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Einleitung |

1. Einleitung

1.1 Wein

1.1.1 Die Weinrebe

Die Weinrebe Vitis vinifera ist der Gattung Vitis, der Familie der Vitdceae (Weinrebenge-
wichse) sowie der Ordnung der Rhamndles untergeordnet (Abbildung 1). Diese wiederum
zahlen zur Klasse der Dicotyledoneae (Zweikeimblittrige) und zur Abteilung der Sperma-
tophyta (Samenpflanzen). Die Art Vitis vinifera L. ist in Europa mit nur zwei Unterarten ver-
breitet. Vitis vinifera sylvestris, die Wildrebe, ist im Mittelmeergebiet, in Kleinasien sowie in
der Region von Russland bis zum Hindukusch heimisch, wobei die Nordgrenze in der Ober-
rheinischen Tiefebene und im Donautal liegt. Die Kulturform Vitis vinifera vinifera ist aus der
Wildrebe entstanden. Thre Hauptanbaugebiete liegen im Mittelmeerraum, am Schwarzen Meer

sowie in Kalifornien und Suidafrika [SCHUTT ET AL 2002, SCHMEIL/FITSCHEN 1996].

Familie

Vitaceae
(Weinrebengewdchse)

Gattung Gattung
Yitis Parthenocissus
(Weinrebe) (Jungfernrebe; Wilder Wein)

Art
V. Vinifera L.
(Weinrebe)
[
Unterart Unterart
V. vinifera vinifera V. vinifera sylvestris
(Kulturrebe) (Wilder Wein)

Abbildung 1: Systemische Einordnung der Weinrebe [nach SCHMEIL/FITSCHEN 1996, BERG-
NER/LEMPERLE 2001]
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1.1.2 Geschichte des Weins

Die ersten Hinweise auf Wein als Bestandteil der menschlichen Kultur gehen bis 5400 v. Chr.
in den nordlichen Iran zuriick. Von dort ging aller Wahrscheinlichkeit nach ca. 4000 v. Chr.
die Domestizierung von Vitis vinifera aus der wilden Traube Vitis sylvestris aus, die sich iiber
den Nordosten Afghanistans zu den siidlichen Grenzregionen des Schwarzen Meers und zum
Kaspischen Meer vollzog. Von dort nahm die Verbreitung weiter ithren Weg iiber Syrien,
Agypten und Mesopotamien bis in den Mittelmeerraum. Seit dieser Zeit hat der Wein in allen
Kulturen grofe Bedeutung. So gab es bei einigen Volkern einen Weingott, der Wein wurde
als das Getrink der Gotter angesehen [MCGOVERN ET AL 1996, ARADHYA ET AL 2003, SOLEAS
1997].

Auch in der Bibel spielt Wein eine Rolle. So begann die menschliche Landwirtschaft im ers-
ten Buch Mose mit der Pflanzung eines Weinberges von Noah nach der Sintflut. Auch weiter
zieht sich der Wein durch die Bibel und wird hier sowohl im negativen (Mittel zur Vergif-
tung, Trunkenheit) als auch als im positiven Licht (Genussmittel, Vergebung der Siinden im

Abendmahl) betrachtet.

Im Romischen Reich war der Weinkonsum iiber alle gesellschaftlichen Schichten verbreitet,
viele Hinweise auf den Wein und der Weinbau finden sich aus dieser Zeit. Ein gesundheitli-
cher Nutzen ist bei Hippokrates (460 bis 377 v. Chr.), der hiufig als der Vater der Medizin
bezeichnet wird, beschrieben. So wurde Wein als Heilmittel verschiedenster Erkrankungen

eingesetzt, jedoch wurde in entsprechenden Situationen auch vom Genuss abgeraten.

Auf das 17. Jahrhundert werden erste moderne Auspriagungen der Weinbereitung datiert, wie
beispielsweise die Schwefelbehandlung im Fass zur Erzielung einer besseren Qualitdt und
langeren Lagerung. Im 19. Jahrhundert wurden zunehmend die chemischen Prozesse der
Weinbereitung verstanden und auf dieser Grundlage wissenschaftliche Methoden angewendet,
um Weine mit gewiinschten Eigenschaften gezielt herzustellen. So zeigt sich eine stetige
Entwicklung in der Weinherstellung von damals bis heute, die beispielsweise durch den Ein-
satz von Vollerntern, Stahltanks sowie Reinzuchthefen, die unter anderem auch einen steigen-

den Alkoholgehalt erméglichen, gekennzeichnet ist.

Ab Mitte des 20. Jahrhunderts wird die Wirkung von Wein bei verschiedenen Erkrankungen
wissenschaftlich untersucht, wobei insbesondere in den 80er und 90er Jahren eine Fiille von
Artikeln schwerpunktmiBig zur Wirkung von Wein bei Herz-Kreislauferkrankungen erschie-
nen sind. Neben Probandenstudien stehen Erkldrungsansitze zu den molekularen Mechanis-

men im Fokus der Wissenschaftler von heute [SOLEAS 1997, JAKOB 1997, DE LANGE 2007].
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1.1.3 Weinherstellung
Wein ist das Erzeugnis, das ausschlieBlich durch vollstiandige oder teilweise alkoholische Gé-

rung der frischen, auch eingemaischten Weintrauben oder des Traubenmostes gewonnen wird

[nach VO(EWG)Nr.822/87].

Die Grundprinzipien der Weinbereitung stellen das Einmaischen, Keltern, Vergiren, Klédren
und Lagern dar. Diese werden unter dem Begriff der Kellerbehandlung zusammengefasst

[BERGER/LEMPERLE 2001].

Im ersten Schritt der Weinherstellung, der allen Weinarten gemein ist, wird die Maische ge-
wonnen. Hierzu wird das Lesegut, nach Mengen- und Qualitdtsermittlungen, iiber eine Ab-
beermaschine und eine Traubenmiihle von den Kdmmen entfernt und zur Maische gepresst. In
der Regel wird bereits die Maische leicht geschwefelt, um das Wachstum von Mirkoorganis-

men zu unterdriicken und Oxidationsvorgingen entgegenzuwirken.

Da sich die folgenden Schritte der Weinherstellung fiir Weilwein, Rotwein und Roséwein

unterscheiden, werden sie getrennt voneinander betrachtet.

WeiBweinherstellung

Die Maische wird direkt abgekeltert und in den Most und den Trester getrennt. Im Most findet
bereits eine Vorklidrung (durch Absitzenlassen, Zentrifugation, Filtration und Flotation) statt
und in der Regel werden weitere BehandlungsmaBnahmen wie Schwefelung', Mostoxidation
oder Gerbstoffreduzierung durchgefiihrt. Eine Mostbehandlung ist iiber alle Weinsorten hin-
weg verbreitet. Die direkt anschlieBende Géarung wird heute meist durch die Zugabe von sul-
fitresistenten Reinzuchthefen mit kontrolliertem Verhalten initiiert, die Spontangirung durch

Wildhefen ist in den Hintergrund geriickt.

Rotweinherstellung

Bei der Rotweinherstellung werden die Weinbeeren auf der Maische vergoren. Dies hat zur
Folge, dass in der Beerenhaut enthaltene Inhaltsstoffe wie Phenole, insbesondere die farbge-
benden Anthocyane, in den Wein freigesetzt werden. Der Einsatz pektolytischer Enzyme for-
dert die enzymatische Freisetzung. Hiufig wird die Extraktion auch durch eine Wirmebe-

handlung der Maische erhoht.

' Die Schwefelung mit Schwefeldioxid oder schwefeliger Saure zur Most- und/oder Weinbehandlung erfolgt
aufgrund der antimikrobiellen, antioxidativen und enzymhemmenden Wirkung zur Verbesserung der Haltbarkeit

und der Qualitdt sowie der Abbindung von Carbonylverbindungen zur Geschmacksverbesserung [JAKOB 1997].
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Roséweinherstellung

Roséwein wird aus roten Beeren gewonnen, die nach einer kurzen Maischestandzeit abgekel-
tert werden. Die Gérung erfolgt wie bei der Weilweinherstellung auf dem Most.
Die Bezeichnung WeiBherbst wird verwendet, wenn der Wein aus nur einer roten Rebsorte

gewonnen wird und es sich um einen Qualitdtswein handelt.

Bei allen Weinsorten schlieBt sich der Hauptgiirung eine Nachgidrung an. Diese ist durch den
biologischen Saureabbau gekennzeichnet und es wird noch verbleibender Zucker umgesetzt.
Nach der darauf folgenden Kldrung erfolgt der erste Abstich, dem sich der Ausbau des Jung-
weins anschlieft. Der Wein entwickelt seine Eigenart und Qualitit. Verschiedene Behand-
lungsmaBnahmen wie die Beseitigung von Weinfehlern und die Schonung kommen in dieser
Phase zum Einsatz. Nach einem zweiten Abstich erfolgt die Flaschenabfiillung [BERG-

NER/LEMPERLE 2001].

| Weintraube |

=

Abbeeren und Mahlen

| Traube[:naische |

Abpressen der Maische

(o)« 4.}

| Traubenmost |

Girung

| Jungwein |

N

Ausbau und
Lagerung

Abbildung 2: Schritte der Weinbereitung.

Waihrend bei Rotwein die Girung auf der Maische erfolgt, wird beim Weiwein der Most vergoren.
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Schonungsmittel

Schonungsmittel sind definiert als ,,Kldrungsmittel zur Entfernung stérender, meist triilbender
Stoffe? durch chemische oder kolloidale Ausfillung oder Adsorption [BERGNER/LEMPERLE
2001]. Als Schonungsmittel eingesetzt werden vor allem Bentonit, Aktivkohle, Tannin sowie
die eiweiBhaltigen Schonungsmittel Gelatine, Hausenblase, Hiithnereiweill und Kasein. Die
folgende Tabelle liefert eine Ubersicht iiber wichtige BehandlungsmaBnahmen mit den daran

gekniipften Zielen.

Tabelle 1: Ziele des Einsatzes von Schonungs- und Behandlungsmitteln in Most und Wein [modifiziert
nach JAKOB 1997]

MafBnahme Ziel

Selektive Entfernung einzelner Verbindungen | Verbesserung von Geschmack und Geruch

Abtrennen von Verbindungen, die zur Ausfil- | Stabilitidt wihrend der Lagerung

lung kommen konnten

Entstabilisierung von Trubstoffen Beschleunigung bzw. Ermoglichen der

Klédrung

1.1.4 Weininhaltsstoffe
Wein stellt eine sehr komplexe Fliissigkeit mit mehr als 500 verschiedenen Inhaltsstoffen dar.
Durch die Weiterentwicklung verschiedener Analysemethoden in den vergangenen Jahrzehn-
ten wurde das Wissen rund um die Weininhaltsstoffe stark erweitert. Im Wein spielen sowohl
die Inhaltsstoffe, die aus der Traube in den Wein gelangen eine Rolle, als auch jene, die durch

die Aktivitit der Hefe wihrend der Girung entstehen [SOLEAS 1997].

Alkohole

Der Ethanolgehalt im Wein schwankt in der Regel zwischen 10 % und 13 %. Er ist abhédngig
vom Zuckergehalt, der Temperatur, der Traubenreife sowie dem Hefestamm und trigt ent-
scheidend zur qualitativen Beurteilung eines Weines bei. Der Anstieg des Ethanolgehaltes im
Laufe der Géarung inhibiert das Wachstum vieler Mikroorganismen, nicht jedoch das der Hefe
Saccharomyces cerevisiae, die den Prozess der Giarung somit dominiert. Des Weiteren spielt
Ethanol bei der Lagerung und Haltbarkeit eine Rolle sowie als Losungsmittel, insbesondere
von Phenolen bei Rotweinen. Geschmacklich tridgt Ethanol zur Schwere eines Weines bei

[SOLEAS 1997, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006].

2 Gemeint sind hier vor allem Proteine.
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Methanol ist im Wein nur in sehr geringen und gesundheitlich unbedenklichen Mengen ent-
halten. Es entsteht primér beim enzymatischen Abbau von Pektin und hat keinen Einfluss auf
die sensorischen Eigenschaften des Weins. Der Methanolgehalt ist bei Botrytisbefall der
Trauben leicht erhoht. In Rotweinen ist Methanol durch den Kontakt mit den Beerenhiuten in
hoheren Mengen enthalten als im Wei3wein [SOLEAS 1997, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006,

BERGNER/LEMPERLE 2001].

Hohere Alkohole entstehen als Nebenprodukt der Hefegidrung. Thr Gehalt variiert je nach
Temperatur, Sauerstoffverfiigbarkeit und eingesetztem Hefestamm zwischen 150 mg/l und
550 mg/l. Diese Alkohole und ihre Ester entfalten intensive Geriiche und beeinflussen das

Weinaroma [SOLEAS 1997, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006]

Kohlenhydrate

In der Traube dndert sich das Verhiltnis von Glukose und Fruktose, die durch die Hydrolyse
der Saccharose entstehen, reifeabhéngig mit ansteigendem Anteil der Fruktose bis beide Zu-
cker etwa in gleichen Anteilen vorliegen. Der Gehalt insgesamt liegt im Bereich von 150 g/l
bis 250 g/l im Traubensaft. Nach der Gédrung reduziert sich der Zuckergehalt bei trockenen,
durchgegorenen Weinen meist auf unter 1,5 g/l. Liebliche Weine, mit einem Zuckergehalt
grofer 10 g/, enthalten das Zwei- bis Vierfache an Fruktose im Vergleich zur Glukose, was

die SiiBe des Weines malBgeblich beeinflusst.

Pentosen wie Arabinose, Rhamnose und Xylose kommen im Wein in geringen Mengen

(0,3 g/l bis 2 g/l) vor und tragen nur geringfiigig zum siilen Geschmack bei.

Polysaccharide sind nur in sehr geringen Mengen enthalten (einige 100 mg bis einige g pro 1).
Sie gelangen nicht nur aus der Traube in den Wein, sondern werden auch von Mikroorganis-

men freigesetzt [SOLEAS 1997, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006]

Sauren

Organische Sauren liefern einen wichtigen Beitrag zur Zusammensetzung, Stabilitit und den
organoleptischen Eigenschaften eines Weines, insbesondere bei WeiBweinen. Der Siduregehalt
im Wein wird iiber die ,,Gesamtsidure®, den ,,pH-Wert* sowie die ,fliichtigen Sduren be-
schrieben. Die Gesamtsdure, auch als ,titrierbare Sdure* bezeichnet, bildet die Menge aller
Séduren im Wein ab. Die separate Betrachtung der ,,fliichtigen Sdure®, die quantitativ gesehen
nur einen geringen Teil ausmacht, ist fiir die Qualitit, insbesondere den Geschmack, von Be-

deutung. Der pH-Wert des Weins, der maBigeblich durch die nicht-fliichtigen Sduren wie
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Weinsiure, Apfelsa'ure, Milchsdure, Oxalsdure, Zitronensdure und Fumarsidure beeinflusst
wird, variiert zwischen 2,8 und 4,0 und trigt zur mikrobiologischen und physikochemischen

Stabilitit bei [SOLEAS 1997, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006].

Phenole
Der Phenolgehalt ist stark von der Weinsorte abhéngig und betont den Unterschied zwischen
Weil3- und Rotweinen, wobei sowohl die Menge als auch die Zusammensetzung der Phenole

variiert. Rotweine enthalten ca. zehn-/ bis zwanzigmal mehr Phenole als Weil3weine.

Als Hauptgruppen der Phenole sind die Flavonoide und die Nicht-Flavonoide zu nennen (Ab-
bildung 3). Die Flavonoide, von welchen die gelben Flavonole die am weitesten verbreitete
Untergruppe darstellen, liegen entweder in freier Form oder polymerisiert mit anderen Flavo-
noiden, Nicht-Flavonoiden oder Zuckern vor. Farbgebende Pigmente im Rotwein sind vor
allem die roten Anthocyane, wobei von den fiinf im Rotwein identifizierten das Malvidin in
monoglykosidischer Form die Grundlage der Farbgebung bildet. Die Konzentration ist stark

von der Weinsorte und dem Alter des Weins abhingig.

Als Procyanidine werden Polymerisationsprodukte aus Flavanolen sowie Catechinen und
Epicatechinen bezeichnet. Diese Polymere sind in der Lage iiber ihre unkonjugierte Hydroxy-
Phenolgruppe Proteine zu binden und bilden die Strukturbasis fiir Tannine. Als Tannine wer-
den komplexe Mischungen hochmolekularer Phenol-Oligomere oder /-Polymere bezeichnet,
die in der Lage sind mit Proteinen und anderen Pflanzenpolymeren wie beispielsweise den
Polysacchariden stabile Komplexe zu formen. In hohen Mengen sind sie in Rotweinen, deren
Lagerung im Holzfass erfolgt, zu finden [WATERHOUSE 2002, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006,
SOLEAS 1997].
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Phenole
| |
Flavonoide Nicht-Flavonoide
. |
Flavanole (Catechine) Phenols
: enolsduren Stilbene
Flavonole (z.B. Quercetin) und Derivate
Flavanone

R trol
Anthocyane Hydroxyzimtsiure esveratro

Hydroxybenzoeséure

Abbildung 3: Klassifizierung der im Wein enthaltenen Phenole [modifiziert nach POUR NIKFARDJIAM 2001,
GERMAN ET AL 2000, WATERHOUSE 2002]

In der Traube sind die Flavonoide vor allem in der Schale (Flavonole, Anthocyanine) oder in
den Kernen und Stielen (Flavanole) zu finden. Die Menge der in den Wein iibergehenden
Phenole wird durch eine Vielzahl von Faktoren der Weinbereitung beeinflusst, wie Tempera-
tur, Dauer des Schalenkontaktes, Material des Girbottichs, Ethanolkonzentration, Hefestamm
und pH-Wert. Die Nicht-Flavonoide hingegen befinden sich vorwiegend in der Zellvakuole
und gehen beim Quetschen der Trauben in den Most iiber. Von den Nicht-Flavonoiden wur-
den bislang sieben Hydroxybenzoesduren sowie vier Hydroxyzimtsiduren im Wein gefunden

[RIBEREAU-GAYON ET AL 2006, SOLEAS 1997].

Eine weitere Gruppe vor allem in Rotwein vorkommender Phenole sind die Stilbene, von
welchen das Resveratrol (trans-3,5,4-Trihydroxystilben) das Bedeutendste darstellt. Der Res-
veratrolgehalt im Wein ist sorten- und lagenabhéngig und liegt bei deutschen Weilweinen im
Bereich von 0,06 bis 0,63 mg/l und bei deutschen Rotweinen bei 0,70 bis 3,42 mg/l [WAM-
HOFF 1997 (schriftliche Mitteilung), BAUR ET AL 2006, TOMERA 1999, DE LA
LASTRA/VILLEGAS 2007, CHEN 2007, KAUR ET AL 2007, RUSSO ET AL 2001, FUKAO ET AL
2004, HORVATH ET AL 2007].

Die gesamte Gruppe der Polyphenole spielt bei der Diskussion um die gesundheitsfordernden
Wirkungen von Wein eine entscheidende Rolle. Ihnen werden antioxidative, antikanzerogene,
immunmodulatorische, antimikrobielle, antithrombotische, entziindungshemmende, blut-
druckregulierende, cholesterinspiegelsenkende, blutglukoseregulierende sowie verdauungs-

fordernde Eigenschaften zugesprochen [TOMERA 1999, WATERHOUSE 2002, WALLERATH ET
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AL 2002, WALLERATH ET AL 2003, RUF 2004, WALLERATH ET AL 2005, ZERN ET AL 2005,
SCALBERT ET AL 2005, CORDER ET AL 2006, SHIMIZU ET AL 2006, OPIE/LECOUR 2007, ROMEO

ET AL 2007, KAUR ET AL 2007, RATHEL ET AL 2007, ERLUND ET AL 2008].

Auch die sensorischen Eigenschaften wie die Adstringenz und die Farbintensitdt von Wein
werden von der Zusammensetzung der Phenole, insbesondere der Tannine, beeinflusst [WA-

TERHOUSE 2002, SCHNEIDER 1999].

Der Gesamtphenolgehalt ist stark abhingig von der Weinsorte und liegt im Bereich von 900
bis 2700 mg/1 bei Rotweinen und von 190 bis 290 mg/l in Weiweinen. Neben dem Phenol-
gehalt unterscheidet sich auch die Zusammensetzung der Phenole zwischen Rot-/ und Weil-
weinen mafgeblich. Wihrend im Rotwein die Flavonoide mit 750 bis 1060 mg/l im Vergleich
zu den Nicht-Flavonoiden mit 240 bis 500 mg/I klar dominieren, iiberwiegt im Wei3wein der
Anteil der Nicht-Flavonoide mit 160 bis 260 mg/l dem der Flavonoide mit 25 bis 30 mg/l

[GERMAN/WALZEM 2000, LANDRAULT ET AL 2001].

Aromastoffe

Das komplexe Weinaroma setzt sich aus vielen hundert verschiedenen fliichtigen Komponen-
ten zusammen. Der Bildung der Aromastoffe liegt eine Vielzahl verschiedener Mechanismen
zugrunde, die vom Traubenstoffwechsel (Einflussfaktoren: Traubensorte, Klima, Standort,
Weinausbautechniken), iiber biochemische Prozesse (wie Oxidation und Hydrolyse) bei der
Extraktion des Traubensaftes und dem Stoffwechsel der Mikroorganismen wihrend der Géa-
rung bis zu chemischen und enzymatischen Reaktionen wihrend der Lagerung reichen.

Bislang sind iiber 900 verschiedene Aromakomponenten im Wein identifiziert worden. Der
quantitativ groBBte Anteil dieser sind hohere Alkohole, fliichtige Sduren und Fettsdureester. In
geringer Mengen enthalten, jedoch auch von grofler Bedeutung fiir das Aroma, sind Carbony-
le, Phenole, Lactone, Terpene, Acetale, Kohlenwasserstoffe, Schwefel- und Stickstoffkompo-
nenten. Wihrend sich die Aromakomponenten in den verschiedenen Weinsorten kaum unter-
scheiden, sind es die Kombination und die Konzentration der vielféltigen Aromastoffe, die

das individuelle Weinaroma definieren [SOLEAS 1997, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006].
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1.2 Proteine im Wein

Noch immer stellen Proteine eine der am wenigsten bekannten Fraktionen in Most und Wein
dar, was vor allem durch die schwierige Isolierung aus einer komplexen Matrix wie Wein und
die Komplexbildung der Proteine mit anderen Weininhaltsstoffen zu erklidren ist [MORENO-

ARRIBAS ET AL 2002, SANTORO 1995].

Traubenproteine wurden erstmals Ende der 50er Jahre von KOCH UND SAJAK (1959) unter-
sucht. Sie konnten bereits zeigen, dass die Proteine in verschiedene Fraktionen unterteilt wer-
den konnen, der Proteingehalt je nach Rebsorte variiert und dieser eine negative Korrelation
mit der Lagerstabilitit zeigt. Ziel der Analysen zur Proteinzusammensetzung im Wein war in
den darauf folgenden Jahren primir die Verbesserung der Stabilitdt des Weines, da Proteine
die Hauptkomponenten sind, die Triibungen im Wein verursachen kénnen und somit einen
Einfluss auf die Stabilitit des Weins ausiiben [KOCH/SAJAK 1959, HSU/HEATHERBELL 19878,
HSU/HEATHERBELL 1987C, WATERS 1992, WATERS 1995A]. Es erfolgt das Testen von Metho-
den zur Bestimmung des Proteingehalts im Wein sowie die Analyse der Proteine anhand ihres
Molekulargewichtes und isoelektrischen Punktes [YOKOTSUKA ET AL 1977, BAYLY/BERG
1967, TYSON ET AL 1981, MESROB ET AL 1983, MURPHEY ET AL 1989A], auch in Abhingigkeit
des Reifegrades der Trauben [MURPHEY ET AL 1989B], der Temperatur [LAMIKANTRA 1988]

und der Adsorption durch Bentonit [BLADE 1988].

Bis heute wurden immer wieder Proteine mit verschiedenen Methoden im Wein nachgewie-
sen [MORENO-ARRIBAS/POLO 2002, LUGUERA ET AL 1998, CANALS 1998, WATERS 1992, WA-
TERS 1995, DAMBROUCK ET AL 2003] und einige Ansitze zur Identifizierung unternommen,
die jedoch keine vollstindigen und einheitlichen Ergebnisse zeigen [FERREIRA E T AL 2000,
WEISS ET AL 1998, DORRESTEIN ET AL 1995, FLAMINI/DE R0ss0O 2006]. Durch KwoN (2004)
wurde erstmals in groBerem Rahmen die Zuordnung der Proteine im Wein durchgefiihrt und
zwanzig Proteine eines Sauvignon Blanc Weilweins identifiziert, weitere Untersuchungen
folgten [OKUDA ET AL 2006, CILINDRE ET AL 2008]. Eine Identifizierung der Proteine im Rot-

wein ist meiner Kenntnis nach noch nicht durchgefiihrt worden.

1.2.1 Zusammensetzung der Weinproteine
Der Hauptanteil der Proteine im Wein liegt zwischen 20 und 30 kDa, wobei weitere Proteine
im Bereich ab 14 bis grofer 100 kDa zu finden sind. Als Hauptproteine im Wein sind Thau-
matin-dhnliche Proteine und Chitinasen identifiziert worden, die der Gruppe der PR (Patho-

genese bezogenen)-Proteine zugeordnet werden (sieche Abschnitt 1.3) [MORENO-
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ARRIBAS/POLO 2002, LUGUERA ET AL 1998, FERREIRA ET AL 2000, DORRESTEIN ET AL 1995,
WEISS ET AL 1998 DAMBROUCK ET AL 2003, RUIZ-LARREA ET AL 1998, CANALS ET AL 1998,
RIBEREAU-GAYON ET AL 2006, MONTEIRO ET AL 1999, MURPHEY ET AL 1989, SANTORO 1995].
Ein Grofteil der Weinproteine wird den Glykoproteinen zugeordnet, wobei die Aussagen iiber
den Anteil glykosylierter Weinproteine sehr widerspriichlich sind [YOKOTSUKA ET AL 1991,
YOKOTSUKA ET AL 1994, YOKOTSUKA ET AL 1997, HSU/HEATHERBELL 1987, DAMBROUCK ET

AL 2003, WATERS ET AL 1995, FERREIRA ET AL 2002].

Mannoproteine

Unter dem Begriff Mannoproteine werden aus der Zellwand von Hefen stammende Glykopro-
teine mit einem hohen Kohlenhydratanteil, der sich durch einen mindestens 95%igen Manno-
segehalt auszeichnet, zusammengefasst. In den Wein freigesetzt werden sie, abhingig vom
eingesetzten Hefestamm und den Gérbedingungen, wihrend der Fermentation sowie der Rei-
fung [WATERS ET AL 1996, GONCALVES ET AL 2002, CARIDI 2006].

Weintechnologisch sind Mannoproteine in vielfiltiger Weise von Bedeutung. Einerseits iiben
sie bei Verfahren der Membranfiltration durch die Verschmutzung von Membranen und somit
einer herabgesetzten Flussrate einen negativen Effekt aus. Andererseits zeichnen sie sich
durch eine Vielzahl von positiven Effekten hinsichtlich technologischer und qualitativer Ei-
genschaften aus. So tragen sie zur Weinstabilitdt bei, sowohl durch die Stabilisierung der
Weinsidure als auch durch die Reduktion von Triibungserscheinungen durch Proteine [WA-
TERS ET AL 1994, DUPIN ET AL 2000A, DUPIN ET AL 2000B, GONCALVES ET AL 2002]. Weiterhin
diskutiert werden die Schaumstabilisierung bei Schaumweinen, ein Einfluss auf die Aroma-
und Farbstabilitit sowie ein verbessertes Mundgefiihl [MARCHAL ET AL 1996, DUPIN ET AL

2000A, DUPIN ET AL 2000B, GONZALEZ-RAMOS/GONZALEZ 2006].

1.2.2 Einfluss der Proteine auf die Qualitit des Weines

Obwohl Proteine nur in vergleichsweise geringen Mengen im Wein enthalten sind, beeinflus-

sen sie die Qualitdt maBgeblich.

Positive Effekte iiben einige Proteine, insbesondere Mannoproteine aus der Hefe Saccharo-

myces cerevisiae, was im vorhergehenden Abschnitt beschrieben wurde.

Andererseits sind Proteine auch fiir negative Erscheinungen wie Triibungen verantwortlich,
die zu einer Minderung von Produktqualitit und Verbraucherakzeptanz fithren. Hervorgerufen

wird die Entstehung von Triibungen oder Ablagerungen vor allem im abgefiillten Wein im
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Laufe der Lagerung, insbesondere bei hohen Temperaturen, durch Proteine, die unloslich
werden oder aggregieren und in der Folge ausfallen und ausflocken kénnen [DAMBROUCK ET
AL 2003, MONTEIRO ET AL 1999, MONTEIRO ET AL 2001, MORENO-ARRIBAS 2000, LABORDE ET
AL 2006, CANALS ET AL 1998, FLAMINI/ROSSO 2006, WATERS ET AL 1995, FERREIRA ET AL
2002].

1.2.3 Herkunft der Proteine im Wein

Mogliche Quellen der Weinproteine sind - neben der Weinbeere selbst - Hefen, Bakterien und
Pilze, die durch Autolyse wihrend der Weinbereitung Proteine freisetzen, sowie moglicher-
weise proteinhaltige Schonungsmittel wie Kasein und Gelatine (Abbildung 4). Ob eine Ein-
bringung von Proteinen durch Schonungsmittel nachweislich erfolgt, wurden aufgrund der
gednderten Kennzeichnungspflicht fiir potentielle Allergene in Lebensmitteln national sowie
international untersucht. Eine aktuelle Studie zeigt, dass in deutschen Weinen keine Riick-
stande der Schonungsmittel Hausenblase, Fischgelatine und Kasein enthalten sind, wihrend
Lysozym und Eiweif} in sehr geringen Mengen als Riickstinde im Wein gefunden werden

[WEBER ET AL 2007].

Wiihrend auf der einen Seite Proteine durch die beschriebenen Mikroorganismen in den Wein
eingebracht werden konnen, gelangen auf der anderen Seite nicht alle in der Weinbeere ent-
haltenen Proteine in den Wein. Einige Proteine werden unloslich und bei den Kldrungs- und
Schonungsmalinahmen beseitigt, andere werden durch die proteolytische Aktivitit von He-

feproteasen hydrolysiert [FERREIRA ET AL 2000, CANALS ET AL 1998, DAMBROUCK AL 2003].

Weinbeere Hefen Bakterien || Pilze EiweiBhaltige
Schonungsmittel eS|
=]
: g
Fruchtfleisch Schale Kerne =5
09
=
=)
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\ .. . \
‘ Proteine im Wein ‘
/ \ eyl
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Mechanisches Entfernen Chemisches Entfernen durch Schénung é
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Abbildung 4: Mogliche Quellen der Einbringung und Entfernung von Proteinen im Wein
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Untersuchungen mittels immunologischer Methoden zeigen, dass der Grofteil der im Wein
enthaltenen Proteine aus der Traube stammt. [FERREIRA ET AL 2000, DAMBROUCK ET AL 2003,
FUKUI/YOKOTSUKA 2003]. KwON (2004), dem als ersten eine umfassende Identifizierung von
Proteinen eines WeiBBweins (Sauvignon Blanc) gelingt, findet fiinf Proteine aus der Traube,
zwOlf Proteine aus der Hefe, zwei Proteine aus Bakterien und ein Protein aus einem Pilz. Die
geringe Anzahl der Traubenproteine erkldrt KwON durch unvollstindige Datenbanken in die-

sem Bereich.

1.2.4 Proteingehalt und Einflussfaktoren auf den Proteingehalt im Wein

Die Angaben zum Proteingehalt im Wein schwanken je nach Weinsorte und insbesondere je
nach Bestimmungsmethode und der Art der Aufreinigung im Labor. Bei Weillweinen liegen
die Proteingehalte zwischen 0,1 und 500 mg/l [YOKOTSUKA ET AL 1977, TYSON ET AL 1982,
DORRESTEIN ET AL 1995, CANALS ET AL 1998, FERREIRA ET AL 2000, MESQUITA ET AL 2001,
MONTEIRO ET AL 2001, FERREIRA ET AL 2002, FUKUI ET AL 2002, DAMBROUCK ET AL 2003,

FUKUI/'YOKOTSUKA 2003, KwON 2004, VINCENZI ET AL 2005].

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass im Rotwein keine Proteine enthalten sind, da sie
an Tannine, die wihrend der Fermentation durch Haut und Kerne freigesetzt werden, binden.
Eine Untersuchung von YOKOTSUKA ET AL widerlegt dies bereits 1994, wobei selbst spitere

Veroffentlichungen an dieser These festhalten.

Der Proteingehalt im Wein ist abhidngig von der Rebsorte sowie dem Reifegrad der Trauben,
wobei die Konzentration der Proteine mit der Reifung zunimmt. Auflerdem konnen der Bo-
den, das Klima sowie mal3geblich die Methoden der Weinherstellung den Proteingehalt und
die Proteinzusammensetzung beeinflussen. Hierbei spielen das Pressen der ganzen oder
entrappten Trauben, die Dauer des Schalenkontaktes (Maischestandzeit) und die Maischeer-
hitzung, die Zugabe von Schwefel sowie die Zugabe von Bentonit und anderer Schonungsmit-
tel eine Rolle (Abbildung 5). Verschiedene Proteine sind durch diese Verfahren in unter-
schiedlichem Ausmal} betroffen [KOCH/SAJAK 1959, MURPHEY 1989, FERREIRA ET AL 2002,

VINCENZI ET AL 2005, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006].
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Schritte der Weinbereitung Einflussfaktoren auf die Proteinzusammensetzung
@ Weinlese . Reifegrad
Ganztraubenpressung oder
C———
@ s Entfernung von Stielen und Stangeln (Entrappt)
Maische — | Maischestandzeit |
@ Keltern KlarungsmaBnahmen (Sedimentieren, Filtrieren,
Zentrifugieren)
Bentonitbehandlung zur EiweiBentfernung
Most -— Kalkbehandlung zum Entsauern
Zuckerung (fir héhere Alkoholausbeute)
—_— Einsatz von Reinzuchthefen
Garung -— Kiihlung/Erwarmung
@ Dauer
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g Schénung
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Abbildung 5: Einflussfaktoren auf die Proteinzusammensetzung im Verlauf der Weinbereitung

Bei der Betrachtung des Proteingehaltes im Verlauf der Weinbereitung erfolgt zunéchst eine
Reduktion des Proteingehaltes durch das Filtrieren und Zentrifugieren. Bei der alkoholischen
Girung und nach Zugabe der Hefe steigt der Proteingehalt wieder an, um nach der Schénung
erneut eine Reduktion zu erfahren [FUKUI/'Y OKOTSUKA 2003]. Sowohl die Menge als auch die
Zusammensetzung der Proteine dndert sich im Laufe der Weinbereitung. Der Proteingehalt
reduziert sich von der Weinbeere bis zum Most auf ca. ein Fiinftel und vom Most bis zum
Wein auf ca. ein Drittel [ YOKOTSUKA ET AL 1977, SANTORO ET AL 1995, CANALS ET AL 1998].
Dieser Abfall ist teilweise auf eine Reduktion der Proteinkonzentrationen und teilweise auf
das komplette Entfernen der Proteine zuriickzufiihren, wobei insbesondere Proteine mit posi-
tiver Ladung abgetrennt werden, da diese vorzugsweise durch Bentonit entfernt werden [CA-
NALS ET AL 1998]. Die Proteine, die im fertigen Wein gefunden werden, sind durch ihre Stabi-
litdt bei sauren pH-Werten und ihre Resistenz gegeniiber Proteolyse gekennzeichnet [WATERS

ET AL 1992, WATERS ET AL 1995].
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Einfluss von Bentonit

Bentonit, ein aufbereitetes Aluminiumsilikathydrat-Mineral, wird seit einigen Jahrzehnten zur
Reduktion von Eiweil3triibungen sowie Kupfertriilbungen aus dem Wein eingesetzt. Im Wein
bildet sich eine Dispersion mit negativ geladenen Partikeln, die vor allem die positiv gelade-
nen Weinproteine mit einem isoelektrischen Punkt (pI) groBer 5,8 iiber elektrostatische Wech-
selwirkungen adsorbieren. Bei hohen Dosen werden auch Proteine mit niedrigerem pl adsor-
biert. Die Bentonit-Proteinverbindungen koagulieren und kénnen durch Abstich, Zentrifugati-
on oder Filtration entfernt werden. Aber auch nach einer Bentonitbehandlung verbleibt, ab-
hingig von der Rebsorte, etwa die Hilfte der 16slichen Proteine im Wein.

Die Menge zugegebenen Bentonits ist von ca. 20 g/hl bis 40 g/hl aufgrund verédnderter Wein-
berg- und Weinbereitungstechniken auf heute 80 g/hl bis iiber 120 g/hl angestiegen. In hohen
Dosierungen (>80 g/hl) kann Bentonit den Geschmack und die Farbe beeintrichtigen, da ne-
ben den Proteinen auch weitere positiv geladene Komponenten wie Anthocyanine, Tannine
und Polysaccharide entfernt werden [MILLER ET AL 1985, HSU/HEATHERBELL 1987, BLA-

DE/BOULTON 1988, CANALS 1998, FUKUI/YOKOTSUKA 2003, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006].

1.3 Pathogenese bezogene Proteine

Pathogenese bezogene Proteine (PR-Proteine) werden von der Pflanze wihrend dem Reife-
prozess der Beeren produziert. Die Produktion kann durch Stress, Angriffe von Pathogenen
wie Pilzen, Bakterien und Viren sowie abiotische Faktoren gesteigert werden [TATTERSALL ET
AL 1997, DERCKEL 1998, WATERS ET AL 1998, VAN LOON/STRIEN 1999, JACOBS ET AL 1999,
ROBINSON/DAVIES 2000, FERREIRA ET AL 2002, MONTEIRO ET AL 2003, FLAMINI/DE R0OSSO

2006, MONTEIRO ET AL 2006, MONTEIRO ET AL 2007, CASTRO ET AL 2008].

Unterteilt werden PR-Proteine in vierzehn nicht verwandte Proteinfamilien, welchen ihre
Funktion im Abwehrsystem der Pflanze gemein ist. Sie sind gekennzeichnet durch ihre hohe
Stabilitit bei niedrigen pH-Werten sowie gegeniiber proteolytischer Aktivitit. Viele PR-
Proteine sind als Allergene bekannt. 25 % aller Allergien, die durch Pflanzen ausgelost wer-
den und in der offiziellen Allergen-Datenbank der International Union of Immunological So-
cieties gelistet sind, werden durch PR-Proteine hervorgerufen [HOFFMANN-SOMMERGRUBER
2002, WATERS ET AL 1996, BREITENEDER 2000].
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Thaumatin-dhnliche Proteine

Ihren Namen erlangen die Thaumatin-dhnlichen Proteine (TLP) durch die Sequenzhomologie
zu Thaumatin, einem intensiv siil schmeckenden Protein, welches aus Thaumatococcus da-
niellii Benth, einer westafrikanischen Frucht, isoliert wurde [ VAN DER WEL/LOEVE 1972].

Thaumatin-dhnliche Proteine werden der PR-5 Familie untergeordnet. Die Resistenz der
Thaumatin-dhnlichen Proteine gegeniiber Proteasen und pH-/ oder hitzeverursachter Denatu-
rierung ist vor allem auf das Vorhandensein von sechzehn konservierten Cysteinen zuriickzu-
fithren, die acht Disulfidbriicken ausbilden [BREITENEDER 2000]. Durch ihre hohe Stabilitit
iberstehen sie auch den Prozess der Weinbereitung und lassen sich im Endprodukt Wein
nachweisen [WATERS ET AL 1996, TATTERSALL 1997, KwON 2004, OKUDA ET AL 2006, CI-

LINDRE ET AL 2008].

Chitinasen

Pflanzenchitinasen spielen im Abwehrsystem der Pflanzen gegen Phytopathogene eine wich-
tige Rolle. Sie werden nach Angriffen von Pilzen oder Kontakt mit Substanzen, die in der
Pflanze spezifische Abwehrreaktionen auslosen, verstdrkt gebildet und inhibieren das Pilz-
wachstum. Die antimykotische Wirkung entfalten sie vor allem durch ihre Aktivitit gegen-
tiber Chitin, einer Hauptstrukturkomponente vieler Pilzzellen [WATERS ET AL 1996, WATERS
ET AL 1998, ANO ET AL 2003].

Lipid-Transfer-Proteine

Lipid Transfer Proteine (LTP) sind im Pflanzenreich weit verbreitete kleine, basische Protei-
ne. Im Rahmen der pflanzlichen Abwehr spielen sie gegeniiber Pilzen und Bakterien sowie als
Bestandteile von Cutin und Suberin gegeniiber abiotischem Stress eine wichtige Rolle. In den
Pflanzen sind die Lipid Transfer Proteine in groBen Mengen vor allem in der Haut und der
Schale lokalisiert. Entsprechend ihrer Funktion werden sie der Familie 14 der PR-Proteine
zugeordnet [GUERBETTE ET AL 1999, SALCEDO ET AL 2004, BREITENEDER/MILLS 20054, GO-

MES ET AL 2003].
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1.4 Nahrungsmittelallergie

Eine Allergie ist definiert als ,,eine Krankheit, die durch eine Immunreaktion gegeniiber ei-
nem ansonsten harmlosen Antigen ausgelost wird* [JANEWAY ET AL 2002]. Gegen dieses An-
tigen erzeugt der Organismus Immunglobulin E (IgE) Antikorper, so dass bei einem erneuten
Kontakt mit diesem eine allergische Reaktion auftritt. Allergene werden meist durch Einat-
men oder oral in den Korper aufgenommen. Neben den Inhalationsallergien stellen Nah-
rungsmittelallergien in zunehmendem Mal} ein Gesundheitsproblem, sowohl fiir Kinder als
auch fiir Erwachsene in unserer Gesellschaft dar. In der deutschen Bevolkerung wird die Pra-
valenz einer Nahrungsmittelallergie fiir die erwachsene Bevolkerung auf 2,6 % geschitzt
[ZUBERBIER ET AL 2004], wobei ein GroBteil der Allergiker hierbei nicht erfasst wird. Die
Diagnose von Nahrungsmittelallergien gestaltet sich nach wie vor schwierig. Allergische Re-
aktionen infolge einer Nahrungsmittelallergie konnen im gesamten Bereich des Korpers auf-
treten, wobei das Verdauungssystem, die Haut sowie das Atmungssystem am héufigsten be-
troffen sind. Symptome reichen von gastrointestinalen Beschwerden wie Durchfall und Erbre-
chen iiber Urticaria (Nesselsucht) bis zum anaphylaktischen Schock [OzZOL/METE 2008, SI-

CHERER ET AL 2006, HOFFMANN-SOMMERGRUBER 2000, JANEWAY ET AL 2002].

