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Von wild wachsenden Holunderstriuchern zweier Standorte wurden im Verlauf von zehn Wochen Holunderbeeren
entnommen und in deren Presssaft der Gehalt an Proteinen sowie das Vorhandensein von Lektinen iiberpriift. Im
Reifeverlauf konnte festgestellt werden, dass in den reifen Holunderbeeren im Gegensatz zu den unreifen und iiber-
reifen der hochste Proteingehalt pro Saftvolumen enthalten war. Wurde hingegen der Proteingebalt auf die Beeren-
anzabl bezogen, so war in den unreifen Beeren der hichste Proteingehalt zu verzeichnen, da in diesen der Wasser-
gehalt geringer war als in reifen Beeren. Mittels Anionenaustanschchromatographie erfolgte eine Fraktionierung
der Holunderbeerenproben. Die hiochsten Proteingebalte wurden in den anionischen Fraktionen gefunden, die mit
dem Gel eine Wechselwirkung zeigten und erst mit Salzlosung eluiert werden konnten. Mit wenigen Ausnahmen
gelang nur in diesen Fraktionen mittels Erythrozyten-Agglutinationstest ein positiver Lektinnachweis. Eine Separie-
rung der Proteine mit SDS-Polyacrylgelelektrophorese ergab in diesen Fraktionen ebenfalls lektintypische Banden
im Bereich von 30 KDa, wobei aber die Art des Lektins, SNA 111 oder SNA IV, nicht identifiziert werden konnte.
Schlagworter: Schwarzer Holunder (Sambucus nigra), Lektine, Reife, Erythrozyten-Agglutination, SDS-Poly-
acrylgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Determination of lectins in berries of black elder (Sambucus nigra), Part 2: Connection between ripening stage
and lectin content. Samples of elderberry were taken from wild growing elder shrubs from two locations over a pe-
riod of ten weeks. The content of proteins and the presence of lectins were investigated in the processed press juices.
With respect to the course of ripening it was found that contrary to unripe and overripe berries the highest protein
contents per juice volume were determined in the ripe elderberries. When calculated per berry number the highest
protein contents were detected in the unripe elderberries, due to the fact that their water content was lower than
that of the ripe berries. By means of anion exchange chromatography the samples were fractionated. Highest protein
contents were found in the anionic fractions which interacted with the gel and could only be eluated by salt solution.
With a few exceptions only in these fractions lectins were found by means of erythrocyte agglutination test. A separa-
tion of the proteins by SDS-polyacrylgelelectrophoresis showed lectin typical patterns at the range of 30 KDa, the
kind of lectin, SNA I1I or SNA IV, howewver, could not be identified.

Keywords: Elderberry, lectins, maturation, erythrocyte agglutination, SDS-polyacrylgelelectrophoresis (SDS-
PAGE)
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Détermination de lectines dans les baies du sureau (Sambucus nigra), 2°° partie : la relation entre le degré de ma-
turité et la teneur en lectines. Au cours de dix semaines, des baies de sureaun sauvages poussant a deux endroits diffé-
rents ont été prélevées et lenrs jus pressés ont été examinés en vue de déterminer leur teneur en protéines et la pré-
sence de lectines. On a pu constater aun cours de la maturation que les baies de surean mires - contrairement a celles
non mires et trop miares - présentaient la teneur en protéines la plus élevée par volume de jus. En revanche, si I'on
mettait la teneur en protéines en relation avec le nombre de baies, les baies non mires présentaient la teneur en pro-
téines la plus élevée, car lenr teneur en ean était inférieure a celle des baies miires. On a procédé a un fractionnement
des échantillons de baies de surean an moyen de la chromatographie sur un échangenr d’anions. Les teneurs en pro-
téines les plus élevées ont été trounvées dans les fractions anioniques qui présentaient une interaction avec le gel et qui
n’ont pu étre éluées qu’an moyen d’une solution saline. A quelques exceptions preés, les lectines n’ont pu étre détectées
que dans ces fractions a aide d’un test d’agglutination d’érythrocytes. Dans ces fractions, la séparation des protéines
par électrophorese sur gel de polyacrylamides-SDS a eu pour résultat des bandes typiques aux lectines dans une plage
de 30 kDa, le type de lectine, SNA III ou SNA IV, n’ayant pas pu étre identifié.

