95,7 | 131,0 | 109,0 | 31,8 | 120,9
% Pos 119,9 | 118,3 | 102,8 | 107,5 | 86,3 | 105,1 | 112,2 | 103,7 | 103,1
StAbw% Pos 4,7 7,6 4,2 7,2 7,3 10,0 8,4 24 9,3
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
51 | [25] | [1.25]| [8] | [25] | [1,25]| [5] | [25] | [1,25]
TNFone [0,2*10" mol/Platte]
Safranextrakt 776 1405 | 1313 | 1525 | 1231 941 1202 | 1190 | 1284
Tepalen 783 | 1796 | 1226 | 1430 | 1305 | 997 | 1212 | 1164 | 1172
1162 - 1110 | 1565 | 1336 952 1066 | 1318 | 1212
Mittelwert 907 1601 | 1216 | 1507 | 1291 963 1160 | 1224 | 1223
StAbw 220,9 | 276,5 | 101,8 | 69,3 53,9 29,7 81,6 82,4 56,8
% Pos 69,5 | 122,6 | 93,2 | 1154 | 98,9 73,8 88,9 93,8 93,7
StAbw% Pos 16,9 21,2 7,8 5,3 4,1 2,3 6,2 6,3 4,3
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 70°C
5] | [25] | [1.25]| [8] | [25] | [1,25] | [5] | [25] | [1,25]
TNFone [0,2*10'7 mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 1920 | 1814 | 1114 | 1728 | 1853 | 1648 | 1458 | 1454 | 1469
Tepalen 1828 | 1854 | 1205 | 1500 | 1836 | 1568 | 1346 | 1452 | 1438
1905 | 1816 | 1226 | 1632 | 1796 | 1703 | 1582 | 1806 | 1495
Mittelwert 1884 | 1828 | 1182 | 1620 | 1828 | 1640 | 1462 | 1571 | 1467
StAbw 49,4 22,5 59,5 | 1145 | 29,3 67,9 | 118,1 | 203,8 | 28,5
% Pos 165,6 | 160,7 | 103,9 | 142,4 | 160,7 | 144,1 | 128,5 | 138,1 | 129,0
StAbw% Pos 4,3 2,0 5,2 10,1 2,6 6,0 10,4 17,9 2,5
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C | ED ED ED EL EL EL
51 | [25] | [1,25]| [5] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1,25]
TNFone [0,2*10"" mol/Platte] Testwiederholung
Safranextrakt 1201 | 993 | 1065 | 1745 | 1503 | 1430 | 1600 | 1380 | 1148
Tepalen 1156 | 1030 | 1123 | 1683 | 1346 | 1394 | 1652 | 1344 | 1310
1410 | 1000 | 970 | 1682 | 1313 | 1325 | 1486 | 1154 | 1468
Mittelwert 1256 | 1008 | 1053 | 1703 | 1387 | 1384 | 1579 | 1293 | 1309
StAbw 1355 | 19,7 | 77,2 | 36,1 | 101,5 | 51,7 | 84,9 | 121,4 | 160,0
% Pos 110,4 | 88,6 | 92,8 | 149,7 | 121,9 | 121,7 | 138,8 | 113,6 | 115,0
StAbw% Pos 11,9 | 1,7 6,8 3,2 8,9 4,5 75 | 10,7 | 141
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT | 40°C | 40°C| 40°C | 70°C| 70°C | 70°C
51 | [25] | [1,25]| [5] | [25] | [1,25]| [5] | [25] | [1,25]
AFBL1 [2,9¥10" mol/Platte]+S9
Safranextrakt 763 | 673 | 782 | 578 | 706 | 684 | 660 | 769 | 579
Tepalen 771 | 701 | 633 | 778 | 675 | 699 | 501 | 731 | 697
672 | 768 | 655 | 677 | 793 | 692 | 552 | 690 | 552
Mittelwert 735 | 714 | 690 | 678 | 725 | 692 | 601 | 730 | 609
StAbw 55,0 | 48,8 | 80,4 | 100,0 | 61,2 | 7,5 | 547 | 395 | 77,1
% Pos 820 | 79,7 | 770 | 756 | 80,8 | 77,2 | 67,0 | 81,4 | 68,0
StAbw% Pos 6,1 54 90 | 11,2 | 68 0,8 6,1 4.4 8,6