In den vergangenen Jahren ist eine Vielzahl von Proteinen, die eine allergische Reaktion aus-
16sen, isoliert und identifiziert worden. Pflanzenallergene beschrinken sich auf eine begrenzte
Anzahl an Proteinfamilien. Dies sind vor allem Speicherproteine, strukturgebende Proteine
oder Proteine, die in das Abwehrsystem der Pflanze einbezogen sind (PR-Proteine) [HOFF-

MANN-SOMMERGRUBER 2000].

Beim Auslosen einer Nahrungsmittelallergie spielt neben den Eigenschaften des Allergens
selbst auch die Exposition gegeniiber dem Nahrungsmittel eine entscheidende Rolle [JENKINS
ET AL 2005]. Sowohl die Struktur als auch die Funktion und die Stabilitét eines Proteins sind
fiir dessen Wirkung als Allergen von Bedeutung. Als charakteristische Eigenschaften sind
thermische Stabilitit und Resistenz gegeniiber Proteolyse zu nennen. Strukturelle Eigenschaf-
ten sind stabilititsgebende Disulfidbriicken, verbunden mit posttranslationalen Modifikatio-
nen wie N-Glykosylierungen. Enzymatische und proteolytische Aktivtitiaten sind bei vielen
Allergenen zu beobachten. Bislang sind jedoch keine gemeinsamen strukturellen Motive oder
Sequenzeigenschaften bekannt, die den als allergen eingestuften Proteinen in Nahrungsmitteln
gemein ist, so dass es nicht moglich ist, von der Sequenz oder Struktur eines Proteins auf des-
sen allergenes Potential zu schlieBen. Auch der Herstellungszustand des Nahrungsmittels,
Wechselwirkungen des Allergens mit der Nahrungsmittelmatrix, Wechselwirkungen der Nah-

rungskomponenten mit dem Immunsystem sowie genetische Faktoren scheinen beim Auslo-
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sen einer allergischen Reaktion von Bedeutung zu sein [BREITENEDER/MILLS 2005, BREDE-

HORST/DAVID 2001, VIETHS 2004].

1.5 Allergenes Potential der weineigenen Proteine

Wihrend Unvertriglichkeitsreaktionen gegeniiber im Wein enthaltenen biogenen Aminen
sowie Sulfit bekannt sind, sind echte allergische Reaktionen noch wenig erforscht. Bisher
wird nur von sehr wenigen Fillen mit allergischen Reaktionen gegeniiber Trauben berichtet.
Studien iiber den Zusammenhang zwischen Wein und allergischen Reaktionen sind seltener
und beruhen fast ausschlie8lich auf Fallstudien [CLAYTON/BUSSE 1980, GIANNOCCARO ET AL
1998, VASWANI ET AL 1999, BIRCHER ET AL 1999, KARAKAYA/KALYONCU 2000, RODRIGUEZ
ET AL 2001, SENNA ET AL 2001, PASTORELLO ET AL 2003, RODRIGUEZ ET AL 2004, BORGHESAN
ET AL 2004, KALOGEROMITROS ET AL 2004, KALOGEROMITROS ET AL 2005, SCHAD ET AL 2005,

KALOGEROMITROS ET AL 2006, SBORNIK ET AL 2007].

Einen Uberblick iiber die Verbreitung der Wein-/ und Traubenallergie nach aktuellem Stand
ist in Abbildung 6 dargestellt. Diese zeigt, dass in Mittelmeerldndern wie Italien, Spanien und
Griechenland am héufigsten von Wein-/ bzw. allergien berichtet wird, wéihrend in Deutsch-
land beispielsweise aktuell nur zwei Fallstudien publiziert sind. Ein Grund hierfiir konnte in
der Epidemiologie liegen: wihrend in Griechenland beispielsweise Wein- und Traubenaller-
giker fiir die Durchfiihrung entsprechender Untersuchungen rekrutiert wurden [KALOGERO-
MITROS ET AL 2006], gibt es nach meinem Wissensstand bislang keine einzige epidemiologi-
sche Untersuchung in Deutschland. Weitere mogliche Griinde fiir die unterschiedliche Aller-

gieprivalenz werden in der Diskussion erortert (siche Abschnitt 4.7).
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1...85 Anzahl der beschriebenen Trauben-/ Weinallergien

1 Fallstudie B 3 Fallstudien

2 Fallstudien B 4 Fallstudien

Abbildung 6: Verbreitung der Wein-/ und Traubenallergie in Europa

Bei Traubenallergikern wird hiufig eine Kreuzreaktivitit mit anderen Friichten, insbesondere
der Rosaceaen-Familie beobachtet, wofiir das Lipid-Transfer-Protein (LTP) verantwortlich
gemacht wird [BALLMER-WEBER 2002, PASTORELLO ET AL 2003, KALOGEROMITROS ET AL

2006, VASSILOPOULOU ET AL 2007].

Bisher stellt das LTP das einzige in der offiziellen Datenbank gefiihrte Allergen aus Vitis vini-
fera dar, wobei PASTORELLO ET AL (2003) bereits zwei weitere potentielle Allergene aus der
Traube beschrieben haben. Neben dem Lipid-Transfer-Protein zeigen ein Thaumatin-
dhnliches Protein mit 24 kDa sowie eine Klasse IV Endochitinase mit 30 kDa immunologi-
sche Eigenschaften, wobei Weinallergiker nur auf die Endochitinase reagieren und eine Reak-
tion nur bei jungem Rotwein und Fragolino beobachtet wird. Im Gegensatz zu PASTORELLO
ET AL wird in der Untersuchung von VASSILOPOULOU ET AL (2007B) eine allergische Reaktion
weder auf die Endochitinase noch auf das Thaumtin-dhnliche Protein beobachtet. Hingegen
wurden das Expansin (28 kDa), ein Polygalacturonase-inhibierendes Protein (37,5 kDa), die
B3-1,3-Glucanase (39 kDa) und ein nicht weiter identifiziertes Protein mit einem Molekular-
gewicht von 60 kDa als potentielle Allergene benannt.

Diese widerspriichlichen Ergebnisse zeigen deutlich, dass aktuell noch ein grofer For-

schungsbedarf zur Identifizierung von Allergenen im Wein bzw. in der Traube besteht.
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Lebensmittelkennzeichnung

Die EU-Richtlinie 2003/89/EG beinhaltet eine Liste an Lebensmitteln und Zutaten, die als
Ausloser von Allergien bekannt sind und bei der Etikettierung von Lebensmitteln aufgefiihrt
werden missen. Hiervon sind auch alkoholische Getrinke, insbesondere Wein, betroffen.
Beim Wein miissen Schwefeldioxid und Sulfite ab einer Konzentration von mehr als
10 mg/kg auf dem Etikett mit dem Hinweis ,,Enthélt Sulfite* oder ,,Enthilt Schwefeldioxid*
deklariert werden. Ebenso bezieht sich die Kennzeichnungspflicht auf als Schonungsmittel

eingesetzte Proteine.

Die Richtlinie 2007/68/EG der Kommission vom 27. November 2007 zur Anderung von An-
hang IIla (Liste von Lebensmittelzutaten, die auf der Etikettierung von Lebensmitteln ange-
geben werden miissen, da sie bei empfindlichen Personen wahrscheinlich unerwiinschte Reak-
tionen hervorrufen) der Richtlinie 2003/89/EG des Europidischen Parlaments und des Rates
hinsichtlich bestimmter Lebensmittelzutaten besagt, dass Fischgelatine oder Hausenblase, die
als Klarhilfsmittel in Bier und Wein verwendet wird, von der Deklarierungspflicht ausge-
nommen wird. Aus Ei gewonnene Klarungsmittel wie Lysozym und Albumin sind ebenso
kennzeichnungspflichtig wie die aus Milcherzeugnissen gewonnenen Klarungsmittel wie Ka-
sein. Die Kennzeichnungspflicht gilt verbindlich fiir Produkte, die nach dem 31. Mai 2009 in

den Handel kommen.
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1.6 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der Proteinzusammensetzung sowie des Pro-

teingehalts von WeiBlwein, Roséwein und Rotwein aus siidwestdeutschen Anbaugebieten.
Hierbei sollen die folgenden Fragen beantwortet werden:
¢ Wie unterscheidet sich die Proteinzusammensetzung von Weill-/, Rosé-/ und Rotwein?

e Welche Proteine sind in allen Weinsorten enhtalten, welche sind charakteristisch fiir be-

stimmte Rebsorten?

e Sind bereits beschriebene Proteine in siidlandischen Weinen auch in deutschen Weinen

enthalten?
e  Welcher Herkunft entstammen die Proteine im Wein (Trauben, Hefen, Bakterien, Pilze)?

¢ Welche potentiell allergenen Proteine sind imWein enthalten?

Im Mittelpunkt der Arbeit steht somit die Isolierung, Charakterisierung und Identifizierung
von Proteinen regionaler Weine. Aufgrund der sich stetig verbessernden Methodik wurden in
den vergangenen Jahren erstmalig umfassende Identifizierungen von Sauvignon Blanc sowie
Chardonnay Weiweinen publiziert [KWON 2004, OKUDA ET AL 2006, CILINDRE ET AL 2008].
Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, um Aussagen dariiber treffen zu konnen, welche
Proteine universell im Wein vorkommen und welche nur in speziellen Weinsorten enthalten
sind. Die Identifizierung von Proteinen eines Rotweins ist bislang noch nicht publiziert, ob-
wohl gerade ein Vergleich zwischen WeiB3-/ und Rotwein aufgrund der unterschiedlichen Her-
stellungsverfahren interessant erscheint. Auch ein Vergleich mit Roséwein fehlt bislang voll-
standig. Die Auswahl regionaler Weine wird bei der Uberpriifung des Vorhandenseins poten-
tieller Allergene im Rotwein um eine Auswahl ausldandischer Weine ergénzt, um einen Ver-

gleich auch mit Weinen auflerhalb Deutschlands ziehen zu kénnen.

Die Kenntnis der Proteinzusammensetzung der Weine stellt die Grundlage weiterfithrender
Untersuchungen zur Stabilitdt des Weins und des allergischen Potentials weineigener Proteine

dar.

Die Untersuchung potentiell allergener Proteine im Wein ist auch Gegenstand dieser Arbeit.
Es sind einige Fallstudien von Trauben-/ und Weinallergien beschrieben, zur molekularen
Charakterisierung der entsprechenden Proteine ist jedoch vergleichsweise wenig bekannt, ob-

wohl dies die Grundlage fiir eine gute Diagnostik darstellt. So wird in der vorliegenden Arbeit
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das Vorkommen potentieller Allergene im Wein iiberpriift, die klinische Relevanz soll in wei-

teren Tests an der Hautklinik der Mainzer Universititsklinik untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Geriite

Blot-Apparatur
Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, Miinchen)

Eismaschine

ZBE 30-10 (Ziegra-Eismaschinen, Isernhagen)

FPLC

BioLogic HR Workstation (Bio-Rad, Miinchen)
Auto-Injection Valve AV 7-3
Fraction Collector Model 2128
Software: BioLogic HR 2.1

BioLogic DuoFlow Workstation (Bio-Rad, Miinchen)
Auto-Injection Valve AV 7-3
Fraction Collector BioFrac

Software: Biologic DuoFlow 5.0

Gefriertrocknung
ALPHA 1-4 LSC (Martin CHRIST Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode)
Inklusive Vakuumpumpe RZ-2

Geldokumentation
Scanner: GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad, Miinchen)
Software: Quantity One v4.5.2 (Bio-Rad, Miinchen)

Geltrocknungsanlage

Vakuum-Geltrockner (von Keutz Laborgerite, Reiskirchen)

Heizblock
TK 10 (HLC BioTech, Bovenden)
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Kiiltebad
Kiltebad mit Umwilzthermostat F34-ED (JULABO Labortechnik, Seelbach)

Magnetriihrer

RCT basic (IKA Labortechnik, Staufen)

Massenspektrometer

Q-TOF Premier Massenspektrometer mit nano-UPLC (Waters, Eschborn)

Photometer

Cary 300 (Varian, Darmstadt)

pH-Meter
766 Calimatic (Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co KG, Berlin)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Minigel-Laufkammer (von Keutz Laborgerite, Reiskirchen)

GrofB3e Laufkammern (Holzel, Dorfen)

Reagenzglasschiittler
VM3 (IKA Labortechnik, Staufen)

Reinstwasseranlage
Milli-Q Plus PF (Millipore, Eschborn)
Milli-Q Advantage (Millipore, Eschborn)

Rotationsverdampfer

RE-11 (Biichi Laboratoriums-Technik AG, Flawil, Schweiz)

Schlauchpumpe
Minipuls 2 (Gilson, Limburg-Offheim)

Schiittler
Mini Rocking Platform (Biometra GmbH, Gottingen)
Schiittler Duomax 1030 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Kelheim)
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Spannungsquellen
Power Supply Model 200/2.0 (Bio-Rad, Miinchen)
Power-Pac 3000 (Bio-Rad, Miinchen)

Vakuumpumpe

MZ 2C (Vakuubrand GmbH, Wertheim)

Waagen
A 200S (Sartorius GmbH, Gottingen)
M1J 3000 (YMC Co. Ltd., Kyoto, Japan)

Zentrifugen
Universal 16R (Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen)
Universal 32R (Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen)
L7 Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter, Krefeld)

Typ 60 Ti Rotor

Zweidimensionale Gelelektrophorese
IEF-Gelelektrophoreseapparatur IPGphor (Amersham Pharmacia, Schweden)
Hoefer Electrophorese Unit SE600 (Amersham Pharmacia, Schweden)

2.2 Ge- und Verbrauchsmittel

Blotting-Filterpapier: Blotting Papers BG002 (Schleicher und Schuell, Dassel)
Dialyseschlauch: Regenerierte Cellulose; MWCO 3,5 kDa; Spectra/Por® (Roth, Karlsruhe)
Einmalkiivetten: Volumen: 1,5 ml; Schichtdicke: 1 cm (Roth, Karlsruhe)

FPLC-Séulen:
Anionentauscher UNO Q-12 (Bio-Rad, Miinchen)
Anionentauscher UNO Q-1 (Bio-Rad, Miinchen)
Kationentauscher UNO S-6 (Bio-Rad, Miinchen)
GroBenausschlusssidule HiPrep® Sephacryl S-100 (Pharmacia Biotech, Erlangen)

IEF-Gele: SERVALYT® PreNets® (Serva, Heidelberg)

IPG-Streifen: pH 3-10 (GE Healthcare, Miinchen)
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Membran Filter: Supor®-200; 0,2 um (Pall GmbH, Dreieich)

Nitrocellulosetransfermembran: Protran® BA 83; 0,2 um (Schleicher und Schuell, Dassel)
PVDF-Membran: Sequi-Blot™PVDFMembran, 0,2 um (BioRad, Miinchen)
Quarzkiivette: Suprasil® (Hellma, Miillheim)

Spritzenfilter: Rotilabo®-Spritzenfilter steril; 0,22um; Polyethersulfon (PES) (Pall GmbH,

Dreieich)

2.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien werden in pro analysis Qualitit bezogen.

Puffer

Citronensidure

Dinatriumhydrogenphosphat

Ethylendiamin-Tetraessigsdure (EDTA)

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe
Kalziumchlorid Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumazid Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumcitrat Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumthiosulfat
Protease-Inhibitor-Cocktail
Salzsdure

Tris

Triton X-100

Tween 20

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
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Gelelektrophorese (inklusive Farbemethoden)

Acrylamidldsung Rotiphorese Gel 30
Agarose
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue G-250
DTT

Essigsdure

Formaldehyd

Glycerol

Harnstoff

Iodoacetamid

IPG-Puffer, pH 3-10

Methanol

o-Phosphorsiure

Presicion Plus Protein Standard
Silbernitrat

B-Mercaptoethanol

Isoelektrische Fokussierung

IEF-Anodenlosung
IEF-Kathodenlosung
IEF-Marker

Serva Violett

Glykoproteinbestimmung

4-Chloro-1-naphtol

Albumin Fraktion V

Avidin Peroxidase

Concanavalin A

Kaleidoskop Prestained Standard Marker
Mangansulfat

Perjodsaure

Schiff’s Reagenz

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
GE Healthcare, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRad, Miinchen

Fluka, Neu-Ulm
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe



Wasserstoffperoxid (30%) Fluka, Neu-Ulm
Western Blot
Anti-Chicken IgG Acris Antibodies, Hiddenhausen

Anti-Thaumatin (Plant), Polyclonal IgY Antibodies
GenWay Biotech, San Diego CA, USA
Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-

p-toluidinsalz (BCIP) Roth, Karlsruhe
Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich, Steinheim
Magermilchpulver Sucofin TSI GmbH, Zeven
p-Nitrobluetetrazolium (NBT) Roth, Karlsruhe

Ponceau S Roth, Karlsruhe
Sulfonsalicylsdure Merck, Darmstadt
Trichloressigsdure Serva, Heidelberg

Proteinkonzentrationsbestimmung

Bio-Rad Protein Assay BioRad, Miinchen
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim
Micro BCA™ Reagenz A Pierce, Rockford, IL, USA
Micro BCA™ Reagenz B Pierce, Rockford, IL, USA
Micro BCA™ Reagenz C Pierce, Rockford, IL, USA
Modified Lowry Protein Assay Pierce, Rockford, IL, USA
Proteinfillung
Ethanol Roth, Karlsruhe
Polyclar® AT Serva, Heidelberg
Absorptionsmessung

Quercetin-Dihydrat Sigma, Steinheim
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2.4 Wein, Most und Trauben

Fiir die Versuche werden regionale Weinsorten aus den Weinanbaugebieten Rheinhessen,
Rheingau und Pfalz eingesetzt. Die Sorten Weiller Riesling, Sauvignon Blanc, Dornfelder und
Spitburgunder aus Rheinhessen werden von dem Weingut der Stadt Mainz (Inhaber: Familie
Fleischer) bezogen. Der Weille Riesling sowie der Cabernet Sauvignon aus dem Rheingau
werden von der Forschungsanstalt Geisenheim zur Verfiigung gestellt, wihrend der Blaue
Portugieser aus der Pfalz, der Portugieser Weil3herbst aus Rheinhessen, der Spatburgunder
WeiBherbst sowie der Weille Riesling aus der Pfalz iiber den Lebensmitteleinzelhandel er-
worben werden. Der Morio Muskat sowie der Gewiirztraminer werden bei einem rheinhessi-
schen Winzer erworben. Eine Ubersicht der in den Versuchen eingesetzten Weinsorten findet

sich in Tabelle 2.

Die Weintrauben und der Most stammen von der Forschungsanstalt Geisenheim und sind in

Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 2: Verwendete Weinsorten

Rebsorte und Jahrgang Anbaugebiet (Lage, wenn bekannt)
WeiBBwein

Weiller Riesling 2005 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
WeiBler Riesling 2004 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
Weiler Riesling 2006 (Kabinett trocken) Rheinhessen

(Mainz; Hechtsheimer Kirchenstiick)
Weiller Riesling 2005 (Kabinett trocken) Rheinhessen

(Mainz; Hechtsheimer Kirchenstiick)
Weiller Riesling 2004 (Kabinett trocken) Rheinhessen

(Mainz; Hechtsheimer Kirchenstiick)
Weiller Riesling 2003 (Kabinett trocken) Rheinhessen

(Mainz; Hechtsheimer Kirchenstiick)
Weiller Riesling 2007 Pfalz
Sauvignon Blanc 2006 Rheinhessen (Mainzer St. Alban)
Morio Muskat 2003 (Spitlese) Rheinhessen (Harxheimer Lieth)
Gewiirztraminer 2006 (Spitlese trocken) Rheinhessen (Harxheimer Schlossberg)

WeiBherbst

Portugieser Weillherbst 2006 (lieblich) Rheinhessen
Portugieser Weillherbst 2007 Pfalz
Spétburgunder Weillherbst 2007 Rheingau
(halbtrocken)
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Rotwein

Blauer Portugieser trocken 2005 Pfalz (Freinsheim)

Blauer Portugieser trocken 2004 Pfalz (Freinsheim)

Cabernet Sauvignon 2005 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
Dornfelder 2005 trocken Rheinhessen (Mainzer St. Alban)
Dornfelder 2004 trocken Rheinhessen (Mainzer St. Alban)
Dornfelder 2003 trocken Rheinhessen (Mainzer St. Alban)
Dornfelder 2002 trocken Rheinhessen (Mainzer St. Alban)
Spitburgunder 2005 Rheinhessen

(12 Monate im Holzfass gereift)

Tabelle 3: Verwendete Weintrauben und Most

Rebsorte und Jahrgang Anbaugebiet Lage
Weile Rebsorte
Weiller Riesling 2007 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
Weiller Riesling 2006 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
WeiBler Riesling 2005 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
Weiller Riesling 2004 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
Rote Rebsorte
Cabernet Sauvignon 2005 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)
Cabernet Sauvignon 2006 Rheingau (Geisenheimer Fuchsberg)

Im Folgenden werden fiir die Weinsorten Weiler Riesling und Blauer Portugieser die Syn-

onyme Riesling und Portugieser eingesetzt.

2.5 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen werden mit destilliertem Wasser angesetzt. Bei der Herstellung der
Puffer werden die pH-Werte mit konzentrierter Salzsdure beziehungsweise mit 0,5 M Natron-
lauge bei Raumtemperatur (20°C) eingestellt. Die Phosphatpuffer werden nach der von

HOLTZHAUER beschriebenen Methode angesetzt [HOLTZHAUER 1997].

Die Losungen, die fiir die Chromatographie benutzt werden, werden mittels einer Membran-
Vakuumpumpe durch einen Membranfilter mit einer Porengréfle von 0,2 um filtriert und an-

schliefend entgast.
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Puffer fiir die Proteinextraktion

Puffer Zusammensetzung
Phosphatpuffer 1 100 mM Natriumphosphat
pH 7,0
Traubenextraktionspuffer 100 mM Natriumphosphat
pH 7,0 20 mM EDTA
3 mM NaNj;

0,5 % Tween-20

Protease-Inhibitor-Cocktail (2 mM AEBSF; 1 mM
EDTA; 130 uM Bestatin; 14uM E-64; 1 uM Leu-
peptin; 0,3 uM Aprotinin)

Puffer und Losungen fiir die Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung
Trenngelpuffer 1,5 M Tris (pH 8,8)
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris (pH 6,8)

Laufpuffer (SDS-PAGE)

0,2 M Tris
0,15 M Glycin
0,08 % (w/v) SDS

Laufpuffer (native PAGE)

0,1 M Tris
0,75 M Glycin

Denaturierungspuffer (SDS-PAGE)

25 % (v/v) Sammelgelpuffer
20 % (v/v) Glycerin

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
5 % (v/v) HO

4 % (wlv) SDS

+ Spatelspitze Bromphenolblau

Probenpuffer (native PAGE)

50 % (v/v) Glycerin
+ Spatelspitze Bromphenolblau

Rehydratationslosung

(2D-Gelelektrophorese)

7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff
4 % CHAPS

0,5 % Triton X-100
0,5 % IPG-Puffer




auf 30 ml mit H,O, auffiillen
direkt vor Gebrauch Zugabe von 1 mg DTT pro

100 pl Losung
Aquilibrierungslosung 50 mM Trenngelpuffer (6,7 ml)
(2D-Gelelektrophorese) 6 M Harnstoff

30 % (v/v) Glycerol

2 % (w/v) SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau

auf 200 ml H,O, auffiillen

direkt vor Gebrauch Zugabe von 50 mg DTT bzw.

125 mg lodoacetamid pro 5 ml Losung

Losungen fiir die Coomassie-Firbung

Losung

Zusammensetzung

Farbelosung 1

[nach SEE UND JACKOWSKI 1989]

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsédure
0,5 % (w/v) Coomassie R 250

Entfarbelosung 1

[nach SEE UND JACKOWSKI 1989]

40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsédure

Férbelosung 2 0,02 % Coomassie G 250
[nach KANG ET AL 2002] 5 % Aluminiumsulfat-Hydrat
10 % Ethanol
2 % o-Phosphorsaure
Entféarbelosung 2 10 % Ethanol
[nach KANG ET AL 2002] 2 % o-Phosphorsidure

Losungen fiir die Silber-Firbung

Losung

Zusammensetzung

50 % Methanol-Losung

50 % (v/v)Methanol
10 % (v/v)Essigsdure
40 % (v/v)Wasser

5 % Methanol-Losung

5 % (v/v)Methanol
7 % (v/v)Essigsdure




Material und Methoden

33

88 % (v/v)Wasser

Enhancer-Losung

0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat in Wasser

Férbelosung

0,2 % (w/v) Silbernitrat
0,075 % (v/v) Formaldehyd

In Wasser

Entwickler-Losung

6 % (w/v) Natriumcarbonat
0,004 % (w/v) Natriumthiosulfat
0,05 % (v/v) Formaldehyd

In Wasser

Stop-Losung

2,0 M Zitronensiure in Wasser

Puffer und Losungen fiir den Lektinblot

Puffer/Losung Zusammensetzung
Transferpuffer 39 mM Glycin
49 mM Tris
0,037 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
Tris-buffered saline 1 (TBS 1) 50 mM Tris
pH 7,5 150 mM NacCl
Tris-buffered saline 2 (TBS 2) 50 mM Tris
pH 7,5 150 mM NaCl
1 mM MgCl,
1 mM CaCl,
1 mM MnSO,
Tris-buffered saline 3 (TBS 3) 50 mM Tris
pH 7,5 347 mM NaCl
Lektin-Stammldsung 2 mg/ml Concanavalin A in TBS 1/ 50 %
Glycerin
Lektin-Losung 10 pg/ml Concanavalin A in TBS 2
Avidin-Peroxidase-Stammldsung 1 mg/ml Avidin-Peroxidase in TBS 3
Avidin-Peroxidase-Losung 0,5 ul Avidin-Peroxidase-Stammldsung in 10
ml TBS 3
4-Chloro-1-Naphtol-Stammldsung 3 mg/ml 4-Chloro-1-Naphtol in Methanol
4-Chloro-1- 1 ml 4-Chloro-1-Naphtol-Stammldsung in 5
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Naphtol/Wasserstoffperoxislosung

ml TBS 1 mit 0,015 % (v/v) Wasserstoftpe-

roxid

Ponceau S — Losung

3 % (w/v) Trichloressigsdure
3 % (w/v) Sulfonsalicylsdure

0,2 % (w/v) Ponceau S

Puffer und Losungen fiir den Western-Blot

Puffer/Losung

Zusammensetzung

Transferpuffer

39 mM Glycin

48 mM TRIS

0,037 % (w/v) SDS
20 % Methanol

In Wasser

Ponceau S-Losung

3 % TRIS
3 % Sulfonsalicylsdure

0,2 % Ponceau S

In Wasser
TBS (TRIS-buffered saline) (10fach) 100 mM TRIS
pH74 14M
In Wasser
TBST (TBS mit Tween) 100 ml TBS (10fach)
0,3 % (v/v) Tween
In Wasser
Blocklosung 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
Entwicklungspuffer (10fach) 100 mM TRIS
pH 9,5 1,0 M NaCl
50 mM MgCl1*6 H,O
In Wasser
NBT-Losung 50 mg/ml p-Nitrobluetetrazolium (NBT) in
70 % DMF
BCIP-Losung 50 mg/ml 5- Brom-4-chlor-3-Indolyl-
phosphat-p-toluidinsalz (BCIP) in DMF
Entwicklungslosung 1 ml Entwicklungspuffer (10fach)

33 ul BCIP-Losung
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66 ul NBT-Losung

In 9 ml Wasser

Puffer fiir die Chromatographie

Puffer Zusammensetzung
Phosphatpuffer 2 — Niedrigsalzpuffer pH 7,7 | 50 mM Natriumphosphat
Phosphatpuffer 3 — Hochsalzpuffer pH 7,7 50 mM Natriumphosphat
1 M Na(Cl
Phosphatpuffer 4 pH 7,0 50 mM Natriumphosphat

Citratpuffer — Niedrigsalzpuffer pH 3,0

50 mM Natriumcitrat

Citratpuffer — Hochsalzpuffer pH 3,0

50 mM Natriumcitrat
1 M NaCl




2.6 Methodeniibersicht

In der folgenden Darstellung sind alle Methoden zusammengestellt, die im Rahmen dieser

Arbeit Anwendung finden und nachfolgend im Einzelnen erlautert werden.

Homogenisieren
aus der Traube — Filtrieren
Zentrifugieren
Proteinextraktion ,
Dialyse
aus dem Wein Lyophilisation
Fiéllungen
Bradford-Assay
Proteinbestimmung Lowry-Assay
BCA-Assay
SDS-PAGE
Elektrophoretische Native PAGE
Methoden 2D-PAGE
Separierung und Lektinblot
Charakterisierung :
. Anionenaustausch-
der Proteine :
chromatographie
Chromatographische Kationenaustausch-
Methoden chromatographie
GrofBenausschluss-
Identifizierung der ) chromatographie
) Massenspektrometrie
Proteine
Western Blot
Immunologische ——
Methoden : Proliferationstest
Serologische Tests [—
Zytokinproduktion
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2.7 Aufreinigung der Proteine aus dem Wein

2.7.1 Dialyse

Die Dialyse wird zur Entfernung niedermolekularer Substanzen wie Salzen, Farbstoffen und
Zuckern eingesetzt. Eine Dialyse vor der Durchfithrung der Gefriertrocknung ist notwendig,
da es bei einer zu hohen Osmolaritit der Losung zur Anreicherung von Salzen und Zuckern
kommen kann. Dies bewirkt eine Senkung des Schmelzpunktes, was zum Auftauen des Eises
und in der Folge zum Kochen der Losung fiihren kann.

Fiir die Dialysen werden Spectra/Por® Dialyseschliuche aus regenerierter Cellulose mit einer
Ausschlussgrenze von 3,5 kDa verwendet. Die Dialysen erfolgen bei 4 °C unter stindigem
Riihren fiir mindestens 72 Stunden gegen destilliertes Wasser bei mindestens zweifachem

Wechsel des Wassers pro Tag.

2.7.2 Gefriertrocknung

Mit Hilfe der Gefriertrocknung (ALPHA 1-4 LSC von CHRIST Gefriertrocknungsanlagen)
werden einer gefrorenen Probe durch Sublimation Wasser bzw. leicht fliichtige Substanzen
unter Anlegen eines Vakuums bei Raumtemperatur entzogen. Eingesetzt wird ein Zweikam-
mer-System, d.h. das Gefrieren findet separat statt und das Trocknen auflerhalb der Eiskon-

densatorkammer.

2.7.2.1 Einfrieren

Die Weinproben werden im Rundkolben mittels Spin-Freezing (unter Rotation) in einem Kal-
tebad bei -30°C gefroren, um die Schichtdicke der Probe im Rundkolben mdoglichst gering zu
halten und somit die Zeitdauer der Gefriertrocknung zu minimieren. Bei einem Fliissigkeits-
volumen von 100 bis 200 ml Wein werden 1 1 Kolben eingesetzt. Probenmengen kleiner 50
ml werden in Glasrohrchen bzw. Erlmeyerkolben in der Tiefkiihltruhe bei -20°C iiber einen

Zeitraum von mindestens 12 Stunden gefroren.

2.7.2.2  Lyophilisation

Das Trocknen findet bei einem Druck von 0,940 mbar iiber einen Zeitraum von 20 bis
28 Stunden statt. Bei der Konzentrierung der dialysierten Wein-, Most- und Traubenproben
werden Rundkolben als Trocknungsgefifle verwendet, die an einem der Grundplatte aufge-

setzten Trockenrechen befestigt sind. Die Trocknung kleinerer Mengen z. B. zur Konzentrie-
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rung der Fraktionen nach einer chromatographischen Auftrennung erfolgt auf Stellflichen in

Erlmeyerkolben oder Glasrohrchen.

2.7.3 Fillung der Proteine
2.7.3.1 Fillung mit Ethanol

Die Ethanolfillung wird zur Extraktion der Proteine aus dem Rotwein eingesetzt, wobei ins-
besondere eine Abtrennung der Polyphenole erreicht werden soll.

Eingesetzt wird sowohl unbehandelter als auch aufkonzentrierter Dornfelder Rotwein des
Jahrgangs 2005, welcher sowohl iiber den Lebensmitteleinzelhandel als auch iiber ein Wein-
gut erworben wird. Nach der Dialyse und Gefriertrocknung werden 50 mg des lyophilisierten
Weinextraktes in 1 ml Phosphatpuffer 1 geltst. Die zu fillende Probe wird mit eiskaltem
Ethanol entsprechend der Angaben in Tabelle 4 vermischt und mindestens eine Stunde ge-
rithrt. Uber Nacht wird die Probe bei 4°C inkubiert und am folgenden Tag 30 min bei 5.000 g
(nicht behandelter Wein) bzw. bei 10.000 g (lyophilisierter Wein) zentrifugiert (sieche Tabelle
5). Das Pellet wird nach Losen in Phosphatpuffer 1 zur Analyse mittels SDS-PAGE einge-

setzt.

Tabelle 4: Proben fiir die Ethanolfillung mit unbehandeltem Wein

| Wein \ Ethanol \ Verdiinnung
unbehandelter Wein

Probe A Dornfelder 2005 20 ml 20 ml 1:2
(Lebensmitteleinzelhandel;

Rheinhessen)

Probe B Dornfelder 2005 10 ml 30 ml 1:4
(Lebensmitteleinzelhandel,;

Rheinhessen)

Probe C Dornfelder 2005 5ml 45 ml 1:10
(Lebensmitteleinzelhandel;

Rheinhessen)

Probe D Dornfelder 2005 10 ml 30 ml 1:4

(Winzer; Rheinhessen)

aufkonzentrierter Wein

Probe E Dornfelder 2005 300 pl 900 ul 1:4
(Winzer; Rheinhessen)
Probe F Dornfelder 2005 400 ul 1600 ul 1:5
(Winzer; Rheinhessen)
Probe G Dornfelder 2005 100 pl 900 ul 1:10

(Winzer; Rheinhessen)
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Tabelle 5: Durchfiihrung der Ethanolfillung

Arbeitsschritt Dauer

Zugabe von eiskaltem Ethanol zu den Proben

Schiitteln/Rithren 60 min
Inkubieren bei 4°C tiber Nacht
Zentrifugieren bei 4°C 30 min

bei 10.000 g (lyophilisierte Proben)
bei 5.000 g (unbehandelter Wein)

2.7.3.2  Fillung mit TCA/Aceton

Die TCA-Aceton-Fillung dient der Probenvorbereitung fiir die zweidimensionale Gele-
lektrophorese. Sie wird mit Trauben der Rebsorte Cabernet Sauvignon des Jahrgangs 2005
aus Rheinhessen durchgefiihrt. Die verwendete TCA-Acetonlosung setzt sich aus 10 % TCA
in Aceton mit 0,07 % B-Mercaptoethanol zusammen. Die Féllung wird entsprechend der in
Tabelle 6 aufgefiihrten Schritte durchgefiihrt. Zunichst werden die Trauben unter Zugabe von
fliissigem Stickstoff zermorsert. Pro 500 ul Traube wird 1 ml der TCA-Acetonlosung zugege-
ben, die Mischung bei -20°C im Gefrierfach iiber den Zeitraum von 45 min inkubiert und in
der Ultrazentrifuge (UZ) bei 18.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird mit dem
gleichen Volumen an TCA-Acetonlosung versetzt, 15 min bei -20°C inkubiert und erneut bei
18.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Fiir die anschlieBende zweidimensionale Gelelektrophorese
wird das Pellet in Rehydratationslosung aufgenommen, wobei pro Gramm Traube 1 ml der
Losung eingesetzt wird. Diese Mischung wird iiber einen Zeitraum von einer Stunde sechsmal

eine Minute gevortext und bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Tabelle 6: Durchfiihrung der TCA/Aceton-Fallung

Durchfiihrung Dauer Temperatur

Morsern unter fliissigem Stickstoff

Zugabe von 1 ml TCA-Aceton-Losung pro 500 ug Traube

Inkubieren 45 min -20°C
Zentrifugieren bei 18.000 rpm (UZ); Pellet verwerfen 15 min 4°C
Gleiches Volumen —20 °C kalte Aceton-Losung zum 10 min 4°C

Uberstand geben und inkubieren

bei 18.000 rpm und 4 °C zentrifugieren; Pellet verwerfen | 15 min -20 °C
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Zugabe des gleiches Volumens —20 °C kalte Aceton-

Losung

Zentrifugieren bei 18.000 rpm (UZ) 15 min 4 °C

Pellet in 1 ml Rehydratationslosung pro 1 g Ausgangsma-

terial aufnehmen

Vortexen 6 x 1min
iber 60 min
Zentrifugieren bei 14.000 rpm (UZ) 10 min 4°C

2.7.3.3  Behandlung mit Polyvinylpyrrolidon (PVP)
Wasserunlosliches Polyvinylpyrrolidon (PVP), hier Polyclar® AT, wird zur Bindung und
anschlieBenden Entfernung von Polyphenolen eingesetzt [LOOMIS/BATAILLE 1966, LABORDE
ET AL 2006].
Die Behandlung mit Polyclar® AT erfolgt einerseits als Vorbereitung der SDS-PAGE nach
Dialyse und Gefriertrocknung der Weinproben entsprechend des in Abbildung 7 dargestellten
Ablaufs.

‘ 30 mg lyophilisierter Rotwein in 3 ml Puffer ‘

i

‘ PVP-Zugabe: 0,3 g

‘ Uber Nacht auf Schiittler
I

|
|
‘ 10 min bei 3000 g zentrifugiert; Uberstand abgenommen ‘
|
|
|

‘ PVP-Zugabe: 0,2 g

‘ Uber Nacht auf Schiittler
!
‘ 10 min bei 3000 g zentrifugiert

‘ Uberstand iiber Spritzenfilter ‘

Abbildung 7: Versuchsprotokoll zur Extraktion der Proteine aus lyophilisierten Weinproben mittels Po-
lyvinylpyrrolidon (PVP)

Andererseits erfolgt eine Behandlung mit Polyclar® AT des unbehandelten Weines zur Vor-
bereitung einer GroBenausschlusschromatographie entsprechend des in Abbildung 8 darge-
stellten Ablaufs.

Eingesetzt werden ein Portugieser des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz sowie ein Dornfelder des

Jahrgangs 2005 aus Rheinhessen.
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| Portugieser 2005 | | Dornfelder 2005 |
- ! v 3
| 300 ml Wein |
! !
| PVP-Zugabe: 5 g |
¢ {
| mind. 1 h/iiber Nacht rithren |
v v
| 10 min bei 3000 g zentrifugieren; Uberstand abnehmen | 4x wiederholen
G 3 7 J
| 8 Tage Dialyse |
¥ ¥
| 24 h Gefriertrocknung |
! !

| 273 mg gefriergetrocknete Probe |

Abbildung 8: Versuchsprotokoll zur Extraktion der Weinproteine mittels Polyvinylpyrrolidon (PVP)

2.8 Aufreinigung der Proteine aus der Weinbeere

Die Weinbeeren werden hinsichtlich der Proteinzusammensetzung sowohl in ihrer Gesamtheit
als auch in ihren Bestandteilen Schale, Fruchtfleisch und Kerne untersucht. Eingesetzt werden
Weinbeeren der Rebsorten Riesling und Cabernet Sauvignon aus dem Rheingau.

Falls notwendig, erfolgt die Lagerung der Weintrauben von der Ernte bis zur Weiterverarbei-
tung bei -20°C.

Aufgrund der geringen Proteinkonzentration und des vergleichsweise hohen Anteils an Tan-
ninen und Pektinen gestaltet sich die Extraktion bei Weinbeeren schwierig. In der vorliegen-

den Arbeit wird ein nach VASSILOPOULOU ET AL (2007A) modifiziertes Protokoll verwendet.

Weintrauben

Riesling Cabernet Sauvignon

Entfernung der Stiele

Weinbeeren Fruchtfleisch Schale Kerne

130g | 3lg 127,68¢| 947¢ | |21.09¢ | 3.65¢g 105g | 135¢

y y A A

zermorsert unter Zugabe von fliissigem Stickstoff und Traubenextraktionspuffer

Menge des Traubenextraktionspuffers
6sml | 65ml | [ 4om | 5ml | | goml | 20ml | [ 2tmi | 10m

y v

Filtration iiber Siebleinen

Abbildung 9: Schritte der Traubenaufreinigung der Rebsorten Riesling und Cabernet Sauvignon
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Zunichst werden bei den Weintrauben nach der Lese die Stiele und Rappen entfernt. Ein Teil
der Weinbeeren wird direkt weiterverarbeitet, wihrend bei einem anderen mit einer Pinzette
die Schale der Weinbeere abgezogen wird und die Kerne aus dem Fruchtfleisch entfernt wer-
den, so dass eine Unterteilung in Fruchtfleisch, Schale und Kerne erfolgt. Dies wird direkt auf
Eis durchgefiihrt. Im Folgenden werden die vier Proben (Weinbeeren in ihrer Gesamtheit,
Fruchtfleisch, Schale und Kerne) getrennt voneinander, jedoch auf identische Weise weiter-
verarbeitet. In einem Morser wird die Probensubstanz unter Zugabe von fliissigem Stickstoff
und des Traubenextraktionspuffers inklusive dem Proteaseinhibitor (200 mM Natriumphos-
phat; 20 mM EDTA; 3 mM NaNs3; 0,5 % Tween-20: Protease-Inhibitor-Cocktail) zerkleinert.
Die Menge des Traubenextraktionspuffers wird je nach Loslichkeit der einzelnen Bestandteile

variiert (Abbildung 9). Im Anschluss erfolgt eine Filtration tiber ein Siebleinentuch.