Mots clés : Sureau (Sambucus nigra), lectines, maturité, agglutination d’érythrocytes, électrophorese sur gel de po-

lyacrylamides - SDS (SDS-PAGE)

Verschiedene Teile, wie Friichte, Bliiten, Blitter, Wurzel
und Rinde, des Schwarzen Holunders (Sambucus nigra)
werden seit langem fiir die Heilung unterschiedlicher
Krankheiten verwendet (HEMGESBERG, 1998). Die posi-
tive gesundheitliche Wirkung diirfte unter anderem auf
den hohen Gehalt an Mineralstoffen (hauptsichlich Ka-
lium), die Vielzahl an Vitaminen (Vitamine Bé6, C, E,
Niacin u.a.) und den hohen Phenol- und insbesondere
Anthocyangehalt (Cyanidinglycoside) zuriickzufithren
sein (HERMANN, 1996; ABUJA et al., 1998). Aufgrund des
hohen Gehaltes an Aromastoffen (Hauptbestandteil ist
Phenylacetaldehyd) eignen sich die Bliiten und Friichte
sehr gut fir die Herstellung von Limonaden und aro-
matisierten Getrinken (PoLL und LEws, 1986). Proble-
matisch ist hingegen das Vorkommen von Sambunigrin,
eines cyanogenen Glukosides, in rohen oder unreifen
Beeren, da durch enzymatische Spaltung in der Pflanze
oder im Magen Blausiure freigesetzt werden kann (JEN-
sEN and NIELSEN, 1973). Infolge Hitzeeinwirkung (z.B.
Maischeerhitzung, Pasteurisation) wird hingegen das
Sambunigrin abgebaut, ohne dass im Produkt eine
merkbare Zunahme der Blausiure festgestellt werden
kann (Kaack, 1990).

In den letzten Jahren sind spezielle Proteine des Holun-
ders, nimlich die Lektine, in das Zentrum des wissen-
schaftlichen Interesses geriickt. Es handelt sich hierbei
um Pflanzenproteine, die tiber zwei oder mehr Bin-
dungsstellen fiir Kohlenhydrateinheiten verfigen und
somit eine Agglutination (Verklumpung) von Erythro-
zyten und anderen Zellen verursachen konnen. Somit
konnen Lektine in der medizinischen Grundlagenfor-
schung eingesetzt werden, da sie eine Charakterisierung
von Zelltypen oder Zellfragmenten sowie eine Unter-
scheidung von normalen und Tumorzellen ermoglichen

(SHARON and Lis, 1989). In der Pflanze haben die Lek-
tine aufgrund ihrer toxischen Wirkung wahrscheinlich
Schutzfunktion, auflerdem wirken sie zellteilungsfor-
dernd und sind an der Symbiose mit dem stickstoffbin-
denden Bakterium Rhizobium trifolii beteiligt (STRYER,
1996).

Da Lektine in intakter Form den Verdauungstrakt pas-
sieren, konnen sie an der Wand des Diinndarms Plitze
besetzen, die sonst von Bakterien eingenommen wer-
den. Somit konnen sie das Anhaften schidlicher Bakte-
rien an der Darmschleimhaut blockieren beziehungs-
weise zur punktgenauen Verabreichung von Medika-
menten eingesetzt werden, wodurch die Dosis und die
Nebenwirkungen deutlich verringert werden konnen.
In vivo konnen Lektine auch das Anhaften von Krebs-
zellen und Mikroorganismen am Gewebe ermdglichen,
sodass eine zielgerichtete Hemmung dieser Lektinfunk-
tion einen neuen Ansatz zur Krebs- und Infektionsthe-
rapie darstellt (LEE-HUANG, 1991). Eine andere thera-
peutische Anwendung ist die Kopplung von Krebs
oder Virus hemmenden Medikamenten an passende
Oligosaccharide und Lektine, um diese dann gezielt in
krebs- oder virusinfizierte Zellen einzuschleusen (TLL
et al., 1989).

