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Auf Grund viel versprechender medizinischer Anwendungsméglichkeiten ist in den letzten Jabren das Interesse an
Lektinen stark gestiegen. Die bisher hauptséichlich im Bereich der Grundlagenforschung entwickelten Nachweisver-
fahren sind sebr arbeits- und kostenintensiv, sodass die Etablierung einer Methode fiir die anwendungsorientierte
Obstforschung erforderlich war. Mit Hilfe des von uns entwickelten Verfahrens wurden in einer ersten Serie Beeren
von sechs Holundersorten untersucht. Die Saftproben wiesen deutliche Unterschiede in den Proteingebalten auf, der
hochste Gehalt wurde bei der Sorte Donan’ und der niedrigste bei der Sorte ’Prigarten’ gemessen. Anhand der
durch Agglutination von Erythrozyten entstehenden Triibung konnten die Lektine semiquantitativ nachgewiesen
werden. Auch wenn die stérenden Phenole eine exakte Quantifizierung nicht ermoglichten, so war doch ersichtlich,
dass der Lektingehalt mit dem Gesamtproteingehalt positiv korreliert. Nach sdulenchromatographischer Auftren-
nung auf einem Anionenaustauscher verursachte bei den Sorten ’Jucy’ und ’Allesoe’ bereits die Fraktion 4 und bei
den anderen Sorten die Fraktion 5 eine lektinpositive Agglutination von Erythrozyten. Dieser Befund wurde durch
das Auffinden lektintypischer Banden im Bereich von 30 kDalton mittels SDS-PAGE in diesen beiden Fraktionen
bestitigt. Weiters war feststellbar, dass die Sorten *Donan’ und *Haschberg’ deutlich intensivere Lektin-Banden anf-
wiesen als die Sorten ’Jucy’, *Tulbing’ und ’Allesoe’. Lediglich bei der Sorte Prigarten’, welche bereits auf Grund
der niedrigen Proteingehalte auffillig war, konnten keine Lektine detektiert werden. Bei den nachgewiesenen Lek-
tinen kann es sich sowohl um SNA III als auch um SNA IV handeln.

Schlagworter: Schwarzer Holunder (Sambucus nigra), Sorten, Lektine, Erythrozyten-Agglutination, SDS-PAGE,
Anionenaustausch-Chromatographie

Establishment of a procedure for the detection of lectins in the berries of Black Elder (Sambucus nigra): Part 1:
Correlation between cultivar and lectin content. Over the last years promising medicinal options have aroused in-
creasing interest in lectins. Detection procedures, which have been developed in pure research up to now, are labour-
and cost-intensive as well, thus demanding establishment of a procedure for the practical-oriented research in fruits.
By means of a procedure designed by us, berries of six elder cultivars were investigated in a first series. The juice
samples varied significantly in their protein contents, the highest protein content was found with the cultivar *Do-
naw’, the lowest with *Prigarten’. By means of cloudiness caused by agglutination of erythrozytes lectins could be
determined in a semi-quantitative way, i.e. exact quantification was impossible due to interfering phenols, but it be-
came obvious, that the lectin contents correlate positively with the total protein contents. After a column chromato-
graphic separation by means of an anion exchanger fraction 4 caused lectin-positive agglutination of erythrozytes
with the cultivars [ucy’ and *Allesoe’ (fraction 5 for the other cultivars). In both fractions these findings could be
confirmed by detection of lectin-typical banding patterns atr 30 kDalton by means of SDS-PAGE. Additionally it
was found, that the cultivars ’Donau’ und *Haschberg’ show distinctively more intensive banding patterns than
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Tucy’, *Tulbing’ and ’Allesoe’. Only with *Prigarten’, already noticeable because of its low protein contents, no lec-
tins could be detected. The detected lectins could belong both to SNA I1I and SNA IV.

Key words: Black Elder (Sambucus nigra), cultivars, lectins, agglutination of erythrozytes, SDS-PAGE, anion ex-
change chromatography