2.9 Absorptionsspektroskopie

2.9.1 Proteinbestimmung
Nach wie vor ist umstritten, welche Proteinbestimmungsmethode fiir Weinproteine am besten
geeignet ist. Als problematisch erweist sich das Vorhandensein vieler verschiedener Inhalts-
stoffe im Wein, die die Messungen beeinflussen konnen. So fiithren die Polyphenole zu Ab-
weichungen bei der Messung nach LOWRY ET AL (1951) und nach BRADFORD (1976), bei der
auch Peptide mit in die Messung einbezogen werden. Aullerdem fehlt ein Standard fiir Wein-
proteine. Um einen Vergleich mit bisherigen Verdffentlichungen und von verschiedenen Me-
thoden zu ermdglichen, werden die im Folgenden beschriebenen drei kolorimetrischen Me-

thoden zur Proteinbestimmung eingesetzt.

29.1.1 Bradford-Assay

Die quantitative Bestimmung des Proteingehaltes mit der Methode von BRADFORD (1976)
erfolgt im sauren Milieu durch unspezifische Bindung von hydrophoben und kationischen
Seitenketten der Aminogruppen an die negativen Gruppen des Farbstoffs Coomassie ® Brilli-
ant Blue G 250. Die Bindung der Proteine hat eine bathocrome Verschiebung des Absorpti-
onsmaximums von 465 nm auf 595 nm zur Folge, so dass die Zunahme der Absorption bei
595 nm als MaB fiir die Proteinkonzentration herangezogen werden kann. Die Auswertung
erfolgt mit Hilfe einer Kalibriergeraden mit BSA als Referenzprotein. Sowohl bei der Eichge-

raden als auch bei den Proben werden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.
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29.1.2  Lowry-Assay

Der Lowry-Assay beruht auf der Biuret-Methode, d.h. der Bildung eines Komplexes aus Pro-
teinen und Cu2+, das in alkalischer Losung zu Cu’ reduziert wird [LOWRY ET AL 1951]. Mit
dem Folin-Ciocalteau-Reagenz bilden die Kupferionen einen blauen Farbkomplex, der bei
750 nm photometrisch bestimmt als Maf fiir die Proteinreaktion herangezogen wird. Durch-
gefiihrt wird der modifizierte Lowry Protein-Assay entsprechend den Angaben des Herstellers

[Technical Handbook, Pierce 2005] mit BSA als Referenzprotein und Dreifachbestimmungen.

2.9.1.3 Bicinchoninsiure-Assay

Der Bicinchoninsidure (BCA)-Assay, basierend auf der Methode von SMITH ET AL (1985),
macht sich wie der Lowry-Test die Reduktion von Cu®* zu Cu* im alkalischen Milieu bei
Anwesenheit von Proteinen zunutze. Cu® bildet mit der Bicinchoninsidure (BCA) einen blau-
violett-farbigen Komplex, der mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm photometrisch
detektierbar ist. Der Test wird nach dem Micro BCA™ Protein Assay mit einem BSA-
Standard entsprechend dem Standard-Protokoll des Herstellers durchgefiihrt [Technical
Handbook, Pierce 2005].

29.14  Aufnahme von Absorptionsspektren

Absorptionsspektren werden in Quarzkiivetten im Spektralphotometer (Carry 300, Varian) in
einem Bereich zwischen 200 — 850 nm gemessen. Nach Aufnahme einer Puffer-Baseline wird
dieselbe Kiivette (Quarzkiivette mit einer optischen Wegldnge von 1 cm) fiir die Messung der

Probe verwendet.

2.10 Polyacrylamid — Gelelektrophorese (PAGE)

2.10.1 Denaturierende SDS-PAGE
Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) kommt es durch
Bindung der Proteine an das negativ geladene Detergenz SDS zur Ausbildung eines SDS-
Protein-Komplexes mit konstantem Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis, so dass eine Auftrennung
der Proteine ausschlieBlich anhand deren Molekulargewichts erfolgt [GUTTMAN 1996].
Das eingesetzte Trennmedium besteht aus Polyacrylamid. Die Porengréfe, die maflgebend fiir
die Trennleistung ist, wird iiber die Totalamidkonzentration und den Vernetzungsgrad be-

stimmt.
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Bei der hier eingesetzten diskontinuierlichen PAGE mit einem Tris-HCl/Tris-Glycin-
Puffersystem nach LAMMLI (1970), modifiziert nach SEE UND JACKOWSKI (1989) werden die
Proteine in einem Sammelgel (3% Polyacrylamidanteil) fokussiert, bevor sie in das Trenngel
(10 bis 20 % Polyacrylamidanteil) einwandern. Die Proteine werden nach ihrem Molekular-
gewicht getrennt, wobei die kleinen Molekiile in dem Polyacrylamidnetz schneller wandern
als die groBeren. Die genauen Zusammensetzungen des Trenn- sowie Sammelgels finden sich

in Tabelle 7 und 8.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Trenngels fiir je zwei Minigele einer SDS-PAGE

10 % 12,5 % 15 % 17,5 %
Rotiphorese 30 [ml] 4,67 5,83 7,00 8,16
Trenngelpuffer [,ml] 3,50 3,50 3,50 3,50
Aqua dest. [ml]] 5,34 4,18 3,01 1,85
SDS-Losung 10 % [ul] | 280 280 280 280
TEMED [ul] 28 28 28 28
APS 4 % [ul] 420 420 420 420

Tabelle 8: Zusammensetzung des Sammelgels fiir je zwei Minigele (3%) einer SDS-PAGE

Rotiphorese 30 [ml] 1,00
Trenngelpuffer [,ml] 2,50
Aqua dest. [ml] 6,15
SDS-Losung 10 % [ul] | 200
TEMED [ul] 40

APS 4 % [ul] 300

Die Proteinproben werden im Verhiltnis 1:1 mit Denaturierungspuffer gemischt und nach
einer zehnminiitigen Denaturierung bei 95°C auf das Gel aufgetragen. Bei Minigelen (10 cm
x 7,5 cm mit einer Dicke von 0,4 mm) werden 25 pul bzw. 30 pl mit einer 10er-Kamm-Tasche,
bei groBen Gelen (13,5 cm x 16 cm mit einer Dicke von 1 mm) 50 ul in einer 12er-Kamm-
Tasche aufgetragen. Die Elektrophorese wird in Minigel-Kammern der Firma Keutz bzw. in
Kammern fiir groBe Gele der Firma Holzel bei einer Spannung von 100 V bei Minigelen bzw.

140 V bei groBen Gelen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Die Auswertung erfolgt mit dem Molekulargewichtsmarker ,,Precision Plus Protein Standard*
und der Software Quantity One v4.5.2 auf einem GS-800 Calibrated Densitometer der Firma
BioRad.

2.10.2 Gradientengel

Gradientengele erweitern den Trennbereich durch eine kontinuierliche Anderung der Polyac-
rylamidkonzentration. Der lineare Gradient entsteht durch ein Zwei-Kammer-Mischsystem
mit einer Schlauchpumpe: das Trenngel mit der geringeren Konzentration wird in das vordere,
die Mischung mit der hoheren Konzentration in das hintere Reservoir des Gradientenmischers
gefiillt. Der Inhalt der vorderen Kammer wird mit einem Magnetrithrer gemischt und dann
iiber einen Schlauch von unten in die Gelkassette gepumpt. Durch Offnen des Ventils zwi-
schen den zwei Kammern des Gradientenmischers flieBt das Trenngel mit der hoheren Pro-
zentigkeit nach, dadurch entsteht ein ansteigender Gradient in der Gelkammer. Die
Elektrophorese von Gradientengelen wird bei einer Spannung von 120 V fiir das Einlaufen ins
Sammelgel und mit 140 V bei der Trennung im Trenngel durchgefiihrt.

Die Gradientengele haben eine Gréfe von 13,5 cm x 16 cm bei einer Dicke von 1 mm. Es

werden die gleichen Puffer und Losungen wie bei den Minigelen verwendet.

2.10.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine mit der zweidimensionalen Gelelektrophorese erfolgt nach dem
isoelektrischen Punkt der nativen Proteine in der ersten sowie dem Molekulargewicht der de-

naturierten Proteine in der zweiten Dimension.

Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Zur Isoelektrischen Fokussierung werden IPG-Streifen mit einem pH-Bereich von 3 bis 10
eingesetzt. In einem ersten Schritt erfolgt die Rehydratation der IPG-Streifen. Hierzu wird
jeweils ein IPG-Streifen in einen ,,Strip Holder* mit der Gelseite nach unten gelegt. 50 pl der
Rehydratationslosung werden mit 150 pl der mit der TCA/Aceton-Féllung bearbeiteten Trau-
benprobe vermischt und in die ,,Strip Holder* unter den IPG-Streifen pipettiert. Abschlieend
wird der IPG-Streifen mit Cover Fluid-Losung bedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern.

Die Rehydratation 14uft bei 50 V fiir mindestens 16 Stunden.

Die IEF wird in der IEF-Gelelektrophoreseapparatur IPGphor bei einer Temperatur von 20°C
und einer maximalen Stromstdrke von 50 uA pro IPG-Streifen durchgefiihrt. Das Protokoll ist

im Folgenden aufgefiihrt.
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100 V 100 Voltstunden StepNHold
500V 500 Voltstunden StepNHold
1000 V 1000 Voltstunden StepNHold
6000 V 3500 Voltstunden Gradient
6000 V 75000 Voltstunden StepNHold
80100 Voltstunden

Im direkten Anschluss an die IEF wird iiberschiissige Cover Fluid-Losung entfernt. Dann
werden die IPG-Streifen in Schraubdeckelrohrchen zunichst 15 min in 5 ml Aquilibrierungs-
16sung mit 50 mg DTT und im Anschluss daran 15 min in 125 mg Jodoacetamid-enthaltender
Aquilibrierungslosung geschwenkt. Nach 10 miniitigem Trocknen auf Filterpapier erfolgt die

gelelektrophoretische Auftrennung.

SDS-PAGE

Fiir die SDS-PAGE werden 12,5%ige Trenngele verwendet, die den Trenngelen der eindi-
mensionalen SDS-PAGE entsprechen (Tabelle 7, Abschnitt 2.10.1). Der dquilibrierte IPG-
Streifen wird kurz in SDS-Laufpuffer getaucht, auf das Gel aufgelegt und mit 1 %iger Agaro-
selosung iiberschichtet. Die Elektrophorese wird in den Gelelektrophoresekammern ,,Hoefer
electrophoresis unit SE600* (Amersham Pharmacia, Schweden) nach folgendem Laufproto-

koll durchgefiihrt:

15 min 7,5 pA pro Gel
60 min 15 pA pro Gel
180 min 30 pA pro Gel

2.10.4 Coomassie-Firbung

Bei Proteinmengen grofler 1 pg/Bande wird die Coomassie-Farbung nach SEE UND JACKOWK-
SI (1989) mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau R250 zur Farbung der
Gele eingesetzt. Die Fixierung der Proteine erfolgt beim Einlegen in die Firbelosung gleich-
zeitig mit der Fiarbung durch das in der Losung enthaltene Methanol/Essigsdure-Gemisch.
Nach mindestens einer Stunde in der Farbelosung haben die Proteine mit dem Farbstoff einen

stabilen Farbkomplex gebildet. Der iiberschiissige Farbstoff wird durch das Einlegen in die
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Entfiarbelosung so lange entfernt, bis die blauen Proteinbanden auf dem Gel deutlich zu er-
kennen sind. Sensitiver ist die Coomassie-Fiarbung nach KANG ET AL (2002) mit Coomassie-
Brilliant-Blau G250 in der aluminiumsulfathydrat-/, ethanol-/ und phosphorsédurehaltigen Fér-

belosung.

2.10.5 Silberfirbung
Bei der Silberfarbung erfolgt zunéchst die Fixierung der Proteine in einer Methanolldsung. In
einem zweiten Schritt folgt die Farbung mit einer Silbernitratlosung. Diese beruht auf der
Komplexbildung der Silberionen mit Seitenketten (Glu-, Asp-, Cys-Resten) der Proteine, wo-
bei Ag" durch alkalisches Formaldehyd zu Ag reduziert wird.
Die Silberfarbung zeichnet sich durch eine vergleichsweise hohe Empfindlichkeit aus. Die

detaillierte Anleitung findet sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Protokoll der Silberfirbung nach der Methode von BLUM ET AL [BLUM ET AL 1987]

Losung Minigel GroBes Gel

50 % Methanol-Losung mindestens 60 min mindestens 60 min

5 % Methanol-Losung 20 min 30 min

Aqua dest. 20 min 30 min
Enhancer-Losung 1 min S min

Aqua dest. 3x20s 3x20s

Farbelosung 20 min 30 min

Aqua dest. 3x20s 3x20s
Entwickler-Losung bis Banden sichtbar sind bis Banden sichtbar sind
Stop-Losung zum Abstoppen zum Abstoppen

2.11 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung dient der Auftrennung der Proteine entsprechend ihres isoe-
lektrischen Punktes.

Als Gel findet das SERVALYT® PreNets® mit einem pH-Bereich von 3 bis 10 Anwendung.
Zuniachst wird der pH-Gradient stufenweise eingestellt. Die Anodenlésung (0,17 g L-
Asparaginsiure; 0,18 g L-Glutaminsédure; in 50 ml H,O) sowie die Kathodenlosung (0,22 g L-
Arginin; 0,18 g L-Lysin; 6 ml Ethylendiamin; auf 50 ml H,O) werden auf die Elektrodenstrei-

fen des entsprechenden Pols aufgetragen. Das Einstellen des Gradienten erfolgt durch eine
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Erhohung der Leistung um 1 Watt in zehnminiitigem Abstand, beginnend bei 1 Watt und en-
dend bei 5 Watt.

Als Probe wird Riesling des Jahrgangs 2004 aus dem Rheingau eingesetzt. Von diesem wer-
den ebenso wie von dem Marker (IEF-Marker 3-10, Serva Liquid Mix) 5 ul auf den Applika-
torstreifen aufgetragen. Die Fokussierung wird bei einer Leistung von 5 Watt iiber einen Zeit-
raum von ca. 3 Stunden durchgefiihrt, wobei der Applikatorstreifen nach 45 min entfernt

wird. AnschlieBend, bevor die Firbung erfolgt, wird das Gel 1 min mit H,O gespiilt.

Firbung mit Serva Violett

Eingesetzt wird die Fiarbung mit Serva Violett 17. Dies ist eine kolloidale Firbemethode, die
insbesondere aufgrund des vergleichsweise klaren Hintergrundes vom Hersteller fiir die IEF
empfohlen wird. Das Gel wird 10 min in der Féarbelosung geschiittelt. Diese setzt sich aus den

zwei folgenden Stammldsungen zusammen, die im Verhéltnis 1:1 gemischt werden.

Stammlosung 1 500 mg SERVA Violett 17 Pulver in 250 ml H,O

Stammlosung 2 20 % (w/v) Phosphorsiure

Das Entfidrben erfolgt in 3 % (w/v) Phosphorséure iiber einen Zeitraum von ca. 10 min bzw.

bis keine Hintergrundfirbung mehr zu erkennen ist.

2.12 Glykoproteinbestimmung

2.12.1 Perjodsaure-Farbung

Bei der Farbung mittels Perjodsdure und Schiff’s Reagenz (PAS — Periodic acid Schiff) wer-
den nichtsubstituierte Glykol-Gruppen der Kohlenhydrate in wéssriger Perjodsdure zu Alde-
hyden oxidiert. Diese reagieren mit fuchsinschwefliger Saure (Schiff’s Reagenz), was zur
Bildung eines magenta-roten Farbstoffs fiihrt. Die PAS-Farbung wird auf einem fiir Weinpro-
teine modifizierten Protokoll basierend auf GLOSSMANN//NEVILLE (1971) und RIEBE/THORN
(1991) auf einem Gel durchgefiihrt. Zunichst wird eine SDS-PAGE, wie in Abschnitt 2.10.1
beschrieben, durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte des weiteren Ablaufs sind in Tabelle 10

dargestellt und werden nachfolgend beschrieben.
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Tabelle 10: Durchfiihrung der PAS-Fiarbung

Arbeitsschritt/Funktion Dauer (Bedingungen) | Losung

Fixieren mind. 1 h 50 % (v/v) Methanol; 40 % (v/v) Essigsdu-
re; 10 % (v/v) H,O

Waschen 2 x 1 min 7,5%ige Essigsdure in HO

Oxidieren 20 min 1% Perjodsdure in H,O

Waschen 2 x 1 min 7,5%ige Essigsdure in H,O

Komplexierung/Farbung 10 min Schiff’s Reagenz (1 % (w/v) basisches

Salzsiure

Im Anschluss an die Gelelektrophorese werden die Proteine auf dem Gel in einer Methanol-
Essigsdurehaltigen Losung eine Stunde fixiert. Die Oxidation der Kohlenhydrate erfolgt in
1%iger Perjodsdurelosung iiber die Dauer von 20 min. Die Inkubation in Schiff’s Reagenz
bewirkt eine Komplexierung und die Féarbereaktion. Als Protein Standard wird der Kaleido-

skop ,,Prestained Standard Marker* von BioRad eingesetzt.

2.12.2 Lektinblot

Der Lektinblot wird entsprechend eines Protokolls der Arbeitsgruppe STOCKER/HOEGER
durchgefiihrt, welches auf der Methodik nach JONES ET AL (1999) basiert. Hierbei werden lek-
tingebundene Kohlenhydrate auf einer Blotmembran angefirbt. Als Lektin wird biotinyliertes
Concanavalin A (Con A), ein Metalloprotein aus der Schwertbohne (Canavalia ensiformis)
eingesetzt. Con A zeigt eine hohe Spezifitit fiir verzweigtkettige Polysaccharide mit einem
terminalen nicht-reduzierenden Glycopyranosyl-/ oder Mannopyranosylrest [GOLDSTEIN ET
AL 1965, GOLDSTEIN/SO 1956, GOLDSTEIN/IYER 1966, GRUDEN-MOVSESIJAN ET AL 2002].
Dieses Lektin wird gewéhlt, da die im Wein aufgekliarten Kohlenhdryratstrukturen komplex
bzw. vom Oligomannosetyp sind [MARCHAL ET AL 1996]. Hohe Spezifitit zeigt sich auch fiir
Mannane (Mannosepolysaccharide) aus der Hefe, die im ebenfalls im Wein nachgewiesen
werden konnten [GOLDSTEIN ET AL 1965, CARIDI 2006, WATERS ET AL 1994, WATERS ET AL
1993]. Der Nachweis und die Firbung erfolgen mit einer Avidin-Peroxidase und einer Chlo-

ro-1-Naphtol/Wasserstoff-peroxidlosung.

Der Ablauf des Lektinblots ist in Tabelle 11 dargestellt, wobei aufgrund der Lichtempfind-
lichkeit des Blots alle Schritte im Dunkeln stattfinden. Zunidchst wird eine denaturierende

Gelelektrophoese durchgefiihrt, wie in Abschnitt 2.10.1 beschrieben. Im Anschluss daran

Fuchsin, 1,9 % Natriumbisulfit in 0,15 N
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werden das Gel ebenso wie die Nitrocellulosemembran 30 min in Transferpuffer inkubiert.
Darauf folgt der Elektrotransfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran mittels eines
Semi-Dry-Blot-Verfahrens nach KHYSE-ANDERSEN [KHYSE-ANDERSEN 1984]. Die Membran
und das darauf liegende Gel befinden sich hierbei luftblasenfrei eingebettet in je 10 in Trans-
ferpuffer getrinkte Filterpapiere. Das Blotten erfolgt iiber einen Zeitraum von zwei Stunden
bei einer Stromstirke von 0,8 mA/cm? Gelfliche. Zur Uberpriifung der Proteiniibertragung
wird die Membran mit Ponceau S angefidrbt und anschlieBend in TBS 1 gewaschen. Die Blo-
ckierung unspezifischer Bindungsstellen wird durch Inkubieren der Membran in 5%iger BSA-
Losung erreicht. Das Lektin Concanavalin A wird in biotinylierter Form zugegeben und bin-
det die Zuckerreste der Glykoproteine. Der Nachweis erfolgt iiber die Avidin-Peroxidase und

das Substrat 4-Chloro-1-Naphtol.

Tabelle 11: Durchfiihrung des Lektinblots

Arbeitsschritt Dauer Losungen
SDS-PAGE (12,5 %) ca. 90 min bei 100 V | Laufpuffer

(RT)
Inkubation des Gels und der Nitrocellu- | 30 min Transferpuffer
losemembran
Blotten 2 h; 0.8 mA*cm-2 mit Transferpuffer

(RT) getriankte Filterpapiere
Anfirben 1 min (RT) Ponceau S-Losung
Waschen 1 min (RT) TBST
Blocken freier Bindungsstellen iiber Nacht (4°C) 5 9% BSA (Fraktion V) in

TBS 1

Waschen 2 x 10 min (RT) TBS 1
Inkubation in Lektinlésung 1 h (37°C) 10 pg/ml Lektin in TBS 1
Waschen 2 x 10 min (RT) TBS 2
Inkubation mit Avidin-Peroxidase 1 h (37°C) 0,05 ug/ml in TBS 3
Waschen 2 x 10 min (RT) TBS 1
Inkubation mit 4-Chloro-1- bis zur Firbung 3 mg/ml 4-Chloro-1-
Naphtol/Wasserstoffperoxidlosung Naphtol in Methanol plus

Sfache Menge TBS 1;
0,015 % H,0,
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Waschen 2 x 10 min (RT) TBS 1

Trocknen

2.13 Chromatographische Methoden

2.13.1 Ionenaustausch-Chromatographie

Die lonenaustauschchromatographie basiert auf dem Prinzip der kompetitiven Wechselwir-
kung geladener Ionen. In einem ersten Schritt binden die Proteine an die fixierte Ladung der
stationdren Phase (Ionentauscher-Matrix). In einem zweiten Schritt werden die Proteine durch
eine steigende Salzkonzentration verdrangt und eluiert, wobei im Anschluss die Salzkonzent-

ration so hoch gewihlt wird, dass die Elution aller Proteine erfolgt.

2.13.1.1 Anionenaustausch-Chromatogaphie

Der Anionenaustausch findet an einer FPLC-Anlage bei Raumtemperatur statt. Eingesetzt
werden eine UNO Q-12-Séule, die sich durch quaternédre Trimethylaminoethyl [-N(CH3)3]-
Gegenionen und ein Volumen von 12 ml auszeichnet und eine UNO Q-1-Sdule mit einem
Volumen von 1,3 ml.

Bevor die Probe auf die Sdule gegeben wird, wird sie iiber einen sterilen Spritzenfilter mit
einer PorengroBe von 0,22 um filtriert. Lyophilisierte Proben werden zuvor in 100 mM Phos-
phatpuffer mit einem pH-Wert von 7,0 gelost. Als mobile Phase wird ein 50 mM Phosphat-
puffer mit einem pH-Wert von 7,7 eingesetzt. Eluiert wird mit einem linearen Salzgradienten

mit 1M NaCl. Die entsprechenden Protokolle sind in Anhang 8.1 aufgefiihrt.

2.13.1.2 Kationenaustausch-Chromatographie

Der Kationenaustausch wird mit einer UNO S-6 Sidule durchgefiihrt, die Sulfomethylgruppen
enthhilt. Das Sdulenvolumen liegt bei 6 ml. Als Elutionspuffer wird ein 50 mM Citratpuffer
mit einem pH-Wert von 3,0 eingesetzt, die Elution erfolgt mit einem linearen Salzgradienten
mit 1M NaCl. Vor der Aufgabe auf die Sdule wird die Probe iiber einen sterilen Spritzenfilter

mit einer Porengrofle von 0,22 pm filtriert. Das Protokoll ist in Anhang 8.1 aufgefiihrt.

2.13.2 GroBenausschluss-Chromatographie
Auch die GroBenausschluss-Chromatographie (SEC) wird bei Raumtemperatur an einer

FPLC-Anlage durchgefiihrt. Als Sédule wird eine Sephacryl S-100-Sdule mit einem Volumen
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von 120 ml verwendet, die fiir die Auftrennung von Proteinen im Bereich von 5 bis 100 kDa
geeignet ist. Auch hier wird die Probe vor dem Auftragen auf die Sdule durch sterile Spritzen-
filter mit einer Porengrofe von 0,22um filtriert. Die Elution erfolgt mit einem 0,05 molaren
Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,0. Das entsprechende Protokoll ist in Anhang 8.1
aufgefiihrt.

Eingesetzt wird die SEC als zweiter Schritt der Proteinaufreinigung. Einerseits infolge einer
Anionenaustauschchromatographie bei den WeiBweinproteinen und andererseits infolge einer

Féllung mit Polyvinylpyrrolidon (PVP) bei Rotweinproteinen.

2.14 Massenspektrometrie

Die Identifizierung der Proteinproben mittels Massenspektrometrie erfolgt freundlicherweise
durch Dr. Stefan Tenzer in der AG Schild am Institut fiir Immunologie der Johannes Guten-
berg-Universitidt Mainz.

In einem ersten Schritt werden die Proteinproben durch eine SDS-PAGE aufgetrennt, mit
Coomassie angefirbt und die zu analysierenden Banden ausgeschnitten. Die Fragmentierung
der Proteine wird durch einen tryptischen Verdau erreicht. Die weitere Auftrennung und Ana-
lyse erfolgt durch eine Kopplung von einer kapillaren HPLC (nanoACQUITY UPLC Sys-
tem™ der Firma Waters GmbH mit einer nanoACQUITY UPLC™ Symmetry C18 Umkehr-
phasensdule) mit dem Waters Q-TOF Premier System Massenspektrometer (Waters GmbH,
Eschborn). Bei diesem werden die Molekiile durch eine Elektrospray-lonisation (ESI) ioni-
siert, als Analysator zur Trennung und zum Nachweis der Analyt-Ionen wird eine Kombinati-
on aus Quadrupol (Q) und Flugzeitanalysator (TOF) eingesetzt.

Die Auswertung der Daten erfolgt mittels PROTEINLYNX GLOBAL SERVER v2.2 (Waters
GmbH, Eschborn). Zur Proteinidentifizierung wird eine Datenbank als Grundlage genutzt, die
alle bekannten Sequenzen der Weinrebe Vitis, der der Hefe Saccharomyces sowie der bereits

im Wein identifizierten Proteine enthélt.

2.15 Proteinsequenzanalyse und Sequenzalignments

Proteinsequenzen werden mit der NCBI-Sequendatenbank [HTTP://WWW.NCBL.NLM.NIH.GOV]
ermittelt und im FASTA-Format weiterverwendet. Die Ermittlung von Aminosdureanzahl,
Aminosdurezusammensetzung, Molekulargewicht und isoelektrischem Punkt erfolgt mit dem

ProtPram Tool von Expasy [HTTP://WWW.EXPASY.CH/TOOLS/PROTPARAM.HTML].
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Die Sequenzalignments werden mit ,,ClustalX 1.83% mit den Standardeinstellungen alignt, die
Sequenzidentitdten und /-dhnlichkeiten werden mit ,,GeneDoc* (Version 2.6.002) ausgewertet
[NICHOLAS ET AL 1997, THOMPSON ET AL 1997, HTTP://WWW.NRBSC.ORG/

GFX/GENEDOC/INDEX.HTML].

2.16 Proteinmodelling

Proteinmodelle werden mit Hilfe von Swiss Model iiber den ,,SwissModel Automatic Model-
ling Mode* erstellt [HTTP://SWISSMODEL.EXPASY.ORG, ARNOLD ET AL 2006, KOPP/SCHWEDE
2004, SCHWEDE ET AL 2003, GUEX ET AL 1997] und mit Chimera 1.2540 bearbeitet

[HTTP://WWW.CGL.UCSF.EDU/CHIMERA].

2.17 Immunologische Methoden

Das allergene Potential der Thaumatin-dhnlichen Proteine im Wein wird durch den Western
Blot untersucht. Untersuchungen zur Allergenitit der Weinproteine (Proliferationstest und
Zytokinproduktion) finden freundlicherweise durch Dr. Iris Bellinghausen und Dr. Bettina

Konig der AG Saloga in der Hautklinik der Johannes Gutenberg-Universitét statt.

2.17.1 Western Blot

Der Western Blot wird in der vorliegenden Arbeit zur Identifizierung Thaumatin-dhnlicher
Proteine in dem Proteingemisch des Weines eingesetzt.

Die Durchfiihrung des Western Blots ist in Tabelle 12 zusammengefasst. Im ersten Schritt
wird das Proteingemisch der Weinextrakte mittels einer diskontinuierlichen SDS-PAGE, wie
in Abschnitt 2.10.1 beschrieben, aufgetrennt. Im zweiten Schritt erfolgt der Transfer der Pro-
teine mittels eines Semi-Dry-Blot-Verfahrens, welches in Abschnitt 2.12.2 erldutert wird, von
dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran. Die Uberpriifung des Proteintransfers erfolgt durch
Anfirben der Membran mit Ponceau S-Losung, die durch TBST ausgewaschen wird. Das
anschlieBende Blocken der unspezifischen Proteinbindungsstellen erfolgt durch eine 5%ige
Magermilchpulverlosung iiber den Zeitraum von zwei Stunden bei 4°C und dient der Reduk-
tion der Hintergrundfiarbung. Die Antikorpermarkierung erfolgt in zwei Schritten. Zunéchst
bindet der antigenspezifische Thaumatin-Antikorper (=Primérantikorper) an die in dem Prote-
ingemisch enthaltenen Thaumatine bzw. Thaumatin-dhnlichen Proteine. Der Primérantikorper

wird in Verdiinnungen von 1:1000 bis 1:50000 eingesetzt. Der Sekundérantikorper ist artspe-
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zifisch (anti-Chicken-IgG) und mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt, iiber die die Pro-

teinbindung visualisiert wird. Auch der Sekundirantikérper wird in Verdiinnungen von

1:1000 bis 1:50000 eingesetzt. Als Substrate der alkalischen Phosphatase dienen Brom-4-

chlor-3-indolylphosphat- p-toluidinsalz (BCIP) und p-Nitrobluetetrazolium (NBT) [BLAKE ET

AL 1984].

Tabelle 12: Durchfiihrung des Western Blots

Arbeitsschritt Dauer Losungen

SDS-PAGE (12,5 %) ca. 90 min bei 100 V Laufpuffer

(RT)

Inkubation des Gels und der Nitro- | 30 min Transferpuffer

cellulosemembran

Blotten 2 h; 0.8 mA*cm” (RT) mit Transferpuffer getrank-
te Filterpapiere

Anfirben 1 min (RT) Ponceau S-Losung

Waschen 1 min (RT) TBST

Blocken freier Bindungsstellen 2h (4°C) 5 % Magermilchpulver in
TBST (Blockldsung)

Inkubation mit Primérantikorper Uber Nacht (4°C) Primérantikorper in Block-
16sung

Waschen 4 x 10 min (4°C) TBST

Inkubation mit Sekundirantikérper | 2 h (4°C) Sekundirantikorper in
Blocklosung

Waschen 4 x 10 min (4°C) TBST

Entwicklung bis Banden sichtbar (RT) | Entwicklungslosung

Waschen 2x30s (RT) Wasser

Trocknen

2.17.2 Proliferationstest

Fiir die Testung der Proliferationsraten werden CD4"-T-Zellen mit allergenbeladenen Dentri-
tischen Zellen (DC) kokultiviert. Die CD4"-T-Zellen hierfiir werden aus PBMC (Peripheral

Blood Mononuclear Cell) entsprechend BELLINGHAUSEN ET AL 2007 gewonnen. Das Beladen

der DCs wird ebenfalls nach BELLINGHAUSEN ET AL 2007 durchgefiihrt, mit dem Unterschied,




Material und Methoden 55

dass die kultivierten unreifen DCs nach sechs Tagen mit verschiedenen Mengen an lyophili-
sierten Wein- bzw. Traubenproben inkubiert werden.

Nach fiinf Tagen der Kokultivierung der CD4"-T-Zellen mit den beladenen Dentritischen Zel-
len (DC) wird *[H]-Thymidin zugegeben und nach einer sechsstiindigen Inkubation der Ein-

bau gemessen [BELLINGHAUSEN ET AL 2007].

2.17.3 Zytokinproduktion
Die Quantifizierung der humanen Zytokine Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 5 (IL-5) er-
folgt mittels eines ELISA (enzyme-linked immunosorbend assay) entsprechend der Herstel-
lerangaben [BD Biosciences, Heidelberg, BELLINGHAUSEN ET AL 2007].
Fiir die Versuche werden Blutseren von vier Probanden eingesetzt, von welchen zwei Griser-

allergiker und zwei ohne bekannte Allergie sind.
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3. Ergebnisse

3.1 Konzentrierung der Proteine

Da Wein einen sehr geringen Proteingehalt aufweist, muss zunichst eine Konzentrierung der
Proteine vorgenommen werden. Im Test mit anderen Methoden erweist sich die Gefriertrock-
nung als geeignet, da ein vergleichsweise hoher Proteinverlust, wie er bei allen membranab-
hingigen Methoden wie Vivacell oder Zentrifugalkonzentratoren auftritt, verhindert werden
kann und eine vollstindige Gewinnung aller Proteine ohne Molekulargewichtsausschluss
moglich ist. Des Weiteren ist der Konzentrierungseffekt am groBten, eine Denaturierung der
Proteine kann vermieden werden und eine Lagerung ist gut moglich. Zur Entfernung nieder-
molekularer Substanzen wie Salze, Farbstoffe und Zucker wird die Probe zuvor mit einem
molekularen Ausschluss von 3,5 kDa gegen entionisiertes Reinstwasser dialysiert. Auf diese
Weise konnen auch weitere in der spiteren Analyse storende Substanzen wie Phenole und
Peptide abgetrennt werden.

Der Einsatz von 200 ml Weilwein und 200 ml WeiBlherbst resultiert jeweils in 90 bis 120 mg
lyophilisiertem Pulver, bei Rotwein werden 190 bis 220 mg Probe nach der Gefriertrocknung
gewonnen. Neben den Proteinen sind in diesem Extrakt noch weitere Feststoffe, die im Rah-
men der Dialyse mit einem molekularen Ausschluss von 3,5 kDa nicht entfernt werden, wie
Saccharide und Polyphenole enthalten. Die groere Menge des Rotweins ist wahrscheinlich
auf den hoheren Gehalt an polymeren Phenolen, wie den Tanninen, zuriickzufiihren sowie auf

die Verbindung der Proteine mit diesen.

3.2 Proteingehalt von Wein, Most und Weinbeeren

Vergleich des Proteingehaltes vor und nach Dialyse und Gefriertrocknung

Eine Ermittlung des Proteingehaltes mit der Methode nach BRADFORD wird einerseits mit
dem unbehandelten Wein durchgefiihrt, andererseits werden die Proben nach der Konzentrie-
rung der Weinproteine durch Dialyse und Gefriertrocknung gemessen. Eingesetzt werden die
weillen Rebsorten Riesling und Sauvignon Blanc des Jahrgangs 2006 aus Rheinhessen. Wie
Tabelle 13 zeigt, liegt der Proteinverlust durch Dialyse und Gefriertrocknung beim Riesling

bei 11,1 % und beim Sauvignon Blanc bei 6 %.
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Tabelle 13: Proteingehalt von Riesling 2006 sowie Sauvignon Blanc 2006 aus Rheinhessen vor und nach
Dialyse und Gefriertrocknung, ermittelt mit Hilfe des Bradford-Assays mit BSA als Standard. Die Daten
sind Durchschnittswerte von Dreifachbestimmungen +/- Standardfehler

Riesling 2006
(Rheinhessen)

Sauvignon Blanc 2006
(Rheinhessen)

vor Dialyse und

Gefriertrocknung

15,31 pg/ml +/- 0,67 pg/ml

30,38 ug/ml +/- 0,71 pg/ml

nach Dialyse und

Gefriertrocknung

13,60 pg/ml +/- 0,73 pg/ml

28,56 ug/ml +/- 1,14 pg/ml

,»Riickgewinnungsrate‘

88,9 %

94 %

Proteingehalt von Weinbeere, Most und Wein

Zur Bestimmung des Proteingehaltes der Weinbeere, dem Most und dem daraus hergestellten
Wein wird die Rebsorte Riesling des Jahrgangs 2005 aus dem Rheingau eingesetzt. Die
Weinbeeren wurden bei vollstandiger Reife im Rheingau gelesen und von der Forschungsan-
stalt in Geisenheim direkt weiterverarbeitet. Die in Tabelle 14 gezeigten Analysedaten zur
Charakterisierung des Weins wurden mir freundlicherweise von der Forschungsanstalt Gei-

senheim zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 14: Analysedaten Weiler Riesling 2005 (Wein Nr. 05-140 der Forschungsanstalt Geisenheim)

Weininhaltsstoff Gehalt
Gesamtalkohol 13,8 % Vol
Gesamtalkohol 109,1 g/l
Gesamtextrakt 22 g/l
Asche 1,6 g/l
Dichte 0,9907 (20/20)
Zucker 2 g/l
Gesamtsiure 5,8 g/l
pH-Wert 3,3
Weinsdure 2,6 g/l
Fliichtige Saure 0,4 g/1
Freie SO, 44 mg/l
Gesamte SO, 103 mg/1
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Der eingesetzte Wein wird vor der Abfiillung mit Bentonit behandelt und geschwefelt. Andere

Behandlungsverfahren werden nicht angewendet.

Tabelle 15 beleuchtet die Entwicklung des Proteingehaltes von der Weinbeere iiber den Most
bis zum Wein. Die Proteinbestimmung erfolgt mit Hilfe des Bradford-Assays. Eingesetzt
werden hierfiir Wein, Most und Weinbeeren der gleichen Lage aus dem Anbaugebiet Rhein-
gau, wobei der Wein geschwefelt und mit Bentonit behandelt ist, eine weitere Behandlung
findet nicht statt. Auch der Most wird direkt fiir die Messung eingesetzt, wihrend die Trauben

entsprechend der in Abschnitt 2.8 geschilderten Methode behandelt werden.

Tabelle 15: Proteingehalt von Weinbeeren, Most und Wein der Rebsorte Riesling des Jahrgangs 2005 aus
dem Rheingau, ermittelt mit Hilfe des Bradford-Assays mit BSA als Standard. Die Daten sind Durch-
schnittswerte von Dreifachbestimmungen +/- Standardfehler

Produktionsstufe Proteingehalt [ug/ml]
Weinbeere Riesling 2005 (Rheingau) 133,92 +/- 0,83
Most Riesling 2005 (Rheingau) 32,82 +/- 0,32
Wein Riesling 2005 (Rheingau) 10,18 +/- 0,27

Es ist deutlich zu erkennen, dass ein Proteinverlust wihrend der Weinherstellung von der
Weinbeere iiber den Most bis zum Wein einsetzt. Von der Weinbeere zum Most reduziert sich
der Proteingehalt auf ca. ein Fiinftel und weiterhin auf ca. ein Drittel bis zum Endprodukt
Wein. Diese Werte stimmen mit von CANALS ET AL 1998 veroffentlichten Daten uiberein, die
eine ca. dreifache Reduktion vom Most zum Wein nach der Fermentation beobachten. Auch
die GroBenordnung ist bei Anwendung des gleichen Assays (Bradford mit BSA als Standard)
vergleichbar, die Werte sind mit 32,36 ug/ml+/-1,57 pg/ml und 9,82 pg/ml +/- 0,39 pg/ml

denen der eigenen Messungen sehr dhnlich [CANALS ET AL 1998].

Vergleich verschiedener Proteinbestimmungsmethoden fiir die Ermittlung des Protein-

gehaltes von Riesling und Sauvignon Blanc

Am Beispiel von Riesling 2006 sowie Sauvignon Blanc 2006 aus Rheinhessen wird die Prote-
inbestimmung von Weinproteinen mit den drei verschiedenen Bestimmungsmethoden Brad-

ford-Assay, Lowry-Assay sowie BCA-Assay verglichen. Als Standard dient jeweils BSA.

Bei der Weinherstellung des fiir diese Messungen eingesetzten Weines wird der Most mit
Mostgelatine und Kasein als Schonungsmittel behandelt, der Wein wird nach der Gédrung mit

Bentonit versetzt.
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Zunichst ist deutlich zu erkennen, dass der Proteingehalt von Sauvignon Blanc bei allen Be-

stimmungen im Vergleich zum Riesling ca. zwei- bis dreimal hoher liegt (Tabelle 16).

Des Weiteren ist der groBe Unterschied zwischen den verschiedenen Bestimmungsmethoden
auffillig. In der Literatur wird nach wie vor hiufig der Bradford-Assay eingesetzt, der den
Proteingehalt jedoch deutlich unterschitzt. Dies wird bereits von MARCHAL ET AL sowie VIN-
CENZI ET AL berichtet und durch die vorliegenden Messungen bestitigt. Hingegen findet beim
BCA-Assay sowie in etwas geringerem AusmaB beim Lowry-Assay eine Uberschitzung des
Proteingehaltes statt [MARCHAL ET AL 1997; VINCENZI ET AL 2005]. Auch dies ist bei den in

Tabelle 16 dargestellten Daten deutlich zu erkennen.
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Tabelle 16: Proteingehalt von Riesling und Sauvignon Blanc, ermittelt mittels Bradford-Assay, Lowry-
Assay und BCA-Assay mit BSA als Standard. Die Daten sind Durchschnittswerte von Dreifachbestimmungen
+/- Standardfehler

Riesling 2006 Sauvignon Blanc 2006
(Rheinhessen) (Rheinhessen)
Bradford-Assay 13,6 pg/ml + /- 0,27 | 29,9 pug/ml +/- 0,87
y = 0,0401x + 0,4692; R* = 0,9993
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Eine absolute Quantifizierung des Proteingehaltes bei Wein, Most und Weinbeeren ist somit
nicht moglich, da Wechselwirkungen mit Phenolen zu einer Verfilschung fithren konnen und
ein Standard fiir Proteine aus Wein, Most oder Weinbeeren fehlt [MARCHAL ET AL 1997, Mo-
RENO-ARRIBAS ET AL 2002].