In verschiedenen Geweben des Schwarzen Holunders
wurden bisher vier Lektine, Sambucus nigra-Aggluti-
nine (SNA I bis SNA IV), beschrieben. SNA-I ist ein
tetrameres Glycoprotein (Molmasse: 150 kDalton) be-
stehend aus zwei Untereinheiten mit 36 kDalton und
zwei Untereinheiten mit 38 kDalton und bindet spezi-
fisch an a-2,6-Sialinsiurereste. SNA-II ist ein aus zwei
Untereinheiten aufgebautes Glycoprotein (Molmasse:
68 kDalton), das an Oligosaccharide mit N-Acetylga-
lactosamin und Galactose bindet (KAKU et al., 1990).
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SNA-I und SNA-II kommen vor allem in der Rinde
vor. Das dimere Glycoprotein SNA-IIT (Molmasse: 50
kDalton) kommt in Samen und Friichten vor und bin-
det ebenfalls an Oligosaccharide mit N-Acetylgalacto-
samin oder Galactose (PEUMANS et al., 1991). Auch
SNA-IV besteht aus zwei Untereinheiten (Molmasse:
60 kDalton), ist in den Beeren enthalten und bindet
ebenfalls an Galactose und N-Acetylgalactosamin
(MAcH et al., 1991; CITORES et al., 1996).

In einer vorausgehenden Arbeit wurde ein verlissliches,
relativ einfaches Analysenverfahren zum Nachweis von
Lektinen in Holunderbeeren entwickelt und die Lek-
tingehalte in verschiedenen Sorten des Schwarzen Ho-
lunders bestimmt (SCHENKERMAYR et al., 2002). Ergin-
zend dazu sollte in dieser Arbeit der Einfluss unter-
schiedlicher Reifezustinde auf das Vorkommen von
Lektinen in Beeren des Schwarzen Holunders unter-
sucht werden.

Material und Methoden

Probenmaterial

Fiir die Untersuchungen reifebedingter Verinderungen
der Protein- und Lektingehalte von Holunderbeeren
wurden im Zeitraum von zehn Wochen (6. 7. bis 12. 9.
2000) wochentlich 50 g Beeren von zwei Strauchern an
unterschiedlichen Standorten (Standort A: Sonnen-
standort; Standort B: Schattenstandort) geerntet und
bis zur genauen Analyse bei -20 °C aufbewahrt.

Probenvorbereitung

Ca. 50 g tiefgefrorene Beeren wurden mit 100 ml destil-
liertem Wasser versetzt, aufgetaut und bei Raumtempe-
ratur fiinf Minuten homogenisiert. Zur Abtrennung
grober Bestandteile wurde das Homogenat zunichst
durch ein feines Gewebe abgeseiht, dann 15 Minuten
lang mit 3000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert (Fa.
Beckman, J2-HC Kiihlzentrifuge JA20-Rotor) und
schliefflich der Uberstand durch ein Gewebe- und ein
Faltenfilter (Fa. Schleicher & Schiill, Filter 595) filtriert.
Anschlieflend erfolgte eine fraktionierte Fillung mit
10 % bzw. 50 % Ammoniumsulfat. Zur Entsalzung
der (NH,),SO4-gefillten Probe kamen Dialyseschliu-
che mit einer Ausschlussgrenze von 6000 bis 8000 Dal-
ton (Fa. Spectraphor membrane tubing) zur Anwen-
dung. Die entsalzte Probe wurde bei 10000 g fiir 10 Mi-
nuten zentrifugiert (HorTzHAUER, 1997). Vom Uber-
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stand wurden 500 pl Probe genommen, in einem 3 ml-
Behilter mit Schraubverschluss bei -80 °C tiefgefroren
und anschlieflend lyophilisiert (Fa. Christ Alpha 1-4
LMCH).

Proteinbestimmung

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

SDS-Elektrophorese

Fiir die Durchfihrung der Elektrophorese wurden ace-
ton- bzw. methanolgefillte Proben verwendet. Eine ge-
naue Beschreibung der Vorschrift wurde von ScHEN-
KERMAYR et al. (2002) gegeben.

Anionenaustauscher

Die Fraktionierung der Proben erfolgte mit einem
Anionenaustauscher (Fa. Sephadex, DEAE A-25) und
wurde bereits frither ausfithrlich beschrieben (ScHEN-
KERMAYR et al., 2002).

Nachweis von Lektinen

Die Anwesenheit von Lektinen in einer Probe wurde
mittels Agglutination von Erythrozyten festgestellt.
Die Lektine binden spezifisch an die an der Oberfliche
der Erythrozyten befindlichen Kohlenhydrate und ver-
ursachen so das Agglutinieren (Verklumpen) der Zellen,
welches optisch durch Triibung der Losung feststellbar
ist. Eine genaue Beschreibung des Verfahrens wurde be-
reits im ersten Teil dieser Studie publiziert (SCHENKER-
MAYR et al., 2002).