Etablissement d’une méthode de détermination des lectines dans les baies du sureau (Sambucus nigra) : partie 1 :
relation entre variété et teneur en lectine. L’intérét porté aux lectines a fortement augmenté ces derniéres années en
raison des possibilités prometteuses de leur utilisation dans la médecine. Les méthodes de détection, développées jus-
qu’a présent surtout dans le cadre de la recherche fondamentale, requierent un travail intensif et sont trés onéreuses,
de telle sorte qu’il a été nécessaire d’établir une méthode pour la recherche fruiticole orientée vers la pratique. Dans
le cadre d’une premiere série, des baies de six variétés de surean ont été examinées a ’aide de la méthode développée
par nous. Les échantillons de jus présentaient de grandes différences quant aux teneurs en protéines, la teneur la plus
élevée étant constatée chez la variété «Donau» et la tenenr la plus basse chez la variété « Prigarten». Une détection
semiquantitative des lectines a pu étre effectuée sur la base du trouble résultant de I’ agglutination d’érythrocytes.
Méme si les phénols génants n’ ont pas permis une quantification exacte, il a néanmoins été évident qu’il existe une
corrélation positive entre la teneur en lectines et la tenenr en protéines totales. Apres la séparation effectuée par chro-
matographie sur colonne a I’aide d’un échangenr d’anions, I’ agglutination d’érythrocytes influencée par la lectine a
été provoquée, pour les variétés «Jucy» et «Allesoe», déja par la fraction 4, et pour les autres variétés par la fraction 5.
Ce résultat a été confirmé par le fait que des bandes typiques pour la lectine ont été trouvées dans la plage de 30
kDalton par voie de SDS-PAGE dans ces deux fractions. En outre, on a pu constater que les variétés « Donan» et
«Haschberg» présentaient des bandes de lectine beancoup plus intenses que les variétés «Jucy», « Tulbing» et «Alle-
soe». La variété «Prigarten», qui sést déja fait remarquer par sa faible teneur en protéines, est la seule os des lectines
n’ont pas pu étre détectées. Quant aux lectines détectées, il peut s’ agir aussi bien de SNA I1I que de SNA IV.

Mots clés : sureau (Sambucus nigra), variétés, lectines, agglutination d’érythrocytes, SDS-PAGE, chromatographie

échangeuse d’anions

Sambucus nigra (Schwarzer Holunder) gehort zur Fa-
milie der Caprifoliaceae (Geifiblattgewichse). Diese Fa-
milie umfasst 13 Gattungen mit iiber 400 Arten, die vor
allem in den gemifligten Zonen der Nordhalbkugel ver-
breitet sind. Die Gattung Sambucus zihlt 25 Arten, wo-
von die meisten ebenfalls auf der Nordhalbkugel, und
hier vor allem in den gemifligten und subtropischen
Regionen beheimatet sind. Die drei Hauptvertreter
sind Sambucus nigra (Schwarzer Holunder), Sambucus
racemosa (Traubenholunder) und Sambucus ebulus
(Zwergholunder) (HEGI, 1966).

Mit dem Holunder sind zahlreiche Mythen und Ge-
schichten verbunden. Die Verehrung von Pflanzen ist
kulturell gesehen eine sehr frithe Form von Religion.
Die Krifte der Pflanzen, die der Mensch zunichst bei
den Tieren beobachtete, wurden durch die unerklirli-
chen Wirkungen zu mystischen Eigenschaften erhoht.
Dass man in einem Strauch, von dem so wundersame
und rasche Hilfe bei Krankheiten kam, Gotter und Gei-
ster vermutete, liegt daher nahe. Durch die Beobach-
tungen, dass ein Holunderstrauch nie vom Blitz getrof-
fen wurde und auch keine Fraflschiden durch Tiere auf-
wies (Sambunigrin), wurde diese Annahme noch be-
stirkt (SToLL und GEMMINGER, 1986; PFANNHAUSER und

PETERS, 1998). Sowohl Rinde, Blatter, Bliiten und Bee-
ren als auch die Wurzeln des Holunders werden in der
Pflanzenheilkunde fiir die Heilung der verschiedensten
Krankheiten verwendet. Die jiingsten wissenschaftli-
chen Forschungen iber die medizinischen Wirksub-
stanzen des Holunders haben bestitigt, was in der
Volksmedizin aus praktischen Erfahrungen schon lange
Zeit bekannt war (HEMGESBERG, 1998; EICHINGER, 1999).
Holunderbeeren bestehen zu iiber 80 % aus Wasser.
Der Rest entfillt auf Kohlenhydrate (7,4 %), Ballast-
stoffe (4 %), Eiweilistoffe (4 %), organische Siuren
(0,91 %), Mineralstoffe (0,7 %) und Fette (0,5 %). Der
Energiegehalt von 100 g Holunderbeeren betrigt 199
kJ. 25 % der enthaltenen Ballaststoffe entfallen auf was-
serlosliche, der Rest auf wasserunlosliche Ballaststoffe.
Die Kohlenhydrate setzen sich zum Grofiteil (7,1 g)
aus Monosacchariden (Fructose und Glucose zu glei-
chen Teilen) und aus Disacchariden (Saccharose) zu-
sammen. An Mineralstoffen sind hauptsichlich Kalium,
Phosphor, Calcium und Magnesium enthalten. Die Ho-
lunderbeeren enthalten eine Vielzahl an Vitaminen, bei-
spielsweise ca. 18 mg Vitamin C, ca. 1,6 mg Niacin, ca.
1 mg Vitamin E und ca. 0,250 mg Vitamin Bé6. (AL-
BRECHT, 1993; ELMADFA et al., 1987; BgVV, 1994).
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Das Aroma des Holundersaftes setzt sich aus 34 Ver-
bindungen zusammen, darunter 7 Kohlenwasserstoffe
und 27 sauerstoffhaltige Komponenten. Hauptbestand-
teil ist Phenylacetaldehyd, das in fast allen dtherischen
tlen enthalten ist (ScHmIDT, 1987). Die intensive Farbe
der Holunderbeeren und des Saftes beruht hauptsich-
lich auf dem Anthocyanfarbstoff Cyanidin-3-glucosid.
Es wurden auch noch weitere Cyanidine gefunden,
und zwar Cyanidin-3-Sambubiosid und Cyanidin-3-
Sambubiosid-5-glukosid (HonG and WRrorsTtap, 1990;
EDER, 1996).