Die in weiten Bereichen schwankenden Angaben zu den Proteingehalten von Wein im Be-

reich von 0,1 mg/l bis 500 mg/1 in der Literatur konnen teilweise auch durch die Unterschiede
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der Bestimmungsmethoden erklart werden. In der vorliegenden Arbeit wird beobachtet, dass
eine Proteinbestimmung mittels der drei eingesetzten Bestimmungsmethoden (Bradford-
Assay, Lowry-Assay, Bicinchoninsdure-Assay) nicht mit ausreichender Genauigkeit fiir dia-
lysierte und lyophilisierte Weinproben ohne weitere Behandlung méglich ist, was auch bei
VINCENZI ET AL (2005) beschrieben wurde. Auf Erklarungsansétze hierfiir wird im Folgenden

eingegangen.

Bradford Assay

Weit verbreitet ist nach wie vor die Proteinbestimmung nach BRADFORD. Dieser Assay wird
auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um eine Vergleichbarkeit mit den in der Literatur
beschriebenen Daten zu erhalten. Die Reproduzierbarkeit der Proteinbestimmung mit den
verschiedenen Assays ist gegeben.

Mit Hilfe des Bradford-Assays werden Werte im Bereich von 2,85 bis 81,4 mg/l fiir Weil3-
weine der Rebsorten Riesling, Gewiirztraminer und Chardonnay ermittelt [DAMBROUCK ET AL
2003, DAMBROUCK ET AL 2005, HSU/HEATHERBELL 1987A, MURPHEY ET AL 1989A, CANALS
ET AL 1998, LUGUERA ET AL 1998]. Die eigenen Werte liegen mit 15,3 mg/l fiir den Riesling
und 30,4 mg/1 fiir den Sauvignon Blanc innerhalb dieses Bereiches.

Diese Bestimmungsmethode fiihrt jedoch zu einer Unterschitzung des Proteingehalts um 50
bis 80 %, was zumindest teilweise auf die Wechselwirkungen mit Alkohol und Phenolen zu-
riickzufiihren ist [WATERS ET AL 1991, MARCHAL ET AL 1997, VINCENZI ET AL 2005]. Proble-
matisch ist, dass die vollstindige Entfernung von interagierenden Komponenten kaum mog-
lich ist. Polyphenole und Tannine beispielsweise konnen Verbindungen mit Proteinen einge-
hen oder bei proteinfillenden Methoden unloslich werden, so dass eine Vorbehandlung der
Proteine durch Proteinfédllungen nicht zwangsldufig zu dem absoluten Proteingehalt fiihrt
[VINCENZI ET AL 2005, LOOMIS/BATAILE 1966].

Beim Bradford-Assay beruht die Reaktion auf einer Bindung der Proteine mit dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250. Diese Bindung wird maligeblich durch den Anteil basischer
Aminosduren im Protein bestimmt, so dass vor allem das Vorhandensein der Aminosiuren
Lysin, Histidin und Arginin von Bedeutung fiir die Bindung ist [TAL ET AL 1985]. Bei einem
Vergleich des Anteils basischer Aminosduren von BSA, welches als Standardprotein einge-
setzt wird, mit dem der Weinproteine fillt auf, dass der Anteil der basischen Aminosduren der
Weinproteine deutlich niedriger liegt als der von BSA (Tabelle 17). Dies konnte einen Erkla-
rungsansatz fiir die Unterschidtzung des Proteingehaltes von Wein bei Verwendung von BSA
als Standard darstellen, da die Bindungsfihigkeit zwischen den Proteinen und Coomassie

Brilliant Blue somit auch erniedrigt ist.
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Tabelle 17: Anteil basischer Aminosiuren in BSA und Weinproteinen. Die Werte sind mit dem ExPASy
Prot Param Tool ermittelt.

BSA Lipid Transfer Vitis Vinifera Thaumatin- Vakuolire
Protein Thaumatin-like | like Protein Invertase
Isoform 4 Protein 1
Lysin 9,9 % 7,6 % 3,6 % 2,7 % 2,5 %
Histidin 2,8 % 0 % 0,5 % 0,4 % 3,0 %
Arginin 4,3 % 0,8 % 3,6 % 2,2 % 4,0 %
Gesamt 17 % 8,4 % 7,7 % 5,3 % 9,5 %

Lowry-/ und BCA-Assay

Mit dem modifizierten Lowry-Assay werden Proteinkonzentrationen im Bereich von 31 mg/l
bis 504 mg/l gefunden, wobei sich die Werte um 100 mg/l bis 250 mg/l konzentrieren [DOR-
RESTEIN ET AL 1995, MONTEIRO ET AL 2001, MESQUITA ET AL 2001 FERREIRA ET AL 2000].
Hier sind auch die eigenen Analyseergebnisse mit 107,5 mg/I fiir den Riesling und 243,7 mg/I
fiir den Sauvignon Blanc einzuordnen.

Bei Anwendung des BCA-Assays liegen die Werte der eigenen Untersuchungen mit 270 mg/1
bzw. 780 mg/l weit iiber den bei VINCENZI ET AL (2005) beschriebenen Werten von 12,2 bis
30,4 mg/l. Dies liegt an der Art der Probenvorbereitung, da bei VINCENZI ET AL der Proteinbe-
stimmung eine Kaliumdodecylsulfat (KDS)-Féllung vorangeht und in meinen Versuchen die
Dialyse und Gefriertrocknung vor der Konzentrationsbestimmung eingesetzt wird. Nach Dia-
lyse und Gefriertrocknung finden auch VINCENZI ET AL erhohte Werte, die sie nicht erkliren.
Der BCA-/ sowie der Lowry-Assay basieren auf der Reduktion von Cu?* zu Cu® durch die
Proteine. Wihrend beim Lowry-Assay die einwertigen Kupferionen Folin-Ciocalteu Reagenz
zu Molybdinblau reduzieren, schlieBt sich bei dem BCA-Assay die Komplexierung von Cu”
mit Bicinchoninsidure an, was ebenfalls eine Farbéanderung herbeifiihrt.

Da beide Reaktionen im ersten Schritt von der quantitativen Reduktion des Kupfers abhingig
sind, gilt es den Einfluss darauf néher zu betrachten.

Die aromatischen Phenole, wie beispielsweise die Anthocyane, die im Wein und in hohen
Mengen insbesondere im Rotwein enthalten sind, stellen oxidierbare Substanzen dar. So
konnten diese ebenfalls eine Reduktion des Kupfers bewirken und somit die quantitative Pro-
teinmessung beeintrichtigen. Dies erklirt einerseits die Uberschitzung des Proteingehaltes
durch den Lowry-/ und BCA-Assay sowie andererseits die Unbrauchbarkeit der Messungen

fiir Rotweine und die Korrelation der Messwerte mit dem Phenolgehalt des Weines. Auch
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reduzierende Zucker beeinflussen die Messung insbesondere beim BCA-Assay. So wird be-
schrieben, dass die Werte von Lowry-/ und BCA-Assay in der Regel gut iibereinstimmen, die
Ausnahme bildet Avidin, ein Glykoprotein aus dem Hiihnereiweill [LOTTSPEICH/ZORBAS
1998]. Ein hoher Anteil der Proteine in glykosylierter Form im Wein konnte die hoheren Wer-
te des BCA-/ im Vergleich zum Lowry-Assay erkliren.

Auch scheint es aufgrund des moglichen Einflusses von oxidierbaren Phenolen logisch, dass
die Werte bei der Proteinbestimmung von dialysiertem und lyophilisiertem Wein iiber den
Werten der mittels Fillungen behandelten Weine liegen, da durch die Féllungen ein groferer

Anteil an Phenolen abgetrennt wird.

Proteingehalt in Rotwein

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass im Rotwein keine Proteine enthalten sind, da sie
an Tannine, die wihrend der Fermentation durch Haut und Kerne freigesetzt werden, binden.
Eine Untersuchung von YOKOTSUKA ET AL konnten dies bereits 1994 widerlegen. Auch die
vorliegende Arbeit zeigt, dass Proteine im Rotwein enthalten sind. Diese Aussage kann je-
doch nur mit Hilfe der SDS-PAGE getroffen werden. Eine Angabe zum Proteingehalt im
Rotwein kann mit dem Bradford-/, dem Lowry-/ sowie dem BCA-Assay nicht gemacht wer-

den.

Die ermittelten Proteinkonzentrationen der Rotweinsorten Portugieser, Dornfelder und Caber-
net Sauvignon mit dem unbehandelten Wein sowie mit dem Wein nach der Konzentrierung
durch Dialyse und Gefriertrocknung fiihrt zu unrealistischen Ergebnissen. Die Werte liegen
auch nach Abzug der Eigenabsorption der Polyphenole bei der entsprechenden Wellenlédnge
umdas ca. zehn- bis zwanzigfache hoher als beim WeiBBwein (Tabelle 18). Dies widerspricht
einerseits den gelelektrophoretischen Daten, andererseits werden Werte erreicht, die aus rein
rechnerischen Griinden nicht méglich sind. Zuriickzufiihren sind die hohen Werte vermutlich

auf den Einfluss der Phenole auf die Reaktion des BCA-Assays.
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Tabelle 18: Proteingehalt von Weinen der weilen Rebsorten Riesling und Sauvignon Blanc, des Portugie-
ser Weilherbstes sowie der roten Rebsorten Portugieser, Dornfelder und Cabernet Sauvignon, ermittelt
mit Hilfe des BCA-Assays mit Angabe des Standardfehlers

Weinsorte Proteingehalt [ug/ml]
Riesling 2006 270,04 +/- 6,23
Sauvignon Blanc 2006 780,23 +/- 1,73
Portugieser Weillherbst 2007 1317,40 +/- 56,58
Portugieser 2005 1527,40 +/- 86,51
Cabernet Sauvignon 2006 2714,87 +/- 110,22
Dornfelder 2005 4506,00 +/- 86,41

3.3 Absorptionsspektrometrie von Weilwein, Roséwein und Rot-
wein

Absorptionsspektren werden von den dialysierten und lyophilisierten Weinproben iiber einen
Wellenldngenbereich von 250 bis 800 nm aufgenommen. Hierzu werden je 10 mg der lyophi-
lisierten Weinprobe in 10 ml Phosphatpuffer 1 gelost und je nach Weinsorte entsprechend
verdiinnt.

Neben dem Proteinpeak der aromatischen Aminoséduren bei 280 nm ist die Absorption der im
Wein enthaltenen Polyphenole zu beachten.

Der Vergleich zwischen den verschiedenen Rotweinsorten Portugieser, Dornfelder und Ca-
bernet Sauvignon zeigt ein weitgehend identisches Absorptionsmuster, das sich lediglich in
der Intensitidt unterscheidet, wobei Dornfelder die hochste Absorption zeigt, gefolgt von Ca-
bernet Sauvignon und Portugieser (Abbildung 10 A und B). Wihrend der Portugieser und der
Cabernet Sauvignon in den in Abbildung 10 dargestellten Spektren in zehnfacher Verdiinnung
der Ausgangsprobe eingesetzt werden, wird der Dornfelder zwanzigfach verdiinnt, um in den
Messbereich zu gelangen. Eine Erklarung konnte sein, dass die Hohe der Absorption mit den
Angaben zu dem Polyphenolgehalt dieser Weine korreliert [RIBEREAU-GAYON ET AL 2006].
Es ist bekannt, dass die im Rotwein enthaltenen farbgebenden Anthocyane ein Absorptions-
maximum im visuellen Bereich bei einer Wellenldnge von 465 bis 560 nm haben. Die Ab-
sorption sowie die Farbe der Anthocyane sind pH-Wert-abhingig. Wihrend sie im stark sau-
ren Bereich (pH-Wert 1 bis 3) rot gefiarbt sind, liegen sie im schwach sauren Bereich (pH-
Wert 4 bis 6) in farbloser Form vor. Bei pH-Werten > 6 herrscht eine violett-blaue Farbung
vor [WATZL ET AL 2002]. Dies erklirt die Blauverschiebung der gezeigten Absorptionsspekt-
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ren in den Wellenldngenbereich um 600 nm, da die lyophilisierten Proben in einem Phosphat-

puffer mit einem pH-Wert von 7,0 aufgenommen werden.

Auch die Spektren der zwei Weiweinsorten Riesling und Sauvignon Blanc sind sich sehr
dhnlich (Abbildung 10 C und D). Neben einem Absorptionsmaximum bei 280 nm zeigen sie
ein weiteres Maximum bei 320 nm. Das vor allem in Weilweinen enthaltene Quercetin hat

Absorptionsmaxima bei 267 nm sowie bei 375 nm (eigene Messungen).

Ein Verglich der Absorptionsspektren zwischen Rotwein, Weilherbst und WeiBlwein zeigt
deutliche Unterschiede (Abbildung 10 E und F). Nur im Rotwein ist im Wellenldngenbereich
ab 400 nm eine erhohte Absorption zu beobachten. Die Absorption des Weillherbstes in die-
sem Bereich liegt nur unwesentlich hoher als die des WeiBBweines. Im Wellenlidngenbereich
von 250 bis 350 nm ist das Absorptionsspektrum des Rotweines durch ein Maximum bei 280
nm gekennzeichnet, wihrend der Weillwein zwei Absorptionsmaxima zeigt und beim Weil3-

herbst zwar eine erhohte Absorption, jedoch keine voneinander trennbaren Peaks zu erkennen

sind.
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Abbildung 10: Absorptionsspektren verschiedener Weinsorten im Vergleich. Die Absorptionsspektren
werden mit Weinproben nach Dialyse und Gefriertrocknung aufgenommen.

Wihrend in den Abbildungen A, C und E der Wellenldngenbereich von 250 bis 800 nm aufgetragen ist, stellen
die Abbildungen B, D und F den Ausschnitt von 250 bis 350 nm dar.

(A, B) Vergleich der Rotweinsorten Portugieser (2005, Pfalz), Dornfelder (2005, Rheinhessen) und Cabernet
Sauvignon (2005, Rheingau). Fiir die Absorptionsspektren von Portugieser und Cabernet Sauvignon werden 0,1
mg, fiir Dornfelder 0,05 mg lyophilisierter Weinextrakt eingesetzt.

(C, D) Vergleich der Weillweinsorten Riesling und Sauvignon Blanc: Fiir das Absorptionsspektrum von Riesling
wird 1 mg und fiir das von Sauvignon Blanc 0,1 mg lyophilisierter Weinextrakt eingesetzt.

(E, F) Vergleich der Absorptionsspektren eines Rotweins (Dornfelder 2005, Rheinhessen) mit einem Weillherbst
(Portugieser 2007, Rheinhessen) und einem Wei3wein (Riesling 2006, Rheinhessen). Fiir das Absorptionsspekt-
rum von Riesling wird 1 mg, fiir das von Portugieser Weiherbst 0,1 mg und fiir das von Dornfelder 0,05 mg
lyophilisierter Weinextrakt eingesetzt.

3.4 Proteinzusammensetzung von Weillwein, Roséwein und Rot-
wein

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Untersuchung der Proteinzusammensetzung ver-
schiedener deutscher Weinsorten. Da die Literatur, wie in der Einleitung beschrieben, kein
eindeutiges und vollstindiges Bild iiber die Proteinzusammensetzung von Wein zeichnet und
es bislang nur wenige Veroffentlichung zur umfassenden Identifizierung von Proteinen im
Wein und hierbei ausschlieBlich Weilwein gibt, besteht hier noch groBer Forschungsbedarf.
Deutsche Weine werden bisher nicht beschrieben, was in dieser Arbeit die Zielsetzung dar-
stellt. So werden in den folgenden Unterkapiteln die Proteinzusammensetzungen von Weil3-

wein, Rotwein sowie Weilherbst analysiert und abschlieBend miteinander verglichen.

Eine Identifizierung der Proteine ist von Bedeutung, da Proteine einerseits zur Triibungsbil-
dung im Wein beitragen konnen und andererseits allergene Reaktion auf Wein beschrieben

sind, hinsichtlich der auslosenden Allergene jedoch noch Unklarheit besteht.

3.4.1 WeiBwein

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Versuche zielen darauf ab, die Proteinzusammenset-
zung verschiedener Weillweine zu beleuchten. Hierzu erfolgt zunéchst eine Molekularge-
wichtsbestimmung mittels SDS-PAGE und darauf aufbauend eine massenspektrometrische
Identifizierung. Die isoelektrische Fokussierung sowie die Glykoproteinbestimmung vervoll-

standigen die Charakterisierung der Proteine in Weilwein.

Fiir die Identifizierung wird als Rebsorte ein Riesling gewihlt, da dieser den weitaus grofiten

Anteil der Rebfliche in Deutschland ausmacht. Es wird gepriift ob dieser regional angebaute
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Weillwein Proteine enthilt, die zur Triibungsbildung beitragen konnen oder allergenes Poten-

tial besitzen.

34.1.1 Gelelektrophoretisches Verhalten und massenspektrometrische

Analyse

WeiBwein, hier dargestellt am Beispiel eines Rieslings des Jahrgangs 2004 aus dem Rhein-
gau, zeigt bei einer SDS-PAGE das in Abbildung 11 dargestellte typische Bandenmuster.
Dieses ist durch vier dicke Proteinbanden bei 21, 22, 24 und 26 kDa gekennzeichnet. Eine
weitere stark ausgeprigte Proteinbande liegt bei 63 kDa, weitere schwéchere Banden finden

sich bei 12, 14, 16, 17, 40, 44, 48 und 84 kDa.

Abbildung 11: Silbergefarbte groe SDS-PAGE [12,5 %]
mit Riesling 2004 aus dem Rheingau.
Die Proben werden nach der Dialyse und Gefriertrocknung
des Weines aufgetragen.

1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,024 mg Weinextrakt;

‘ 3) 0,06 mg Weinextrakt; 4) 0,12 mg Weinextrakt;
. 5) 0,24 mg Weinextrakt; 6) 1,2 mg Weinextrakt

Fe Der Hauptanteil der Proteine eines Riesling Weillweins
- ‘ befinden sich im Molekulargewichtsbereich von 20 bis
.- 30 kDa sowie bei 63 kDa.

15

- e
1 2 3 4 5 6

Um die Proteine, die sich mittels der SDS-PAGE auftrennen lassen, identifizieren zu kdnnen,
werden die mit Coomassie angefdrbten Banden aus dem Gel ausgeschnitten, mit Trypsin ver-
daut und massenspektrometrisch mit einem ESI-Q-TOF-Massenspektrometer analysiert. Die
Massenspektrometrie wird freundlicherweise von Dr. Stefan Tenzer im Institut fiir Immuno-
logie der Universitit Mainz durchgefiihrt. Das hierfiir eingesetzte Gel ist in Abbildung 12

dargestellt, die Ergebnisse der Massenspektrometrie sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
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Abbildung 12: groBe Coomassie-gefirbte
N SDS-PAGE [10 - 20 %] von Riesling 2004
25 (- g aus dem Rheingau.
20 -3 Die aufgetragene Probe wird zuvor dialysiert
d lyophilisiert.
> Thaumatin-&hnliche Proteine unciyophiusier . .
(Vitis vinifera) 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 2 mg Ries-
lingextrakt
10 =l 1 Die markierten Banden werden ausgeschnit-
J ten und massenspektrometrisch analysiert.

Tabelle 19: Identifizierte Proteine in Riesling des Jahrgangs 2004 aus dem Rheingau

Identifiziertes Protein MW Herkunft Abdeckung | Peptide Accession/
[kDa] [%] gi Nummer
VVTLI1 23,953 V. vinifera 58,86 22 AAB61590/
2213852
Putatives Thaumatin-dhnliches 24,035 V. vinifera 56,3 24 CAB85637/
Protein 7406716
GP38 Protein 37,22 S. cerevisiae 9,04 3 P38616/
(Protein YGP1 [Vorlauferprote- 1723930
in])
Vacuolire Invertase 1 (GIN 1) 71,501 V. vinifera 8,72 8 AAB47171/
1839578
Traubenproteine

Die Identifizierung der Proteine ergibt, dass der Hauptanteil der Proteine im Wein Thaumatin-
dhnliche Proteine sind, die sich im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 30 kDa befinden.

Das VVTL (Vitis vinifera thaumatin-like protein 1) ist ein in der Traube bereits identifiziertes
und deklariertes Thaumatin-dhnliches Protein. Daneben gibt es weitere Formen Thaumatin-
dhnlicher Proteine in der Traube, von denen auch ein weiteres mit einem Molekulargewicht

von 24,035 kDa in dem untersuchten Wei3wein identifiziert werden kann.

Die Proteinbande bei ca. 70 kDa enthilt die vakuolire Invertase 1 (GIN 1) aus der Weinbeere.
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Hefeproteine

Neben den Traubenproteinen wird im Riesling das Vorlduferprotein YGP1 (GP38) identifi-
ziert. Die Funktion dieses 37,33 kDa — Glykoproteins, das durch die Hefe in den Wein ge-
langt, ist nicht vollstindig geklirt. Eine Beteiligung der Anpassungsvorginge auf zelluldrer

Ebene im Rahmen des Reifeprozesses wird diskutiert.

Einfluss der Rebsorte auf die Proteinzusammensetzung in Weilweinen

Der Einfluss der Rebsorte auf die Proteinzusammensetzung im Wein wird mittels einer dena-
turierenden Gelelektrophorese untersucht. Die Proben werden zuvor dialysiert und lyophili-
siert. Eingesetzt werden Riesling, Sauvignon Blanc und Gewiirztraminer des Jahrgangs 2006

sowie Morio Muskat des Jahrgangs 2003 aus Rheinhessen.
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Abbildung 13: Coomassie-gefirbte SDS-PAGE [12,5%] zum Vergleich der Proteinzusammensetzung
verschiedener Weinsorten.

Die Proben werden nach Dialyse und Gefriertrocknung aufgetragen.

(A) Riesling 2006 (Rheinhessen): 1) 4,17 mg Weinextrakt; 2) 1,67 mg Weinextrakt; 3) 0,83 mg Weinextrakt; 4)
Molekulargewichtsmarker

(B) Sauvignon Blanc 2006 (Rheinhessen): 1) 0,83 mg Weinextrakt; 2) 0,417 mg Weinextrakt; 3) 0,208 mg
Weinextrakt; 4) 0,104 mg Weinextrakt; 5) Molekulargewichtsmarker

(C) Morio Muskat 2003 (Rheinhessen): 1) 1,56 mg Weinextrakt; 2) 0,625 mg Weinextrakt; 3) 0,3125 Weinex-
trakt; 4) 0,156 mg Weinextrakt; 5) Molekulargewichtsmarker

(D) Gewiirztraminer 2006 (Rheinhessen): 1) 1,25 mg Weinextrakt; 2) 0,625 mg Weinextrakt; 3) 0,3125 Weinex-
trakt; 4) Molekulargewichtsmarker

Die in allen vier untersuchten Weinsorten enthaltenen Proteine sind mit Pfeilen markiert, eine genaue Erldute-
rung findet sich im Text.

Zwischen den Weinen der Rebsorten Riesling, Sauvignon Blanc, Gewiirztraminer und Morio
Muskat sind, wie Abbildung 13 verdeutlicht, Gemeinsamkeiten wie auch geringfiigige Unter-

schiede zu erkennen. Der Hauptanteil der Proteine ist den Thaumatin-dhnlichen Proteinen im
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Molekulargewichtsbereich zwischen 20 und 30 kDa zuzuordnen (mit dem blauen Pfeil ge-
kennzeichnet). Eine Proteinbande bei ca. 60 kDa ist in allen Weinsorten zu identifizieren
(griiner Pfeil), wobei es sich hierbei aller Wahrscheinlichkeit nach um eine vakuoldre Inverta-
se handelt, die in der Rebsorte Morio Muskat besonders ausgeprégt ist. Zwei weitere Protein-
banden bei ca. 80 kDa sind fiir alle gezeigten Weinsorten charakteristisch (oranger Pfeil),
wihrend die 48 kDa-Bande insbesondere bei Sauvignon Blanc und Gewiirztraminer in Er-
scheinung tritt. Im Bereich von 15 kDa findet sich eine Proteinbande (roter Pfeil) und bei ho-
heren Konzentrationen der Weinextrakte ist ebenfalls eine Bande bei ca. 10 kDa sichtbar. Zu-
sdtzliche Banden sind bei Sauvignon Blanc bei 16 kDa, 17 kDa und 18 kDa und bei Ge-

wiirztraminer bei 11 kDa, 12,5 kDa und 14 kDa zu erkennen.

Einfluss von Jahrgang, Standort und Prozess der Weinherstellung auf die Proteinzu-

sammensetzung

In Abbildung 14 ist Riesling aus Rheinhessen (A) der Jahrgdnge 2003 und 2004 sowie Ries-
ling aus dem Rheingau (B) der Jahrginge 2004 und 2005 dargestellt. Bei den verwendeten

Weillweinen wurden die folgenden Schonungsmafinahmen angewendet:

Riesling 2003 und 2004 (Rheinhessen) Mostgelantine und Kasein im Most;

Bentonit im Jungwein (nach der Gérung)
Riesling 2004 (Rheingau) Bentonit im Most
Riesling 2005 (Rheingau) Bentonit im Wein (vor der Abfiillung)

Es ist zu erkennen, dass sowohl zwischen verschiedenen Jahrgingen als auch zwischen den
verschiedenen Standorten Rheinhessen (Mainz) und Rheingau (Geisenheim) bei der denatu-
rierenden Elektrophorese keine grundlegenden Unterschiede vorhanden sind. Wihrend die
Jahrgiinge 2004 und 2005 des Rieslingweines aus Rheinhessen auf der SDS-PAGE identisch
sind, sind beim Riesling aus dem Rheingau Unterschiede in der Intensitit vorhanden. So ist
die Proteinbande bei ca. 17 kDa beim Riesling des Jahrgang 2003 intensiver, wihrend die 60
kDa Bande, bei der es sich wahrscheinlich um die vakuolédre Invertase handelt, beim Riesling

des Jahrgangs 2004 stirker ausgepragt ist.
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Abbildung 14: groBe Coomassie-gefirbte
SDS-PAGE [10-15 %] zum Vergleich von
WeiBweinen verschiedener Standorte,
Jahrginge und Weinbereitungsmafinah-
men.

(A) Riesling aus Rheinhessen: 1) 2 mg Ries-
lingextrakt, Jahrgang 2003; 2): Molekular-
gewichtsmarker; 3) 2 mg Rieslingextrakt,
Jahrgang 2004

(B) Riesling aus dem Rheingau: 1) Moleku-
largewichtsmarker; 2) 2 mg Rieslingextrakt,
Jahrgang 2004; 3) 2 mg Rieslingextrakt,
Jahrgang 2005

34.1.2 Isoelektrischer Punkt der Proteine

Eine isoelektrische Fokussierung, durchgefiihrt mit einem Riesling des Jahrgangs 2004 aus
dem Rheingau, ergibt eine deutliche Bande, die einen isoelektrischen Punkt fiir die Gesamt-

heit der Weinproteine bei ca. 4,1 definiert (Abbildung 15).
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. Abbildung 15: Isoelektrische Fokussierung
45 - mit Riesling des Jahrgangs 2004 aus dem
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P = 1) Serva IEF Marker 3-10; 2) Riesling 2004
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Der theoretisch berechnete isoeletrische Punkt der Thaumatin-dhnlichen Proteine, die den
Hauptanteil der Proteine in WeiBBwein ausmachen, liegt bei ca. 4,9. Der theoretische isoe-

lektrische Punkt der vakuoldren Invertase, die ebenfalls in WeiBwein identifiziert werden
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kann, liegt bei 4,6 [ProtPram Tool von Expasy; HTTP://WWW.EXPASY.CH/TOOLS/ PROTPA-
RAM.HTML]. Eine Auftrennung der Weinproteine kann mittels der isoelektrischen Fokussie-
rung nicht erreicht werden, da sich nur eine Bande zeigt und keine weitere Auftrennung hin-

sichtlich der isoelektrischen Punkte der Weinproteine erzielt werden kann.

34.1.3 Glykoproteine in Weilwein

Glykoproteine spielen einerseits bei der Vermittlung von Allergien eine Rolle, andererseits
werden sie im Zusammenhang mit der Proteinstabilitdt in Wein diskutiert, so dass das Vor-
handensein von Glykoproteinen einen wichtigen, jedoch zugleich noch wenig erforschten,

Untersuchungsgegenstand darstellt.

Das Vorhandensein von Glykoproteinen wird mit der Perjodsdure (PAS)-Fiarbung auf einer
SDS-PAGE sowie mit einem Lektinbindungs-Assay untersucht. Als Probe wird Riesling des

Jahrgangs 2006 aus Rheinhessen eingesetzt.
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Abbildung 16: Glykoproteine in Riesling 2006 (Rheinhessen).

(A) PAS-Firbung auf einer SDS-PAGE [12,5 %]: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,25 mg Weinextrakt; 3) 0,5
mg Weinextrakt; 4) 1,25 mg Weinextrakt; 5) 2,5 mg Weinextrakt

(B) Lektinblot: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,375 mg Weinextrakt

Die PAS-Firbung verdeutlicht, dass sich ein groBBer Anteil an Glykoproteinen im hohermole-
kularen Bereich (>80 kDa) findet. Diese Proteine werden bei einer Coomassie-/ oder Silber-
farbung nicht angefirbt (vgl. Abbildungen 11 und 13), so dass es sich vermutlich um Gly-

koproteine mit einem geringen Anteil an Proteinen und einem groflen Anteil von Kohlenhyd-
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raten handelt, wie beispielsweise Mannoproteine. Auch im niedermolekularen Bereich finden
sich glykosylierte Proteine. So firben sich eine vergleichsweise dicke Bande bei 20 kDa und
drei weitere diskrete Banden im Bereich von 20 bis 30 kDa sowie zwei weitere bei ca. 38 kDa
und 40 kDa an. Beim Lektinbindungs-Assay hingegen finden sich die ausgeprigte Bande so-
wie die zwel schwicheren Banden in den etwas hohermolekularen Bereich verschoben, bei
ca. 30 sowie 37 und 38 kDa. Der GroBteil der Glykoproteine wird jedoch auch bei dieser
Nachweismethode ebenso wie bei der PAS-Firbung im Bereich grofler 80 kDa detektiert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Thaumantin-dhnliche Proteine im Molekularge-
wichtsbereich von 20 bis 30 kDa den groBten Anteil der Proteine im Weillwein stellen. Ein

groBer Teil der Proteine liegt in glykosylierter Form vor.

3.4.2 Rotwein

Die im Folgenden beschriebenen Versuche zielen darauf ab, die in Rotwein enthaltenen Prote-
ine zu identifizieren. Hierzu sind mir bisher keine Veroffentlichungen bekannt. Ein Augen-
merk liegt hierbei auf dem Vorhandensein von Proteinen, die einen Einfluss auf die Stabilitit
von Wein ausiiben sowie auf potentiell allergen wirkenden Proteinen.

Zunichst wird das gelelektrophoretische Verhalten analysiert und eine massenspektrometri-
sche Analyse vorgenommen, um eine eindeutige Zuordnung der Proteine zu erreichen.

Die Sorte des eingesetzten Rotweins hat einen entscheidenden Einfluss auf die Darstellung
mittels SDS-PAGE. Wihrend ein Portugieser Rotwein direkt nach der Dialyse und Gefrier-
trocknung zur gelelektrophoretischen Trennung eingesetzt werden kann, ist dies bei Weinen
der roten Rebsorten Dornfelder und Spétburgunder nicht moglich. Es sind keine Banden zu
erkennen und ein groBer Schmier zieht sich iiber die Spur, wofiir die Polyphenole und deren
kovalente Bindung mit Proteinen verantwortlich gemacht werden. Deren Entfernung soll mit
den unter 3.4.2.2 beschriebenen Methoden erreicht werden.

Vervollstiandigt werden die Daten zur Identifizierung und Charakterisierung der Proteine im
Rotwein durch die in Absatz 3.4.2.3 beschriebene Glykoproteinbestimmung. Glykoproteine
spielen sowohl bei der Vermittlung der Allergenitit als auch bei der Weinstabilitit eine wich-

tige Rolle, so dass das Vorhandensein dieser im Wein dahingehend von Bedeutung ist.
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34.2.1 SDS-PAGE und massenspektrometrische Analyse

Der Portugieser Rotwein des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz zeigt das in Abbildung 17 darge-

stellte Bandenmuster.
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1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,156 mg Weinex-
trakt; 3) 0,39 mg Weinextrakt; 4) 0,78 mg Weinex-
trakt; 5) 1,56 mg Weinextrakt
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Der Portugieser Rotwein zeichnet sich durch Proteine im Molekulargewichtsbereich von 12
bis 210 kDa aus. Eine intensive Proteinbande findet sich bei 12 kDa, eine weitere Bande ver-
gleichbarer Intensitdt bei 24 kDa. Im Molekulargewichtsbereich von 25 bis 30 kDa finden
sich ebenso wie bei 38 kDa, 47 kDa, 67 kDa und 210 kDa weitere definierte Banden.

Fiir die massenspektrometrische Analyse werden die in Abbildung 18 markierten Banden aus

dem mit Coomassie gefarbten Gel ausgeschnitten und einem Trypsinverdau unterzogen.
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Abbildung 18: SDS-PAGE [10 - 17,5 %] mit Portugieser Rotwein des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz
Eingesetzt wird 4mg lyophilisierter Weinextrakt.

Die markierten Banden werden ausgeschnitten und nach einem Trypsinverdau massenspektrometrisch analysiert.

Die Massenspektrometrie wird durch Dr.

Stefan Tenzer mit einem ESI-Q-TOF-

Massenspektrometer am Institut fiir Inmunologie der Universitit Mainz durchgefiihrt. In dem

Portugieser Rotwein konnen die in Tabelle 20 aufgefiihrten Proteine identifiziert werden.

Tabelle 20: Identifizierte Proteine eines Portugieser Rotweins 2005 aus der Pfalz

Identifiziertes Protein MW Herkunft Abdeckung | Peptide Accession/
[kDa] [%] gi Nummer
Protein mit unbekannter 11,656 V. vinifera 20 6 CAN70512
Funktion 147802122
Nicht spezifisches Lipid 11,663 V. berlandieri x | 14,29 3 AAO033357
Transfer Protein V. vinifera 28193996
Lipid Transfer Protein 11,677 V. vinifera 52,78 27 AAO33394
Isoform 4 28194086
Lipid Transfer Protein 11,756 V. aestivalis 14,29 15 AAQ96338
37625029
Putatives Thaumatin-dhnliches 20,108 V. vinifera 26,84 15 CAB85636/
Protein 7406714
Protein mit unbekannter 21,143 V. vinifera 14,43 4 CAN67019/
Funktion 147773144
Kovalent gebundenes Zell- 23,227 S. cerevisiae 11,45 7 P47001/
wandprotein 11 1353025
[Vorlduferprotein]
Thaumatin-dhnliches Protein 23,847 V. vinifera 30,67 16 ABD64681/

89242712
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Protein mit unbekannter 23,929 V. vinifera 19,56 7 CANG65933/
Funktion 147784586
VVTLI 23,953 V. vinifera 36,94 12 AAB61590/
2213852
Putatives Thaumatin-dhnliches 24,035 V. vinifera 36,94 13 CABR5637/
Protein 7406716
Zellwandprotein CWP1 24,253 S. cerevisiae 37,66 11 P28319/
[Vorlduferprotein] 465661
Klasse IV Endochitinase 27,224 V. vinifera 16,48 26 AABG65776/
2306811
Protein TOS1 Precursor 47,964 S. cerevisiae 8,13 6 P38288/
586301
Extrazelluldres Matrix Protein 48,278 S. cerevisiae 6,82 5 P38248/
33 [Vorléduferprotein] 1351738
Glycosidase CRH1 52,725 S. cerevisiae 19,53 21 P53301/
[Vorléduferprotein] 1723734
Endochitinase 58,978 S. cerevisiae 3,2 2 P29029/
[Vorlduferprotein] 1705815
Vacuolire Invertase 1 (GIN1) 71,501 V. vinifera 15,26 19 AAB47171/
1839578

In dem Portugieser Rotwein des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz konnen somit fiinfzehn Protei-
ne aus der Weintraube Vitis spec. sowie sechs Proteine aus der Hefe Saccharomyces cerevisi-

ae identifiziert werden, die im Folgenden beschrieben werden.

Traubenproteine in Portugieser Rotwein

Der Grofteil der in Portugieser Rotwein enthaltenen Proteine stammen aus der Weinbeere,

welche im Folgenden aufgefiihrt sind.

Lipid Transfer Proteine
Neben dem Lipid Transfer Protein Isoform 4 mit 11,7 kDa aus Vitis vinifera kann ein Lipid
Transfer Protein mit 11,8 kDa aus Vitis aestivalis sowie eines mit 11,6 kDa aus einer Kreu-

zung von Vitis berlandieri x Vitis vinifera gefunden werden.

Thaumatin-idhnliche Proteine
In dem untersuchten Rotwein werden vier Thaumatin-dhnliche Proteine mit Molekularge-

wichten im Bereich von 20,1 bis 24 kDa identifiziert. Eines von diesen ist das VVTL1 (Vitis
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vinifera thaumatin like protein) mit einem Molekulargewicht von 23,953 kDa. Die weiteren
Thaumatin-dhnlichen Proteine sind bei Molekulargewichten von 20,108 kDa sowie 23,847

kDa und 24,253 kDa.

Endochitinase
In dem untersuchten Portugieser Rotwein ist die Klasse IV Endochitinase mit einem Moleku-

largewicht von 27,2 kDa vorhanden.

Vakuoliire Invertase
Von den zwei bisher beschriebenen Formen der vakuolédren Invertase ist in dem analysierten

Wein die vakuolidre Invertase 1 (GIN 1) mit einem Molekulargewicht von 71,5 kDa zu finden.

Drei weitere Proteine (in Tabelle 20 als Proteine mit unbekannter Funktion bezeichnet) wer-
den in dem Portugieser Rotwein gefunden, konnen jedoch keinem der in der Datenbank ge-
listeten Proteine eindeutig zugeordnet werden. Hier wird durch eine BLAST-Recherche sowie
ein Alignment mit ClustalX 1.83 und GeneDoc v2.6.002 eine Analyse vorgenommen, um

Riickschliisse auf die Proteinfamilie zu ziehen (Abbildung 19).

Das Protein mit einem Molekulargewicht von 11,656 kDa ist wahrscheinlich der Familie der
LTP zuzuordnen: zu dem LTP PS5 aus Vitis spec. weillit die Sequenz des unbekannten Proteins
eine Sequenzidentitdt sowie /-dhnlichkeit von 73 % und zu dem LTP P3 aus Vitis spec. be-
steht eine Sequenzidentitit von 66 % sowie eine Sequenzidhnlichkeit von 70 % (Abildung

19A).

Das Protein unbekannter Funktion mit einem Molekulargewicht von 21,143 kDa kann keiner
Proteinfamilie eindeutig zugeordnet werden. Es zeigt eine Sequenzidentitit von 39 % sowie
eine Ahnlichkeit von 55 % mit einem LTP aus der Kichererbse ebenso wie eine 37%ige Iden-
titdt und 56 % Homologitidt zu einem LTP aus Arabidopsis thaliana, so dass es sich hierbei
moglicherweise auch um ein Lipid Transfer Protein handeln konnte (Abildung 19B).

Das Protein mit einem Molekulargewicht bei 23,929 kDa ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
der Familie der Thaumatin-dhnlichen Proteine zuzuordnen. Es ist zu 91 % identisch mit einem
TLP und einem Osmotin-dhnlichen Protein, welches zur Gruppe der TLP gezihlt wird, aus

Vitis vinifera. Die Ahnlichkeit liegt bei 95 bzw. 94 % (Abildung 19C).
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Abbildung 19: Sequenzaligment der identifizierten Proteine unbekannter Funktion

(A) Protein unbekannter Funktion mit 11,656 kDa. In Folge einer BLAST-Suche Alignment mit dem Lipid
Transfer Protein PS5 sowie dem Lipid Transfer Protein P3 aus Vitis vinifera.

(B) Protein unbekannter Funktion mit 21,143 kDa. In Folge einer BLAST-Suche Alignment mit dem Lipid
Transfer Protein aus der Kichererbse (Cicer arietinum) sowie einem Lipid Transfer Protein aus der Acker-

Schmalwand (Arabidopsis thaliana).

(C) Protein unbekannter Funktion mit 23,929 kDa. In Folge einer BLAST-Suche Alignment mit dem Osmotin-
dhnlichen Protein sowie einem Thaumatin-dhnlichen Protein aus Vitis vinifera.
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Hefeproteine in Portugieser Rotwein

Proteine, die von der Hefe Saccharomyces cerevisiae in den Wein freigesetzt werden und in
dem Portugieser Rotwein gefunden werden, sind das kovalent gebundene Zellwandprotein
[Precursor] mit 23,3 kDa, das Zellwandprotein CWP1 [Precursor] mit 24,3 kDa, das Protein
TOS1 [Precursor] mit 48 kDa, das extrazellulire Matrixprotein 33 [Precursor] mit 48,3 kDa,
die Glykosidase CRHI1 [Precursor] sowie die Endochitinase [Precursor] mit 59 kDa. Diesen

Proteinen gemein ist ihre Lokalisation in der Hefezellwand.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine Identifi-
zierung von Proteinen eines Rotweins durchgefiihrt wird. Der Portugieser Rotwein wird ge-
wihlt, da dieser ohne weitere Fallungsschritte unmittelbar nach Dialyse und Gefriertrocknung
eingesetzt werden kann. Fiinfzehn Proteine aus der Traube sind im Verlauf der Weinherstel-
lung nicht entfernt worden und in dem fertig ausgebauten Wein mittels massenspektrometri-
scher Analyse nachweisbar. Weitere sechs Proteine werden bei der Weinherstellung aus der

Hefe in den Wein freigesetzt.