Ergebnisse

Wihrend des zehnwdchigen Untersuchungszeitraumes
wurden von wild wachsenden Holunderstrauchern an
zwei Standorten (Standort A: sonnig; Standort B: schat-
tig) jeweils 50 g Beeren geerntet. Das in Tabelle 1 darge-
stellte Verhaltnis unreifer (griin gefirbter) zu reifen
(schwarz gefirbten) Beeren weist kaum Unterschiede
im Reifeverlauf auf.

In Abbildung 1 sind die Proteingehalte der im Zeitraum
von 6. 7. bis 12. 9. 2000 geernteten Holunderbeeren
dargestellt. Fir die Untersuchungen wurden jeweils
50 g Beeren verwendet und der Proteingehalt in Milli-
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Tabelle 1:

Anteil an unreifen (griinen) und reifen (schwarzen)
Beeren in Prozent

Datum  Standort A (sonnig) Standort B (schattig)
2000 unreif reif unreif reif
6.7. 100 - 100 -
12.7. 100 - 100 -
20. 7. 50 50 50 50
27.7. 2 98 5 95
3. 8. - 100 - 100
10. 8. - 100 - 100
17. 8. - 100 - 100
24. 8. - 100 - 100
29. 8. - 100 - 100
12. 9. - 100 - 100

mg Protein/2,5 ml Probe Stiickzahl in 50 g
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Abb. 1: Proteingehalt im Saft sowie Stiickzahl von Ho-
lunderbeeren pro 50 Gramm in Abhingigkeit
vom Erntezeitpunkt

gramm pro 2,5 Milliliter Probe dargestellt.

Der unterschiedliche Wassergehalt der Beeren zu den
einzelnen Erntezeitpunkten, der das Beerengewicht
und somit die Konzentration der Inhaltsstoffe beein-
flusst, wurde zunichst nicht beriicksichtigt. Das unter-
schiedliche Beerengewicht wurde aber in Form der
Stiickzahl (Anzahl Holunderbeeren pro 50 Gramm
Probe) erfasst und ist ebenfalls in der Abbildung darge-
stellt. Zu Beginn der Untersuchungen (6. 7. 2000) war
der Proteingehalt mit 0,20 bzw. 0,25 mg Protein je 2,5
ml Probe an beiden Standorten hoch. Im weiteren Rei-
feverlauf nahmen die Proteingehalte mit Ausnahme
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vom Erntetermin 20. 7. am Standort B ab. Lisst man
besagten Ausreifler aufler Acht, so ist beim sonnigen
Standort A eine frithere Abnahme des Proteingehaltes
feststellbar als beim schattigen Standort B, was als
Standorteffekt gewertet werden kann. Somit zeigt diese
Studie, dass in unreifen, griinen Beeren ein hoherer
Proteingehalt vorhanden ist als in schwarzen, reifen
Beeren.

Erst gegen Ende der Untersuchungsperiode nahmen die
Proteingehalte wieder zu. Anhand der zunehmenden
Stiickzahl ist erkennbar, dass dieser Anstieg auf verdun-
stungsbedingte Schrumpfungsvorginge und eine somit
unspezifische Inhaltsstoffkonzentrierung zurtckzufiih-
ren ist. Andererseits waren aber die unreifen Beeren (6.
7. bis 20. 7. 2000) deutlich kleiner als die reifen Beeren,
wodurch sich fir 50 g Untersuchungsmaterial eine
hohe Anzahl an Beeren ergab.