In den Holunderbeeren ist ein cyanogenes Glukosid
enthalten, welches Sambunigrin genannt wird. Sambu-
nigrin ist vor allem in rohen oder unreifen Beeren ent-
halten. Durch enzymatische Spaltung in der Pflanze
oder im Magen kann Blausdure freigesetzt werden.
Durch Hitzeeinwirkung, z.B. im Zuge des Pasteurisie-
rens, kann das Sambunigrin unschidlich gemacht wer-
den. (ScumT 1987; POGORZELSKL, 1982). Die in 100 g
Holunderbeeren enthaltenen Proteine bestehen etwa
zur Hilfte aus essenziellen Aminosduren (1,4 g) und
aus nicht essenziellen Aminosiuren (1,1 g).

Proteine mit zwei oder mehr Bindungsstellen fiir Koh-
lenhydrate, die fir die Agglutination (Verklumpung)
von Erythrozyten und anderen Zellen verantwortlich
sind, werden, wenn sie pflanzlichen Ursprungs sind,
Lektine genannt (STRYER, 1996). Trotz gewisser Unsi-
cherheiten beziiglich ihrer chemischen Charakterisie-
rung werden Lektine zunehmend in der medizinischen
Grundlagenforschung eingesetzt. Lektine eignen sich,
um bestimmte Zelltypen oder Zellfragmente zu charak-
terisieren, Zellen in verschiedenen Entwicklungsstadien
zu erkennen, normale von Tumorzellen zu unterschei-
den, die verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu mar-
kieren und verschiedene Zelltypen oder Glykoproteine
affinititschromatographisch voneinander zu trennen
(SHARON and Lis, 1989). Uber die genaue biologische
Bedeutung der Lektine in der Pflanze selbst ist wenig
bekannt. Auf Grund zahlreicher Untersuchungen
konnten dennoch einige Funktionen beschrieben wer-
den. Viele Lektine sind toxisch und bieten der Pflanze
moglicherweise einen Schutz vor Fressfeinden und
Krankheitserregern. Weiters spielen Lektine bei der
Symbiose des stickstoffbindenden Bakteriums Rhizo-
bium trifolii an der Oberfliche der Wurzelhaare von
Leguminosen eine grofle Rolle. Lektine werden auch
oft als Mitogene bezeichnet, da sie zellteilungsférdernd
wirken konnen (STRYER, 1996).

Im Gegensatz zu den anderen Proteinen in der Nah-
rung, die im menschlichen Verdauungstrakt in ihre Be-
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standteile aufgetrennt werden, passieren ihn die Lektine
in intakter Form. Lektine binden sich an die Wand des
Diinndarms und besetzen so die Plitze, die sonst von
Bakterien eingenommen werden konnten. Somit kon-
nen sie die Anheftung schadlicher Bakterien an die
Darmschleimhaut blockieren. Auf Grund dieser Eigen-
schaft werden Lektine auch in der Pharmazie verwen-
det. Arzneimittel werden an Lektine gebunden und
konnen so ganz gezielt an bestimmte Organe oder Ge-
webe im Korper transportiert werden, wo die Medika-
mente wirksam werden. Dadurch kénnen die Dosis an
verabreichten Medikamenten und die Nebenwirkungen
in anderen Bereichen deutlich verringert werden (SHa-
RON and Lis, 1989). Andererseits ist auch die Anheftung
von Krebszellen im Gewebe sowie die Haftung von
Mikroorganismen an der Oberfliche von Haut und
Schleimhiuten auf die Aktivitit von Lektinen zurtick-
zufithren. Die zielgerichtete Hemmung solcher lektin-
vermittelter Funktionen ist ein neuer Ansatz zur
Krebs- und Infektionstherapie. Wenn Oligosaccharide,
die ausschliefllich oder bevorzugt auf Tumorzellen vor-
kommen, isoliert werden, konnten Lektine verwendet
werden, um daran gekoppelte Krebsmedikamente ge-
zielt in Tumorzellen einzuschleusen (dkfz, 2000).