3.4.2.2  Extraktion der Proteine aus dem Rotwein
Vor allem bei den Rotweinsorten Dornfelder und Spétburgunder erweist sich der hohe Tan-
ningehalt und die Komplexierung von Proteinen mit (Poly)Phenolen und Tanninen als prob-
lematisch. Auf einer SDS-PAGE sind keine klaren Banden zu erkennen und voneinander ab-
zugrenzen. Im Folgenden werden Methoden zur Entfernung bzw. zur Reduktion der storenden

Inhaltsstoffe wie der Polyphenole beschrieben.

Behandlung mit Polyvinylpyrrolidon

Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) sowie Polyvinylpyrrolidon (PVP) werden schon seit den
60er Jahren zur Entfernung der Polyphenole in Pflanzen eingesetzt, da sie als Stabilisie-
rungsmittel unerwiinschte Gerbstoffe und Polyphenole binden konnen [LOOMIS/BATAILLE
1966].

In der vorliegenden Arbeit wird eine Behandlung mit Polyclar® AT einerseits bei unbehan-

deltem Wein und andererseits bei Wein nach der Dialyse und Gefriertrocknung eingesetzt.
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Abbildung 20: Silbergefirbte SDS-PAGE [15%] nach der PVP-Behandlung von dialysiertem und lyophi-
lisiertem Rotwein.

30 mg lyophilisierter Weinextrakt werden in 3 ml Phosphatpuffer gelost und mit 300 mg PVP versetzt. Der An-
satz wird tiber Nacht geschiittelt und daraufhin 10 min bei 3000 g abzentrifugiert. Dieser Vorgang wird mit Zu-
gabe von 20 mg PVP wiederholt und noch vorhandene Triibungen durch die Filtration iiber einen Spritzenfilter
abgetrennt.

1) Dornfelder 2002 (Rheinhessen, Deutschland); 2) Dornfelder 2003 (Rheinhessen, Deutschland); 3) Dornfelder
2004 (Rheinhessen, Deutschland); 4) Dornfelder 2005 (Rheinhessen, Deutschland); 5) Spétburgunder 2005
(Rheinhessen, Deutschland); 6) Molekulargewichtsmarker; 7) Molekulargewichtsmarker; 8) Cabernet Sauvignon
(Rheingau, Deutschland); 9) Cabernet Sauvignon (Californien, USA); 10) Shiraz (Australien); 11) Chianti (Ita-
lien); 12) Bordeaux (Frankreich)

Eine Behandlung von dialysiertem und lyophilisiertem Wein mit Polyclar® AT zeigt, dass die
Abtrennung storender Substanzen mittels PVP moglich ist und auf einer SDS-PAGE diskrete
Banden zu erkennen sind. Dies wird fiir die deutschen Rotweinsorten Dornfelder, Spitbur-
gunder und Portugieser aus Rheinhessen sowie Cabernet Sauvignon aus dem Rheingau ge-
zeigt (Abbildungen 20 und 21). Um einen Einfluss des Jahrgangs zu betrachten, werden vom
Dornfelder Rotwein die Jahrginge 2002, 2003, 2004 sowie 2005 eingesetzt, die aus dem glei-
chen Anbaugebiet stammen und auf identische Weise hergestellt werden. Wihrend Dornfel-
der sowie Spétburgunder von dem Mainzer Weingut Fleischer bezogen werden, wird der Ca-
bernet Sauvignon von der Forschungsanstalt Geisenheim bereit gestellt. Der Spéatburgunder
zeichnet sich durch eine zwolfmonatige Lagerung im Holzfass aus. Um einen Vergleich der
Proteinzusammensetzung zwischen deutschen und ausldndischen Weinen zu erzielen, wird
das Rotweinspektrum um Bordeaux aus Frankreich, Chianti aus Italien, Shiraz aus Australien

sowie Cabernet Sauvignon aus den USA erweitert.
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Bei Dornfelder Rotweinen der Jahrgidnge 2002 bis 2005 ist die Proteinbande bei ca. 11 kDa

stark ausgeprigt. Diese Bande ist in allen weiteren Weinen nicht vorhanden.
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Abbildung 21: Silbergefirbte SDS-PAGE [15%] nach der PVP-Behandlung von dialysiertem und lyophi-
lisiertem Rotwein.

30 mg lyophilisierter Weinextrakt werden in 3 ml Phosphatpuffer gelost und mit 300 mg PVP versetzt. Der An-
satz wird liber Nacht geschiittelt und darauthin 10 min bei 3000 g abzentrifugiert. Dieser Vorgang wird mit Zu-
gabe von 20 mg PVP wiederholt und noch vorhandene Triibungen durch die Filtration iiber einen Spritzenfilter
abgetrennt.

1) Dornfelder 2005; 2) Dornfelder 2004; 3) Dornfelder 2003; 4) Dornfelder 2002; 5) Portugieser 2006; 6) Mole-
kulargewichtsmarker, alle Weine stammen aus dem Anbaugebiet Rheinhessen.

Fiir den Portugieser des Jahrgangs 2005 sowie den Dornfelder der Jahrginge 2002 bis 2005
kann das Vorhandensein des Lipid Transfer Proteins Isoform 4 mittels massenspektrometri-
scher Analyse nachgewiesen werden. Hierfiir werden die Banden einer Coomassie-geféarbten
SDS-PAGE wie bereits zuvor beschrieben ausgeschnitten, tryptisch verdaut und iiber LC/MS
analysiert. Die entsprechende silbergefdarbte SDS-PAGE ist in Abbildung 21 dargestellt, da
die Banden mit der Coomassie-Farbung nur sehr schwach zu erkennen sind. In den Dornfel-
der Rotweinen der Jahrgénge 2002, 2003 und 2005 wird neben dem LTP das PR 4Typ Protein
(AAC33732.1) mit einem Molekulargewicht von 15 kDa aus Vitis vinifera detektiert.

Nach der Uberpriifung verschiedener Ansitze, d.h. unterschiedlicher Konzentrationen des
lyophilisierten Weines und des PVPs, zeigen die in Abbildung 21 dargestellten Ansitze die
besten Ergebnisse. Hier werden jeweils 30 mg lyophilisierter Wein in 3 ml Phosphatpuffer
gelost und mit 300 mg PVP versetzt. Nachdem dieser Ansatz iiber Nacht unter Schiitteln in-
kubiert wird, erfolgt im Anschluss an eine zehnminiitige Zentrifugation eine erneute Zugabe

von 200 g PVP mit erneuter Inkubation und Zentrifugation. Durch die Behandlung mit PVP
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konnen storende Substanzen im Wein abgetrennt und eine elektrophoretische Auftrennung
erzielt werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass einige der im Wein enthal-
tenen Proteine gleichzeitig mit entfernt werden, wobei das mittels SDS-PAGE ermittelte Pro-
teinmuster von Portugieser Rotwein vor und nach der Behandlung mit PVP nicht darauf
schlieen ldsst. Mit der beschriebenen Methode konnen nur geringe Mengen an Protein ge-
wonnen werden, so dass eine Firbung der SDS-PAGE mit Coomassie nur zu schwach bzw.

keinen angeféarbten Banden fiihrt.

Ethanolfillung der Weinproteine

Aufgrund der guten Loslichkeit der Polyphenole in Ethanol wird neben der Behandlung mit
PVP eine Ethanolfillung zur Entfernung der Polyphenole eingesetzt.

In Abbildung 22 A und B ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine im An-
schluss an eine Ethanolfillung des unbehandelten Dornfelder Rotweins 2005 aus Rheinhessen
dargestellt. Als Proben werden einerseits ein Dornfelder eines Weingutes und andererseits ein
im Einzelhandel erworbener Dornfelder eingesetzt. Da die Konzentration der Proteine nach
der Ethanolfillung in der Endprobe sehr gering ist, wird neben der Coomassie-Farbung (Ab-

bildung 22 A) auch die Silberfarbung (Abbildung 22 B) eingesetzt.
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Abbildung 22: SDS-PAGE [12,5%] mit ethanolgefilltem Dornfelder des Jahrgangs 2005 aus Rheinhessen.

(A) Dornfelder nach der Dialyse und Gefriertrocknung, 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 1:2Verdiinnung, EZ; 3)
1:10 Verdiinnung, EZ; 4) 1:4 Verdiinnung, EZ; 5) 1:4 Verdiinnung, WG; mit Coomassie angefarbt

(B) Identische Proben und Auftragung wie (A), mit Silber angefirbt

(C) lyophilisierter Dornfelder 2005 (WG), 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 1:10 Verdiinnung; 3) 1:5 Verdiin-
nung; 4) 1:4 Verdiinnung

EZ = Einzelhandel; WG = Weingut
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Es zeigt sich, dass sich das Lipid Transfer Protein bei ca. 11 kDa stark anreichert und die ein-
zige deutlich gefirbte Bande darstellt (rote Umrandung). Im Bereich von 22 bis 30 kDa (22,8
kDa, 25,8 kDa, 27,7 kDa, 30,3 kDa) sind bis zu vier weitere schwache Banden, insbesondere
bei der Silberfarbung, zu erkennen (violette Umrandung). Hierbei handelt es sich vermutlich
um Thaumatin-dhnliche Proteine, sie wurden bisher jedoch keiner massenspektrometrischen
Analyse unterzogen. Zwischen den einzelnen Verdiinnungen des Weins mit Ethanol von 1:2
iber 1:4 bis 1:10 gibt es kaum Unterschiede. Ein deutlicher Unterschied ist jedoch zwischen
den zwei Dornfeldersorten (Abbildung 22 A und B, Spur 4 und 5) zu erkennen, wobei die
Proteine des Dornfelder Rotweins aus dem Weingut in geringerer Konzentration in der etha-
nolgefillten Probe enthalten sind. Da der Probenansatz identisch ist, ist davon auszugehen,
dass der Dornfelder Rotwein, der iiber das Weingut bezogen wurde, einen geringeren Protein-
gehalt aufweist als der im Einzelhandel erworbene Wein. Das Lipid Transfer Protein ist nach
der Ethanolfillung in wesentlich geringeren Mengen enthalten und die Banden bei 20 bis 30
kDa sind nur sehr schwach ausgeprigt. Zusitzlich sind hingegen zwei weitere schwache Ban-
den bei 60 bis 70 kDa zu finden (Abbildung 22 A, Spur 5, griine Umrandung).

Bei Verwendung von aufkonzentrierten (d.h. dialysierten und lyophilisierten) Proben fiihrt
eine Ethanolfillung zu deutlich erkennbaren Banden bei 11 kDa, 22 kDa, 25 kDa, 27 kDa
sowie 30 kDa, wobei im Bereich von 30 bis 60 kDa ein Schmier vorhanden ist (Abbildung 22
C). Bei 60 kDa und 70 kDa treten zwei weitere schwach ausgeprigte Banden auf. Die Prote-
inbanden in der SDS-PAGE sind bei Verwendung des aufkonzentrierten Dornfelder Rotweins
alle intensiver ausgeprigt als bei der Durchfiihrung mit dem unbehandelten Wein.

Vermutlich werden neben den stdrenden Substanzen auch Proteine durch die Ethanolféllung
extrahiert. Da eine Proteinbestimmung jedoch nicht moglich ist (siehe Abschnitt 3.2), kann

dies nicht mit abschlieender Sicherheit beurteilt werden.

34.23 Glykoproteine in Rotwein

Da Aussagen zum Vorkommen von Glykoproteinen in Wein und insbesondere in Rotwein
zum heutigen Zeitpunkt in der Literatur sehr uneinheitlich, jedoch von groer Bedeutung hin-
sichtlich Weinstabilitdt und Allergenitit sind, wird das Vorhandensein von Glykoproteinen im
Rotwein durch zwei Untersuchungsansitze iiberpriift. Einerseits findet die Perjodsdure-
Farbung nach vorangegangener SDS-PAGE Anwendung, andererseits ein Lektinbindungs-
Assay, der auf dem Anfarben von Kohlenhydraten auf einer Nitrocellulosemembran basiert.

Wie in Abbildung 23 dargestellt, ist deutlich zu erkennen, dass sich sowohl mit der PAS-
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Farbung als auch mit dem Lektinblot eine Vielzahl an Proteinen des Portugieser Rotweins

anféarbt und somit den Glykoproteinen zugeordnet werden kann.
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Abbildung 23: Glykoproteine im Portugieser Rotwein 2005 aus der Pfalz.
(A) PAS-Firbung: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,3125 mg Weinextrakt; 3) 0,625 mg Weinextrakt
(B) Lektinblot: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,375 mg Weinextrakt; 0,1875 mg Weinextrakt

Von diesen befindet sich ein groBer Anteil im hohermolekularen Bereich. Eine breite, nicht
weiter aufgetrennte Bande befindet sich im Bereich groBer 130 kDa. Diskrete Banden sind bei
20 kDa, 30 kDa, 38 kDa, 40 kDa, 70 kDa und 87 kDa zu erkennen. Die Darstellung durch den
Lektinblot zeigt ein etwas anderes Bild. Im Vergleich zur PAS-Farbung finden sich ebenfalls
Banden bei 20 kDa, 30 kDa, 38 kDa, 40 kDa, 70 kDa sowie 87 kDa. Zwei weitere Banden
sind bei 130 kDa und 132 kDa zu erkennen sowie im Bereich grofler 205 kDa. Es sind zusitz-
lich zur PAS-Firbung viele weitere Banden im Bereich zwischen 30 und 40 kDa zu finden.
Der Anteil der Glykoproteine im hochmolekularen Bereich scheint im Vergleich zur PAS-
Farbung nicht so stark ausgeprigt zu sein, was jedoch daran liegen kann, dass der Transfer der
Proteine von dem Gel auf die Nitrozellulosemembran iiber einen Zeitraum von zwei Stunden
durchgefiihrt wird und hierdurch nicht der gesamte Anteil an hochmolekularen Proteinen
geblottet wird. Bei einer ldngeren Dauer des elektrophoretischen Transfers wiirden die kleinen

Proteine durchgeblottet, so dass zwei Stunden als beste Zeitdauer angesehen wird.

Von den identifizierten Hefeproteinen des Portugieser Rotweins sind das kovalent gebundene
Zellwandprotein [Vorlduferprotein] mit 23,3 kDa, das Zellwandprotein CWP1 [Vorlduferpro-
tein] mit 24,3 kDa sowie die Endochitinase [Vorlduferprotein] mit 59 kDa stark O-
glykosyliert. Das Protein TOS1 [Vorlauferprotein] mit 48 kDa sowie die Glykosidase CRH1

[Vorlduferprotein] besitzen potentielle Glykosylierungs-Bindungsstellen.
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3.4.3 WeiBBherbst

Zur Proteinzusammensetzung von Weillherbst gibt es nach meinem Kenntnisstand bisher kei-
ne Veroffentlichungen. WeiBBherbst ist geeignet, sowohl den Einfluss der Rebsorte als auch
den der WeinbereitungsmafSnahmen zu verdeutlichen, da er aus roten Trauben gewonnen und

wie Weillwein durch eine Mostgidrung hergestellt wird.

Als Weinsorten werden ein Portugieser Weillherbst des Jahrgangs 2006, ein Portugieser
WeiBherbst des Jahrgangs 2007 und ein Spitburgunder Weilherbst des Jahrgangs 2007, alle

aus dem Weinanbaugebiet Pfalz, eingesetzt.

Ein Vergleich der Proteinzusammensetzung zwischen einem Spétburgunder Weillherbst des
Jahrgangs 2007, einem Portugieser Weillherbst des Jahrgangs 2007 sowie einem Portugieser
Weilherbst des Jahrgangs 2006 ist in Abbildung 24 dargestellt. Auch bei Weilherbst befindet
sich der Hauptanteil der Proteine im Bereich von 20 bis 30 kDa. Wéahrend dieser Bereich
beim Spétburgunder WeiBherbst durch zwei Hauptbanden gekennzeichnet ist, ist beim Portu-
gieser Weilherbst nur eine Proteinbande klar sichtbar (violette Pfeile). Im Molekularge-
wichtsbereich von 12 bis 17 kDa sind beim Spitburgunder Weiherbst drei weitere Banden zu
erkennen, diese sind beim Portugieser Weillherbst nicht deutlich vorhanden (rote Pfeile). Die
Proteinbande bei 70 kDa ist in beiden Weinsorten vorhanden (griiner Pfeil), ebenso wie weite-
re Banden im Bereich > 80 kDa (orange Pfeile), wobei die mit der 12,5% igen SDS-PAGE
nicht weiter aufgetrennte Bande bei 250 kDa beim Portugieser WeilSherbst intensiver ausge-

pragt ist (gelber Pfeil).

Der Vergleich zweier Jahrginge des Portugieser Weillherbstes zeigt eine weitgehend identi-
sche Proteinzusammensetzung, lediglich die Intensitit der Proteinbanden im Bereich >70 kDa

unterscheidet sich geringfiigig.
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Abbildung 24: Coomassie-gefiirbte SDS-PAGE [12,5%] zur Proteinzusammensetzung von Spitburgunder
Weilherbst 2007, Portugieser WeiBlherbst 2007 sowie Portugieser Weilherbst 2006.

A) Spitburgunder Weilherbst 2007 (Pfalz): 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,75 mg Weinextrakt; 1,5 mg
Weinextrakt; 3,75 mg Weinextrakt

B) Portugieser Weilherbst 2007 (Pfalz): 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,75 mg Weinextrakt; 1,5 mg Weinex-
trakt; 3,75 mg Weinextrakt

C) Portugieser Weilherbst 2006 (Pfalz): 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,75 mg Weinextrakt; 1,5 mg Weinex-
trakt; 3,75 mg Weinextrakt

34.3.1 Glykoproteine im Weilherbst

Der Grof3teil der Proteine des untersuchten Portugieser Weillherbstes des Jahrganges 2006 aus
der Pfalz ist den Glykoproteinen zuzuordnen. Abbildung 25 veranschaulicht, dass die Haupt-

banden der mit Coomassie angefiarbten SDS-PAGE (Abbildung 25) auch durch die Perjodsdu-
refarbung detektierbar sind. Im Bereich bei 30 kDa ist eine Bande zu erkennen, wobei sich der

Grofteil der Glykoproteine im Bereich > 70 kDa befindet.
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17 Abbildung 25: Glykoproteine eines Portugieser Weiherbstes.

1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,6 mg Weinextrakt;
3) 1,5 mg Weinextrakt

3.4.4 Vergleich der Proteinzusammensetzung zwischen Weilwein, Weil}-

herbst und Rotwein

Abschlielend zur gelelektrophoretischen Betrachtung der Weinproteine wird ein Vergleich
zwischen einem Weillwein (Riesling 2006, Rheinhessen), einem Weil3herbst (Portugieser

2006, Rheinhessen) und einem Rotwein (Portugieser 2005, Pfalz) unternommen.

Hinsichtlich der Zusammensetzung und Konzentration der Proteine bei diesen Weinen lassen
sich sowohl Gemeinsamkeiten als auch deutliche Unterschiede in der Konzentration und Zu-

sammensetzung der Proteine erkennen (Abbildung 26).

Bei allen Rebsorten bilden die PR-Proteine die Hauptproteine im Wein. Die Zusammenset-
zung und Konzentration dieser Proteine variiert jedoch. So zeigt sich, dass das Lipid Transfer
Protein bei ca. 11 kDa im Rotwein in wesentlich hoherer Konzentration enthalten ist als im
Weilherbst und im Weilwein (rote Umrandung in Abbildung 26). Dies ldsst sich durch die
Unterschiede der Weinherstellung von Rot- und Weiwein erkldren: das LTP ist in den Scha-
len der Weinbeeren zu finden und kann somit bei der Herstellung von roten Weinen in das
fertige Produkt iibergehen (Maischegédrung und Maischeerhitzung), wihrend bei der Weil3-
wein- und Roséherstellung die Schale schon vor der Géarung abgetrennt und der Most vergo-
ren wird. Somit gelangen die Proteine aus der Schale der Weinbeere nur bei Rotweinen in
nennenswerten Mengen in den Wein.

Die Gruppe der Thaumatin-dhnlichen Proteine im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 25
kDa ist bei dem Portugieser Rotwein durch eine intensive Bande sowie weitere schwach aus-

geprigte Banden gekennzeichnet, wihrend im Portugieser WeiB3herbst eine stirkere und eine
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schwichere Bande und im Riesling zwei klare Banden gleicher Intensitit sowie eine schwa-
che Bande zu erkennen sind (blaue Umrandung in Abbildung 26). Identifiziert werden knnen
sowohl im Rot-/ als auch im Weilwein das VVTLI mit 23,953 und ein putatives Thaumtin-
dhnliches Protein mit 24,035 kDa.

Eine Endochitinase mit einem Molekulargewicht von 27,224 kDa kann bei den Untersuchun-
gen dieser Arbeit bislang nur im Rotwein identifiziert werden.

Den untersuchten Weinsorten gemein ist eine Bande bei ca. 70 kDa, die im Rot- sowie Weil3-
wein als vakuolidre Invertase 1 (GIN1) identifiziert werden kann (griine Umrandung in Abbil-
dung 26).

Proteine im Molekulargewichtsbereich groer 100 kDa sind vor allem im WeiBherbst, in ge-
ringerer Menge im Weillwein und in noch geringerer Menge im Rotwein enthalten (gelbe

Umrandung in Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Proteinzusammensetzung zwischen einem Portugieser Rotwein, einem Por-
tugieser WeiBherbst und einem Riesling Weillwein.

(A) Portugieser Rotwein 2005 (Pfalz): 1) 0,39 mg Weinextrakt; 2) 0,78 mg Weinextrakt; 3) 1,56 mg Weinextrakt
(B) Portugieser Weilherbst 2006 (Pfalz): 0,75 mg Weinextrakt; 1,5 mg Weinextrakt; 3,75 mg Weinextrakt
(C) Riesling 2006 (Rheinhessen): 1) 0,83 mg Weinextrakt; 2) 1,67 mg Weinextrakt; 3) 4,17 mg Weinextrakt

Den Hauptanteil der Proteine stellen die PR-Proteine dar. Von diesen sind die Thaumatin-dhnlichen Proteine mit
der blauen und die Lipid Transfer Proteine mit der roten Umrandung gekennzeichnet. Die Vakuolire Invertase,
die ebenfalls in allen Weinsorten gefunden wird, ist griin umrandet. Der Anteil der hohermolekularen Proteine
unterscheidet sich zwischen den Weinsorten, dies ist mit der gelben Umrandung gekennzeichnet.

Wie in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt werden kann, stellen bei allen untersuchten

Weinsorten glykosylierte Proteine einen grofen Anteil des Proteinspektrums dar.
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3.5 Herkunft der Proteine im Wein

Bei den folgenden Versuchen wird ein Vergleich der Proteinzusammensetzung zwischen der
Weinbeere und des daraus gewonnenen Mostes sowie Weines angestrebt, um die Entwicklung
der Proteinzusammensetzung im Laufe der Verarbeitungsschritte zu veranschaulichen. Einge-
setzt werden hierfiir die weile Rebsorte Riesling und die rote Rebsorte Cabernet Sauvignon
aus dem Rheingau. Von der Forschungsanstalt Geisenheim werden freundlicherweise die

Trauben, der Most und der Wein der gleichen Anbaufldche zur Verfiigung gestellt.

Bei der Bestimmung des Proteingehalts wird bei einem Riesling 2005 aus dem Rheingau eine
Reduktion des Proteingehalts von der Weinbeere zum Most auf ca. ein Fiinftel beobachtet.
Bei den Verarbeitungsschritten vom Most zum Wein zeigt sich weiterhin eine dreifache Re-
duktion (siehe Abschnitt 3.2). Mit Hilfe der SDS-PAGE wird im Folgenden gezeigt, Proteine
welchen Molekulargewichts im Laufe der Weinbereitung abgetrennt oder in ihrem Gehalt

reduziert werden.

Um einen Vergleich der Proteinzusammensetzung von Weinbeeren, Most und Wein zu erhal-
ten, wird in den folgenden Abschnitten zunéchst auf die der Weinbeeren (Abschnitt 3.5.2) und

des Mostes (Abschnitt 3.5.3) eingegangen.

Vor der Durchfiihrung der elektrophoretischen Versuche werden die Proteine aus der Wein-
beere — wie in Abschnitt 2.8 beschrieben — extrahiert. Die Ergebnisse der Traubenextraktion
werden im folgenden Kapitel dargelegt, bevor darauffolgend die Ergebnisse der elektrophore-

tischen Auftrennung beschrieben werden.

3.5.1 Traubenextraktion

Bei der Auftrennung der Weinbeeren der Rebsorten Riesling und Cabernet Sauvignon des
Jahrgangs 2006 aus dem Rheingau (Forschungsanstalt Geisenheim) in die einzelnen Beeren-

bestandteile Fruchtfleisch, Schale und Kerne ergibt sich die in Tabelle 21 gelistete Verteilung.
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Tabelle 21: Prozentuale Aufteilung der Beerenbestandteile

Beerenbestandteil Anteil [w/w%]
Eigene Untersuchungen Referenzwerte
Riesling Cabernet Sauvignon [J\Zﬁglg ?ggi]
Fruchtfleisch 80,2 65,4 70 - 80
Schale/Beerenhaut 13,2 25,2 15-25
Kerne 6,6 9,3 2-6

Die Weinbeeren des Rieslings, von welchen 130 g eingesetzt werden, setzen sich aus 80,2 %
Fruchtfleisch, 13,2 % Schale sowie 6,6 % Kernen zusammen, wihrend bei den Weinbeeren
des Cabernet Sauvignons, von welchen 31 g eingesetzt werden, ein Anteil von 65,4 % auf das
Fruchtfleisch entfillt, die Schale zu 25,2 % und die Kerne zu 9,3 % zum Gesamtgewicht der

Weinbeere beitragen.

Die ermittelten Werte stimmen ungefahr mit den in der Literatur aufgefithrten Werten iiber-
ein. Die Referenzwerte stellen Durchschnittswerte dar und beziehen sich nicht auf eine Reb-
sorte. Es lédsst sich beobachten, dass bei den Weinbeeren der Rebsorte Riesling der Anteil der
Schale vergleichsweise gering und der des Fruchtfleisches sowie der Kerne vergleichsweise
hoch liegt. Die Weinbeeren der Rebsorte Cabernet Sauvignon hingegen zeichnen sich durch
einen vergleichsweise hohen Anteil an Schale und Kernen und einen geringen Anteil Frucht-

fleisch aus.

3.5.2 Proteinzusammensetzung der Weinbeere

Bei der Betrachtung der Proteinzusammensetzung der Weinbeeren wird besonderes Augen-
merk auf die Proteinzusammensetzung der einzelnen Beerenbestandteile Fruchtfleisch, Schale

und Kerne gelegt, die wie in Abschnitt 2.8 beschrieben, gewonnen werden.

Weinbeeren der Rebsorte Riesling (Rheingau)

Die Weinbeere enthilt ein breites Spektrum an Proteinen. Der Molekulargewichtsbereich er-

streckt sich von ca. 12 kDa bis tiber 100 kDa.

Anhand der elektrophoretischen Auftrennung sind Gemeinsamkeiten wie Unterschiede in der
Proteinzusammensetzung zwischen den einzelnen Beerenbestandteilen zu beobachten. Bei ca.
12 kDa ist ausschlieBlich in der Schale eine ausgeprigte Bande zu erkennen, wihrend diese

im Fruchtfleisch wesentlich geringer konzentriert und in den Kernen kaum sichtbar ist. Hier-
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bei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um ein LTP, von dem bekannt ist, dass es in
der Schale in wesentlich hoheren Konzentrationen enthalten ist als in den Frucht-/ und Bee-
renbestandteilen [FERNANDEZ-RIVAS/CUEVAS 1999, BALLMER-WEBER 2002, PASTOREL-
LO/ROBINO 2004]. Der Hauptanteil der Proteine liegt im Molekulargewichtsbereich von 20 bis
60 kDa (Abbildung 27). Bei den Proteinen im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 30 kDa
handelt es sich vermutlich um Thaumatin-dhnliche Proteine und Chitinasen, da diese Proteine
bekanntermalB3en den Hauptanteil der Proteine in der Weinbeere ausmachen [WATERS ET AL

1996, TATTERSALL ET AL 1997, FERREIRA ET AL 2002].
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Abbildung 27: SDS-PAGE zur Proteinzusammensetzung der Weinbeere der weien Rebsorte Riesling des
Jahrgangs 2005 aus dem Rheingau.

Weinbeeren nach der Extraktion: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) Weinbeere (130 g in 65 ml Puffer); 3) Frucht-
fleisch (127,68 g in 40 ml Puffer); 4) Schale (21,09 g in 80 ml); 5) Kerne (10,5 g in 42 ml)

Weinbeeren der Sorte Cabernet Sauvignon (Rheingau)

Ebenso wie beim Riesling zeichnet sich die Weinbeere der roten Rebsorte Cabernet Sauvig-
non durch ein breites Spektrum an Proteinen aus, das sich iiber den gesamten Molekularge-
wichtsbereich, der mit der 12,5%igen SDS-PAGE detektierbar ist, von 10 bis 250 kDa er-
streckt (Abbildung 28A). Die Mehrzahl der Proteine hat ein Molekulargewicht im Bereich
von 20 bis 60 kDa, wie dies auch bei den Weinbeeren der weillen Rebsorte Riesling beobach-
tet wird. Die Konzentration einzelner Proteine unterscheidet sich in den einzelnen Beerenbe-

standteilen, wobel insbesondere die Kerne eine abweichende Verteilung zeigen.
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Abbildung 28: Proteinzusammensetzung von Weinbeeren der roten Rebsorte Cabernet Sauvignon des
Jahrgangs 2005 aus Rheinhessen.

(A) Coomassie-gefiarbte SDS-PAGE [12,5 %] : 1) Weinbeere; 2) Fruchtfleisch; 3) Schale; 4) Kerne; 5) Moleku-
largewichtsmarker

(B) Coomassie-gefarbtes 2D-Gel [12,5 %ige SDS-PAGE] nach TCA/Aceton-Fillung. Von den gefillten und
resolubilisierten Proteinen werden 200 pl fiir die 2D-Gelelektrophorese eingesetzt [Schindler 2006].

Die Auftrennung der Traubenproteine mittels einer zweidimensionalen Gelelektrophorese
bestitigt die Beobachtungen der eindimensionalen Gelelektrophorese, dass sich die Proteine
in einem breiten Molekulargewichtsbereich bewegen, wobei sich der Hauptanteil auf 20 bis
60 kDa konzentriert (Abbildung 28B). Des Weiteren wird gezeigt, dass sich der Bereich der
isoelektrischen Punkte der Traubenproteine von 3,5 bis 8 erstreckt. Durchgefiihrt werden die
Versuche der zweidimensionalen Gelelektrophorese von MAGNUS SCHINDLER (2006).

Bei dem am intensivsten ausgeprigten Spot, der in Abbildung 28 mit dem roten Pfeil gekenn-
zeichnet ist, handelt es sich vermutlich um das Thaumatin-dhnliche Protein VVTLI1. Mit der
zweidimensionalen Gelelektrophorese wird ein Molekulargewicht von 25 kDa und ein isoe-
lektrischer Punkt von 4,9 ermittelt, was mit den tatsiachlichen Werten dieses Proteins von

24 kDa und 4,9 sehr gut iibereinstimmt.

3.5.3 Proteinzusammensetzung von Most

Die Proteinzusammensetzungen des Mostes der Rebsorten Riesling sowie Cabernet Sauvig-
non aus dem Rheingau werden mittels SDS-PAGE analysiert und sind in Abbildung 29 dar-
gestellt. Es zeigt sich, dass Proteinbanden bei ca. 10 kDa, im Bereich von 20 bis 30 kDa, bei

70 kDa sowie bei 250 kDa zu erkennen sind. Bei Rieslingsmost ist, im Vergleich zu dem
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Most von Cabernet Sauvignon, die Intensitit der Proteine im Bereich von 20 — 30 kDa sehr

hoch.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 29: SDS-PAGE [12,5 %] der Proteinzusammensetzung von Most der Rebsorten Riesling und

Cabernet Sauvignon aus dem Rheingau, angefiarbt mit Coomassie nach KANG ET AL.

Die Mostproben werden vor der Analyse mittels SDS-PAGE zentrifugiert (10 min bei 2500 g) sowie dialysiert

und lyophilisiert.

1) Molekulargewichtsmarker; 2) 1,875 mg Riesling-Mostextrakt ; 3) 0,9375 mg Riesling-Mostextrakt; 4) 0,375
mg Riesling-Mostextrakt; 5) 0,1875 mg Riesling-Mostextrakt; 6) 0,1875 mg Cabernet Sauvignon-Mostextrakt ;
7) 0,375 Cabernet Sauvignon-Mostextrakt; 8) 0,9375 mg Cabernet Sauvignon-Mostextrakt; 9) 1,875 mg Caber-
net Sauvignon-Mostextrakt

3.5.4 Vergleich der Proteinzusammensetzung Wein, Most und Weinbeere

Die Analyse mittels SDS-PAGE bestitigt die Ergebnisse der Proteinkonzentrations-
bestimmung. Wihrend die Weinbeeren Proteine iiber das gesamte Molekulargewichtsspekt-
rum der SDS-PAGE verteilt enthalten, nimmt die Proteinvielfalt bereits bei der Herstellung
bis zur Stufe des Mostes deutlich ab. Die Proteinzusammensetzung des Mostes, wie sie mit
der SDS-PAGE sichtbar ist, unterscheidet sich nur noch geringfiigig von der des Weines (Ab-
bildung 30), wobei der Proteingehalt weiter abnimmt.

Die Abnahme des Proteingehaltes ist durch die Schonungsmafinahmen wihrend der Weinbe-
reitung zu erkldren. Bei der Herstellung des untersuchten Weines wird ausschlieSlich Bentonit

zur Schonung eingesetzt.
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Abbildung 30: SDS-PAGE [12,5 %] zum Vergleich der Proteinzusammensetzung zwischen Wein, Most
und Weinbeeren der Rebsorte Riesling des Jahrgangs 2005 aus dem Rheingau.

Die Proben werden nach Dialyse und Gefriertrocknung aufgetragen.

(A) Weinbeere: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,3 mg Traubenextrakt

(B) Most: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,375 mg Mostextrakt; 3) 0,1875 mg Mostextrakt
(C) Wein: 1) Molekulargewichtsmarker; 2) 0,375 mg Weinextrakt; 3) 0,75 mg Weinextrakt

3.6 Aufreinigung und Isolierung der Weinproteine

Mit Hilfe chromatographischer Trennmethoden wird eine Aufreinigung einzelner Proteine
angestrebt, welche fiir anschlieBende Versuche, sowohl zur weiteren Charakterisierung der
Proteine als auch fiir die Uberpriifung des allergenen Potentials dieser Proteine, von Bedeu-

tung sind.

Die Aufreinigung erfolgt in einem zweistufigen Verfahren. Die Proteine des Weilweins wer-
den im ersten Aufreinigungsschritt iiber einen Anionenaustausch separiert, gefolgt von einer

GroBenausschlusschromatographie (SEC) im zweiten Schritt.

Beim Rotwein wird durch eine Behandlung mit PVP eine Entfernung von stérenden Substan-

zen erreicht, bevor die Probe iiber eine Groflenausschlusschromatographie aufgereinigt wird.

3.6.1 Aufreinigung der Proteine aus Weillwein

Die Anionenaustauschchromatographie wird mit einem Riesling 2007 aus der Pfalz, welcher
im Einzelhandel erworben wird, durchgefiihrt. Fiir einen Lauf werden 50 mg lyophilisierter
Weinextrakt eingesetzt. Das Elutionsprofil ist in Abbildung 31A dargestellt und wird im Fol-

genden beschrieben. Die Elution erfolgt mittels eines linearen Gradienten von 0 bis 60 % mit
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Hochsalzpuffer bei einem pH-Wert von 7,7 (Abbildung 31A). Bei einer Flussrate von
3 ml/min sind bei einer Retentionszeit von 4 min bis 63 min Peaks zu erkennen. Da einige der
im Wein enthaltenen Polyphenole, auch die in Weilwein in hohen Mengen enthaltenen Cate-
chine wie Quercetin, ebenso wie Proteine im Bereich von 280 nm absorbieren, kann bei den
Peaks nicht automatisch von Proteinpeaks ausgegangen werden. Zur Uberpriifung des Vor-

handenseins von Proteinen wird die SDS-PAGE eingesetzt.

Da die Proteinmenge im Anschluss an die Anionenaustauschchromatographie sehr gering ist
und Proteine mittels SDS-PAGE kaum detektierbar sind, werden die einzelnen Peaks von
sechs identischen Ldufen vereinigt und jeweils in Zentrifugalkonzentratoren mit einem
MWCO von 5 kDa konzentriert. Die entsprechenden Peaks sind in Abbildung 31A von 1 bis
15 durchnummeriert. Die im Anschluss daran durchgefiihrte SDS-PAGE ist in Abbildung
31B und C dargestellt. Da die Proteinbanden bei der Farbung mit Coomassie nur schwach zu
erkennen sind (Abbildung 31B), wird das Gel noch mit einer Silberfirbung behandelt (Abbil-
dung 31C).

Die SDS-PAGE zeigt, dass in Peak 1 zahlreiche Proteine mit einem Molekulargewicht von
20 kDa bis 30 kDa sowie in geringeren Mengen Proteine von 10 bis 20 kDa enthalten sind,
die nicht an die Matrix des Anionenaustauschers binden (Abbildung 31B und C, Spur 2).
Verglichen mit dem Proteinmuster eines Weilweins stellt dies den Hauptanteil der Proteine

dar.

Ein weiterer proteinhaltiger Peak eluiert nach ca. 28 min (Peak 7 in Abbildung 31A). Dieser
Peak enthilt, wie auf der SDS-PAGE in Abbildung 31C (Spur 3) zu erkennen ist, sowohl ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 63 kDa als auch eines mit einem Molekulargewicht
von 23 kDa. Hierbei handelt es sich vermutlich um die vakuoldre Invertase und ein Thauma-
tin-dhnliches Protein, eine abschlieBende Identifizierung steht jedoch noch aus. Auch in Peak

6 ist eine schwache Bande bei 23 kDa zu erkennen.

In Peak 8 sind in geringen Mengen ebenfalls die in Peak 7 gefundenen Proteine in geringerer
Menge sowie zwel weitere schwache Proteinbanden bei 75 und 100 kDa enthalten (Abbildung
31C, Spur 4). Die Proteine mit 75 und 100 kDa sind charakteristisch fiir Peak 9 (Abbildung
31C, Spur 5), so dass Peak 8 vermutlich nur die Proteine von Peak 7 sowie 9 enthilt, da keine
Auftrennung der Peaks bis auf die Nulllinie erfolgt und somit eine eindeutige Trennung nicht
moglich ist. Peak 10 enthilt ein Protein mit einem Molekulargewicht von 75 kDa (Abbildung
31C, Spur 5). In allen weiteren Peaks konnen mittels SDS-PAGE keine Proteine detektiert

werden.
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Abbildung 31: Anionenaustauschchromatographie (UNO-Q12 - Siule) mit Riesling 2007 aus der Pfalz.
Vor der Auftragung auf die Sdule wird der Wein dialysiert, lyophilisiert und iiber einen Spritzenfilter filtriert.

A) Elutionsprofil des Anionenaustauschs mit 50 mg Weinextrakt, gelost in 2ml Phosphatpuffer.
Der Anionenaustausch wird mit einer Fluirate von 3 ml/min bei einem pH-Wert von 7,7 durchgefiihrt.

(B) Coomassie-gefiarbte SDS-PAGE [12,5 %] mit Proben der Anionenaustauschchromatographie: 1) Molekular-
gewichtsmarker; 2) Peak 1; 3) Peak 7; 4) Peak 8; 5) Peak 9; 6) Peak 10

(C) Silbergefirbte SDS-PAGE [12,5 %] mit Proben der Anionenaustauschchromatographie: 1) Molekularge-
wichtsmarker; 2) Peak 1; 3) Peak 7; 4) Peak 8; 5) Peak 9; 6) Peak 10

Um die Proteine von Peak 7 mit den Molekulargewichten von einerseits 23 kDa und anderer-

seits 63 kDa voneinander zu separieren, wird eine Groflenausschlusschromatographie mit ei-

ner S-100-Siule, die sich durch einen optimalen Trennbereich von 5 bis 100 kDa auszeichnet,

durchgefiihrt. Hierfiir wird die aufkonzentrierte Probe von Peak 7 aus den sechs Anionenaus-

tauschldufen eingesetzt, wofiir insgesamt 300 mg Weinextrakt aus ca. 750 ml Wein eingesetzt
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werden. Die maximale Absorption der Groenausschlusschromatographie liegt mit 0,01 in
einem sehr geringen Bereich, so dass keine weiteren Aussagen zu der Auftrennung getroffen
werden konnen. Ein Proteinverlust ist wahrscheinlich sowohl auf die Konzentrierung mittels
Zentrifugalkonzentratoren als auch auf die GroBenausschlusschromatographie zuriickzufiih-

ren.

Vergleich der Anionenaustauschchromatographie zwischen Sauvignon Blanc und

Riesling

Fiir einen Vergleich der Anionenaustauschchromatogaphie zweier Weilweine werden ein
Riesling sowie ein Sauvignon Blanc des Jahrgangs 2006 aus Rheinhessen (Weingut Fleischer,

Mainz) eingesetzt. Die Herstellung der Weine verléduft identisch.