Anhand der Stiickzahl ist zusitzlich erkennbar, dass ein
hoher Proteingehalt mit einer groflen Beerenanzahl (6.
7. bis 20. 7. und 12. 9. 2000) und ein niedriger Protein-
gehalt (27. 7. bis 29. 8.) mit einer geringen Beerenanzahl
zusammenfillt. Um diesen zusitzlichen Einflussfaktor
zu berticksichtigen, ist es Uberlegenswert, den Protein-
gehalt nicht auf ein konstantes Beerengewicht, sondern
auf eine konstante Beerenanzahl zu berechnen (Abb. 2).
Bei der Darstellung des Proteingehaltes in 100 Beeren

mg Protein/100 Stiick g/100 Stiick
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Abb. 2: Verinderung des Proteingehaltes in 100 Beeren
(mg) sowie des 100 Beeren-Gewichtes (g)

wihrend des Reifeverlaufes ist in den unreifen Beeren
(6. 7. bis 20. 7. 2000) ein geringerer Wert festzustellen.
Auch bei den tberreifen, grofiteils verdorrten Beeren
vom 12. 9. ist ein geringer Proteingehalt zu verzeich-
nen. Somit ergeben sich die hochsten Proteingehalte
pro Beere in den reifen Beeren zwischen dem 27. 7.
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und dem 29. 8., wobei sie in diesem Stadium auch das
hochste Beerengewicht aufwiesen.

Fir die SDS-PAGE wurden 100 pl Probe mit Aceton
gefillt und der trockene Niederschlag in 50 pl Proben-
puffer fir die Elektrophorese aufgenommen.

Die Proteinbandenmuster der zu unterschiedlichen
Zeitpunkten am Standort A gepfliickten Beeren sind in
Abbildung 3 abgebildet.

Lediglich bei den unreifen Beeren (6. 7. bis 20. 7.) traten
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Abb. 3: Verinderung der Proteinmuster mit zunehmen-
der Reife am Standort A (SDS-PAGE und Sil-
berfirbung)

storende Schlieren auf (eventuell Phenole), deutliche
Proteinbanden im Bereich von 30 kDa und 20 kDa wa-
ren gut sichtbar. Wihrend jene im Bereich von 30 kDa
wihrend des gesamten Reifeverlaufs zu erkennen wa-
ren, traten die Banden bei 20 kDa nur zu Beginn und
gegen Ende des Reifeverlaufes auf. Lediglich in der am
10. 8. 2000 geernteten Probe sind auch im Molekularbe-
reich von 60 kDa leichte Banden zu erkennen, die in al-
len anderen Reifestadien aber fehlten.

Bei den Proben von Standort B zeigt sich bei der SDS-
PAGE ein ihnliches Bild wie bei den Proben vom
Standort A. Ebenfalls sind bei den unreifen Beerenpro-
ben (Erntetermine bis zum 27. 7. 2000) Schlieren tiber
die gesamte Laufstrecke zu sehen. Das kdnnte mit dem
Schattenstandort in Zusammenhang stehen, da der An-
teil an griinen Beeren in dieser Fraktion hoher als bei
der gleichen Fraktion von Standort A ist. Die Schlieren
in der Probe vom 12. 9. werden von den hohen Farban-
teilen hervorgerufen. Die sichtbaren Proteinbanden
konzentrieren sich auch beim schattigen Standort auf
den Bereich von 20 bis 30 kDa und sind wihrend der
Erntezeitpunkte von Anfang Juli bis Mitte September
verschieden stark ausgeprigt.

Fir den Nachweis von Lektinaktivititen wurden die
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Abb. 4: Verinderung der Proteinmuster mit zunehmen-
der Reife am Standort B (SDS-PAGE und Sil-
berfirbung)

lyophilisierten Proben (trockene Probe aus je 1,5 ml)
in 0,5 ml Startpuffer (50 mM Tris/HCI-Puffer, pH-
Wert 8,8) aufgenommen und mittels Anionenaustau-
scher in sechs Fraktionen aufgetrennt.

Die Verteilung der Proteingehalte in den mittels Anio-

mg Protein/2,5 ml Probe
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Abb. 5: Verteilung der Proteingehalte in den Anionen-
austausch-Fraktionen bei den am 6. 7. 2000 ge-
ernteten Holunderbeeren

nenaustauscher gewonnenen Fraktionen zeigt bei un-
reifen Beeren vom 6. 7. an den Standorten A und B ei-
nen ihnlichen Verlauf (Abb. 5). Der Proteingehalt ist
in den Fraktionen, die nicht an den Anionenaustauscher
binden (Fraktion 1 bis 3), aber auch in der Fraktion 4
im Vergleich zu den Proben der anderen Erntezeit-
punkte (Abb. 6 bis 8) sehr hoch.