Der Schwarze Holunder besitzt in nahezu allen Gewe-
ben Lektine. Mittlerweile wurden vier Lektine, Sambu-
cus nigra agglutinin (SNA) I bis IV, isoliert und be-
schrieben (PEUMANS et al., 1991; MAcH et al., 1991; CI-
TORES et al., 1996). SNA-I hat eine Molmasse von
150000 Dalton und ist ein tetrameres Glycoprotein, be-
stehend aus zwei Untereinheiten mit 36000 Dalton und
zwei Untereinheiten mit 38000 Dalton. Es bindet spezi-
fisch an alNeu5Ac-(2—6)-D-Gal (a-N-Neuraminsiure-
5-N-acetat-(2—6)-D-Galactose) und an oNeu5Ac-
(2—6)-D-GalNAc (a-Neuraminsiure-5-N-acetat-
(2—6)-D-N-acetyl-galactosamin). SNA-I und SNA-II
kommen vor allem in der Rinde vor. SNA-II ist ein
Glycoprotein mit einer Molmasse von 68000 Dalton,
welches aus zwei Untereinheiten aufgebaut ist. Dieses
Agglutinin bindet spezifisch an a-D-GalpNAc-(1-2 3
oder 6)-D-Gal (a-D-N-acetyl-galactosamin-(1-2 3
oder 6)-D-Galactose). Das dimere Glycoprotein SNA-
IIT kommt in den Samen der Pflanze vor und bindet
spezifisch an D-N-acetyl-galactosamin. Es hat eine
Molmasse von 50000 Dalton und zeigt auf der SDS-
PAGE eine Bande bei 33000 Dalton. SNA-IV ist in
den Friichten des Schwarzen Holunders enthalten. Das
aus zwei Untereinheiten aufgebaute Glycoprotein hat
eine Molmasse von 60000 Dalton und bindet spezifisch
an Gal/GalNAc (Galactose/N-acetylgalactosamin). In
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verschiedenen anderen Publikationen wurden allerdings
auch davon abweichende Nomenklaturen fiir die Lek-
tine in Sambucus nigra gefunden.

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Me-
thode zum Nachweis von Lektinen in Holunderbeeren,
welche rasch und ohne zu groflen Material- und Geri-
teaufwand durchfiihrbar ist. Mit Hilfe dieser Methode
sollte zunichst einmal der Einfluss der Sorte untersucht
werden. In einer nachfolgenden Arbeit wird der Ein-
fluss des Standortes und des Reifezustandes auf den
Lektingehalt ermittelt.

Material und Methoden

Probenmaterial

Jeweils ca. 5 kg reife Beeren von sechs Sorten (vier
"Haschberg’,
"Pragarten’, *Tulbing’, und zwei dinische Selektionen:
’Allesoe’ und ’Jucy’) des Schwarzen Holunders (Sam-
bucus nigra) wurden Ende August in der Versuchsan-
lage der Hoheren Bundeslehranstalt und Bundesamt
fir Wein- und Obstbau in Klosterneuburg geerntet
Die Holunderbeeren wurden von den Stielen der Dol-
den getrennt und bis zum Zeitpunkt der Untersuchung
bei -18 °C aufbewahrt.

osterreichische Selektionen: ’Donau’,

Probenvorbereitung

Zur Probenvorbereitung wurden 50 g tiefgefrorene
Beeren mit 100 ml destilliertem Wasser vermengt und
aufgetaut, anschliefend in einem Mixer bei Raumtem-
peratur finf Minuten homogenisiert. Das Gemisch
wurde durch ein feines Gewebe gepresst, um alle
groben Bestandteile zu entfernen, dann 15 Minuten
mit 3000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Fa. Beck-
man, J2-HC Kiihlzentrifuge JA20-Rotor). Der Uber-
stand wurde zuerst durch ein Gewebe, dann durch ein
Faltenfilter (Fa. Schleicher & Schiill, Filter 595) filtriert.
Es wurde eine fraktionierte Fillung mit Ammoniums-
ulfat mit 10 % bzw. 50 % durchgefihrt. Die Entsal-
zung der (NH,),SO,-gefillten Probe wurde mit Hilfe
von Dialyseschliuchen durchgefiihrt. Es wurden Dialy-
seschlduche (Fa. Spectraphor, membrane tubing) mit ei-
ner Ausschlussgrenze von mw 6000 bis 8000 Dalton
verwendet. Die entsalzte Probe wurde bei 10000 g 10
Minuten zentrifugiert (HOLTZHAUER, 1997).

500 ul Probe wurden in einem 3 ml-Behilter mit
Schraubverschluss bei -80 °C sehr rasch tiefgefroren

Schenkermayr et al.

und anschlieffend im Lyophilisator (Fa. Christ Alpha
1-4 LMC1) gefriergetrocknet.

Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach BRADEORD (1976)
mit dem Farbstoff Coomassie biue durch Messung der
Absorption bei 595 nm.

Die Coomassie blue-Losung wurde wie folgt herge-
stellt: 100 mg Coomassie blue G 250; 50 ml Ethanol
(95 %); 100 ml Phosphorsiure (85 %); 200 ml dest.
Wasser. Fiir die Erstellung der Kalibrationskurve wurde
Rinderserumalbumin verwendet (Konzentration von
0,01 bis 0,16 mg/2,5 ml). Die Standards und Messlosun-
gen wurden immer gleich hergestellt: 50 pl Probe;
1950 pl dest. Wasser; 500 ul Coomassie blue Losung.