Tabelle 35: Singelrevertantenzahl fir TA102: TNFone Tepalen
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Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
[51 | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.25]| [8] | [25] | [1,29]
AFB1 [2,9*10" mol/Platte]+S9
Safranextrakt 770 814 640 613 460 883 702 521 549
Tepalen 658 | 767 | 633 | 682 | 522 | 799 | 657 | 647 | 506
687 533 671 588 572 842 684 473 512
Mittelwert 705 705 648 628 518 841 681 547 522
StAbw 58,1 | 150,5 | 20,2 48,7 56,1 42,0 22,6 89,9 23,3
% Pos 78,6 78,6 72,3 73,2 60,4 98,2 79,5 63,8 60,9
StAbw% Pos 6,5 16,8 2,3 5,7 6,5 4.9 2,6 10,5 2,7
Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
RT RT RT 40°C | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 70°C
51 | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1.25]| [5] | [25] | [1,25]
AFB1 [2,9*10'7 mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 727 804 613 841 478 642 851 593 872
Tepalen 604 | 755 | 627 | 768 | 524 | 614 | 774 | 617 | 835
773 615 686 788 545 - 733 631 863
Mittelwert 701 725 642 799 513 628 786 614 85,7
StAbw 87,4 98,1 38,7 37,7 34,3 19,8 59,9 19,2 19,3
% Pos 71,8 74,2 25,7 81,8 52,8 64,3 80,5 62,8 87,7
StAbw% Pos 8,9 10,0 4,0 3,9 3,8 2,0 6,1 2,0 2,0

107



Anhang

Mutagen Safranextrakt Tepalen Konzentration [mg/Platte]
90°C | 90°C | 90°C ED ED ED EL EL EL
(5] | [25] | [1.25]| (8] | [25] | [1.25] | [5] | [25] | [1.25]
AFB1 [2,9*10" mol/Platte]+S9 Testwiederholung
Safranextrakt 682 587 806 692 643 577 556 643 698
Tepalen 686 | 502 | 666 | 767 | 714 | 588 | 537 | 633 | 705
694 - 749 731 736 650 533 587 716
Mittelwert 687 545 740 730 696 605 542 621 706
StAbw 6,1 60,1 70,4 37,5 47,1 39,4 12,3 29,9 9,1
% Pos 70,4 55,8 75,8 74,7 71,3 61,9 55,5 63,6 72,3
StAbw% Pos 0,6 6,2 7,2 3,8 4,8 4,0 1.3 3,1 0,9

Tabelle 36: Singelrevertantenzahl fir TA102: AFB1 Tepalen

12.2.5 Werte der Positivkontrolle fir TA102 Safranextrakt Tepalen

TNFone | TNFone Wie-| AFB1+S9 AFB1+S9
derholung Wiederholung
Positiv | 1305 1188 844 1019
Positiv 11 1291 1135 855 1028
Positiv 111 1320 1090 872 883
Mittelwert 1305 1138 864 977
StAbw. 14,5 49,1 17,4 81,2
% Pos 100 100 100 100
StAbw.% Pos 1,1 4,3 2,0 8,3

Tabelle 37: Werte der Positivkontrolle fir TNFone und AFB1+S9 in TA102, Tepalen

108



Anhang

12.2.6 Werte der Negativkontrolle TA102 Safranextrakt Tepalen

TNFone |TNFone Wie-| AFB1+S9 AFB1+S9
derholung Wiederholung
Negativ | 376 322 352 453
Negativ Il 396 435 419 444
Negativ Il 314 332 402 421
Negativ IV 344 332 406 448
Negativ V 331 391 437 422
Negativ VI 393 301 457 341
Mittelwert 359 352 412 422
StAbw. 34,2 50,4 35,9 41,7
% Pos 27,5 31,0 47,4 43,2
StAbw.% Pos 2,6 4.4 4,2 4,3