Am 6. 7. betrugen die Proteingehalte der Fraktion 4 am
Standort A 0,08 mg bzw. 0,10 mg am Standort B, wih-
rend am 27. 7. nur 0,02 mg (Standort A) bzw. 0,04 mg
Protein (Standort B) erreicht wurden.

Bei den Fraktionen des Anionenaustauschers vom Ern-
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Abb. 6: Verteilung der Proteingehalte in den Anionen-
austausch-Fraktionen bei den am 27. 7. 2000
geernteten Holunderbeeren
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Abb. 7: Verteilung der Proteingehalte in den Anionen-
austausch-Fraktionen bei den am 17. 8. 2000
geernteten Holunderbeeren

tedatum 17. 8. zeigen die Kurven des Proteingehalts
von Standort A und B einen ihnlichen Verlauf. Bei
Standort A ist ein steilerer Anstieg in Fraktion 4 zu er-
kennen, wihrend der Proteingehalt von Standort B sei-
nen Hohepunkt erst in Fraktion 5 erreicht.

Auch am 29. 8. (Abb. 8) zeigen die Proteingehalte in
den sechs Fraktionen ein dhnliches Bild wie bei den
Abbildungen zuvor. Der optimale Erntezeitpunkt der
Beeren zur Saftgewinnung lag im Untersuchungsjahr
2000 zwischen dem 20. und 30. August. Zu diesen Zeit-
punkten sind die ermittelten Proteinmengen relativ ge-
ring.

Der Proteingehalt in den Fraktionen 4 und 5 ist von be-
sonderem Interesse, da in diesen die Lektine zu finden
sind. Der Verlauf der Gehalte wihrend des Reifeverlau-
fes ist daher in den Abbildungen 9 bzw. 10 gesondert
dargestellt.

Die Ergebnisse von Abbildung 9 zeigen, dass der hoch-
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Abb. 8: Verteilung der Proteingehalte in den Anionen-
austausch-Fraktionen bei den am 29. 8. 2000
geernteten Holunderbeeren
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Abb. 9: Verlauf der Proteingehalte in der Anionenaus-
tausch-Fraktion 4 in Abhingigkeit vom Ernte-
termin an beiden Standorten

ste Gehalt in beiden Standorten mit 0,1 mg gleich war
und am Standort B gleich zu Untersuchungsbeginn (6.
7.) festgestellt wurde, wihrend am Standort A erst
beim dritten Erntetermin (20. 7.) 0,1 mg erreicht wur-
den. In den reifen Beeren (ab 27. 7.) liegen die Werte
zwischen 0,01 mg und 0,05 mg Protein je Probenansatz.
Auffillig sind die tendenziell hoheren Proteingehalte in
den Beeren vom schattigen Standort B.

Die Proteingehalte der Fraktion 5 von den beiden
Standorten A und B erreichen maximal 0,035 mg Pro-
tein pro Probenansatz, Standort A erreicht seinen hoch-
sten Wert um den 20. 8., wihrend am Standort B die
Maximumwerte am Beginn der Untersuchungsreihe lie-
gen (Abblidung 10).

Der Nachweis von Lektinen erfolgte durch Bestim-
mung der Agglutination nach Zugabe der Holunder-
proben zu Erythrozytenldsungen, wobei eine deutliche
Tribung (+ bzw. ++) das sichere Vorhandensein von
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Abb. 10: Verlauf der Proteingehalte in der Anionenaus-
tausch-Fraktion 5 in Abhingigkeit vom Ernte-

termin an beiden Standorten

Lektinen anzeigt. Alle sechs Anionenaustausch-Frak-
tionen von allen zehn Ernteterminen und von beiden
Standorten wurden auf das Lektinvorkommen hin gete-
stet. Die Ergebnisse der visuellen Beurteilung sind in
Tabelle 2 fiir den Standort A und in Tabelle 3 fiir den
Standort B zusammengefasst.