SDS-Elektrophorese

Fiir die Durchfihrung der Elektrophorese wurden ace-
ton- bzw. methanolgefillte Proben verwendet. Die
trockenen Proben wurden in 50 pl Probenpuffer aufge-
nommen: 10 mM Tris/HCI pH 8.0; 1 mM EDTA;
2,5 % SDS; 5 % B-Mercaptoethanol; 0,001 % Brom-
phenolblau. Anschliefend wurde das Gemisch 5 Minu-
ten auf 100 °C erhitzt, rasch bei -18 °C abgekiihlt und
finf Minuten bei 15000 g zentrifugiert. 2 pl Probe wur-
den auf dem Phast Gel homogeneous 12,5 (Fa. Ame-
rsham Pharmacia Biotec) mit dem Phast Elektropho-
rese System (Fa. Amersham Pharmacia Biotec) und
dem Trennprogramm fiir SDS-PAGE in homogenem
Medium fraktioniert. Die Silberfarbung erfolgte mit-
hilfe des Entwicklungsprogrammes SDS-PAGE in ho-
mogenem Medium fiir Phast Gel 12,5. Als Molekular-
gewichtsstandard kam der LMW-Markerkit (Fa. Ame-
rsham Pharmacia Biotec) 1:10 verdiinnt zur Anwen-
dung.

Ionenaustauscher

Mit Hilfe des Anionenaustauschers Sephadex DEAE
A-25 in 50 mM Tris-HCI pH 8.8 erfolgte eine Fraktio-
nierung der Proben. In kleine Sdulen wurden 1,5 ml ge-
quollenes Gel gefiillt und mit 20 ml Startpuffer (50 mM
Tris-HCI pH 8.8) gewaschen. 1,5 ml gefriergetrockne-
ter Probe wurden in 0,5 ml Startpuffer aufgenommen,
auf die Saule aufgetragen, mit 4 ml Startpuffer nachge-
spilt und mit 4 ml Salzlésung (1 M NaCl in Startpuf-
fer) eluiert. Anschlieffend erfolgte ein Nachwaschen
der Matrix mit 2 ml 2 M NaCl in Startpuffer und 0,1
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M NaOH-Lésung (STERNBACH, 1991). Es wurden sechs
Fraktionen, die erste Fraktion zu 1 ml, die restlichen
finf Fraktionen zu je 2 ml, ab Probenauftrag gesam-
melt.

Nachweis von Lektinen

Die Anwesenheit von Lektinen in einer Probe kann
mittels Agglutination von Erythrozyten festgestellt
werden. Die Lektine binden spezifisch an die an der
Oberfliche der Erythrozyten befindlichen Kohlenhyd-
rate und verursachen so das Agglutinieren (Verklum-
pen) der Zellen, welches optisch durch Triibung der
Losung feststellbar ist. Fir die Agglutinationsmessung
wurden 160 pl Probe aus den Fraktionen nach dem
Anionenaustauscher - Probe in Startpuffer (50 mM
Tris-HCI pH 8.8) mit 100 pl Puffer (100 mM NaAc-
Puffer pH 4.0) vermengt und anschlieflend 40 pl einer
einprozentigen Erythrozytenlosung (menschliche Ery-
throzyten; 1 % in Wasser) zugefiigt. Die Triibung die-
ser Mischung wurde bei Raumtemperatur nach einer
Stunde optisch bewertet. Dazu wurden die Eprouvetten
gegen eine Lichtquelle gehalten und mit Hilfe des fol-
genden Schemas bewertet: (-) = keine Tribung; (~) =
schwache Tribung; (+) = Tribung; (++) = starke Tri-
bung.

Eine weitere Moglichkeit, die Triilbung einer Losung
festzustellen, ist das Zihlen der durch die Reaktion
von Lektinen und Erythrozyten entstandenen Aggre-
gate mit Hilfe der Thomakammer. Wegen des grofien
Zeitaufwandes ist diese Methode fiir die routinemiflige
Untersuchung der Holunderlektine nicht geeignet.

Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde einerseits zur Feststellung der
Molmasse der in der Probe enthaltenen Proteine, ande-
rerseits zum Entfirben der Holundersaftfraktionen, die
einen sehr hohen Farbanteil aufwiesen, verwendet. Fiir
die Feststellung der Molmasse wurden die Gele Sepha-
dex G-75 (Fa. Amersham Pharmacia Biotec), Siulen-
durchmesser 5 mm, Siulenlinge 120 ¢cm und Bio-Gel
P-100 (Fa. Biorad), Saulendurchmesser 7,5 mm, Saulen-
linge 120 cm, verwendet. Dabei kann das erste Drittel
der durchgeronnenen Fliissigkeit verworfen und die
restliche Flissigkeit in der gewtinschten Fraktions-
menge gesammelt werden. Es wurde jeweils 1,5 ml
Probe aufgetragen. Bei Sephadex G-75 wurden Fraktio-
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nen 2 1 ml gesammelt, wobei die ersten 30 Fraktionen
nach dem Probenauftrag verworfen und anschlieffend
80 Fraktionen mit einem so genannten Fraktionskollek-
tor gesammelt wurden. Auf Grund des grofleren Sau-
lenvolumens wurden bei Bio-Gel P-100 die ersten 70
ml nach dem Probenauftrag verworfen und dann 80
Fraktionen 2 2 ml gesammelt.

Fir das Entfirben der Holundersaftfraktionen wurde
mit Bio-Gel P-100 (Sdulendurchmesser 8§ mm, Saulen-
linge 65 mm) gearbeitet. Der erste Milliliter nach dem
Probenauftrag wurde verworfen und dann Fraktionen
a 5 ml gesammelt. Diese entfirbte Probe wurde fiir die
weiteren Untersuchungen benutzt.

Ergebnisse

Proteingehalt

Fir die Berechnung des Proteingehalts wurden immer
drei Absorptionsmessungen durchgefithrt und von die-
sen Werten der Mittelwert berechnet. Die Ergebnisse
der Proteinbestimmung sind in Abbildung 1 dargestellt.
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012{ ___
0,10
0,08
0,06
0,04

mgProtein/2,5ml Probe

0,02

0,00

Haschberg Tulbing Préagarten Donau Allesoe Jucy

Holundersorten

Abb. 1: Proteingehalte in unterschiedlichen Holunder-
sorten

Das Diagramm zeigt sehr deutlich, dass es doch erheb-
liche Unterschiede im Proteingehalt der einzelnen Sor-
ten gibt. Die Sorte "Donau’ liegt mit etwa 0,16 mg pro
2,5 ml Probe an der Spitze. Im Mittelfeld liegen die Sor-
ten “Tulbing’, Haschberg’, ’Allesoe’ und ’Jucy’ mit
Werten zwischen 0,09 und 0,12 mg Protein pro 2,5 ml
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Probe. Fast um zwei Drittel geringer als bei der Sorte
"Donau’ ist der Wert der Sorte Prigarten’.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Es wurden jeweils 100 pl Probe mit Aceton gefillt, der
trockene Niederschlag in 30 pl Probenpuffer aufgelost
und mittels SDS-PAGE das Proteinmuster bestimmt
(Abb. 2).

- - W — « 14,4 kDalton
- « 20,1 kDalton
o -
— - < 30 kDalton
Y % R
« 45 kDalton
T
« 66 kDalton
| —
w— « 97 kDalton

H J T A P D ST
Abb. 2: SDS-PAGE Holundersorten

Die Unterschiede in den Bandenmustern der sechs Sor-
ten sind gering. Der Hauptanteil der im Holunder be-
findlichen Proteine hat ein Molekulargewicht zwischen
20 und 45 kDalton. Im Molekularbereich von 30 bis 45
kDalton wird bei den Sorten ’Donau’, *Prigarten’ und
"Tulbing’ eine Doppelbande sichtbar, wihrend bei
"Haschberg’, *Jucy” und *Allesoe’ nur eine Einzelbande
zum Vorschein kommt. Nur bei den Intensititsverhilt-
nissen der Banden sind Unterschiede zu erkennen.

Fraktionierung mittels Anionenaustausch-
Chromatographie

Die lyophilisierten Proben wurden weiters in 500 pl
Startpuffer (50 mM Tris-HCI pH 8.8) aufgenommen
und mittels Anionenaustauscher (SEPHADEX DEAE
A-25) in jeweils sechs Fraktionen aufgetrennt, mit de-
nen die Proteinbestimmung (BRADFORD, 1976) (Abb.
3), die SDS-PAGE (Abb. 4 und 5) und die Triibungs-
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messung (Tab. 1) nach der Agglutination durchgefiihrt
wurden.

Es ist deutlich zu sehen, dass ein Teil der Proteine keine
Wechselwirkung mit den funktionellen Gruppen des
Gels eingeht und dieses ungehindert wieder verlassen.
Der Anstieg der Kurve bei Fraktion 2 deutet auf dieses
Phinomen hin. In der Fraktion 3 ist der Proteingehalt
bei allen Holundersorten niedrig. Die nichtgebundenen
Proteine sind bereits durchgelaufen, wihrend alle ande-
ren, die Anionen, noch am Gel gebunden sind. In den
Fraktionen 4 und 5 wurde mit Salzlésung eluiert, was
dazu fihrt, dass alle gebundenen Anionen durch die
groflere Ionenstirke des Salzes von ihren Bindungsstel-
len verdringt und aus dem Gel ausgewaschen werden.
Die Kurve fillt bis zur Fraktion 6 wieder ab, da bereits
alle Proteine aus dem Gel eluiert wurden und mit einer
noch hoheren Salzlosung nachgewaschen wurde.