Tabelle 38: Werte der Negativkontrolle H,O fir TNFone und AFB1+S9 in TA102, Tepalen

TNFone | TNFone Wie-| AFB1+S9 AFB1+S9
derholung Wiederholung
Negativ | 302 412 342 430
Negativ Il 243 283 505 451
Negativ Il 303 322 434 442
Negativ IV 323 343 432 416
Negativ V 341 342 410 476
Negativ VI 421 476 360 462
Mittelwert 322 363 414 446
StAbw. 58,6 69,4 58,5 21,7
% Pos 24,7 31,9 48,3 457
StAbw.% Pos 4,5 6,1 6,8 2,2

Tabelle 39: Werte der Negativkontrolle H,O:EtOH fiir TNFone und AFB1+S9 in TA102, Tepalen
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12.3 Mutagenitatstests TA98 und TA102

12.3.1 Mutagenitatstests TA98 Safranextrakt Narbenaste

Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
TNFone RT RT 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH
[1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07]
Safranextrakt 26 11 23 24 22 28 44 22 25 34
Narbenéste 24 13 35 21 24 32 38 29 29 26
21 34 24 24 21 27 31 24 33 30
Mittelwert 24 19 27 23 22 29 38 25 29 30
StAbw 2,5 12,7 6,7 1,7 1,5 2,6 6,5 3,6 4,0 4,0
% Neg 953 | 77,9 | 110,12 | 92,6 | 89,9 | 116,8 | 151,7 | 98,0 | 113,7 | 117,6
StAbw% Neg | 10,1 | 51,3 | 26,8 7,0 6,2 10,7 | 26,2 | 14,1 15,7 | 15,7
Tabelle 40: Singelrevertantenzahl fiir TA98, NA, TNFone
Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
AFB1+S9 RT RT | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH
PHiP+S9 [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07]
Safranextrakt | 31 42 22 26 33 44 34 69 53 47
Narbenéaste 39 45 31 32 62 61 32 57 59 49
42 38 21 32 23 59 44 46 47 43
Mittelwert 37 42 25 30 39 55 37 57 53 46
StAbw 5,7 3,5 5,5 3,5 20,3 9,3 6,4 11,5 6,0 31
% Neg 91,4 | 102,0 | 60,4 | 73,5 | 96,3 | 133,9 | 89,8 | 140,4 | 119,5 | 104,5
StAbw% Neg | 13,9 8,6 13,5 8,5 49,6 | 22,8 | 15,7 | 28,2 | 13,5 6,9

Tabelle 41: Singelrevertantenzahl fiir TA98, NA, AFB1+S9, PHiP+S9
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12.3.2 Positivkontrolle fur TA98 Safranextrakt Narbenéaste

TNFone PHiP+S9 AFB1+S9
Positiv | 295 236 124
Positiv Il 322 245 153
Positiv IlI 380 254 107
Mittelwert 332 246 128
StAbw. 43,4 10,5 23,3

Tabelle 42: Positivkontrolle Mutagenitatstest TA98 induziert mit TNFone, PHiP+S9, AFB1+S9,

NA

12.3.3 Negativkontrolle fir TA98 Narbené&ste

Negativ H,O Negativ EtOH:H,0
TNFone PHiP+S9 | AFB1+S9 | TNFone PHiP+S9 | AFB1+S9

Negativ | 32 47 47 30 52 52
Negativ Il 27 35 35 34 48 48
Negativ Il 32 40 40 17 43 43
Negativ IV 12 35 35 32 37 37
Negativ V 22 41 41 18 45 45
Negativ VI 24 47 47 25 41 41
Mittelwert 25 41 41 26 44 44
StAbw 7,5 5,4 54 8,0 53 53
% Neg 100 100 100 100 100 100
StAbw% 30,2 13,2 13,2 31,2 11,9 11,9
Neg