Am Standort A sind in allen Anionenaustausch-Frak-
tionen 1 bis 3 keine Triibungen feststellbar. In den un-
reifen Beeren vom 6. 7. und vom 12. 7. ist in der Frak-

Tabelle 2:

Ergebnisse der Agglutinationstests von den Anionen-
austausch-Fraktionen zu verschiedenen Erntezeitpunk-
ten (Standort A)

- keine Triibung; ~ schwache Triibung; + Triibung; ++%)
starke Tribung (auf Aussalzungseffekte zuriickzufiih-
ren)

Erntezeit- Fraktion

punkt

2000 1 2 3 4 5 6
6.7. - - - ~ + 4+
12.7. - - - ~ + )
20.7. - - - - + 4+
27.7. - - - - + )
3.8. - - - - + )
10. 8. - - - - + 4+
17. 8. - - - - + 4+
24. 8. - - - - + 4+
29. 8. - - - - + )
12.9. - - - - + 4+

Eder et al.

tion 4 eine leichte Triibung, und in den Fraktionen 5
und 6 eine deutliche bzw. starke Tribung erkennbar.
Die starke Tribung in den Fraktionen 6 beruht aber
auf der in den Proben enthaltenen hohen Salzkonzen-
tration, welche die Lektin-Erythrozyten-Bindung sto-
ren und daher nicht als positiver Lektinnachweis ange-
sehen werden kann.

In den Anionenaustausch-Fraktionen von Standort B

Tabelle 3:

Ergebnisse der Agglutinationstests von den Anionen-
austausch-Fraktionen zu verschiedenen Erntezeitpunk-
ten (Standort B)

- keine Tritbung; ~ schwache Triibung; + Triibung; ++
starke Tribung (auf Aussalzungseffekte zuriickzufith-
ren)

Erntezeit- Fraktion

punkt

2000 1 2 3 4 5 6
6.7. - - - ~ + 4+
12. 7. - - - - + 4+
20.7. - - - - + )
27.7. - - - ~ + 4+
3.8. - - - + 4+
10. 8. - - - + 4+
17. 8. - - - - + 4+
24. 8. - - - - + )
29. 8. - - - - + 4+
12. 9. - - - + + 4+

zeigt sich ein ihnliches Bild, die Fraktionen 1 bis 3
sind lektin-negativ. Ab den Fraktionen 4 sind in den
unreifen Beeren leichte (6. 7. und 27. 7.) und in den rei-
feren Beeren deutliche Triibungen (3. 8., 10. 8. und 12.
9. 2000) erkennbar, womit das Lektinvorkommen am
Schattenstandort deutlicher ausgeprigt ist als am sonni-
gen Standort. Die Tritbungen in den Fraktionen 5 und 6
der Proben vom Standort B verhalten sich wie die vom
Standort A, wobei insbesondere die sechsten Fraktio-
nen aufgrund der hohen Salzkonzentrationen nicht als
lektin-positiv interpretiert werden sollten.

Zusitzlich zu den Proteinbestimmungen und den Ag-
glutinationstests wurden von den Anionenaustausch-
Fraktionen auch mittels SDS-PAGE die Proteinmuster
aufgenommen.
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6.7.00 12.7.00 20.7.00 27.7.00 3.8.00 Datum

N
<144 kDa

< 20,1 kDa
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2 45 2 45 8ST2 45 245 4 5

Abb. 11a: Mittels SDS-PAGE ermittelte Proteinmuster
der Anionenaustausch-Fraktionen in Abhin-
gigkeit vom Erntetermin (6. 7. bis 3. 8. 2000)
am Standort A (ST = Proteinstandard)

Es wurden die Fraktionen 2, 4 und 5 aufgetragen, um
einen Unterschied zwischen den nichtbindenden Pro-
teinen (in Fraktion 2) und den gebundenen Proteinen
(Fraktion 4 und 5) auf der Elektrophorese zu sehen.
Das Bild, welches sich dabei ergibe, ist in allen durchge-
fithrten Auftrennungen das gleiche (Abb. 11a und 11b).
In Fraktion 2 sind auf der gesamten Laufstrecke keine
Banden zu erkennen im Gegensatz zu den Fraktionen
4 und 5, bei denen eine einzelne oder mehrere Banden
im Bereich um 30 kDa sichtbar werden. Die Protein-
banden der Fraktionen 4 und 5 unterscheiden sich nur
in der Intensitit, nicht aber in der Molekularmasse.