Fiir den Anionenaustausch werden die Weine zuvor mittels Dialyse und Gefriertrocknung
konzentriert und iiber einen Spritzenfilter filtriert. Fiir einen Lauf werden 112,5 mg des ly-
ophilisierten Riesling-Extraktes sowie 62,5 mg des Sauvignon Blanc-Extraktes, gelost in 4 ml
Posphatpuffer 1, eingesetzt. Die geringere Menge Sauvignon Blanc wird gewihlt, da sich so-
wohl bei der Proteinkonzentrationsbestimmung als auch bei der SDS-PAGE gezeigt hat, dass
der Proteingehalt dieser Weinsorte hoher als der des Rieslings liegt. Die Elution erfolgt mit-
tels eines linearen Gradienten bis 60 % mit Hochsalzpuffer. Der Vergleich der Elutionsprofile
zeigt weitgehende Ubereinstimmung in den zwei Elutionsprofilen (Abbildung 32), so dass im
Folgenden nur auf die Unterschiede sowie die proteinhaltigen Peaks eingegangen wird. Peak
1, der die Proteine, die nicht an die Matrix des Anionenaustauschers binden, enthilt, eluiert
nach ca. 4 min. Hierbei handelt es sich vorwiegend um Proteine im Molekulargewichtsbe-
reich von 20 bis 30 kDa und in geringeren Mengen auch um Proteine zwischen ca. 10 und 20
kDa. Peak 4 enthilt eine bei der SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfirbung sichtbare,
schwach ausgeprigte Bande bei 25 kDa. Die Peaks 5 und 6 enthalten drei Proteinbanden im
Molekulargewichtsbereich von 75 bis 100 kDa. In den weiteren Peaks sind keine Proteine
mittels SDS-PAGE detektierbar. Auffillig ist, dass Peak 7 beim Riesling deutlich hoher aus-
geprégt ist. Dies ist jedoch auch nur fiir den im Rahmen dieser Aufreinigung eingesetzten
Riesling der Fall, da z.B. bei dem in Abbildung 31A dargestellten Riesling 2007 aus der Pfalz
die Relation der Peaks 6 und 7 denen des Sauvignon Blancs dhnlicher ist als denen des Ries-
lings in Abbildung 32. Peak 9 ist nur im Riesling vorhanden und Peak 10 ist beim Sauvignon

Blanc zeitlich gegeniiber dem des Rieslings nach hinten verschoben sowie hoher ausgeprigt.
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Abbildung 32: Anionenaustauschchromatographie (UNO Q12 - Siule) zum Vergleich der WeiBlweinsor-
ten Riesling und Sauvignon Blanc, beide Jahrgang 2006 aus Rheinhessen (gleiche Weinherstellung).

Vor dem Auftrag auf die Sdule wird der Wein dialysiert, lyophilisiert und iiber einen Spritzenfilter filtriert. Es
werden 112,5 mg Riesling, gelost in 4 ml, und 62,5 mg Sauvignon Blanc, gelost in 4 ml Phosphatpuffer 1, auf
die Séule aufgetragen.

Vergleich der Anionenaustauschchromatographie zwischen Portugieser und Riesling

Um einen Vergleich zwischen dem Laufverhalten eines Rieslings als Beispiel fiir einen
Weillwein und dem eines Portugiesers als Beispiel fiir einen Rotwein zu erreichen, wird eine
UNO QI-Siule eingesetzt. Diese hat ein geringeres Volumen als die zuvor eingesetzte UNO
Q12-Séule, wird jedoch in diesem Fall aus Kostengriinden eingesetzt, da die Sidule nach der
einmaligen Verwendung mit dem Rotwein keine optimale Auftrennung mehr zeigt. Dies liegt
vermutlich an der Bindung verschiedener Pigmente/Polyphenole, die selbst mit einer Hoch-
salzlosung und intensivem Waschen nicht zu entfernen sind. Die eingesetzte Probenmenge
liegt bei je 10 mg lyophilisiertem Weinextrakt, der jeweils in 1 ml Phosphatpuffer gelost wird.
Die ersten Proteine, die nicht an die Matrix der Siule binden, eluieren nach 3 min (Peak 1 in
Abbildung 33). Diese sind sowohl bei dem Riesling Weillwein als auch bei dem Portugieser
Rotwein auf einer silbergefiarbten SDS-PAGE schwach zu erkennen, wobei sich die Proteine,
die nicht an die Matrix des Anionenaustauschers binden und mittels SDS-PAGE sichtbar ge-
macht werden konnen, beim Riesling im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 30 kDa befin-
den, wihrend beim Portugieser Rotwein neben drei schwach ausgeprigten Banden bei 20 bis

25 kDa noch eine Proteinbande bei ca. 10 kDa zu erkennen ist. In allen weiteren Peaks kon-




100 Ergebnisse

nen bei den eingesetzten Mengen mit der silbergefirbten SDS-PAGE keine Proteine detektiert
werden. Dies liegt einerseits daran, dass viele der Peaks vermutlich durch Polyphenole be-
dingt sind, andererseits ist die eingesetzte Proteinmenge zu gering.

Die Peaks 3 und 4, die nach 10 min und 11 min eluieren, sind in beiden Weinsorten vorhan-
den. Das Elutionsprofil unterscheidet sich im weiteren Verlauf dahingehend, dass die Grund-

absorption beim Rotwein deutlich hoher als beim WeiB3wein verliuft.

ion[280 nm]

Zeit [min]

— Riesling Portugieser Leitfahigkeit

Abbildung 33: Anionenaustausch (UNO-Q1 — Sédule) zum Vergleich zwischen einem Portugieser Rotwein
und einem Riesling Weiwein, beide Jahrgang 2006 aus Rheinhessen.

Der Wein wird vor dem Auftrag auf die Séule dialysiert, lyophilisiert und iiber einen Spritzenfilter gegeben. Die
Saule wird mit je 10 mg Portugieser bzw. Riesling, jeweils in 1 ml Phosphatpuffer gelost, beladen.

3.6.2 Aufreinigung der Proteine aus Rotwein

Beim Rotwein ist eine chromatographische Aufreinigung im ersten Schritt nicht moglich, da
die Polyphenole an die Matrix der Sdule binden und nicht mehr ausreichend zu entfernen sind.
Somit steht zunichst die Entfernung der Polyphenole im Vordergrund. Diese wird entspre-

chend der Beschreibung unter Abschnitt 2.7.3.3 mit Polyclar® AT durchgefiihrt.

GroBenausschlusschromatographie

Fiir die daran anschlieBende Aufreinigung der Proteine mittels GroBenausschlusschroma-
tographie werden jeweils 300 ml der Weinsorten Portugieser des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz

(im Einzelhandel erworben, Birkweiler) sowie Dornfelder des Jahrgangs 2005 aus Rheinhes-
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sen (Weingut Fleischer, Mainz) eingesetzt. Nach der Fillung werden die verbleibenden 120
ml Rotwein dialysiert und lyophilisiert. Die daraus gewonne Menge Weinextrakt liegt bei
250 mg. Fiir einen Lauf der GroBenausschlusschromatographie im zweiten Schritt werden 150
mg des Lyophilisats des PVP-gefillten Weines in 4 ml Phosphatpuffer (pH 7,0) geldst einge-
setzt. Die entsprechenden Elutionsprofile von Portugieser sowie Dornfelder sind in Abbildung

34 und 35 mit der entsprechenden SDS-PAGE dargestellt.
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Abbildung 34: SEC-Lauf der Rotweinsorten Portugieser 2006 (Pfalz) und Dornfelder 2005 (Rheinhessen)
nach der Behandlung mit PVP.

Eingesetzt werden je 150 mg lyophilisierter Weinextrakt, der vor Auftrag auf die Sdule iiber einen Spritzenfilter
filtriert wird.

Das Elutionsprofil ist durch drei klar voneinander getrennte Peaks gekennzeichnet, wobei
Peak 1 noch einen kleinen Zusatzpeak enthilt und Peak 3 aus zwei nicht klar voneinander
getrennten Peaks besteht (Abbildung 35A). Nur Peak 2, der iiber den Zeitraum von 110 bis
130 min eluiert, enthilt mittels SDS-PAGE detektierbare Proteine. Diese besitzen, wie Abbil-
dung 35B am Beispiel des Portugieser Rotweins zeigt, Molekulargewichte von 25,3 kDa, 26,9
kDa und 28,5 kDa. In Peak 1 und 3 sind keine Proteinbanden detektierbar. Bei Peak 1 konnte
es sich um hohermolekulare Verbindungen wie komplexe Polyphenole oder Polysaccharide
handeln, wihrend Peak 3 niedermolekulare Komponenten enthilt. Hier miissten noch weitere

Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 35: SEC-Lauf mit Portugieser des Jahrgangs 2006 aus der Pfalz im Anschluss an eine Féllung
mit PVP

(A) Eluationsprofil des SEC-Laufs mit Portugieser 2006. Eingesetzt werden 150 mg lyophilisierter Weinextrakt
nach der Fillung mit PVP

(B) Coomassie-gefarbte SDS-PAGE [12,5 %] mit dem Peak 2 des SEC-Laufes

Die Fraktionen beider Laufe werden nach Durchfiihrung einer SDS-PAGE vereinigt und er-
neut gefriergetrocknet oder mittels Zentrifugalkonzentratoren mit einem molekularen Aus-
schluss von 5 kDa konzentriert. Doch auch nach der Konzentrierung sind keine weiteren Pro-

teine mittels SDS-PAGE zu erkennen.

Kationenaustausch-Chromatographie

Ziel der Kationenaustausch-Chromatographie ist die Isolierung des Lipid Transfer Proteins,
welches sich als basisches Protein mit einem Isoelektrischen Punkt bei ca. 9 stark von den

weiteren im Wein enthaltenen Proteinen unterscheidet.

Fiir die Aufreinigung von Dornfelder Rotwein des Jahrgangs 2003 aus Rheinhessen mittels
Kationenaustausch-Chromatographie wird zur Probenvorbereitung die PVP-Fillung entspre-
chend der Ausfithrungen unter 2.7.3.3 durchgefiihrt, wobei 200 mg lyophilisierter Weinex-
trakt gelost in 20 ml Citratpuffer mit einem pH-Wert von 3,0 eingesetzt werden. Nach der
Fillung wird der Ansatz iiber einen Spritzenfilter filtriert, bevor 4 ml von diesem auf die Siu-
le gegeben werden. Eluiert wird mit einem linearen Salzgradienten. Das Elutionsprofil mit der

entsprechenden SDS-PAGE ist in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Kationenaustauschchromatographie (UNO S-6) mit PVP-behandeltem Dornfelder 2003
aus Rheinhessen.

(A) Elutionsprofil des Kationenaustauschs von Dornfelder 2003 nach Dialyse, Lyophilisation und PVP-Fillung
(B) Ausschnitt des Elutionsprofils von (A) liber den Elutionszeitraum von 15 min bis 25 min.

(C) Silbergefarbte SDS-PAGE [12,5 %] mit Proben der Kationenaustauschchromatographie: 1) Peak 1; 2) Peak
2; 3) Peak 3.

Wie Abbildung 36A verdeutlicht bindet ein groBer Anteil der Proteine nicht an die Matrix des
Kationentauschers. Des Weiteren eluieren Proteine nach einer Wechselwirkung mit der Séu-
lenmatrix im Bereich von 15 bis 25 Minuten, was in Abbildung 36B dargestellt ist. Wihrend

Peak 1 ein Protein mit einem Molekulargewicht von 31 kDa enthilt, sind in den unter 2 zu-
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sammengefassten Peaks Proteine im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 30 kDa enthalten.
Peak 3 enthilt ausschlieBlich ein Protein mit einem Molekulargewicht von 11 kDa, wobei es
sich aller Wahrscheinlichkeit nach um ein Lipid Transfer Protein handelt, eine mas-
senspektrometrische Identifizierung steht jedoch noch aus. Hierfiir miissen grofSere Mengen
an Protein eingesetzt bzw. mehrere Kationenaustauschldufe vereinigt und aufkonzentriert
werden, um das Protein mittels einer elektrophoretischen Auftrennung mit Coomassie sicht-

bar zu machen, so dass eine Identifizierung mittels Massenspektrometrie moglich ist.

3.7 Untersuchungen zum allergenen Potential von Weinproteinen

Untersuchungen zum allergenen Potential der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Protei-
ne sind Inhalt dieses Kapitels. Von den identifizierten Proteinen ist das Lipid Transfer Protein
bereits als Allergen der Traube beschrieben. Es stellt das einzige in der internationalen Aller-
gendatenbank gefiihrte Allergen aus Vitis vinifera dar, wobei Lipid Transfer Proteine als Al-
lergene weiterer Nahrungsmittel bereits beschrieben sind [WWW.ALLERGEN.ORG]. Aus den
Gruppen der Thaumatin-dhnlichen Proteine sowie der Chitinasen ist eine Reihe von Proteinen
verschiedener Friichte als Nahrungsmittelallergene identifiziert. So wird im Folgenden ein
Sequenzvergleich jeweils zwischen der Sequenz der identifizierten Traubenproteine und be-
kannten Allergenen aus der gleichen Proteingruppe vorgenommen. Da bisher keine Strukturen
der im Wein enthaltenen Proteine beschrieben sind, habe ich Proteinmodelle auf Grundlage
bekannter Kristallstrukturen erstellt, um einen Einblick in die Struktur der entsprechenden
Weinproteien zu erlangen und mogliche Bindungsepitope zu identifizieren. Durch einen Wes-
tern Blot mit einem Thaumatin-Antikorper sollen spezifisch Thaumatin-dhnliche Proteine im
Wein detektiert werden. AbschlieBend werden erste Untersuchungen zur Proliferation und
Zytokinausschiittung vorgestellt, die in Zusammenarbeit mit der AG Saloga der Hautklinik
der Universitit Mainz durchgefiihrt werden. Ziel ist somit neben der Detektion potentieller

Allergene auch die Uberpriifung der klinischen Relevanz.

3.7.1 Sequenzvergleich der Weinproteine mit bekannten Allergenen
Um eine erste Einschitzung iiber eine mogliche Allergenitit der Weinproteine zu erlangen,
werden die Sequenzen der identifizierten Proteine aus Vitis vinifera mit bekannten Allergenen
anderer Spezies verglichen. Je groBer die sequenzielle Ahnlichkeit der Proteine ist, desto ho-
her ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass Kreuzreaktionen auftreten. Bei Peptiden aus mindes-
tens 80 Aminosduren ist diese als hoch einzustufen, wenn eine Sequenzidentitit von mindes-

tens 35 % besteht [AALBERSE 2007]. Da die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur fiir die
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Vorhersage der Allergenitidt wichtig ist, werden Modelle der potentiell allergenen Proteine im
Wein erstellt.

Die im Folgenden beschriebenen Sequenzalignments werden mit ClustalX 1.83 sowie Gene-
Doc (Version 2.6.002) durchgefiihrt. Die Proteinstrukturen werden mit Swiss Modell erstellt

und mit Chimera bearbeitet.

Lipid Transfer Proteine

Das nichtspezifische Lipid Transfer Protein P4 ist das einzige Allergen aus Vitis vinifera,
welches bei der International Union of Immunological Societies gelistet ist. Es wird als Vit v
1 deklariert. Neben dieser bereits als Allergen beschriebenen Isoform P4 aus Vitis vinifera
habe ich in dem untersuchten Portugieser Rotwein ein weiteres LTP aus Vitis aestivalis sowie
das LTP P1 aus einer Kreuzung von Vitis berlandieri und Vitis vinifera identifiziert. Ein wei-
teres Protein mit einem Molekulargewicht von 11,656 kDa ist den Ergebnissen der BLAST-
Suche zur Folge aller Wahrscheinlichkeit nach auch der Familie der LTP zuzuordnen (Kapitel
3.4.2.1). Tabelle 22 vergleicht die Sequenzen der Lipid Transfer Proteine, die in dem in dieser
Arbeit untersuchten Portugieser Rotwein enthalten sind, mit den Sequenzen von als Allerge-
nen beschriebenen Lipid Transfer Proteinen aus anderen Organismen. Als Vergleich werden
hierbei die Lipid Transfer Protein Mal d 3 aus Apfel, Pru p 3 aus Pfirsich, Pru av 3 aus SiiB3-
kirsche, Pru d 3 aus Pflaume, Pru ar 3 aus Aprikose, Zea m 14 aus Mais sowie Amb a 6 aus
Ambrosia, Art v 3 aus Beiful3 und Par j 1 aus Parietaria herangezogen. In Anhang 8.2.1 ist das

entsprechende Sequenzalignment aufgefiihrt.

Tabelle 22: Sequenzidentititen und Ahnlichkeiten zwischen Lipid Transfer Proteinen aus der Weinbeere
und als Allergen beschriebenen LTP aus Nahrungsmitteln (Apfel, Pfirsich, SiiBkirsche, Pflaume, Apriko-
se, Mais) sowie Pollen (Ambrosie, Beifu}, Parietaria). Die Werte werden durch ein Sequenzalignment mit
ClustalX und GeneDoc ermittelt. Aufgefiihrt sind die Sequenzidentititen sowie die Sequenzihnlichkeiten (Se-
quenzidentitit / Sequenzidhnlichkeit)

Weinbeere
LTPP4 LTP LTP hypothetisches
Vitis vinifera Vitis aestivalis Vitis berlandieri x LTP
gi 28194086 gi 37625029 Vitis vinifera Vitis vinifera
g1 28193997 | i 147802122
Nahrungsmittel

Apfel (Mal d 3) 40 % 1 54 % 42 % 1 57 % 41 % 155 % 40 % 1 50 %
218980444
Pfirsich (Pru p 3) 46 % 1 61 % 47 % 1 63 % 47 % 1 61 % 45 9% 1 55 %
213287877
SiiBkirsche (Pru av 57 % 1 74 % 58 % 178 % 58 % 175 % 5% 171 %
3)
2114423815
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Pflaume (Prud 3) 45 % 1 62 % 47 % | 64 % 50 % /63 % 46 % [ 55 %
g19297015

Aprikose (Pru ar 3) 44 % [ 62 % 46 % [ 63 % 47 % 1 62 % 49 % [ 56 %
217404406

Mais (Zea m 14) 51 % /72 % 53 % /74 % 48 % 1 70 % 45 % | 64 %
21128388

Pollen

Ambrosia (Amba6) | 28 % /50 % 28 % 1 48 % 30 % /48 % 27 % 1 40 %
211485595

BeifuB3 (Art v 3) 16 % / 24 % 16 % / 24 % 17 % /21 % 13% /22 %
gi73621307

Parietaria (Par j 1) 17 % 1 25 % 17 % 1 23 % 15% /23 % 13% /22 %
gi741844

Wie Tabelle 22 zeigt, liegen die Sequenzidentitidten zwischen den Lipid Transfer Proteinen
aus der Weinbeere und den Lipid Transfer Proteinen anderer Friichte (Apfel, Pfirsich, Apriko-
se, Pflaume, SiiBkirsche) sowie Mais im Bereich von 40 bis 57 %, so dass von einer struktu-
rellen Ahnlichkeit ausgegangen werden kann. Bei einem Vergleich der LTP aus der Weinbee-
re mit denen des Pollens von Ambrosia, BeifuBl und Parietaria hingegen liegen die Sequenz-
identitéten nur bei 16 bis 28 %. Dementsprechend sind Kreuzreaktionen zwischen den Aeroal-

lergenen und den LTP der Weinbeere als unwahrscheinlich einzustufen.

Die Kiristallstruktur des als Allergen beschriebenen LTP pru p 3 aus dem Pfirsich (Prunus
persica) ist bereits aufgeklidrt [PASQUATO ET AL 2006]. Basierend auf dieser bekannten Struk-
tur wird die in Abbildung 37 dargestellte hypothetische Struktur des Lipid Transfer Proteins
Isoform 4 aus der Weinbeere mit Hilfe von Swiss Model erstellt, da eine Struktur des LTPs
aus der Weinbeere bisher nicht beschrieben ist [HTTP://SWISSMODEL.EXPASY.ORG, ARNOLD ET
AL 2006, KorP/SCHWEDE 2004, SCHWEDE ET AL 2003, GUEX/ ET AL 1997, PEITSCH 1997; ET
AL 1995]. Bearbeitet wird das Proteinmodell mit Chimera
[HTTP://WWW.CGL.UCSF.EDU/CHIMERA]. Fiir die Erstellung des Proteinmodells werden nur die
Aminosduren 29 bis 118 des LTP Isoform 4 aus der Weinbeere beriicksichtigt. Die Sequenz-

identitit fiir diesen Bereich liegt bei 60 %, die Sequenzihnlichkeit bei 81 %.
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Abbildung 37: Proteinmodell des Lipid Transfer Proteins P4 aus Vitis vinifera.

(A) Proteinmodell des Lipid Transfer Proteins P4 aus Vitis vinifera erstellt mit Swiss Modell und bearbeitet mit
Chimera. Fiir das Modelling wird die Aminosiurekette ab der 29. Aminosiure des Weinbeeren-LTP Isoform 4
herangezogen und basierend auf der Struktur des LTP pru p 3 des Pfirsichs erstellt. Cyan: N-terminale Amino-
sdure; magenta: C-terminale Aminosidure

(B) wie (A) mit der Darstellung der Cysteinreste und deren Schwefelatomen (gelb), die insgesamt vier Disul-
fidbriicken ausbilden.

Die hypothetische Struktur zeichnet vier a-Helices, die durch kurze Loops miteinander ver-
bunden sind. Eine Stabilisierung erfolgt bei dem LTP der Weinbeere aller Wahrscheinlichkeit
nach, wie bereits bei anderen Lipid Transfer Proteinen beschrieben, durch vier Disulfidbrii-
cken, da die Sequenz acht konservierte Cysteine enthilt.

Bereits 2003 werden potentielle IgE-Bindungsepitope fiir das LTP pru p 3 aus dem Pfirsich
beschrieben [GARCIA-CASADO ET AL 2003]. Die IgE-Bindung wird fiir drei Peptide postuliert:
Peptid 1 mit der Aminosduresequenz APCIPYVRGG, Peptid 2 mit der Aminoséduresequenz
IRNVNNLART und Peptid 3 mir der Aminoséduresequenz GKCGVSIPYK. Abbildung 38A
zeigt einen Vergleich des LTP pru p 3 aus dem Pfirsich mit dem LTP Isoform 4 aus der
Weinbeere, wobei die Peptidkette des LTP aus dem Pfirsich in blau und die der Weinbeere in
orange dargestellt ist. Die Aminosdureseitenketten sind nur in den Bereichen der IgE-
Bindungsepitope dargestellt. Abbildung 38B bildet die sphérische Darstellung des LTP Iso-
form 4 aus der Weinbeere ab, bei der die IgE-Bindungsepitope, die aus dem Pfirsich bekannt
sind, farblich gekennzeichnet sind. Das entsprechende Sequenzalignment zwischen dem LTP

aus der Weinbeere und dem LTP aus dem Pfirsich ist in Abbildung 38C aufgefiihrt. Auch in
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diesem sind die IgE-Bindungsepitope durch die farbliche Umrandung hervorgehoben und

identische Aminoséduren gelb hinterlegt.

B

C
* 20 * 4 0
Traube ! MGESGAVELACVMVICMVVAAPAVVEATVICGOVASATEPCISYLOKGY : 49
pfirsich : - - MITCGQWVSSSLIMPCIPYVRGGYH : 22
* L0 * g0 * 1
Traube i AVPAGLCEGLKRSLNSAAKTTGDROAACKCLETEF S5 SV GINYGLASGLE 93

Pfirsich : AVPPACCNGIRNVNNLARTTFDRQAACNCLEQLSASVPGVNPNNARALEP : 71

0o *
Traube : GKCGVSVPYKISPSTDCSKWVT : 119
Pfirsich : GKCGVSIPYKISASTNCATVE : 92

Abbildung 38: Vergleich der Proteinstruktur zwischen dem LTP aus der Weinbeere und dem LTP aus
dem Pfirsich mit den IgE-Bindungsepitopen.

(A) Ubereinandergelagerte Proteinmodelle des LTP Isoform 4 aus der Weinbeere und dem TLP pru p 3 aus dem
Pfirsich. Im Bereich der potentiellen IgE-Bindungsepitope sind die Aminosdureseitenketten dargestellt. Orange:
Peptidkette von Vitis vinifera LTP P4; blau: Peptidkette von Prunus persica LTP pru p 3; cyan und magenta: N-
und C-terminale Aminosaure des Vitis vinifera LTP; griin und rot: N- und C-terminale Aminosdure des Prunus
persica LTP.

(B) Dreidimensionale Struktur des LTP Isoform 4 aus der Weinbeere aus zwei Aufsichten. Die drei aus dem
Pfirsich bekannten potentiellen IgE-Bindungsepitope sind farblich gekennzeichnet. Orange: Peptidkette von Vitis
Vinifera LTP P4; blau: Peptid 1: SPCISYVRGG; griin: Peptid 2: IKSLNSAAKT; gelb: Peptid 3:
GKCGVSVPYK; cyan: N-terminale Aminosdure; magenta: C-terminale Aminoséure.

(C) Sequenzalignment des LTP Isoform 4 aus der Weinbeere und dem LTP pru p 3 aus dem Pfirsich, wobei
identische Aminoséduren gelb unterlegt sind. Die Sequenzidentitét bei dem fiir die Erstellung der Struktur genutz-
ten Bereich liegt bei 60 %.

Das Sequenzalignment wird mittels ClustalX und GeneDoc erstellt, die Proteinmodelle werden mit Hilfe von
Swiss Model erstellt und mit Chimera bearbeitet.

Die potentiellen IgE-Bindungsepitope befinden sich an der Oberfliche des Proteins. Bei ei-
nem Vergleich der IgE-Bindungsepitope beim Pfirsich und der entsprechenden Sequenz der
Weinbeere zeigt sich, dass das Peptid 3, welches zehn Aminosiduren umfasst, nahezu identisch

ist und nur ein Valin durch ein Isoleusin in der Sequenz der Weinbeere ausgetauscht ist. Beim
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Peptid 1, welches elf Aminosduren umfasst, sind Serin durch Alanin, Serin durch Prolin, Leu-
cin durch Valin, Glutamin durch Arginin und Lysin durch Glycin ausgetauscht, d.h. ein Ami-
nosduretausch tritt in fiinf von elf Aminosduren auf . Bei Peptid 2 sind nur vier der zehn Ami-
nosduren identisch. Die Unterschiede liegen bei Lysin anstelle von Arginin (zweimal), Serin

anstelle von Asparagin, Leucin anstelle von Valin, Serin anstelle von Asparagin sowie Alanin

anstelle von Leucin.

Thaumatin-idhnliche Proteine

Als Minorallergen der Weinbeere wird ein Thaumatin-dhnliches Protein bei PASTORELLO ET
AL 2003 diskutiert. Als Majorallergene sind die Thaumatin-dhnlichen Proteine Mal d 2 aus
dem Apfel, Pru av 2 aus der SiiBkirsche sowie Act d 2 aus der Kiwi beschrieben [HSIEH ET AL
1995, KREBITZ ET AL 2003, INSCHLAG ET AL 1998, GAVROVIC-JANKULOVIC ET AL 2002]. Auch
in der Banane, der Paprika und der Tomate sind die Thaumatin-dhnlichen Proteine als Aller-
gene identifiziert worden [LEONE ET AL 2006, FUCHS ET AL 2002, JENSEN-JAROLIN ET AL 1998,
GHOSH/CHAKRABARTI 2008]. Im Folgenden (Tabelle 23) ist ein Sequenzvergleich der be-
kannten Nahrungsmittelallergene mit den im Rahmen dieser Arbeit identifizierten TLP aus
dem Wein dargestellt. Erginzt wird die Zusammenstellung durch zwei Pollenallergene Jun a
3, ein TLP aus der Bergzeder (Juniperus ashei), sowie Cup a 3, ein TLP aus der Arizona-
Zypresse (Cupressus arizonica)[MIDORO-HORIUTI ET AL 2000, CORTEGANO ET AL 2004, SO-

MAN ET AL 2000]. Das entsprechende Sequenzalignment ist in Anhang 8.2.2 aufgefiihrt.

Tabelle 23: Sequenzidentitiiten und Ahnlichkeiten zwischen Thaumatin-iihnlichen Proteinen aus der
Weinbeere und den als Nahrungsmittelallergenen bekannten Thaumatin-ihnlichen Proteinen aus Apfel,
SiiBkirsche, Kiwi, Banane und Paprika sowie mit den Pollenallergenen aus der Bergzeder und der Arizo-
na-Zypresse. Die Werte werden durch ein Sequenzalignment mit ClustalX und GeneDoc ermittelt. Aufgefiihrt
sind die Sequenzidentititen sowie die Sequenzihnlichkeiten (Sequenzidentitit / Sequenzéhnlichkeit)

Weinbeere
VVTL 1 TLP putatives putatives | hypothetisches
@i 2213852 | gi 89242712 TLP TLP TLP
gi 7406716 | gi 7406714 | gi 147784586
Nahrungsmittel
Apfel 35% /147 % |35% 147 % |35%/147% |31 %/42% |38 % /51 %
(Mal d 2)
2130316292
SiiBkirsche |36 % /44 % |36 %/46% |36% /44 % |36 % /47 % |37 % /46 %
(Pru av 2)
gi118137277
Kiwi 66%/1/79% |66%/79% |65%/78% |[62%/70% |70 % /82 %
(Actd 2)
P81370
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Banane
gi88191901

64 % /75 %

70 % /76 %

64 % /74 %

73 % / 81 %

69 % /76 %

Paprika

57 % 1 66 %

57 % 1 66 %

56 % 1 66 %

50 % /59 %

54 % 1 65 %

(Capal)
gi15419836

Tomate 55%165% |56 %165% |54%/164% |49 %158 % |55 % /65 %

(NP24)
216093527

Pollen

Bergzeder 50%/63% |50%/165% |50% /63 % |45 % /57 % |49 % /66 %

(Jun a 3)
216940772

Zypresse 46 %159 % |46 % /59 % |46 % /59 % |49 % /64 % |45 % /61 %

(Cupal)
g19929163

Die Sequenzidentititen der Thaumatin-dhnlichen Proteine aus der Weinbeere mit den Aller-
genen aus dem Apel und der Siikirsche liegen im Bereich von 31 bis 38 %, bei der Paprika
bei 50 bis 57 % und bei der Kiwi sowie bei der Banane im Bereich von 62 bis 73 %.

Auch bei einem Vergleich der Thaumatin-dhnlichen Proteine aus der Weinbeere mit zwei
bekannten Pollenallergenen zeigen sich Sequenzidentititen im Bereich von 45 bis 50 %. Dem
zur Folge sind Kreuzreaktionen mit den aufgefiihrten Friichten wie auch mit den Pollen als
wahrscheinlich einzustufen.

Eine Allergie gegen die Arizona-Zypresse ist in Spanien verbreitet, wihrend allergische Re-
aktionen gegeniiber der Bergzeder vor allem im Siiden und in der Mitte der USA sowie in
Nordmexiko auftreten [Breiteneder 2004]. Da weder die Arizona-Zypresse noch die Bergze-
der in Deutschland heimisch sind, ist diese Pollenallergie hier weniger von Bedeutung.

Da auch von den Thaumatin-dhnlichen Proteinen der Weinbeere bisher keine Struktur bekannt
ist, wird basierend auf der bekannten Kristallstruktur der Banane ein hypothetisches Protein-
modell mit Hilfe von Swiss Model erstellt [HTTP://SWISSMODEL.EXPASY.ORG, ARNOLD ET AL
2006, KorP/SCHWEDE 2004, SCHWEDE ET AL 2003, GUEXPEITSCH. Die Banane wird gewihlt,
da zwischen dem TLP aus Vitis vinifera und dem TLP der Banane (Musa acuminata) mit 79
% die hochste Sequenzidentitit besteht. In Abbildung 39 ist die hypothetische Proteinstruktur,

die mit Swiss Model erstellt und mit Chimera bearbeitet wird, dargestellt.
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Abbildung 39: Proteinmodell des Thaumatin-dhnlichen Proteins ( gi 89242712) aus Vitfis vinifera, erstellt
mit Swiss Modell und bearbeitet mit Chimera. Als strukturelle Grundlage wird das TLP aus der Banane (gi
88191901) verwendet. Die Cysteine, die insgesamt acht Disulfidbriicken ausbilden, sind in grau und gelb
(Schwefelatom) eingezeichnet.

Die Struktur der Thaumatin-dhnlichen Proteine ist durch drei strukturelle Doménen gekenn-
zeichnet. Domine I bildet das zentrale B-Faltblattmotiv. Dieses ist einerseits mit Doméne 1II,
einem Helix-Motiv, und andererseits mit Doméne III, einem kurzen B-Faltblattmotiv mit ei-
nem Loop verbunden. Stabilisiert wird diese Struktur iiber acht Disulfidbriicken, die durch
sechzehn konservierte Cysteine gebildet werden [LEONE ET AL 2007]. Die korrekte Ausbil-
dung der Disulfidbriicken scheint fiir die Bindungsféahigkeit des IgE von groer Bedeutung zu

sein [BREITENEDER 2004].

Abbildung 40 stellt die strukturelle Ubereinanderlagerung der Thaumatin-ihnlichen Proteine

aus der Weinbeere und der Banane sowie das zugehorige Sequenzalignment dar.
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B * 20 * 40 *
Traube_25+ : ATFIIQNHCSYTVWAAAVPGGGMQLGSGQSWSLNVNAGTTGGRVWARTNG : 50
Banane : ATFEIVNRCSYTVWAAAVPGGGRQLNQGQSWTINVNAGTTGGRIWGRTGC : 50
&0 * g0 * 100
Traube_25+ : NFDASGNGKCETGDCGGLLQCTAYGTPPNTLAEFALNQFSNLDEFFDISLV : 100
Banane : SFDGSGRGRCQTGDCGGVLSCTAYGNPPNTLAEFALNQFNNLDEFDISLV : 100
* 120 * 140 *
Traube_25+ : DGFNVPMAFNPTSNGCTRGTSCTADIVGECPAALKTTGGCNNECTVFKTD : 150
Banane : DGFNVPMDF SPTSGGC-RGIRCAADINGQCPGALKAPGGCNNECTVFKTD : 149
160 * 180 * 200
Traube_25+ : EYCCNSGSCSATDYSREFKTRCPDAYSYPKDDQTSTEFTCTAGINYEVVEC : 200
Banane : QYCCNSGACSPTDYSQFFERNCPDAY SYPKDDQTTTETCPGGTNYRVVEC : 199
Traube_25+ : P : 201
Banane : P @ 200

Abbildung 40: Vergleich der Proteinstruktur zwischen dem TLP (gi 89242712) aus der Weinbeere und des
TLP aus der Banane (gi 88§191901).

(A) Proteinmodelle des TLP aus der Weinbeere. Die mit dem TLP aus der Banane identischen Aminosduren sind
blau eingefirbt, die nicht-identischen Aminoséuren sind in rot dargestellt.

(B) Sequenzalignment des TLP aus der Weinbeere mit dem TLP aus der Banane, wobei die identischen Amino-
sduren gelb unterlegt sind. Die Sequenzidentitit liegt bei 79 %.

Das Sequenzalignment wird mittels ClustalX und GeneDoc erstellt, die Proteinmodelle werden mit Hilfe von
Swiss Model erstellt und mit Chimera bearbeitet.

Fiir das Allergen Jun a 3 aus der Bergzeder konnten bereits von SOMAN ET AL (2000) IgE-
Bindungsepitope bestimmt werden. Wihrend die drei Peptide ADINAVCPSELK,
VDGGCNSACNVFK und NAYVDNCPATNYSK eindeutig als IgE-Bindungsepitope be-
stimmt werden konnten, dient ein viertes Peptid NQCPQAYSYAK wahrscheinlich ebenfalls
als IgE-Bindungsepitop, eine eindeutige Zuordnung konnte jedoch nicht erreicht werden [SO-
MAN ET AL 2000]. In Abbildung 41 ist das Proteinmodell des TLP der Weinbeere (gi
89242712), basierend auf dem TLP der Banane (gi 88191901) dargestellt, wobei die entspre-

chend aus der Bergzeder bekannten Bindungsepitope farblich markiert sind.

Die IgE-Bindungsepitope von Jun a 3 liegen auf der Oberflidche des Proteins, alle auf einer
Seite in der Helix-Loop-Region [SOMAN ET AL 2000]. Dies wird auch in der Abbildung 39
deutlich. Die Aminosdurezusammensetzung zwischen der Weinbeere und der Bergzeder un-

terscheidet sich im Bereich der Epitope jedoch teilweise deutlich (Abbildung 41C).
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C: * 20 * 40 * 60

Bergzeder : MARVSELAFLLAATLAI SLHMQEAGVVEFDIENQCGY TWVWAAGLPGGGEKRLDDGQTWTVHN &0

Traube ! MGLCEKILS--ISSFLFTAPFFTPSYAATFITONHCESYTVWAAAVPGGCGMOLGEGQSWELN 56
* 80 * 100 * 120

Bergzeder : LAAGTASARFWGRTGCTFDASGKGSCQTGDCGGOLSCTVSGAVPATLAEYTQ---SDRDY @ 117

Traube ¢ VNAGTTGGRVWARTNCNEDASGNGKCETGDCGGLLOCTAYGT PENTLAEFALNQFSNLDE : 118
* 140 = ot - 180

Bergzeder : YDVSLVDGFNIPLAINPTHNAQCT-APACHADINAVCPSELHVDGGCNSACNVEKIDOYCC : 176

Traube ! FDISLVDGFNVPMAFNPTSNGCTRGTSCIADIVGECPAALHTTGGCNNPCTVEEDEYCC @ 178

200 * 220 *
Bergzeder : RNAYVDNCPATNYSKIFRNQCPQAYSYAKDD-TATFACASGIDYSIVECPE : 225
Traube ! NSG---SCSATDYSRFFRTRCPDAYSY PEDDQTSTFTCTAGTNYEVVECE : 225

Abbildung 41: IgE-Bindungsepitope des TLP (gi 6940772) aus der Bergzeder [nach SOMAN ET AL 2000],
iibertragen auf ein Proteinmodell des TLP (gi 89242712) aus der Weinbeere.

(A) Proteinmodell des TLP aus der Weinbeere mit den aus der Bergzeder bekannten IgE-Bindungsepitopen, die
farblich hervorgehoben sind. Im Bereich der potentiellen IgE-Bindungsepitope sind die Aminosidureseitenketten
dargestellt. Griin: Peptid ADINAVCPSELK; Blau: Peptid VDGGCNSACNVFK; Orange: Peptid NAYVDNC-
PATNYSK; cyan: N-terminale AS; magenta: C-terminale AS

(B) Sphirische Ansicht des Proteinmodells mit den farblich gekennzeichneten IgE-Bindungsepitopen entspre-
chend (A)

(C) Sequenzalignment des TLP aus der Weinbeere mit dem TLP aus der Bergzeder, wobei identische Aminosiu-
ren gelb unterlegt sind. Die Sequenzidentitit liegt bei 50 %. Die aus der Bergzeder bekannten IgE-
Bindungsepitope sind farblich umrandet, wobei die drei eindeutig zugeordneten IgE-Bindungsepitope in griin,
blau und orange umrandet sind; das vierte potentielle, jedoch nicht eindeutig nachgewiesene IgE-Bindungsepitop
ist hellblau gestrichelt umrandet.

Das Sequenzalignment wird mittels ClustalX und GeneDoc erstellt, die Proteinmodelle werden mit Hilfe von
Swiss Model erstellt und mit Chimera bearbeitet.
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Endochitinase

Die Klasse IV Endochitinase, die PASTORELLO ET AL 2003 als potentielles Allergen in jungem
italienischem Rotwein diskutieren, wird im Rahmen dieser Arbeit auch in dem untersuchten
Portugieser Rotwein aus der Pfalz identifiziert. Da auch Chitinasen verbreitete Allergene sind,
wird ein Sequenzvergleich der Klasse IV Endochitinase aus Vitis vinifera, die in dem unter-
suchten Rotwein enthalten ist, mit bekannten Allergenen aus der Gruppe der Chitinasen vor-
genommen (Tabelle 24). Als Nahrungsmittelallergene werden Pers a 1 aus der Avocado, Cas
s 5 aus der Kastanie, mus xp aus der Banane sowie Zis m 1 aus der Jujube (Chinesische Dat-
tel) fiir den Vergleich eingesetzt, welche um Hev b 11 aus dem Kautschukbaum und Der f 15

aus der Milbe erginzt werden.

Tabelle 24: Sequenzidentitiiten und Ahnlichkeiten zwischen der Klasse IV Endochitinase aus der Wein-
beere und den als Nahrungsmittelallergenen bekannten Chitinasen aus Avocado, Banane und Jujube
(Chinesische Dattel) sowie aus Latex und Milbe. Die Werte werden durch ein Sequenzalignment mit ClustalX
und GeneDoc ermittelt. Aufgefiihrt sind die Sequenzidentititen sowie die Sequenzédhnlichkeiten (Sequenzidenti-
tit / Sequenzidhnlichkeit)

Weinbeere
Klasse IV Endochitinase Vitis vinifera
gi 2306811
Nahrungsmittel
Avocado (Persa 1) 36 % /51 %
gi 3201547
Kastanie (Cas s 5) 1% /4 %
gi 1354129
Banane (Mus xp) 23 % /32 %
gi 40806506
Jujube (Ziz m 1) 5% 114 %
gi 61225281
Latex/Milbe
Latex (Hev b 11) 35% 147 %
gi 27526732
Milbe (Der f 15) 5% /10 %
gi 156938895

Fiir die allergene Wirksamkeit der Chitinasen ist die N-terminale Hevein-Doméine von Bedeu-
tung [DIAZ-PERALES ET AL 1998]. In Abbildung 42 ist ein Strukturvergleich der N-terminalen
Hevein-Domine mit dem entsprechenden Sequenzausschnitt der Klasse IV Endochitinase
(Aminosdure 25 bis 51) aus der Weinbeere dargestellt. Die Struktur des Ausschnittes der En-
dochitinase wird mit Hilfe von Swiss Model auf Grundlage der Struktur von Hevein erstellt
[ANDERSEN ET AL 1993]. Hevein, ein Chitin-bindendes Protein, ist das N-terminale Fragment

von Prohevein, einem Protein des Kautschukbaumes (Hevea brasiensis). Es wird als 20 kDa




Ergebnisse 115

Vorlduferprotein synthetisiert und posttranslational in ein 5 kDa reifes Hevein und eine 14
kDa-C-Domine gespalten. Hevein und hierbei insbesondere die 5 kDa Doméne wird fiir einen
Grof3teil der allergischen Reaktionen gegeniiber Latex verantwortlich gemacht. In diesem
Bereich sind bislang zwei potentielle IgE-Bindungsstellen identifiziert worden [BEEZHOLD ET

AL 1997, ALENIUS ET AL 1996].