Tabelle 43: Negativkontrolle TA98: H,O und H,O:EtOH gegentiber TNFone, PHiP+S9, AFB1+S9
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12.3.4 Mutagenitatstests TA102 Safranextrakt Narbenéaste

Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
TNFone RT RT | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH
[1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07]
Safranextrakt | 235 411 334 271 331 327 223 331 312 150
Narbenéste 244 372 312 250 341 298 228 273 266 141
227 - 302 330 357 259 281 341 237 188
Mittelwert 235 392 316 284 343 305 244 315 272 160
StAbw 8,5 276 | 164 | 415 | 13,1 | 493 | 32,1 | 36,7 | 37,8 | 249
% Neg 111,4 | 185,3 | 149,5 | 134,2 | 162,3 | 144,2 | 115,5 | 149,1 | 123,1 | 72,4
StAbw% Neg | 4,0 13,0 7,7 19,6 6,2 23,3 | 15,2 | 174 | 17,1 | 11,3
Tabelle 44: Singelrevertantenzahl fiir TA102, NA, TNFone
Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
AFB1+S9 RT RT | 40°C | 40°C | 70°C | 70°C | 90°C | 90°C | EtOH | EtOH
[1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07] | [1,33] | [0,07]
Safranextrakt | 339 285 | 362 | 279 | 311 | 326 | 376 | 462 | 372 369
Narbenéste 359 240 476 216 195 361 480 442 321 361
321 257 257 258 240 315 383 514 232 384
Mittelwert 340 261 365 251 249 334 413 473 308 371
StAbw 19,0 | 22,7 | 1095 32,1 | 585 | 240 | 58,1 | 37,2 | 70,9 | 11,7
% Neg 1254 | 96,2 | 134,8 | 92,7 | 91,8 | 123,3 | 152,5 | 174,5 | 103,2 | 124,3
StAbw% Neg 7,0 8,4 40,4 | 11,8 | 21,6 8,9 215 | 13,7 | 23,7 3,9

Tabelle 45: Singelrevertantenzahl fiir TA102, NA, AFB1+S9
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12.3.5 Positivkontrolle fiir TA102 Safranextrakt Narbenaste

TNFone AFB1+S9
Positiv | 667 605
Positiv Il 605 693
Positiv 111 583 665
Mittelwert 618 654
StAbw. 43,6 45

Tabelle 46: Positivkontrolle Mutagenitatstest TA98 induziert mit TNFone und AFB1+S9, NA

12.3.6 Negativkontrolle fir TA102 Safranextrakt Narbenaste

Negativ H,O Negativ EtOH:H,0
TNFone AFB1+S9 TNFone AFB1+S9

Negativ | 212 311 234 381
Negativ Il 223 282 253 371
Negativ Il 207 303 196 258
Negativ IV 192 252 242 203
Negativ V 235 229 191 266
Negativ VI 199 248 208 314
Mittelwert 211 271 221 299
StAbw 15,8 32,9 25,8 69,5
% Neg 100 100 100 100
StAbw% Neg 7,5 12,1 11,7 23,2

Tabelle 47: Negativkontrolle TA102: H,O und H,O:EtOH gegeniiber TNFone und AFB1+S9, NA

12.3.7 Mutagenitatstests TA98 Safranextrakt Tepalen
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Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
TNFone RT RT 40°C 40°C 70°C 70°C
[5] [1,25] (5] [1,25] [5] [1,25]
Safranextrakt 32 23 25 35 23 29
Tepalen 22 28 44 31 24 27
28 29 30 24 15 32
Mittelwert 27 27 33 30 21 29
StAbw 5,0 3,2 9,8 5,6 4,9 2,5
% Neg 110,1 107,4 132,9 120,8 83,2 118,1
StAbw% Neg 20,3 12,9 39,7 22,4 19,9 10,1