Es zeigen sich auch Unterschiede bei den einzelnen
Sorten. Wie bereits bei der ersten Proteinbestimmung
festgestellt wurde, weisen die Sorten ’Donau’, "Hasch-
berg’, *Tulbing” und *Allesoe’ einen héheren Proteinge-
halt als die anderen Sorten auf. Ein Agglutinationstest
wurde mit allen sechs Fraktionen des Ionenaustau-
schers durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Tabelle 1:

Agglutinationstest Holundersorten

Fraktionen

Sorten 1 2 3 4 5 6

Haschberg - - - - +  ++
Jucy - - - + +  ++
Tulbing - - - - + 4+
Allesoe - - - ~ + 4+
Prigarten - - - - +  ++
Donau - - - - + ++

In den Fraktionen 1, 2 und 3 ist bei keiner Sorte eine
Triibung feststellbar. Bei der Fraktion 4 ist bereits eine
Triibung bei den Sorten *Jucy’ und eine leichte Triibung
bei der Sorte ’Allesoe’ feststellbar. Alle Sorten zeigen
eine Tribung bei der Fraktion 5. Die starke Triibung,
die sich in der Fraktion 6 zeigt, wird durch den hohen
Salzgehalt der Elutionslosung (2 M NaCl in 50 mM
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Abb. 3: Proteingehalte in den Fraktionen der verschiedenen Holundersorten

nach dem Anionenaustauscher

Tris-HCI] pH 8.8) hervorgerufen und ist nicht auf die
Lektine in diesen Fraktionen zuriickzufiihren.

Von 100 pl der Fraktionen 2, 4 und 5 (methanolgefillt)
wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt.

Die Fraktionen 2 nach der chromatographischen Auf-
trennung zeigen zwar bei der Proteinbestimmung
Werte zwischen 0,006 und 0,01 mg je 2,5 ml Probe an,
doch handelt es sich dabei um Proteine, die nicht mit
den programmierten Einstellungen getrennt werden
konnen (Ergebnisse nicht graphisch dargestellt!). Nur
bei der Sorte "Donau’ ist eine diinne Bande im Bereich
von 30 kDalton erkennbar.

Nach der chromatographischen Auftrennung sind bei
den Fraktionen 4 deutliche Banden im Bereich um 30
kDalton erkennbar (Abb. 4). Bei den Sorten *Donau’
und "Haschberg’ ist die Intensitit der Banden deutlich
hoher als bei den Sorten *Jucy’, *Tulbing’ und *Allesoe’.
Die Sorte Prigarten’ enthilt in der aufgetragenen Pro-
benmenge eine zu geringe Konzentration an Proteinen,
wodurch keine Bande im Bereich um 30 kDalton sicht-
bar ist.

Auch bei den aufgetrennten Proben der Fraktionen 5
(ADbb. 5) zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei den Frak-
tionen 4. Die Sorten 'Donau’ und *Haschberg’ zeigen
intensivere Banden als die Sorten ’Jucy’, *Tulbing’ und
’Allesoe’. Auf Grund einer zu geringen Proteinkonzen-
tration ist auch in der Fraktion 5 der Sorte *Prigarten’
keine Bande erkennbar.

genden Messungen storend aus-
wirkten. Bei der (NH,),SO,-Fil-
lung der einzelnen Sorten entstand
bei der Sorte *Prigarten’ deutlich
weniger Niederschlag als bei den anderen Sorten. Bei
der anschlieffenden Proteinbestimmung zeigte sich,
dass auch hier die Sorte ’Prigarten’ den geringsten
Wert aufwies. Man konnte also einen direkten Zusam-
menhang zwischen Niederschlagsmenge bei der
(NH,),SO,-Fillung und dem Proteingehalt der Proben
feststellen. Die Niederschlige nach der Fallung zeigten
unterschiedliches Losungsverhalten in Wasser. Manch-
mal waren sie sehr schwer bis teilweise gar nicht l6slich.
Auch diese Tatsache konnte die weiteren Messungen
beeinflusst haben. Nach dem Auflésen der Nieder-
schlige wurden diese gegen Wasser dialysiert. Da man-
che Proben sehr triib waren, konnte das Verkleben von
Poren des Dialyseschlauches nicht ausgeschlossen wer-
den, was moglicherweise eine unvollstindige Entsal-
zung mit sich bringt. Die Niederschlige von gefrierge-
trockneten sowie aceton- und methanolgefillten Pro-
ben lieflen sich nicht immer leicht auflésen.

Da die Holunderproben eine sehr starke Eigenfarbe
aufwiesen, konnte die Proteinbestimmung nach BraD-
FORD (1976) nicht mit der nativen Probe durchgefiihrt
werden. Um trotz der intensiven Farbe der Probe den
Proteingehalt messen zu kénnen, wurde diese mit Was-
ser verdiinnt. Dabei stellte sich heraus, dass bei einer
Verdiinnung der Probe im Verhiltnis von 1:40 eine St6-
rung der Proteinbestimmung durch die Farbstoffe aus-
zuschlieflen war.