Die Sequenzidentitidt zwischen dem Sequenzbereich der Aminosduren 25 bis 51 der Klasse IV
Endochitinase aus der Weinbeere und dem Hevein liegt bei 30 %, die Sequenzihnlichkeit bei
44 %. Im Bereich der IgE-Bindungsstellen variiert die Aminosdurezusammensetzung jedoch
stark, so dass eine Kreuzallergenitit, wie sie zwischen Latex und Friichten beschrieben ist,

nicht zu erwarten ist.

* 20 * 40
Traube ! -—-—-—-—————--- QASGLCCSEYGY|CGTGYDYCG--DECASG——-—- © 27
Heveln : EQCGRQAGGELOPNNLCCSQWGWCGSTOEYCSPDHNCQSNCEKD : 43

Abbildung 42: Vergleich der Proteinstruktur zwischen einem Sequenzabschnitt der Endochitinase aus der
Weinbeere und dem Hevein.

(A) Ubereinandergelagerte Proteinmodelle eines Sequenzausschnittes der Endochitinase (Aminosiuren 25 bis
51) aus der Weinbeere und des Heveins; rot: Peptidkette der Endochitinase (Aminosduren 25 bis 51) aus Vitis
vinifera; blau: Peptidkette des Heveins aus Hevea brasieliensis

(B) Ubereinandergelagerte Proteinmodelle eines Sequenzausschnittes der Endochitinase (Aminosiuren 25 bis
51) aus der Weinbeere und des Heveins. Im Bereich der zwei aus dem Hevein bekannten potentiellen IgE-
Bindungsepitope sind die Aminosiureketten dargestellt. Rot: Peptidkette der Endochitinase (Aminoséduren 25 bis
51) Weinbeere; blau: Peptidkette des Heveins

(C) Sequenzalignment der Klasse IV Endochitinase aus der Weinbeere und dem Hevein aus dem Kautschuk-
baum. Die Sequenzidentitit in dem fiir die Erstellung der Struktur genutzen Bereich liegt bei 30 %.

Das Sequenzalignment wird mittels ClustalX und GeneDoc erstellt, die Proteinmodelle werden mit Hilfe von
Swiss Model erstellt und mit Chimera bearbeitet.
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3.7.2 Western Blots

Der Western Blot wird mit einem Thaumatin-Antikorper durchgefiihrt und dient der spezifi-
schen Erkennung Thaumatin-dhnlicher Proteine im Wein. Wie durch die massenspektrometri-
sche Analyse gezeigt werden kann, sind eine Reihe Thaumatin-dhnlicher Proteine im Wein
enthalten, deren Reaktion mit einem Thaumatin-Antikorper, der gegen das Thaumatin aus
Thaumatococcus daniellii generiert wird, getestet werden soll. Tabelle 25 stellt den Vergleich
der Sequenzen zwischen dem Thaumatin aus Thaumatococcus daniellii und den Thaumatin-
dhnlichen Proteinen, die im Wein gefunden werden, dar. Die Kristallstruktur des Thaumatins
wurde bereits 1992 aufgeklirt [OGATA ET AL 1992]. Es zeigt sich, dass eine Sequenzidentitit
von 54 bzw. 55 % sowie eine Sequenzidhnlichkeit von 63 bis 67 % besteht. Das entsprechen-
de Sequenzalignment ist in Abbildung 43 aufgefiihrt, welches mit ClustalX und Gene Doc
erstellt wird.

Dem zur Folge sollten die Thaumatin-dhnlichen Proteine mit dem Thaumatin-Antikorper spe-
zifisch reagieren. Ziel des Western Blots ist es, diese Reaktion zu veranschaulichen, so dass
darauf aufbauend beispielsweise eine Affinititssdule entwickelt werden kann, um Thaumatin-

dhnliche Proteine aus dem Wein aufzureinigen.

Tabelle 25: Sequenzidentititen und Ahnlichkeiten zwischen Thaumatin-shnlichen Proteinen aus der
Traube und dem Thaumatin aus der siidafrikanischen Staude (Thaumatococcus daniellii). Diec Werte wer-
den durch ein Sequenzalignment mit ClustalX und GeneDoc ermittelt. Aufgefiihrt sind die Sequenzidentititen
sowie die Sequenzihnlichkeiten (Sequenzidentitit / Sequenzihnlichkeit)

Weinbeere (Vitis vinifera)

VVTL 1 TLP TLP TLP hypo-
thetisches
TLP
@i 2213852 | gi 89242712 | gi 7406716 | gi 7406714 gi
147784586

Thaumatin
(Thaumatococcos | 55 % /67 % | 54 % /63 % | 55% /66 % | 55 %166 % | 54 %/ 64 %
daniellii)
gi 490038
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Thaumatin :
Traubel
TraubeZ
Traube3
Traubed
Traubes :

Thaumatin
Traubel
TraubeZ
Traube3 :
Traubed :
Traubeb :

Thaumatin
Traubel :
TraubeZ :
Traubel :
Traubed :
Traubes

Thaumatin
Traubel
TraubeZ
Traube3
Traubed
Traubes

Abbildung 43: Sequenzaligment zwischen Thaumatin aus Thaumatococcus daniellii und den im Wein

* 20 * 40 * &0
------------------------ ATFEIVNRCEYTVWAAASKGDAALDAGGROQLNEGES
MRFTTTLPILIPLLLSLLFTSTHAATFDILNKCTY TVIAAASPG-—————- GGRRLDEGQS
MGLCKILSISSFLFTAPFFTPESYAATFITONHCSY TVITAAAVPG-——-——~ GGMOLGSGOS
MRFITTTLPILIPLLLSLLFTSTHEATFDILNRCTYTVIWAAASPG-—--—= GGRRLDSGQS
——————————————————————————— LIQ--—-————--VAAVPG-—-——---GGMQLGEGQS
MGLCEKILEISSFLLTTLEFFTESYAATFNIQNRCEYTVIIAVALIPG--=-—-—-~ GGMRLGEGQS

* g0 * 100 * 120

WTINVEPGTKGGKIWARTDCYFDDEGRGICRTGDCGGLLOCKRFGRPPTTLAEFSLNOQYE @

WTITVNPGTTNARIWGRT SCTEDANGRGKCETGDCNGLLECQGYGS PPNT LAEFALNQPN
WELNVNAGT TGGRVIWARTNCNEDASGNGECETGDCGGLLOCTAYGT PPNT LAEFALNQF 2
WTITVINPGTTNARIWGRT SCTEDANGRGKCETGDCNGLLECQGYGS PPNTLAEFALNQPN
WESLNVNAGT TGEGRVHWARTNCNEDASGNGECETRDCGGLLQCTAYGT PPNT LAEFALNQF S
WELDVKAGTTGGRVWART GCEFDASGNGKCETGDCGGRLOCKAFGT PENTLAEFALNQE 8

* 140 * 160 * 180
-KDYIDISNIKGFNVPMDFSPTTRGC-RGVRCAADIVGOQCPAKLKAPGGGCNDACTVEQT
NLDYIDISLVDGEFNIPMDFS----GC-RGIQCSVDINGQCPSELRKAPGG-CNNPCTVERT
NLDFFDISLVDGFNVPMAFNPTSNGCTRGT SCTADIVGECPAALKTTGG-CNNPCTVERT
NLDYIDISLFDGENIPMDFS----GC-RGIQCSADINGQCPSELKAPGG-CNNPCIVEERT
NLDFFDISLVDGFNVPMAFNPTSNGCTRGIECTADIVGECPAALKTTGG-CNNPCTVEFERT
NLDFFDISLVDGEFNVPMAFNPTSKGCTRGI SCTANIVGOQCPAALKTAGG-CNNPCTVEKT

* 200 * 220 *
SEYCCTTG--KCGPTEYSRFFERLCPDAF SYVLD-KPTTVT---CPGSSNYRVTFCPTA
NEYCCTDGPGSCGPTTYSKFFKDRCPDAY SY POQDDKT SLET---CPEGTNYRKVTECP-—
DEYCCNSG--S8CSATDY SRFFETRCPDAY SYPEKDDOQTSTFT---CTAGTNYEVVECP-—-
NEYCCTDGPGSCGPTTY SKFFKDRCPDAY SY PODDKTSLET---CT3GTNYKVTEFCP--
DEYCCNSG--SCNATDYSRFFETRCPDAY SY PKDDQTSTFT---CPTGTNYEVVECP--
DEYCCNSG--SCBATDYSRFFKTRCPDAY SY PKDDQTSTFT---CPAGTNYEVIFCP--

enthaltenen TLP aus Vitis vinifera.

Traubel = VVTLI (gi 2213852); Traube2 = TLP gi 89242712; Traube3 = gi 7406716; Traube4 = TLP gi

7406714; Traube5 = hypothetisches TLP gi 147784586. Die Sequenzidentitit liegt bei 54 bzw. 55 %.

36
54
54
54
19
54

98
114
114
114

79
114

154
166
173
166
138
173

207
222
225
222
190
225

Die Ergebnisse des Western Blots sind in Abbildung 44 dargestellt. Als Primirantikdrper

wird ein kommerziell erworbener, polyklonaler Thaumatin-Antikorper aus dem Huhn einge-

setzt. Als Sekunddrantikorper findet ein anti-Chicken-IgG-AK mit gekoppelter alkalischer

Phosphatase Anwendung. Als Weinsorten werden jeweils ein Weilwein (Riesling 2004 aus

Rheinhessen), ein Weillherbst (Portugieser 2007 aus Rheinhessen) sowie ein Rotwein (Portu-

gieser 2006 aus Rheinhessen) gewihlt. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei allen eingesetzten

Weinsorten eine Reaktion mit dem Thaumatin-Antikodrper bei ca. 30 kDa auftritt. Hierbei

handelt es sich um die Thaumatin-dhnlichen Proteine im Wein. Die Verschiebung des Mole-

kulargewichtes der TLP, die im Molekulargewichtsbereich von 20 kDa bis 25 kDa zu erwar-

ten sind, ist vermutlich auf das Laufverhalten im Gel zuriickzufiihren. Beim Riesling sind

zwei Banden bei ca. 30 kDa zu erkennen, wihrend beim Portugieser Rotwein keine Banden

unterschieden werden konnen. Beim Portugieser WeilBwein zeigt sich eine vergleichsweise

intensive Bande, die auch nicht weiter unterteilt werden kann. Im Gegensatz zu den anderen
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Weinsorten zeigen sich beim Portugieser Weillherbst weitere schwache Banden bei 100 kDa

und 110 kDa sowie bei 205 kDa.

kDa
205

128

86

38
31

17

6,6 W

1 2 3 4

Abbildung 44: Western Blot mit einem Thaumatin-Antikorper.
Primir- und Sekundir-Antikdrper werden jeweils in einer 1:50.000 Verdiinnung eingesetzt.

(1) Molekulargewichtsmarker; (2) Riesling 2004 (Rheinhessen); (3) Portugieser 2006 (Rheinhessen); (4) Portu-
gieser WeiSherbst 2007 (Pfalz)

3.7.3 Klinische Tests

Erste Untersuchungen zur Allergenitit von Weinproteinen werden in der Hautklinik der Uni-
versitit Mainz in der AG Saloga durchgefiihrt. Hierzu werden Blutseren von zwei Gréseral-
lergikern und zwei Probanden mit nicht bekannter Allergie eingesetzt, deren Reaktion auf

Wein- und Traubenextrakte getestet wird.

Eine Immunglobulin E (IgE) vermittelte Reaktion vom Soforttyp auf die Trauben-/ und
Weinextrakte wird anhand der Ausschiittung der von den Ty2-Zellen sezernierten Zytokine
Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-5 (IL-5) tiberpriift (Abbildung 45). IL-5 und insbesondere
IL-4 bewirken die Aktivierung und das Wachstum von B-Zellen und begiinstigen die Ent-
wicklung von Ty2-Zellen gegeniiber Tyl-Zellen, was eine Voraussetzung der IgE-
vermittelten Reaktion darstellt. AuBerdem fordern IL-4 sowie IL-5 eine allergische Reaktion
indem sie einerseits das Wachstum von Mastzellen und andererseits das Wachstum und die
Differenzierung der Eosinophilen fordern, da beide Zelltypen eine Verstirkung der IgE-
Produktion bewirken. Eine Erhohung dieser Interleukine wiirde somit auf eine IgE vermittelte

Reaktion des Korpers hindeuten.
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Als Trauben-/ und Weinextrakte werden die rote Rebsorte Cabernet Sauvignon sowie die

weille Rebsorte Riesling aus dem Rheingau eingesetzt. Die Proben werden mittels Dialyse

und Gefriertrocknung aufkonzentriert.
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Abbildung 45: Testung der Zytokinausschiittung mittels ELISA mit Blutseren von zwei Griserallergikern
sowie zwei Probanden mit unbekannter Allergie bei dem Einsatz von Trauben-/ und Weinextrakten der
Rebsorten Cabernet Sauvignon und Riesling als Antigen.

(A) Ausschiittung von Interleukin 4
(B) Ausschiittung von Interleukin 5

In Abbildung 45 ist eindeutig zu erkennen, dass im Blut der untersuchten Probanden durch
die Trauben-/ und Weinextrakte keine Ausschiittung von IL-4 oder IL-5 und somit keine al-

lergische Reaktion induziert wird.

Des Weiteren wird die Proliferation von T-Zellen nach Beladung von dendritischen Zellen
mit Trauben-/ und Weinextrakten als Antigenen getestet. Wie Abbildung 46 zeigt, setzt keine
signifikante Proliferation der T-Zellen nach Kontakt mit dem von den dendritischen Zellen

priasentierten Antigen (Wein, Traube) ein, so dass im Folgenden auch keine immunologisch

vermittelte Reaktion stattfinden kann.




120 Ergebnisse

80000 ~

70000 -

60000 -

50000 -

2. 40000 +
o
30000 -

20000 - T
0

Medium Wein Traube Wein Traube Griser
Cab.Sauv. Cab. Sauv. Riesling Riesling

Abbildung 46: Uberpriifung der T-Zell-Proliferation nach Beladung der dentritischen Zellen mit Trau-
ben-/ und Weinextrakten der Rebsorten Cabernet Sauvignon und Riesling als Antigen im Blutserum von
zwei Griiserallergikern und zwei Probanden mit nicht bekannter Allergie.

Eine signifikante allergische Reaktion auf Wein bzw. Weinbeeren kann anhand dieser Versu-

che somit nicht gezeigt werden.
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4. Diskussion

4.1 Weinanbaugebiete und Weinsorten

In der vorliegenden Arbeit werden vor allem Weinsorten aus den Weinanbaugebieten Rhein-
hessen, Rheingau und der Pfalz eingesetzt. Aufgrund der Verfiigbarkeit und des direkten Kon-
taktes mit den Erzeugern werden die naheliegenden Weinanbaugebiete gewihlt. So konnte ich

von den Winzern Informationen zu den Methoden der Weinherstellung erhalten.

Auch zeichnen sich Mainz und das Weinanbaugebiet Rheinhessen durch die Aufnahme in den
Kreis der Great Wine Capitals seit 2008 aus. Rheinhessen und die Pfalz stellen zudem mit
einer Anbauflidche von 26.334 ha bzw. 23.389 ha (Statistisches Bundesamt Wiesbaden 2007)

die groften Weinanbaugebiete Deutschlands dar.

Aus dem Rheingau (mit einer Rebfliche von 3.097 ha) wird Wein bezogen, da es durch die
Forschungsanstalt Geisenheim moglich ist, Analysedaten zu erhalten und von den zwei einge-
setzten Rebsorten Riesling und Cabernet Sauvignon sowohl Trauben als auch den daraus her-

gestellten Most und Wein zu beziehen.

Die Weillweinrebsorte Riesling wird in den Versuchen eingesetzt, da diese mit 33,7 % die
hiufigste WeiBweinrebsorte in Deutschland darstellt (Statistisches Bundesamt Wiesbaden
2007). Der Sauvignon Blanc als weitere weille Rebsorte wird gewihlt, da die umfassende
Identifizierung der Weinproteine von KWON (2004) bei einem Sauvignon Blanc vorgenom-
men wurde und somit eine Vergleichsmoglichkeit zwischen den in der Literatur analysierten
Daten aus franzosischem Wein mit dem in Deutschland angebauten Sauvignon Blanc gegeben
ist. Als weitere Weillweinsorten werden die in Rheinhessen angebauten Rebsorten Morio

Muskat und Gewlirztraminer eingesetzt.

Als Rotweinrebsorten wird auf die in Deutschland am hiufigsten angebauten Sorten Dornfel-
der, Spétburgunder und Portugieser zuriickgegriffen. Der Cabernet Sauvignon wird aufgrund
der Verfiigbarkeit von Trauben, Most und Wein der gleichen Anbaufldche ausgewéhlt. Auch
als Rotweine auslidndischer Anbaugebiete werden regionaltypische Rebsorten der entspre-

chenden Lénder gewihlt.

Auch aus Sicht des Verbrauchers scheint es interessant, die auf dem Weinmarkt am weitesten

verbreiteten Sorten zu untersuchen.
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4.2 Proteine im Wein

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es nur wenige umfassende Analysen iiber Proteine im Wein.
Obwohl bereits 1959 die erste Veroffentlichung iiber Traubenproteine erschien und bereits in
den 70er Jahren von Proteinen im Wein berichtet wird, dauert es bis 2004 bis erstmalig eine
Identifizierung der Weinproteine erfolgte. Seit Beginn dieses Jahrhunderts hdufen sich die
Veroffentlichungen zur Proteinzusammnensetzung verschiedener Weinsorten, wobei es aus-
schlieBlich ausldndische Arbeitsgruppen sind, die dies untersuchen, so dass es aktuell keine
umfassenden Identifizierungen deutscher Weine gibt. Dies wird im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erstmalig erreicht, wobei die Identifizierung von Proteinen eines Rotweins nach mei-

nem Wissensstand bislang noch tiberhaupt nicht publiziert wurde.

Auch im Hinblick auf die EU-Richtlinie 2007/68/EG der Kommission vom 27. November
2007 zur Anderung von Anhang Illa der Richtlinie 2000/13/EG des Europiischen Rates hin-
sichtlich bestimmter Lebensmittelzutaten sind Proteinuntersuchungen im Wein von Bedeu-
tung. Diese Richtlinie ,,enthilt eine Liste von Lebensmittelzutaten, die bei der Etikettierung
von Lebensmitteln angegeben werden miissen, da sie bei empfindlichen Personen wahrschein-
lich unerwiinschte Reaktionen hervorrufen* [EU-Richtlinie 2007/68/EG]. Diese beinhaltet
auch in der Weinbereitung eingesetzte Schonungsmittel, die moglicherweise in den Wein ein-

gebracht werden konnten.

Schonungsmittel wie die proteinhaltigen Schonungsmittel Gelatine und Kasein oder auch die
hiufig eingesetzten Bentonite verfolgen das Ziel, Proteine zu entfernen und werden in der
Regel selbst wieder eliminiert. Das in ausgebauten Weinen trotz des Einsatzes von Scho-
nungsmitteln Proteine zu finden sind, ist einerseits darauf zuriickzufiihren, dass nicht alle
Proteine mit den Schonungsmitteln in den entsprechend eingesetzten Mengen interagieren.
Aufgrund einer Beeinflussung von organoleptischen Eigenschaften ist der Schonungsmit-
teleinsatz auf bestimmte Mengen restrigiert. Hinzu kommt, dass einige Proteine eine starke
Resistenz gegeniiber sauren und proteolytischen Bedingungen zeigen. Wihrend das Vorhan-
densein von Schonungsmitteln aufgrund der aufgefiihrten EU-Richtlinie in den vergangenen
Jahren verstirkt untersucht wurde, auch von einer deutschen Arbeitsgruppe, liegt der Fokus
der vorliegenden Arbeit auf dem Vorhandensein von Proteinen, die natiirlicherweise in der
Weinbeere vorhanden sind und in den Wein iibergehen. Welche Faktoren einen Einfluss auf

den Proteingehalt der Weinbeere und des Weins ausiiben, wird im Folgenden erldutert.
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Einflussfaktoren auf den Proteingehalt der Weinbeere und im Wein

Der Proteingehalt der Weinbeere ist von deren Reifegrad abhingig. Je reifer das Erntegut ist,
desto hoher liegt der Proteingehalt. Fiir ein Thaumatin-dhnliches Protein, ein Lipid Transfer
Protein sowie fiir Chitinasen konnte gezeigt werden, dass diese Proteine gleichzeitig mit dem
Zucker wihrend der Reifung der Trauben akkumulieren, was fiir die Resistenz gegeniiber
Pathogenen von groBer Bedeutung ist [MURPHEY ET AL 1989, FERREIRA ET AL 2002, SALZ-
MANN ET AL 1998, TATTERSALL ET AL 1997, RUIZ-LARREA ET AL 1998]. Der Einfluss des Rei-
fegrades auf die Proteinkonzentration wird im Rahmen dieser Arbeit nicht betrachtet.

Welche Proteine der Weinbeere in den Wein iibergehen, wird durch die Art der Weinbehand-
lung und hierbei insbesondere die SchonungsmalBnahmen mafigeblich beeinflusst. Weit ver-
breitet ist der Einsatz von Bentonit als Kldr- und Féllmittel insbesondere zur Reduktion von
Eiweilltriibungen. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung des Weines mit Bentonit zu
einer signifikanten, wenn auch unspezifischen, Reduktion der Proteinkonzentration fiithrt [FU-
KUI/'YOKOTSUKA 2003, VINCENZI ET AL 2005, FERREIRA ET AL 2002].

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wird der Riesling aus dem Rheingau
(Forschungsanstalt Geisenheim) ausschlieflich mit Bentonit geschont. Hierbei wird der Most
vor der Gédrung mit 200 g/hl Bentonit versetzt. Der Riesling sowie der Sauvignon Blanc aus
Rheinhessen (Weingut Fleischer, Mainz) werden mit ,,Mostgelatine mit Kasein* zur Gerb-

stoffreduzierung behandelt. Bei Bedarf wird nach der Giarung 100 g/hl Bentonit zugegeben.

4.3 Herkunft der Proteine im Wein

Weinbeeren enthalten ein breites Spektrum an Proteinen. Einige dieser Proteine iiberstehen
den Prozess der Weinbereitung und sind im ausgebauten Wein zu finden. Neben den Trau-
benproteinen wird das Vorhandensein von Proteinen, die durch Mikroorganismen in den
Wein freigesetzt werden, diskutiert. Der Transfer von Proteinen aus der Hefe in den Wein
erfolgt durch die Autolyse. Auch konnen proteolytische Enzyme aus der Hefe zu einer Hydro-
lyse von Mostproteinen fithren [FERREIRA ET AL 2002].

FERREIRA ET AL (2000) postulieren auf Grundlage immunologischer Untersuchungen, dass die
Weinproteine nahezu vollstindig aus der Weinbeere und hierbei insbesondere aus dem
Fruchtfleisch stammen, wobei andererseits nicht alle Proteine aus dem Fruchtfleisch in den
Wein gelangen. Als Wein findet hierbei Assario, ein portugiesischer WeiBwein, Anwendung.
Die Arbeitsgruppe um DAMBROUCK (2003), die Chardonnay Wein untersucht, findet neben
den Traubenproteinen Proteine aus der Hefe im Wein. Dies sind vor allem Glykoproteine, die

wihrend der alkoholischen Girung freigesetzt werden. FUKUT und YOKOTSUKA (2003) ordnen
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in Chardonnay und in Cabernet Sauvignon ca. 90 % der Proteine dem Traubensaft zu. Der
restliche Anteil setzt sich aus Hefeproteinen sowie Proteinen der Traubenschalen und der
Traubenkerne zusammen, die wihrend der Weinbereitung in den Wein iibergehen. Bestitigt
werden diese Ergebnisse von OKUDA ET AL (2006), die die Hauptproteine in Chardonnay mit-
tels N-terminaler Sequenzierung als Traubenproteine identifizieren. Auch CILINDRE ET AL
(2008) ordnen den Hauptteil der identifizierten Proteine eines Chardonnay Weines mittels 2D-
Gelelektrophorese und LC-MS/MS den Traubenproteinen zu.

KwoON (2004) identifiziert mittels massenspektrometrischer Analyse fiinf Proteine aus der
Traube, zwoOlf Proteine aus der Hefe, zwei Proteine aus Bakterien und ein Protein aus einem
Pilz bei einem Sauvignon Blanc. Die geringe Anzahl der Traubenproteine erklédrt der Autor
durch unvollstindige Datenbanken in diesem Bereich. Nach Veroffentlichung des Genoms
von Vitis vinifera im vergangenen Jahr ist das Problem der unvollstindigen Datenbanken be-
hoben. In der vorliegenden Arbeit werden durch eine massenspektrometrische Analyse in
einem Portugieser Rotwein fiinfzehn Proteine aus der Weinbeere der Gattung Vitis sowie
sechs Proteine aus der Hefe Saccharomyces cerevisia identifiziert.

Die unterschiedlichen Aussagen zur Herkunft der Proteine im Wein sind auch auf verschiede-
ne Bestimmungs- und Analysemethoden zuriickzufiihren. Durch die massenspektrometrische
Analyse ist eine eindeutige Zuordnung moglich, so dass diese im Rahmen der vorliegenden
Arbeit eingesetzt wird. Der Schwachpunkt der Massenspektrometrie liegt in der Nachweis-
grenze der coomassiegefarbten SDS-PAGE, da nur die mit Coomassie angefidrbten Banden

fiir die massenspektrometrische Analyse eingesetzt werden konnen.

4.3.1 Einfluss der Rebsorte und der Weinherstellung auf die Proteinzu-

sammensetzung im Wein

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden kann, wird in allen untersuchten Weinsorten ein gemein-
sames Spektrum an Proteinen gefunden. Pathogenese bezogene (PR) Proteine stellen hierbei
den groBten Anteil dar. Dies trifft auf verschiedene Rebsorten, unterschiedliche Anbaugebiete
innerhalb Deutschlands, verschiedene Jahrginge sowie verschiedene Weinbereitungsmal-
nahmen zu. Es sind jedoch auch grundlegende Unterschiede insbesondere zwischen roten und
weillen Rebsorten zu beobachten (Kapitel 3.4.4, Abbildung 26), so dass die Rebsorte die Pro-
teinzusammensetzung mitbedingt. Auch die Analyse verschiedener Weilweinsorten aus dem

gleichen Anbaugebiet bestitigt diese Aussage (Kapitel 3.4.1.1 Abbildung 13).
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Der Reifegrad der Weinbeeren hat ebenso einen Einfluss auf das Proteinspektrum im Wein,
wobei die Gesamtkonzentration an PR-Proteinen zunimmt, die Diversitit jedoch abnimmt
[MONTEIRO ET AL 2006]. Einige PR-Proteine, vor allem Thaumatin-dhnliche Proteine und
Chitinasen, werden auch in gesunden Trauben reifeabhingig exprimiert [TATTERSALL ET AL
1997, MONTEIRO ET AL 2006, FERREIRA ET AL 2002, ROBINSON/DAVIES 2000, WATERS ET AL
1998]. AuBerdem wird die Produktion von PR-Proteinen durch Umweltfaktoren wie Ver-
wundung, Pathogene und abiotischen Stress induziert [MONTEIRO ET AL 2006, ROBIN-

SON/DAVIES 2000, JACOBS 1999, MONTEIRO ET AL 2003, DERCKEL 1998, CASTRO ET AL 2008].

Wiihrend die Weinbeeren ein sehr breites Spektrum an Proteinen beinhalten, nimmt die Prote-
invielfalt neben dem bereits aufgefiihrten Proteingehalt im Laufe der Weinherstellung sehr
stark ab. Dies ist vereinzelt bereits in der Literatur beschrieben und kann im Rahmen dieser
Arbeit bestitigt werden (Kapitel 3.5.4) [MONTEIRO ET AL 2007, CANALS ET AL 1998]. Proteine
aus der Gruppe der PR-Proteine sind die einzigen Proteine aus der Weinbeere, die den Prozess
der Weinherstellung iiberstehen, da sie sich durch eine hohe Stabilitit gegeniiber den sauren
Bedingungen, die im Wein herrschen, auszeichnen und auch resistent gegeniiber dem proteo-
lytischen Verdau sind. Eine teilweise Degradation der Proteine wird in aktuellen Publikatio-
nen jedoch beschrieben [OKUDA ET AL 2006, CILINDRE ET AL 2008]. Auch ein Pilz- und Bak-
terienbefall der Weinbeere kann einen entscheidenden Einfluss auf das Proteinspektrum des

Weines haben [CILINDRE ET AL 2008].

Durch den Einsatz des weit verbreiteten Schonungsmittels Bentonit werden bevorzugt positiv
geladene Proteine mit einem isoelektrischen Punkt groBer 5,8 absorbiert. Der GroBteil der im
Wein verbleibenden Proteine, die in dieser Arbeit identifiziert werden konnen, besitzt einen
theoretischen isoelektrischen Punkt im Bereich von 4 bis 5,4. Die isoelektrische Fokussierung
eines Rieslings des Jahrgangs 2004 aus dem Rheingau ergibt nur einen isoelektrischen Punkt
fiir die Gesamtheit der Weinproteine bei ca. 4,1. Auch bisherige Veroffentlichungen ordnen
dem Grofteil der Weinproteine einen isoelektrischen Punkt von 3,6 bis 5,8 zu, wobei verein-
zelt auch Proteine mit einem isoelektrischen Punkt im Bereich von 3 bis 9 gefunden werden
[FERREIRA ET AL 2002, FERREIRA ET AL 2000, MONTEIRO ET AL 1999, SANTORO 1995, YOKOT-
SUKA ET AL 1994]. Lipid Transfer Proteine, die in der vorliegenden Arbeit in Portugieser und
Dornfelder Rotwein identifiziert werden konnen, besitzen einen theoretischen isoelektrischen
Punkt bei 9. Der theoretische isoelektrische Punkt eines Proteins wird durch die Summe der
pls der einzelnen Aminosiduren berechnet, so dass der tatsidchliche pl abhéngig von der Fal-

tung eines Proteins von dem theoretischen abweichen kann.
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4.4 Identifizierung und Charakterisierung der Proteine im Wein
Die vorliegende Arbeit stellt die erste Untersuchung zur Identifizierung der Proteine eines
Rotweins dar. Auch ein Vergleich von WeiBwein mit Rotwein und Roséwein ist bisher nicht
beschrieben. Im folgenden Kapitel werden die erzielten Ergebnisse zur Identifizierung und
Charakterisierung der Proteine im Wein mit den in der Literatur bislang erzielten Ergebnissen

verglichen und im Zusammenhang mit diesen diskutiert.

Die schon seit lingerer Zeit angewendete Methode zur Charakterisierung von Weinproteinen
ist die Elektrophorese. Durch die auch in dieser Arbeit angewendete SDS-PAGE ist es mog-
lich das Molekulargewicht der Weinproteine zu bestimmen. Anhand der Gelelektrophorese
konnen Unterschiede zwischen verschiedenen Weinsorten aufgezeigt werden. Eine Kombina-
tion der IEF im ersten Schritt mit der SDS-PAGE im zweiten Schritt wird durch die zweidi-
mensionale Gelelektrophorese erzielt. Diese ermoglicht im Vergleich zur eindimensionalen
SDS-PAGE eine verbesserte Auftrennung der Proteine und stellt eine sehr gute Grundlage zur
nachfolgenden Identifizierung der Proteine mittels massenspektrometrischer Analyse dar. Fiir
die 2D-Gelelektrophorese bedarf es einer entsprechenden Vorbehandlung der Proben, ohne
dass ein Proteinverlust eintritt. Die 2D-Gelelektrophorese ist eine vergleichsweise langwierige
Methode. In dieser Arbeit wird die Auftrennung mittels 2D-Gelelektrophorese der Proteine
von Weinbeeren der roten Rebsorte Cabernet Sauvignon nach einer TCA/Aceton-Fillung
beschrieben.

Zur Identifizierung der Weinproteine wird aktuell vor allem die Massenspektrometrie einge-
setzt. Der Vorteil der Massenspektrometrie gegeniiber einer N-terminalen Sequenzierung liegt
darin, dass auch N-terminal blockierte Proteine detektiert werden konnen, was bei den Wein-
proteinen z.B. bei der Chitinase von Bedeutung ist.

Im Rahmen der massenspektrometrischen Analyse kommen insbesondere die Elektronen-
spray-lonisation (ESI) sowie die Matrixunterstiitzte Laserdesorption/lonisation (MALDI) als
Ionisierungsprinzipien zur Anwendung, wobei ESI die schonendere Ionisierungsmethode dar-
stellt [LOTTSPEICH /ZORBAS 1998, PITT 1998]. Die Auftrennung der Ionen hinsichtlich ihres
Masse/Ladungs-Quotienten erfolgt vor allem durch ein Quadrupol-System und/oder durch
einen Flugzeitanalysator (TOF). Im Rahmen dieser Arbeit wird die Elektronenspray-
Ionisation in Verbindung mit einem Quadrupol-TOF-System angewendet, welches seit den
90er Jahren zur Analyse von Proteinen bis 150 kDa etabliert ist [PITT 1998]. Die Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) wird zur Erhohung der Sensitivitit eingesetzt.

In dieser Arbeit wird die ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie gekoppelt mit einer kapillaren

Fliissigkeitschromatographie (mit einer Umkehrphasensiule) eingesetzt.
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Die Auswertung der durch die Massenspektrometrie erhaltenen Daten hat seit der Veroffentli-
chung des Genoms von Vitis vinifera des FRENCH-ITALIEN PUBLIC CONSORTIUM FOR GRAPE-
VINE GENOME CHARACTERIZATION (2007) einen groBen Fortschritt erfahren. So sind in der
NCBI-Datenbank aktuell 77920 Proteine der Gattung Vitis gelistet
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Stand: 21.10.2008].

Molekulargewicht der Weinproteine

Die im Wein enthaltenen Proteine erstrecken sich iiber einen Molekulargewichtsbereich von
ca. 11 kDa bis iiber 100 kDa [YOKOTSUKA ET AL 1977, MURPHEY ET AL 1989,
HSU/HEATHERBELL 1987, WEISS ET AL 1998, DORRESTEIN ET AL 1995, SANTORO 1995, Ruiz-
LARREA ET AL 1998, DAMBROUCK ET AL 2003], wobei sich der Grofiteil der Proteine im Mole-
kulargewichtsbereich von 20 bis 30 kDa befindet. Untersucht wurden bislang die weillen
Weinsorten Koshu, Riesling (Japan), Muscat of Alexandria, Muscat Gordo Blanco (Austra-
lien), Riesling, Gewiirztraminer (USA), Verdeca, Chardonnay (Frankreich, Italien), Assario,
Arinto, Bical, Fernao Pires und Vital (Portugal) sowie die roten Rebsorten Muscat Bailey A,
Cabernet Sauvignon und Black Pinot (Japan) [FERREIRA ET AL 2002, POCcOCK ET AL 2000,
KWON 2004, DAMBROUCK ET AL 2003, FERREIRA ET AL 2000, MONTEIRO ET AL 2001, HAYA-
SAKA ET AL 2001, YOKOTSUKA ET AL 1977, WATERS ET AL 1995, WATERS ET AL 1996, YOKOT-
SUKA ET AL 1977, MURPHEY ET AL 1989, HSU/HEATHERBELL 1987]. Auch der Hauptanteil der
Weinproteine der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Rebsorten befindet sich im Mole-
kulargewichtsbereich zwischen 20 und 30 kDa. Bei den untersuchten WeiBweinsorten Ries-
ling, Sauvignon Blanc, Gewiirztraminer und Morio Muskat sowie den Weillherbstsorten Por-
tugieser und Spétburgunder liegt der Anteil der Proteine in diesem Bereich bei 55 bis 80 %,
wie mittels Densitometrie ermittelt wird. Im Rotwein liegt der Anteil mit ca. 40 % etwas nied-
riger, da Proteine im niedermolekularen Bereich noch einen vergleichsweise grolen Anteil
stellen. Fiir die in dieser Arbeit untersuchten deutschen Weinsorten kann das Vorhandensein
von Proteinen iiber einen breiten Molekulargewichtsbereich bestitigt werden. Ein genauer
Vergleich mit publizierten Daten erweist sich als schwierig, da sich die Laborbedingungen in
der Regel unterscheiden, beispielsweise durch verschiedene Elektrophoresesysteme. Auch
unterscheidet sich die Art der Aufkonzentrierung der Proteine, die meist durch Fillungen,
Ultrazentrifugation oder Lyophilisation in Kombination mit einer Dialyse erfolgt.

Im Rahmen dieser Arbeit kann eine Vielzahl von Weinsorten miteinander verglichen werden,
die durch Dialyse und Gefriertrocknung aufkonzentriert werden, wobei ein Proteinverlust
weitestgehend verhindert werden kann (siehe 3.2). Erstmalig wird in der vorliegenden Arbeit

eine direkte Gegeniiberstellung der Proteinbanden auf einer SDS-PAGE zwischen Weillwei-
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nen (Riesling, Sauvignon Blanc, Gewiirztraminer, Morio Muskat), Roséweinen (Portugieser
WeiBherbst, Spitburgunder Weilherbst) sowie Rotweinen (Portugieser, Dornfelder, Spétbur-

gunder) beschrieben.

4.4.1 Entfernung von Proteinen im Laufe der Weinbereitung

Ein Grofteil der Proteine geht im Laufe der Weinbereitung verloren [FERREIRA ET AL 2002,
FERREIRA ET AL 2000, MURPHY ET AL 1989A, FUKUI/YOKOTSUKA 2003]. Dies kann im Rah-
men dieser Arbeit fiir die Rebsorten Riesling und Cabernet Sauvignon bestétigt werden, deren
Proteinzusammensetzung von der Traube iiber den Most zum Wein beobachtet wird. Die Un-
tersuchungen der Proteinkonzentrationsbestimmung und die SDS-PAGE zeigen deutlich eine

Abnahme der Proteinkonzentration sowie der Proteinvielfalt [siehe Abschnitt 3.2 und 3.5.4].

Pathogenese bezogene Proteine konnen aufgrund ihrer Resistenz gegeniiber Proteolyse und
ihrer Stabilitit, auch im sauren Milieu des Weines, die Weinherstellung iiberstehen und stel-
len damit den groften Anteil der Weinproteine dar [FERREIRA ET AL 2002, WATERS ET AL
1996, PENG ET AL 1997, OKUDA ET AL 2006, CILINDRE ET AL 2008]. Auf die Identifizierung der

Weinproteine wird im Folgenden eingegangen.

4.4.2 Proteinzusammensetzung im Wein

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgt die Identifizierung eines deutschen Wei3weins
(Riesling) sowie eines deutschen Rotweins (Portugieser). Diese wird durch eine Kombination
der SDS-PAGE mit der Massenspektrometrie erzielt. Im Folgenden werden die Ergebnisse
dieser Arbeit in den Kontext bislang veroffentlichter Analysen zur Bestimmung der Protein-
zusammensetzung in Wein gestellt.

Die Massenspektrometrie (MS) zur Identifizierung von Weinproteinen wurde erstmals durch
SZILAGYI ET AL 1996 eingesetzt. Anhand der mittels MALDI (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion/lonization)-MS ermittelten Spektren konnen zwischen den WeiBBweinsorten Chardonnay
und Sauvignon Blanc signifikante Unterschiede aufgezeigt werden. Auch Unterschiede je
nach Erntezeitpunkt werden beobachtet und eine Glykosylierung der Weinproteine nachge-
wiesen. TATTERSALL ET AL (1997) setzen die ESI (Elektronenspray-Ionisation)- MS zur Be-
stimmung des aufgereinigten Vitis vinifera Thaumatin-dhnlichen Proteins 1 (VVTL 1) aus
Trauben der Rebsorte Muscat of Alexandria ein. Auch WATERS ET AL (1998) nutzen ESI-MS
zur Identifizierung der aufgereinigten Chitinasen aus Muscat of Alexandria Trauben. WEISS

ET AL (1998) setzen sowohl MALDI-MS als auch SELDI-TOF-MS zur Analyse der Weil3-
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weinsorten Chardonnay, Sauvignon Blanc und Muscat of Alexandria ein. Sie zeigen mit die-
ser Methode, dass der Grofteil der Proteine in allen analysierten Weinen identisch ist und sich
der Proteinhauptanteil der mindestens 15 Proteinpeaks zwischen 7 und 86 kDa bei 21,3 kDa
befindet. Unterschiede zwischen den Weinsorten und zwischen verschiedenen Jahrgingen
werden im Molekulargewichtsbereich von 16,6 kDa bis 16,8 kDa sowie im Peptidbereich
beobachtet. DE PERSON ET AL (2004) setzen die LC-ESI-MS/MS als Nachweis fiir Di- und
Tripeptide in Champagner aus Chardonnaytrauben ein. SARRY ET AL (2004) sowie VINCENT ET
AL (2007) finden mit der Methode der MALDI-MS infolge einer Auftrennung mittels 2D-
Gelelektrophorese weitgehende Ubereinstimmung der Proteinzusammensetzung von Wein-
beeren verschiedenster Rebsorten. Eine Ubersicht iiber den Stand der massenspektrometri-
schen Analyse bis 2006 geben FLAMINI und DE R0SS0 (2006). Die erste umfassende Identifi-
zierung von Weinproteinen wird von KwoN (2004) durchgefiihrt, dem es mit der Methode der
Massenspektrometrie (LC- MS/MS) erstmalig gelingt, ein breites Spektrum an Proteinen im
Wein zu identifizieren. Fiinf der identifizierten Proteine aus einem Sauvignon Blanc stammen
aus der Traube, zwolf aus der Hefe, zwei Proteine werden aus Bakterien und ein Protein aus
einem Pilz im Wein detektiert. OKUDA ET AL (2006) identifizieren mittels N-terminaler Se-
quenzierung nach einer Auftrennung mittels Sephadex-Sédule und 2D-Gelelektrophorese eine
Reihe von Traubenproteinen und erstmalig deren Hydrolyseprodukte in einem Chardonnay
Wein. Anfang diesen Jahres setzen CILINDRE ET AL (2008) erstmalig eine Auftrennung mittels
zweidimensionaler Gelelektrophorese mit daran anschlieBender Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) und Western Blot zur Identifizierung von Weinproteinen ein.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird zur Identifizierung der Weinproteine die Methode
der ESI-Massenspektrometrie eingesetzt, da hiermit eine eindeutige Zuordnung der Proteine
erfolgen kann. Zunichst werden die Weinproteine mittels Dialyse und Gefriertrocknung kon-
zentriert. Zur Auftrennung der Proteine wird im Anschluss eine SDS-PAGE durchgefiihrt.
Darauthin werden die mit Coomassie angefirbten Proteinbanden ausgeschnitten und nach
einem Trypsin-Verdau mit einem ESI-Q-TOF-Massenspektrometer analysiert. Mit dieser Me-
thode konnen in Portugieser Rotwein fiinfzehn Proteine aus der Traube sowie sechs Proteine
aus der Hefe identifiziert werden. Nicht auszuschlieBen ist jedoch, dass die Identifizierung der
Proteine des Portugieser Rotweins dahingehend unvollstiandig ist, dass Proteine, die unter der
Nachweisgrenze fiir Coomassie liegen, nicht angefirbt, somit nicht ausgeschnitten und nicht
analysiert werden konnen. Die Empfindlichkeit der Coomassie-Fiarbung liegt bei einem
Grenzwert von 200 bis 400 ng Protein pro 0,5 cm Bande [REHM 2002].