Tabelle 48: Singelrevertantenzahl fir TA98 Tepalen, TNFone

Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
TNFone 90°C 90°C ED ED EL EL
5] [1,25] 5] (1,25] [5] (1,25]
Safranextrakt 21 36 26 31 24 12
Tepalen 15 25 29 28 21 19
23 23 34 25 31 8
Mittelwert 20 28 30 28 25 13
StAbw 4,2 7,0 4,0 3,0 51 5,6
% Neg 79,2 109,8 116,3 109,8 99,3 51,0
StAbw% Neg 16,8 275 15,8 11,8 20,1 21,8
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Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
AFB1+S9 RT RT 40°C 40°C 70°C 70°C
PHiP+S9 [5] [1,25] [5] [1,25] [5] [1,25]
Safranextrakt 43 37 54 32 51 41
Tepalen 54 38 47 35 43 43
53 36 42 56 38 39
Mittelwert 50 37 48 41 44 41
StAbw 6,1 1,0 6,0 13,1 6,6 2,0
% Neg 122,4 90,6 116,7 100,4 107,8 100,4
StAbw% Neg 14,9 24 14,8 32,0 16,1 4,9
Tabelle 49: Singelrevertantenzahl fir TA98 Tepalen, AFB1+S9, PHiP+S9
Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
AFB1+S9 90°C 90°C ED ED EL EL
PHiP+S9 (5] [1,25] [5] [1,25] [5] [1,25]
Safranextrakt 50 31 53 57 45 51
Tepalen 39 42 62 52 47 59
47 49 46 49 31 52
Mittelwert 45 41 54 53 41 54
StAbw 5,7 9,1 8,0 4,0 8,7 4.4
% Neg 111,0 91,7 121,1 118,8 92,5 121,8
StAbw% Neg 13,9 20,5 18,1 9,1 19,7 9,8
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12.3.8 Positivkontrolle fir TA98 Safranextrakt Tepalen

TNFone PhiP+S9 AFB1+S9
Positiv | 295 236 124
Positiv Il 322 245 153
Positiv 111 380 257 107
Mittelwert 332 246 128
StAbw. 43,4 10,5 23,3

Tabelle 50: Positivkontrolle Mutagenitatstest TA98 induziert mit TNFone, PHiP+S9 und

AFB1+S9, Tepalen

12.3.9 Negativkontrolle fir TA98 Safranextrakt Tepalen

Negativ H,O Negativ EtOH:H,O
TNFone PhiP+S9 | AFB1+S9 | TNFone PhiP+S9 | AFB1+S9
Negativ | 32 47 47 30 52 52
Negativ Il 27 35 35 34 48 48
Negativ Il 32 40 40 17 43 43
Negativ IV 12 35 35 32 37 37
Negativ V 22 41 41 15 45 45
Negativ VI 24 47 47 25 41 41
Mittelwert 25 41 41 26 44 44
StAbw 7,5 5,4 54 8,0 53 5,3
% Neg 100 100 100 100 100 100
StAbw% Neg 30,2 13,2 13,2 31,2 11,9 11,9

Tabelle 51: Negativkontrolle TA98: H,O und H,O:EtOH gegentiber TNFone, PHiP und

AFB1+S9, NA
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12.3.10 Mutagenitatstests TA102 Safranextrakt Tepalen

Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
TNFone RT RT 40°C 40°C 70°C 70°C
(5] [1,25] [5] [1,25] (5] [1,25]
Safranextrakt 293 278 203 219 225 266
Tepalen 381 244 311 259 263 269
291 226 269 329 251 -
Mittelwert 322 249 261 269 246 268
StAbw 51,4 26,4 54,4 55,7 19,4 2,1
% Neg 152,2 118,0 123,5 127,3 116,6 126,6
StAbw% Neg 24,3 12,5 25,8 26,3 9,2 1,0

Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
TNFone 90°C 90°C ED ED EL EL
5] (1,25] [5] [1,25] (5] [1,25]
Safranextrakt 234 245 350 280 191 200
Tepalen 271 251 255 216 215 175
202 216 203 211 181 202
Mittelwert 236 237 269 236 196 192
StAbw 34,5 18,7 74,5 38,5 17,5 15,0
% Neg 111,5 107,6 122,1 106,8 88,7 87,2
StAbw% Neg 16,3 8,5 33,8 17,4 7,9 6,8