Auch bei der elektrophoretischen Auftrennung der
Proteine kam es zu unerwlnschter Schlierenbildung,
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(H =Haschberg, J = Jucy; T=Tulbing, A=Allesoe; P=Priagarten; D=Donau, ST=Standard)
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« 20,1 kDalton
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d
l
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« 66 kDalton

« 97 kDalton

D ST

Abb. 4: Holundersorten SDS-PAGE der Fraktion 4 vom Ionenaustauscher

-
-

ST H J T A

< 14,4 kDalton

« 20,1 kDalton

< 30 kDalton

R « 45 kDalton
— « 66 kDalton
< 97 kDalton
P D ST

Abb. 5: Holundersorten SDS-PAGE der Fraktion 5 vom Ionenaustauscher

als deren Ursache Gerbstoffe, aber auch feine Partikel
von unldslichen Niederschlagsresten in der Losung an-
genommen wurden. Um diesen Faktor ausschlieflen zu
konnen, wurden die Proben, die in SDS-Puffer aufge-
16st wurden, vor dem Auftragen immer zentrifugiert.

Die grofiten Schwierigkeiten bereiteten die Nachweis-
versuche des Lektingehalts in den Holunderbeeren. Ei-
nerseits war es schwierig, die passende Methode und

Materialien (Blut, Plasma, Erythrozyten, Puffer) zu fin-
den, und andererseits waren wiederum der hohe Phe-
nolgehalt und die starke Probenfirbung storend. Auf
Grund dieser Probleme konnten die Ergebnisse aller
Triibungsmessungen zwar qualitativ bewertet, aber
nicht quantifiziert werden.

Mit der fiir diese Arbeit etablierten Methode konnte
der Proteingehalt in den unterschiedlichen Sorten be-
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stimmt werden. Dabei zeigte sich, dass einige Sorten ei-
nen sehr hohen Proteingehalt (0,16 mg je 2,5 ml Probe)
aufweisen, wihrend andere Proben, wie z.B. "Prigarten’
mit 0,06 mg je 2,5 ml Probe, deutlich geringere Menge
enthalten. Die Sorten ’Haschberg’, ’Jucy’, ’Tulbing’
und ’Allesoe’ liegen mit ihren Proteingehalten dazwi-
schen.

Die von MacH et al. (1991) beschriebene Agglutination
von Erythrozyten konnte erfolgreich zum Nachweis
von Lektinen eingesetzt werden. Da die Triibung nur
optisch bewertet wurde und mit dieser Methode nur
das Vorhandensein oder das Fehlen der Lektine in einer
Losung feststellbar ist, konnten keine Angaben tiber die
in den Fraktionen enthaltenen Lektinmengen gemacht
werden. Man kann allerdings davon ausgehen, dass der
Lektingehalt mit dem Gesamtproteingehalt korreliert
und dass so in Sorten mit geringem Proteingehalt auch
ein geringer Lektingehalt zu verzeichnen ist und umge-
kehrt. Mittels SDS-PAGE wurden Proteinbanden im
Bereich von 30 kDalton nachgewiesen, welche laut Cr1-
TORES et al. (1996) als Lektine anzusehen sind. Da alle
Lektine bei 30kDalton Banden bilden, erméglicht die-
ser Befund aber keine Unterscheidung der Lektinarten
(PEUMANS et al., 1991). Nach MacH et al. (1991) sollte
es sich aber um Lektine des Typs SNA IV (typisch fiir
Friichte) und SNA III (typisch fiir Samen) handeln.
Ob eine Unterscheidung der Lektine mittels isoelektri-
scher Fokussierung moglich wire, wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht getestet. Nach einer Fraktionierung
auf einem Anionenaustauscher konnten mittels SDS-
PAGE Banden im Bereich von 30 kDalton nur bei den
Fraktionen 4 und 5 festgestellt werden. Da in diesen
Fraktionen auch eine Agglutination von Erythrozyten
auftrat, kann davon ausgegangen werden, dass die Ban-
den von Lektinen verursacht wurden.

Der Lektinnachweis mit den Fraktionen nach dem
Anionenaustauscher zeigt, dass die Sorten ’Jucy’ und
’Allesoe’ bereits bei der Fraktion 4 und alle Sorten bei
Fraktion 5 eine Agglutination zeigen. In der Fraktion
5 wiesen die Sorten 'Donau’ und "Haschberg’ die stirk-
ste Firbung der Lektinbanden auf.

Inwieweit das Vorkommen und die Konzentration der
Lektine von der Beerenreife und den Standortbedin-
gungen abhingig sind, wird in einem nachfolgendem
Artikel dargestellt.

Schenkermayr et al.
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