Vom Standort B wurden Proben der Fraktionen 2, 4
und 5 vom 6. 7., 12. 7., 10. 8., 29. 8. und vom 12. 9.
2000 fiir die elektrophoretische Trennung verwendet
(Abb. 12). Verglichen mit den Proben vom sonnigen
Standort wurden aber in den vierten Fraktionen selte-
ner Banden im Bereich von 30 kDa nachgewiesen, so
weist die Fraktion 4 am 6. 7., 10. 8. und am 29. 8. keine

3.8.00 10.8.00 17.8.00 248.00 29.8.00 12.9.00
[ \V4 AY4 \Y4 ' h)

<14,4 kDa

Datum

{ < 20,1 kDa
. | W<30kDa

<45kDa
<66 kDa
<97 k Da

2 2 4

Abb. 11b: Mittels SDS-PAGE ermittelte Proteinmuster
der Anionenaustausch-Fraktionen in Abhin-
gigkeit vom Erntetermin (3. 8. bis 12. 9. 2000)
am Standort A (ST = Proteinstandard)

5 2 45 2 45 245 245
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6.7.00 12.7.00 10.8.00 29800 12.9.00 Datum
( \/ N7 Y4 N/ \
. < 14,4 kDa
< 20,1 kDa
-~ <30kDa
<45kDa
<66 kDa
<97k Da
2 4 2 4 2 45 2 45 2 4

Fraktion nach lonenaustauscher

Abb. 12: Mittels SDS-PAGE ermittelte Proteinmuster
der Anionenaustausch-Fraktionen in Abhin-
gigkeit vom Erntetermin am Standort B

lektinspezifischen Banden auf. Die Banden der Fraktio-
nen 5 sind sehr schwach. Eine Ausnahme stellen die
Proben vom 12. 9. (Fraktion 2 und 4) dar, hier ist eine
deutliche Bande auch in der Fraktion 2 erkennbar. Die
Fraktion 4 zeigt bei derselben Molmasse ebenfalls eine
Bande, jedoch mit geringerer Intensitit.

Diskussion

Ausgehend von 50 Gramm Probenmaterial sind an
beiden Standorten in unreifen und tberreifen Beeren
die hochsten Proteinmengen nachgewiesen worden.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Arbeit von CITORES
et al. (1996) uiberein. Zusitzlich war zu erkennen, dass
am sonnigen Standort A der Proteingehalt frither ab-
sank als am schattigen Standort B. Unter anderem
sind aber die geringeren Gehalte in den reifen Beeren
auf die reifebedingten Zunahmen der Beerengewichte
zuriickzufiihren, da bei 50 Gramm unreifen, kleinen
Beeren die Stiickzahl hoher ist als bei 50 Gramm rei-
fen, schweren Beeren. Das Einzelbeerengewicht stellt
somit einen zusitzlichen reifeabhingigen Einflussfak-
tor dar, der auch eine andere Interpretation der Pro-
teingehalte zuldsst. Bezogen auf eine konstante Beere-
nanzahl liegt dann nimlich der Proteingehalt bei den
reifen (= schwarzen) Beeren hoher als bei den unreifen
bzw. tberreifen Friichten. Anders ausgedriickt korre-
liert ein hoher Proteingehalt mit einer groflen Beere-
nanzahl.

Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese konnte in
allen Beerenproben eine Bande bei 30 kDa nachgewie-
sen werden, bei einigen Proben waren auch Protein-
banden bei 20 kDa und 60 kDa sichtbar. Bei den unreifen
Beeren wurden dicke, intensive Banden, bei den reifen
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Beeren hingegen weniger intensive, diinne Banden nach-
gewiesen, was mit den bei der Proteinbestimmung in 50
g Beeren ermittelten Proteinwerten gut iibereinstimmt.
Die Trennschirfe der Elektrophorese war aber nicht
ausreichend, um genau zu erkennen, ob es sich um eine
Einzelbande oder um eine Doppelbande bei 30 kDa han-
delt. Somit konnte keine Aussage iiber die Art des Lek-
tins (SNA IIT oder SNA IV) gemacht werden.

Nach Fraktionierung mittels Anionenaustauscher wa-
ren die Proteingehalte der Proben von den beiden
Standorten A und B vergleichbar. Analog zu den
Beerenextrakten war auch bei den FEinzelfraktionen
eine Verringerung der Proteingehalte wihrend des Un-
tersuchungszeitraumes feststellbar. Erst gegen Ende
August bis Mitte September steigt der Proteingehalt
wieder leicht an. Auf der SDS-PAGE von Standort A
konnten Proteinbanden nur in den Fraktionen 4 und
5 nachgewiesen werden, wobei die Banden der Frak-
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