Tabelle 52: Singelrevertantenzahl fur TA102 Tepalen, TNFone
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Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
AFB1+S9 RT RT 40°C 40°C 70°C 70°C
[5] [1,25] [5] [1,25] 5] [1,25]
Safranextrakt 248 316 331 351 338 376
Tepalen 393 334 320 424 286 262
280 341 326 502 386 304
Mittelwert 307 330 326 426 337 314
StAbw 76,2 12,9 5,5 75,5 50,0 57,7
% Neg 113,4 122,0 120,2 157,2 124,3 115,9
StAbw% Neg 28,1 4.8 2,0 27,9 18,5 21,3
Mutagen Safranextrakt Konzentration [mg/Platte]
AFB1+S9 90°C 90°C ED ED EL EL
[5] [1,25] [5] [1,25] [3] [1,29]
Safranextrakt 466 356 509 367 230 324
Tepalen 474 325 523 465 162 218
445 281 481 468 230 185
Mittelwert 462 321 504 433 207 242
StAbw 15,0 37,7 21,4 57,5 39,3 72,6
% Neg 170,5 107,3 168,8 145,0 69,4 81,1
StAbw% Neg 55 12,6 7,2 19,2 13,1 24,3

Tabelle 53: Singelrevertantenzahl fir TA102, Tepalen, AFB1+S9
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12.3.11 Positivkontrolle fir TA102 Safranextrakt Tepalen

TNFone AFB1+S9
Positiv | 667 605
Positiv Il 605 693
Positiv 111 583 665
Mittelwert 618 654
StAbw. 43,6 45,0

Tabelle 54: Positivkontrolle Mutagenitatstest TA102 induziert mit TNFone und AFB1+S9, Te-

palen

12.3.12 Negativkontrolle fir TA102 Safranextrakt Tepalen

Negativ H,O Negativ EtOH:H,0
TNFone AFB1+S9 TNFone AFB1+S9

Negativ | 212 311 234 381
Negativ Il 223 282 253 371
Negativ Il 207 303 196 258
Negativ IV 192 252 242 203
Negativ V 235 229 191 266
Negativ VI 199 248 208 314
Mittelwert 211 271 221 299
StAbw 15,8 32,9 25,8 69,5
% Neg 100 100 100 100
StAbw% Neg 75 12,1 11,7 23,2

Tabelle 55: Negativkontrolle TA102: H,O und H,O:EtOH gegentiber TNFone und AFB1+S9,

Tepalen
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Krasnapolsky, Amsterdam

1 Monat Jungkoch-Gardemanger im Steiermark-Restaurant a
la Lafer auf der EXPO 2000, Hannover

Bundesheer, 6 Monate im Bereich Kiiche und Service im Offi-

ziers-Casino Gratkorn
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Curriculum Vitae

1999:

1998:

1993-1998:

HOCHSCHULBILDUNG

4 Monate Praktikum Bereich Kiche in ,Johann Lafers Strom-

burg®, Stromberg

6 Monate Bereich Service im ,Runnymede Hotel & Spa“, Lon-

don

Diverse Praktika im Bereich Tourismus (u.a. Hotel Weitzer

Graz, Hotel Wolf Saalbach-Hinterglemm)

Ab SS 2010:

Seit 2009:

2001-2012:

SCHULBILDUNG

Diplomarbeit mit dem Thema ,Safranextrakte im Ames-Test
Untersuchung anti-/oxidativer und anti-/mutagener Effekte”

Tutor an der Universitat Wien fir folgende Lehrveranstaltun-

gen:
UE Vorratshaltung/Vorratsschutz

UE Nahrungszubereitung

UE Fachdidaktik der Lebensmittelverarbeitung

Diplomstudium Ernahrungswissenschaften mit Schwerpunkt

Lebensmitteltechnologie

1993-1998

1992-1988

1984-1988

Funfjahrige Hohere Lehranstalt fir Tourismus, Bad Gleichen-

berg
Ubungshauptschule Hasnerplatz, Graz

Volksschule St. Peter, Graz
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