Durch meine Untersuchungen wird erstmalig eine Identifizierung der Proteine eines Rotweins

(Blauer Portugieser) erzielt. Es wird gezeigt, dass ein GrofBteil der Proteine, die im Rotwein
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enthalten sind, den PR-Proteinen zugeordnet werden kann. Die im Wein identifizierten Prote-

ine werden im Folgenden diskutiert.

Traubenproteine

PR-Proteine und hierbei insbesondere Chitinasen und Thaumatin-dhnliche Proteine (TLP)
sind bereits als Hauptproteine in Traubensaft und in Weilwein beschrieben [WATERS ET AL
1996, TATTERSALL ET AL 1997, FERREIRA ET AL 2002, WATERS ET AL 1998]. Dies wird durch
meine Arbeiten auch fiir deutsche Weine der Anbaugebiete Rheinhessen, Rheingau und Pfalz
bestitigt.

TLP und Chitinasen sind als Proteine bekannt, die zu Triibungen in Weilweinen, insbesonde-
re bei der Lagerung, fithren konnen. Dieser Zusammenhang wird unter 4.6 diskutiert.

Auch sind Proteine aus diesen Familien als Allergene bekannt. Dieser Aspekt wird unter 4.7

ndher beleuchtet.

Lipid Transfer Proteine

Das Proteinmodell des im Rotwein identifizierten LTP Isoform 4, welches auf der Grundlage
des LTP Pru p 3 aus dem Pfirsich, dessen Kristallstruktur bekannt ist, erstellt wird, zeigt, dass
die acht Cysteine konserviert sind und vier Disulfidbriicken ausbilden konnen (Abbildung
37). Diese stabilisieren das Motiv der vier a-Helices, was auch fiir andere Lipid Transfer Pro-
teine aus Nahrungsmitteln beschrieben ist [KADER ET AL 1996, PASQUATO ET AL 2006].

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen die hohe Stabilitit der Lipid Transfer Proteine, die es
ermoglicht, den Prozess der Weinherstellung zu iiberstehen. Diese Arbeit stellt nach OKUDA
ET AL (2006) die zweite Untersuchung dar, die das LTP nicht nur in der Weinbeere, sondern
auch im Wein und die erste Untersuchung, die es auch in Rotwein nachweist.

In dem untersuchten Portugieser Rotwein aus der Pfalz werden neben dem Lipid Transfer
Protein (Isoform 4) aus Vitis vinifera mit einem Molekulargewicht von 11,677 kDa ein LTP
mit einem Molekulargewicht von 11,756 kDa aus Vitis aestivalis sowie ein LTP mit einem
Molekulargewicht von 11,663 kDa aus einer Kreuzung von Vitis berlandieri und Vitis vinife-
ra gefunden. Ein weiteres Protein, welches nicht eindeutig zugeordnet werden kann, ist der
BLAST-Recherche aller Wahrscheinlichkeit nach auch ein Lipid Transfer Protein, da es hohe
Ahnlichkeit zu bekannten LTP aus der Weinbeere zeigt. Bei Vitis aestivalis und Vitis berlan-
dieri handelt es sich um Wildreben aus Amerika, die hédufig als Unterlage fiir européische
Ziichtungen der Spezies Vitis vinifera Verwendung finden, da sie sich durch eine hohe Resis-

tenz gegeniiber dem Mehltau und der Reblaus auszeichnen.
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Lokalisiert sind LTP vor allem in der Schale der Friichte. Beim Pfirsich beispielsweise liegt
der Gehalt der Schale um das siebenfache hoher als der des Fruchtfleischs [FERNANDEZ-
RIVAS/CUEVAS 1999, BALLMER-WEBER 2002, PASTORELLO/ROBINO 2004]. Wie in der vorlie-
genden Arbeit gezeigt werden kann, sind Lipid Transfer Proteine im Rotwein in wesentlich
hoheren Mengen enthalten als im Weilwein (Abbildung 26, S. 89). Durch das Dichtescannen
einer Coomassie-gefiarbten SDS-PAGE wird ein Anteil von ca. 30 % der Rotweinproteine den
Lipid Transfer Proteinen zugeordnet, wihrend diese im Weiwein mit einer Coomassie-
Farbung kaum sichtbar gemacht werden konnen. Wie bereits in Abschnitt 3.4.4 ausgefiihrt, ist
dies auf die Unterschiede in der Weinherstellung zuriickzufiihren: bei der Weillweinherstel-
lung erfolgt die Géarung auf dem Most, wihrend der Rotwein auf der Maische vergoren wird
und so die in der Schale in vergleichsweise hoher Menge enthaltenen Inhaltsstoffe in den
Wein iibergehen konnen. Von Relevanz konnte dies fiir das allergene Potential verschiedener

Weinsorten sein, worauf in Kapitel 4.7 eingegangen wird.

Thaumatin-dhnliche Proteine

In dem untersuchten Riesling Weilwein des Jahrgangs 2004 aus dem Rheingau werden zwei
Thaumatin-dhnliche Proteine (TLP) identifiziert. Neben dem Vitis Vinifera Thaumatin-like
Protein (VVTL1) (23,953 kDa) ist ein nicht weiter spezifiziertes TLP mit einem Molekular-
gewicht von 24,035 kDa enthalten. Diese zwei Thaumatin-dhnlichen Proteine sind auch in
einem Portugieser Rotwein des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz zu finden. Zusitzlich konnen in
diesem Wein noch zwei weitere Thaumatin-dhnliche Proteine mit Molekulargewichten von
20,108 kDa und 23,847 kDa identifiziert werden. Der BLAST-Recherche nach ist auch ein
weiteres Weinprotein mit einem Molekulargewicht von 23,929 kDa der Familie der TLP zu-
zuordnen, d.h. es konnen fiinf TLP nachgewiesen werden. Eine Ubersicht iiber die Sequenz-
dhnlichkeiten der im Wein enthaltenen Thaumatin-dhnlichen Proteine ist in Tabelle 26 darge-

stellt.
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Tabelle 26: Sequenzidentitiiten und Ahnlichkeiten zwischen den Thaumatin-ihnlichen Proteinen aus der
Weinbeere, die in dem untersuchten Portugieser Rotwein 2005 aus der Pfalz enthalten sind.
Die Werte werden durch ein Sequenzalignment mit ClustalX und GeneDoc ermittelt, aufgefiihrt sind die Se-

quenzidentitidten sowie die Sequenzihnlichkeiten (Sequenzidentitit / Sequenzidhnlichkeit)

VVTL 1 TLP putatives TLP | putatives TLP | hypothetisches

gi 2213852 | gi 89242712 gi 7406716 gi 7406714 TLP

gi 147784586

VVTL 1 64 %176 % | 98 % /98 % 57T %166 % | 65 % /78 %
gi 2213852
TLP 64 % /76 % 81 % /82 % 64 % /77 %
gi 89242712
putatives TLP 56 %/166% |64% /77 %
gi 7406716
putatives TLP 75 % 179 %
gi 7406714

Der SDS-PAGE nach zu urteilen stellen Thaumatin-dhnliche Proteine im Molekulargewichts-
bereich von 20 bis 30 kDa den gréten Anteil der Proteine in den untersuchten Weinen dar
(Abbildung 26, S. 89). Ja nach Rebsorte befinden sich 55 % bis 80 % der Proteine des Weil3-
weins im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 30 kDa, wobei es sich hauptsédchlich um
Thaumatin-dhnliche Proteine handelt. Beim Rotwein liegt der Anteil bei ca. 40 %.

Meine Untersuchungen bestétigen somit bislang in der Literatur beschriebene Daten auch fiir
deutsche Weine. AnteilsmiBig stellen die TLP laut PENG ET AL (1997) mit 70 % der 16slichen
Proteine die grofte Proteinfraktion im Wein dar. Diese Arbeitsgruppe findet in einem Sauvig-
non Blanc Weillwein, ebenso wie WATERS ET AL (1998) in Trauben der Rebsorte Muscat of
Alexandria, drei Thaumatin-dhnliche Proteine. Eines hiervon ist das bereits beschriebene
VVTLI1 (Vitis vinifera Thaumatin like protein 1), die zwei weiteren werden von den Autoren
als VVTL2 und VVTL3 benannt [PENG ET AL 1997, WATERS ET AL 1998]. KwON (2004) fin-
det neben dem VVTLI noch ein TLP mit einem Molekulargewicht von 20,108 kDa in dem
untersuchten Sauvignon Blanc Weilwein. Auch nach den Untersuchungen von OKUDA ET AL
(2006) stellen Thaumatin-dhnliche Proteine einen groen Anteil der Proteine im Wein dar.
Neben dem VVTLI1 werden erstmalig auch Hydrolyseprodukte von diesem in einem Char-
donnay gefunden. Auch CILINDRE ET AL (2008) finden in Chardonnay das VVTLI1, proteolyti-
sche Fragmente von diesem sowie zwei weitere putative TLP mit Molekulargewichten von
24,035 kDa und 20,108 kDa, wobei letzteres auch bei KwoON identifiziert wurde. In der vor-
liegenden Arbeit kann ein Vorkommen dieser Proteine erstmalig auch fiir Rotwein bestitigt
werden.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse und den eigenen Untersuchungen

lasst sich schlieBen, dass TLP als Hauptproteine in allen Weinsorten enthalten sind.

Die Stabilitit der TLP ist zu einem Grofteil auf das Vorhandensein von acht Disulfidbriicken

zurilickzufithren [BREITENEDER 2004]. Ein Sequenzvergleich sowie die Erstellung eines Prote-
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inmodells eines im Wein enthaltenen Thaumatin-dhnlichen Proteins (gi 89242712) auf der
strukturellen Basis eines TLP aus der Banane, welches in Abbildung 40 dargestellt ist, zeigt,
dass die sechszehn Cysteine konserviert sind und die Ausbildung von acht Disulfidbriicken

ermoglichen.

Osmotin-dhnliche Proteine, deren Bildung durch osmotischen Stress induziert wird, werden
aufgrund hoher Sequenzihnlichkeiten zur Gruppe der Thaumatin-dhnlichen Proteine gezihlt.
Osmotin-dhnliche Proteine sowie deren Hydrolyseprodukte konnten bereits im Wein identifi-
ziert werden [OKUDA ET AL 2006, CILINDRE ET AL 2008], werden jedoch in den im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Weinen nicht identifiziert.

Chitinasen

Eine Unterteilung der Chitinasen, die aufgrund ihrer Funktion im Abwehrsystem der Pflanzen
zur Familie der PR-Proteine gezihlt werden, erfolgt entsprechend ihrer Sequenzidhnlichkeiten
und physikalischen Eigenschaften in fiinf Klassen [BEINTEMA 1994, WATERS ET AL 1998]. In
der Weinbeere werden basische Chitinasen der Klasse I und der Klasse III sowie eine saure
Chitinase der Klasse IV gefunden, wobei die Chitinase-Aktivitit fast ausschlieBlich auf die
Klasse IV Chitinase zuriickzufiihren ist. Ein Anstieg der Chitinaseaktivitit ist wihrend der
Reifung zu beobachten, wobei dieser in der Phase der Zuckerakkumulation am hochsten ist
[ROBINSON ET AL 1997, DERCKEL ET AL 1996]. Die Chitinasen werden reifeabhédngig in
scheinbar gesunden Pflanzen exprimiert. Eine Steigerung erfolgt bei Verwundung und Patho-
genangriffen, insbesondere bei Pilzen, worauf die Chitinasen ihre antimykotische Wirkung
entfalten. Der Angriff von Pathogenen kann somit einen Einfluss auf den Chitinasegehalt der
Weinbeere ausiiben [DERCKEL ET AL 1996, FERREIRA ET AL 2002, JACOBS ET AL 1999, BUSAM
ET AL 1997]. Mit 50 % der 16slichen Proteine stellen Chitinasen die Hauptproteinkomponenten

von reifen Weinbeeren (Vitis vinifera cv. Muscat of Alexandria) dar [WATERS ET AL 1998].

Fast alle aus Pflanzen isolierten Chitinasen sind Endochitinasen, die hydrolytisch Chitin ab-
bauen. Sie liegen in der Regel als Monomere mit einem Molekulargewicht von 25 bis 35 kDa
vor [BREITENEDER/EBNER 2000]. In diesen Bereich ist auch die Klasse 4 Endochitinase mit
einem Molekulargewicht von 27 kDa einzuordnen, die in dem Portugieser Rotwein gefunden

wird (Tabelle 24, S. 114).

Da Fragmente der Chitinase in Traubensaft und Wein gefunden werden, wird auf eine limi-
tierte Proteolyse wihrend der Fermentation oder der Reifung geschlossen, was im Wider-
spruch zu der proteolytischen Resistenz und der Stabilitdt der Chitinasen im sauren Milieu

steht, der Anteil der Fragmentierung ist jedoch sehr gering [WATERS ET AL 1998].
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In dem von mir untersuchten Portugieser Rotwein wird ausschlieBlich eine Klasse IV Endo-
chitinase identifiziert. Diese ist durch ein Molekulargewicht von 27,242 kDa und einen theo-
retischen isoelektrischen Punkt von 5,38 charakterisiert. Weitere Chitinasen werden in dem
untersuchten Wein nicht gefunden. Dies stimmt mit den Daten des Sauvignon Blanc Weil3-
weins von KWON (2004) iiberein, so dass es wahrscheinlich ist, dass nur die Klasse IV Endo-
chitinase in den Wein iibergeht, nicht jedoch Klasse I-/ sowie Klasse III-Chitinasen. Beim
Einsatz von Bentonit als Schonungsmittel im Rahmen der Weinherstellung konnte dies da-
durch erkldren werden, dass basische Proteine, wie die Klasse I-/ und Klasse III-Chitinasen
durch die Adsorption an Bentonit abgetrennt werden, wihrend saure Proteine, wie die Klasse
IV-Chitinase im Wein verbleiben. Da der Portugieser Rotwein kommerziell erworben wurde,
stehen mir keine Informationen iiber den Einsatz der Schonungsmittel zur Verfiigung. In dem
von mir untersuchten Riesling wird keine Chitinase gefunden, was einerseits darauf zuriickge-
fiihrt werden konnte, dass die Proteinbande auf der SDS-PAGE aufgrund einer zu geringen
Konzentration nicht ausgeschnitten und somit nicht massenspektrometrisch analysiert wurde.
Andererseits konnte eine Abtrennung der Chitinase im Laufe der Weinbereitung erfolgen. Bei
der Herstellung des Rieslings werden 100 g/hl Bentonit eingesetzt, so dass moglicherweise

bei dieser Menge schon eine Abtrennung der Endochitinase erfolgt.

Vakuolire Invertase

Die Invertase katalysiert die irreversible Hydrolyse der Saccharose in Glukose und Fruktose
und spielt in der Weinbeere bei der Regulation des Hexoselevels ebenso eine Rolle wie bei
der Freisetzung der in der Vakuole gespeicherten Saccharose. Die vakuoldre Invertase ist, im
Gegensatz zur Zellwand-Invertase, 16slich und durch ein Aktivititsoptimum im sauren Be-
reich gekennzeichnet [DAVIES/ROBINSON 1996]. Fiir eine aus der Weinbeere isolierte vakuo-
lare Invertase konnte gezeigt werden, dass sie einen isoelektrischen Punkt im sauren Bereich
besitzt und in glykosylierter Form vorliegt. Sie zeigt Stabilitit bei einem niedrigen pH-Wert,
bei hohen Temperaturen ebenso wie bei hohen Konzentrationen an Alkohol und SO, [NAKA-
NISHI ET AL 1991, ISHIKAWA ET AL 1989]. Diese Eigenschaften ermdglichen das Verbleiben

der Invertase bis zum fertigen Wein.

In den von mir untersuchten Weinsorten (Riesling, Portugieser) ist die vakuolire Invertase 1
(GIN1) enthalten, sie konnte auch schon in Weinen der Rebsorten Semillon, Sauvignon Blanc
und Chardonnay nachgewiesen werden [FUKUI ET AL 2004, KwON 2004, OKUDA ET AL 2006,
CILINDRE ET AL 2008]. OKUDA ET AL finden Hydrolyseprodukte der Invertase im Chardonnay

Wein, was von CILINDRE ET AL bestitigt wird. Das Vorhandensein verschiedener Spots der
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Invertase auf einer 2D-PAGE wird neben der Degradation auf verschiedene Glykosylierungs-

zustdnde der Invertase zuriickgefiihrt [CILINDRE ET AL 2008].

Weitere Proteine aus der Weinbeere

Ein Protein aus der Weinbeere, welches bereits identifiziert wurde und nicht in dem von mir
untersuchten Wein vorhanden ist, ist die basische extrazellulidre B-1,3-Glukanase [ Vorldufer-
protein] [KWON ET AL 2004, CILINDRE ET AL 2008]. Die B-1,3-Glukanase spielt eine Rolle im
Abwehrsystem der Pflanzen und zéhlt somit zu der Gruppe der PR-Proteine. Thre Funktion
beruht auf der Hydrolyse von B-1,3-Glukanen, strukturellen Komponenten der Pilzzellwand.
Die Bildung wird durch den Befall von Pathogenen (Pilzinfektionen) z.B. mit Uncinula neca-
tor induziert [FERREIRA ET AL 2002, JACOBS ET AL 1999], so dass das Vorkommen in der
Weintraube und somit auch im Wein moglicherweise von einem entsprechenden Pilzbefall

abhingig ist.

Hefeproteine

In dem untersuchten Portugieser Rotwein werden sechs Proteine identifiziert, die durch Sac-
charomyces cerevisiae wihrend der Weinherstellung in den Wein freigesetzt werden, wih-
rend im Riesling nur ein Protein aus der Hefe identifiziert wird. Hierbei handelt es sich um
das Protein GP38, das auch KwoON (2004) in dem Sauvignon Blanc Weilwein findet und des-

sen molekulare Funktion unbekannt ist.

Im Rotwein werden folgende Proteine gefunden, die aus der Hefe stammen: das Protein CIS3,
ein kovalent an die Zellwand gebundenes glykosyliertes Protein; das CWP1 Vorlduferprotein
(Zellwandproteinl), eine strukturelle Komponente der Zellwand; das Vorlduferprotein TOS 1,
ein Glykoprotein mit nicht bekannter molekularer Funktion, welches in der Zellwand vor-
kommt sowie das ECM33 Protein, ein Zellwandprotein, das fiir die korrekte Anlagerung der

Mannoproteine an die dulere Zellwand von Bedeutung ist.

Proteine, die aus der Hefe in den Wein freigesetzt werden und von KwoN (2004), nicht aber
1m Rahmen dieser Arbeit in den von mir untersuchten Weinen identifiziert werden, sind Pro-
teine mit 1,3-B-Glukosidase-Aktivitit sowie weitere Zellwandproteine mit unbekannter mole-
kularer Funktion, wovon das YJU1 auch bei CILINDRE ET AL (2008) im Chardonnay Wein

gefunden wird.
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Pilzproteine

KWON (2004) findet ein Protein, welches aus einem Pilz in den untersuchten Sauvignon Blanc
Weillwein freigesetzt wird. Die Laccase, die zu der Gruppe der Phenoloxidasen zidhlt und
phenolische Substrate oxidiert, wird in dem von KWON untersuchten Wein identifiziert, wih-
rend sie in dem von mir untersuchten Portugieser 2006 aus der Pfalz sowie dem Riesling 2004
aus dem Rheingau mittels Massenspektrometrie nicht nachgewiesen werden kann.

Da Laccasen aus dem Schimmelpilz Botrytis in den Wein freigesetzt werden konnen, ist deren
Vorkommen vom Befall des Lesegutes mit Botrytis abhingig. Eine Inaktivierung der Laccase
wird durch hohe Mengen an Schwefeldioxid inaktiviert. In einem Riesling des Jahrgangs
2004 aus dem Rheingau kann eine Laccaseaktivitidt mit dem spezifischen Substrat ABTS (2,2-
Azino-bis-(3-Ethylbenzothiazolin-6-Sulfon-Sdure)) nachgewiesen werden  [JOHANNES
/MAJCHERCZYK 2000]. Von diesen Weintrauben ist bekannt, dass 6 % mit Botrytis befallen
waren. Die Untersuchungen zur Laccaseaktivitit wurden freundlicher Weise von Dr. Harald
Claus im Institut fiir Mikrobiologie und Weinforschung der Johannes Gutenberg-Universitit
Mainz durchgefiihrt. Vermutlich ist die Laccase in so geringen Mengen im Wein enthalten,
dass sie mit Coomassie nicht angefidrbt wird und in der Folge auch die massenspektrometri-

sche Untersuchung nicht moglich ist.

Dass der Befall des Lesegutes mit Botrytis cinera die Proteinzusammensetzung des Weins
mafgeblich beeinflusst, zeigen CILINDRE ET AL (2008) im Wein der Rebsorte Chardonnay.
75 % der Proteinspots eines gesunden Weins auf einer 2D-PAGE sind in dem mit Botrytis
befallenen Wein nicht enthalten, was vermutlich auf die Degradation der Proteine zuriickzu-

fithren ist.

Bakterienproteine

In dem von mir untersuchten Wein werden keine Bakterienproteine nachgewiesen, wihrend

KWON (2004) zwei Bakterienproteine findet.

4.4.3 Aufreinigung der Weinproteine

Nachdem eine Vielzahl von Proteinen sowohl in Rot- als auch in Weilwein identifiziert wer-
den konnte, ist es nun Ziel, diese Proteine im einzelnen aufzureinigen, so dass sie im An-
schluss an die Isolierung sowohl biochemisch und biophysikalisch als auch immunologisch

charaktierisiert werden konnen.
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Die Aufreinigung der Weinproteine gestaltet sich aufgrund des geringen Proteingehaltes so-
wie der Bindung zwischen Polyphenolen und Proteinen schwierig [SANTORO 1995]. Das
Problem der Isolierung von Proteinen aus Pflanzengewebe aufgrund von phenolischen Kom-
ponenten ist schon in den 60er Jahren beschrieben worden. Phenole binden einerseits reversi-
bel iiber Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen an Proteine. An-
dererseits bestehen irreversible Bindungen durch Oxidation, gefolgt von kovalenter Konden-
sation. Chinone beispielsweise, die in der Weinbeere durch die Oxidation der Phenole durch
Phenoloxidasen entstehen, sind sehr reaktiv und konnen Proteine oxidieren. Auflerdem poly-
merisieren sie und bilden in Anwesenheit von Proteinen mit diesen kovalente Bindungen aus

[LOOMIS/BATTAILE 1966, RICHARD ET AL 2006].

Proteine aus Rotwein

Bei der Auftrennung der Proteine verschiedener Rotweine mittels SDS-PAGE wird in dieser
Arbeit die Beobachtung gemacht, dass Portugieser Rotwein ohne weitere Behandlung auf
einer SDS-PAGE aufgetrennt werden kann, wihrend Dornfelder, Spitburgunder und Cabernet
Sauvignon nur einen Schmier auf dem Gel ergeben. Erklédrt werden kann dies durch den ho-
hen Gehalt an monomeren Anthocyanen und Flavonoiden sowie einen sehr hohen Phenol-
Polymerisierungsgrad, den der Dornfelder, der Spitburgunder sowie der Cabernet Sauvignon
aufweisen. Dies zeigt sich auch an der hohen Farbintensitét dieser Weine. Sowohl der Antho-
cyangehalt als auch der Polymerisierungsgrad liegen bei Portugieser Rotwein in einem niedri-
geren Bereich [SCHNEIDER 1999].

Bei der Aufreinigung der Proteine aus Rotwein steht somit in einem ersten Schritt die Entfer-
nung der farbgebenden Polyphenole im Vordergrund. Diese storen nicht nur bei der gele-
lektrophoretischen Auftrennung, sondern auch bei der Aufreinigung mittels chromatographi-
scher Methoden, da sie beispielsweise mit den Sdulenmaterialien interagieren und die Aufrei-
nigung nicht reproduzierbar moglich ist. Ein fiir Rotweine geeignetes Protokoll mit dem Ein-
satz von PVP zur Entfernung der Polyphenole wird in dieser Arbeit entwickelt. Weitere Me-
thoden der Proteinfidllung werden getestet, wobei nach der Ethanolfédllung eine Auftrennung
der Proteine nach Entfernung der Phenole erreicht werden kann. Dies ermdglicht einen Ver-
gleich verschiedener Rotweinsorten, der ohne eine vorhergehende Fillung nicht moglich ist.
Mit der KDS-Fillung, die modifiziert nach VINCENZI ET AL (2005) sowohl mit Cabernet Sau-
vignon 2005 (Rheingau) und Dornfelder 2005 (Rheinhessen) nach Dialyse und Gefriertrock-
nung als auch mit den entsprechenden Rotweinsorten vor deren Konzentrierung durchgefiihrt
wird, kann eine Auftrennung der Proteine nicht erreicht werden. Ein Grofteil der Proteine

geht verloren, lediglich im Molekulargewichtsbereich bei 10 kDa ist je nach Ansatz eine Ban-
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de sichtbar. Uber den restlichen Molekulargewichtsbereich zieht sich ein Schmier, auch bei
Variation der eingesetzten SDS-Konzentrationen im Bereich von 0,1 % bis 0,4 % und der
KCl-Konzentrationen zwischen 200 mM und 400 mM.

Da sich die PVP-Fillung als geeignete Methode erweist, wird mit den PVP-gefillten Wein-
proben weiter gearbeitet.

Zur Auftrennung der Proteine im Anschluss an die PVP-Fillung wird einerseits eine Grofe-
nausschlusschromatographie an einer FPLC-Anlage mit einer S-100-Sédule durchgefiihrt. So-
wohl bei Portugieser als auch bei Dornfelder Rotwein zeigt sich ein Elutionsprofil mit drei
Hauptpeaks (Abbildung 34, S. 101 und Abbildung 35, S. 102), wobei nur in einem Peak Pro-
teine nachgewiesen werden konnen.

Andererseits wird im Anschluss an die PVP-Fillung eines Dornfelder Rotweins des Jahrgangs
2003 aus Rheinhessen eine Kationenaustausch-Chromatographie mit einer UNO S-6-Siule
durchgefiihrt (Abbildung 36, S. 103). Mit dieser Methode ist es moglich, im Rotwein enthal-
tenes Lipid Transfer Protein zu isolieren, da sich dieses basische Protein ausreichend stark
von den anderen im Wein enthaltenen Proteinen unterscheidet. Die massenspektrometrische
Identifizierung im Anschluss an den Kationenaustausch steht noch aus, doch aufgrund der
Identifizierung des LTP Isoform 4 in dem eingesetzten Dornfelder Rotwein nach einer PVP-
Féllung handelt es sich mit groter Wahrscheinlichkeit um dieses Protein. Die PVP-Fillung
des dialysierten und lyophilisierten Weins mit dem daran anschlieBenden Kationenaustausch
miisste im Folgenden in einem groBeren Ansatz durchgefiihrt werden, so dass weitergehende
Untersuchungen zu den biophysikalischen sowie immunologischen Eigenschaften des Prote-

ins durchgefiihrt werden konnen.

Zur Isolierung der Lipid Tranfer Proteine bietet sich auch die Auftrennung mit der préiparati-
ven Gelelektrophorese an, da sich diese im Molekulargewicht von den anderen Proteinen aus-
reichend stark unterscheiden. Diese Methode wird in der vorliegenden Arbeit mit der Prepcell
von BioRad an einer FPLC-Anlage entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei
aus mir unerkldrlichen Griinden zwar das Bromphenolblau aus dem Gel eluiert und in den
entsprechenden Fraktionen gesammelt werden kann, eine Elution der Weinproteine jedoch

nicht erfolgt.

Proteine aus Weiflwein

Bei der Aufreinigung der Proteine aus dem Weilwein wird im ersten Schritt die Anionen-

austauschchromatographie durchgefiihrt. So soll zunéchst eine Auftrennung der Proteine ent-
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sprechend der Ladung erreicht werden. Diese Methode wird gewihlt, da die meisten Proteine
sauer sind und die Unterschiede im pl etwas hoher liegen als beim Molekulargewicht.

Das Elutionsprofil der Anionenaustauschchromatographie eines Rieslings ergibt 15 Peaks,
wobei nicht in allen Peaks Proteine mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden konnen (Abbil-
dung 31, S.97).

Die Anionenaustauschchromatographie zur Proteinisolierung bzw. /-charakterisierung ist be-
reits in der Literatur beschrieben. Ein Vergleich gestaltet sich schwierig, da es Unterschiede
hinsichtlich der Rebsorte der untersuchten Weine, der Art der Probenvorbereitung, dem pH-
Wert, dem eingesetzten Puffer, dem Salzgradienten sowie der Flussrate gibt.

LUGUERA ET AL (1998) nutzen die Anionenaustauschchromatographie zum Vergleich der Pro-
teine aus Chardonnay wihrend verschiedener Stadien der Herstellung zum Schaumwein. Die
Konzentrierung erfolgt wie in der vorliegenden Arbeit durch Dialyse und Gefriertrocknung,
die Chromatographie wird mit Tris-Puffer bei einem pH-Wert von 8,0 durchgefiihrt. Das Elu-
tionsprofil zeigt, dass der Hauptanteil in der Anfangsphase eluiert. Eine Zuordnung von Prote-
inen zu den entsprechenden Peaks erfolgt hier ebenso wenig wie bei DORRESTEIN ET AL
(1995), die die Anionenaustauschchromatographie bei vier Portugiesischen Weilweinen
(Arinto, Bical, Fernao Pires, Vital) zum Vergleich der Proteinzusammensetzung, nicht zur
Aufreinigung der Proteine einsetzen. Bei dieser Untersuchung wird beobachtet, dass der erste
Peak mit den nicht an die Sdule bindenden Proteinen sowohl bei einem pH-Wert von 7.5 als
auch bei einem pH-Wert von 9,5 am stirksten ausgeprégt ist. Die Ergebnisse widersprechen
den eigenen Untersuchungen grundlegend, da bei einem pH-Wert von 7,7 die Peaks bei der
Auftrennung von Riesling und Sauvignon Blanc iiber ein breites Spektrum eluieren (Abbil-
dung 32, S. 99). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen die Aussage von DORRESTEIN ET AL,
dass jeder einzelne Wein ein charakteristisches Elutionsprofil aufweist, dies ist sowohl zwi-
schen verschiedenen Weinsorten als auch innerhalb einer Weinsorte bei verschiedenen Jahr-
gingen zu beobachten (vgl. Abbildungen 32 und 33). YOKOTSUKA/SINGLETON (1997) setzen
die Anionenaustauschchromatographie an einer HPLC-Apparatur im Anschluss an eine Am-
moniumsulfatfillung und eine GréBenausschlusschromatographie ein, wobei eine Separierung
einzelner Proteine erzielt werden kann. WATERS ET AL (1995) fiihren die Anione-
naustauschchromatographie zur Proteinaufreinigung bei einem pH-Wert von 8 durch, wobei
der eingesetzte Weilwein (Muscat of Alexandria) zuvor durch Ammoniumsulfatfidllung be-
handelt wird. In der Ausgangsprobe finden WATERS ET AL nur drei Proteinbanden im Moleku-
largewichtsbereich von 24 bis 34 kDa, wobei nach der Aufreinigung eine weitere bei 13 kDa
hinzukommt. Die Anionenaustauschchromatographie resultiert in 13 Peaks, eine Isolierung

einzelner Proteine wird teilweise erreicht. In der ersten Fraktion nach Abtrennung ungebun-
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dener Proteine eluiert ein 24 kDa Protein, die weiteren Peaks enthalten Proteingemische, wo-
bei Proteine mit einem Molekulargewicht von 24, 28 und 32 kDa dominieren. Diese werden
von WATERS ET AL (1996) mittels N-terminaler Sequenzierung den Thaumatin-dhnlichen Pro-
teinen und Chitinasen zugeordnet. Im Gegensatz zu dieser Untersuchung werden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit bei den untersuchten Weillweinsorten Riesling und Sauvignon Blanc
zusitzlich Proteine im hoheren Molekulargewichtsbereich beobachtet. Die Aufreinigung mit-
tels Anionenaustauschchromatographie zeigt, dass ein Teil der Proteine nicht an den Anio-
nenaustauscher bindet, wobei sich diese Proteine iiber einen Molekulargewichtsbereich von
12 bis 30 kDa erstrecken. Nach einer Elutionszeit von 28 min bei einer Flussrate von 3
ml/min eluiert ein Peak, der sowohl ein Protein bei 24 kDa als auch bei 63 kDa enthélt. In den
zwei Hauptpeaks, die nach 30 min bis 40 min eluieren, sind zwei Proteine mit Molekularge-
wichten von 75 kDa und 100 kDa enthalten, wie mittels SDS-PAGE gezeigt wird. Die Kon-
zentration der Proteine, die iiber den Anionentausch erhalten werden, ist vergleichsweise ge-
ring und nur mittels Silberfarbung auf einer SDS-PAGE detektierbar. In allen weiteren Peaks
konnen keine weiteren Proteine gefunden werden, was einerseits an der geringen Konzentra-
tion liegen konnte und andererseits daran, dass die weiteren Peaks Phenole enthalten, die auch

in diesem Bereich absorbieren.

Im Anschluss an die Anionenaustauschchromatographie wird in der vorliegenden Arbeit die
GroBenausschlusschromatographie zur Trennung des 23 kDa und des 63 kDa-Proteins einge-
setzt. Hierfiir werden die zwei entsprechenden Fraktionen von sechs Anionenaustauschldufen
vereinigt, mittels Zentrifugalkonzentratoren konzentriert und auf eine S-100-Sdule gegeben.
Die Absorption bei 280 nm liegt bei maximal 0,01, eine Detektion mittels SDS-PAGE ist
nicht moglich. Die Proteinverluste sind wahrscheinlich sowohl auf Verluste wéhrend der
FPLC als auch wihrend der Konzentrierung mittels Zentrifugalkonzentratoren zuriickzufiih-
ren. Folglich miissten bei erneuten Versuchen einerseits noch mehr Anionenaustauschliufe
vereinigt werden, d.h. insgesamt muss die eingesetzte Menge an Wein erhoht werden, ande-
rerseits konnte die zeitintensivere Konzentrierung mittels Dialyse und Gefriertrocknung im

Anschluss an die Anionenaustauschchromatographie Verluste mindern.

Die Proteine, die nicht an die Sdulenmatrix des Anionenaustauschers binden, sollten iiber ei-
nen Kationenaustauscher weiter aufgetrennt werden. Die Kationenaustauschchromatographie
zur Aufreinigung von Proteinen aus Asario-Weilwein wird von MONTEIRO ET AL (1999) ein-
gesetzt. Als Proteine in diesem Wein werden insgesamt nur drei Proteinbanden im Bereich
von 20 bis 25 kDa detektiert. Diese konnen teilweise durch einen kontinuierlichen Gradienten

voneinander getrennt werden, eine Identifizierung der Proteine wird nicht durchgefiihrt.
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DORRESTEIN ET AL (1995) fithren eine Kationenaustauschchromatographie zum Vergleich von
vier Portugiesischen Weinsorten durch, wobei sie Unterschiede im Elutionsprofil beobachten,
eine weitere Analyse jedoch nicht durchfithren. CANALS ET AL (1998) setzen die Katione-
naustauschchromatographie im Anschluss an eine Gelfiltration ein und erreichen eine Auf-
trennung der Proteine im Molekulargewichtsbereich von 20 bis 25 kDa anhand der Ladung,
eine Identifizierung/Zuordnung der erhaltenen Proteine wird auch in dieser Arbeit nicht

durchgefiihrt.

Immunologische Methoden, d.h. die Herstellung polyklonaler Antikdrper in Verbindung mit
der Durchfiihrung eines Western Blots, setzen MONTEIRO ET AL (1999), FERREIRA ET AL
(2000) ebenso wie DAMBROUCK ET AL (2003) zur Untersuchung der Herkunft von Weinprote-
inen und zur Uberpriifung der strukturellen Verwandtschaft in Weinen verschiedener Rebsor-
ten ein.

Im Rahmen meiner Arbeit wird der Western Blot zur Detektion Thaumatin-dhnlicher Proteine
im Wein eingesetzt. Verwendung findet ein kommerziell erworbener polyklonaler Thaumatin-
Antikorper. Die Ergebnisse des Western Blots zeigen, dass eine Reaktion Thaumatin-
dhnlicher Protein aus dem Wein mit dem Thaumatin-Antikorper aus Thaumatococcus daniel-
lii stattfindet. Wihrend bei gleicher eingesetzter Menge beim Weilwein und Rotwein nur
Proteine im Bereich von 20 bis 25 kDa angefirbt werden, d.h. dem Molekulargewichtsbe-
reich, in dem sich die TLP befinden, ist beim Portugieser WeiBlherbst eine zusitzliche Fir-
bung bei 100 kDa zu beobachten. Dies konnte einerseits auf die Unspezifitit des Antikorpers
hindeuten, andererseits auf das Vorhandensein von strukturell dhnlichen Proteinen wie den
TLP in diesem Bereich.

Auch stellen immunologische Methoden eine Grundlage zur Entwicklung neuer Verfahren
zur spezifischen Entfernung der Proteine im Wein dar. So konnte durch den Aufbau einer
Affinitdtssdule mit Thaumatin-Antikorpern eine spezifische Entfernung Thaumatin-dhnlicher
Proteine erreicht werden. Die Notwendigkeit zur Entfernung der TLP ergibt sich aus ihrem
Einfluss auf die Instabilitit von Weinen. Auch stellen TLP potentielle Allergene dar. Sollte
die allergene Wirksamkeit auch fiir TLP aus dem Wein nachgewiesen werden, ist eine Entfer-

nung dieser von grofler Bedeutung.
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4.5 Glykosylierung der Weinproteine

Die vergleichsweise wenigen publizierten Untersuchungen zur Glykosylierung von Weinpro-
teinen sind widerspriichlich. Wihrend in einigen Veroffentlichungen von einer Glykosylie-
rung aller bzw. eines GrofBteils der Weinproteine ausgegangen wird [ YOKOTSUKA ET AL 1994,
YOKOTSUKA ET AL 1991, YOKOTSUKA ET AL 1997 DAMBROUCK ET AL 2003, MARCHAL ET AL
1997] beschreiben andere nur einen geringen Teil der Weinproteine als glykosyliert
[HSU/HEATHERBELL 1987, WATERS ET AL 1995, RUIZ-LARREA ET AL 1998].

In der vorliegenden Arbeit wird die Glykosylierung der Weinproteine einerseits mit der PAS-
Féarbung einer SDS-PAGE und andererseits mit einem Lektinbindungs-Assay mit Concanava-
lin A (Con A) durchgefiihrt. Diese Untersuchungen zeigen Glykoproteine in einem breiten
Molekulargewichtsbereich. Sowohl beim Weillwein (Riesling) als auch beim Rotwein (Portu-
gieser) findet sich ein hoher Anteil an Glykoproteinen im hochmolekularen Bereich, wie die
PAS-Farbung einer SDS-PAGE zeigt. Diese Beobachtung ist bereits in der Literatur beschrie-
ben [MARCHAL ET AL 1997, RUIZ-LARREA ET AL 1998, DAMBROUCK ET AL 2003]. Da die mit
der PAS-Firbung sichtbar gemachten Banden durch eine Coomassie-Fiarbung jedoch nicht
sichtbar sind, ist davon auszugehen, dass diese Glykoproteine mit einem hohen Anteil an
Kohlenhydraten darstellen. Hierbei konnte es sich folglich um Mannoproteine aus der Hefe
handeln. DAMBROUCK ET AL (2003) haben in ihrer Arbeit mittels Anti-Hefe-Antikdrpern die
Herkunft der hohermolekularen Glykoproteine aus der Hefe bestitigt. Auch das Vorkommen
von Arabinogalaktan-Proteinen (AGPs) in Carignan Noir Trauben und Wein mit Molekular-
gewichten von 110 kDa, 176 kDa sowie 224 kD, deren Proteingehalt geringer als 10 % liegt,
wurde bereits beschrieben. Die Arabinogalaktan-Proteine werden wahrscheinlich durch pekto-
lytische Enzyme aus Traubenpektin freigesetzt [PELLERIN ET AL 1993, SAULNIER ET AL 1992].
Aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae freigesetzte Mannoproteine konnten ebenfalls aus
Wein isoliert werden. Diese mannosereichen Glykoproteine finden sich vorwiegend im ho-
hermolekularen Bereich bei 252 kDa, 420 kDa und 560 kDa, wobei auch Mannoproteine bei
110 kDa sowie bei 53,4 kDa gefunden werden. Der Proteingehalt dieser Mannoproteine liegt
in der Regel bei 2,5 bis 15 % [GONCALVES ET AL 2002, WATERS ET AL 1994, WATERS ET AL
1993]. Mannoproteine werden ebenso wie die Arabinogalactan-Proteine im Zusammenhang
mit einer Reduktion von Weintriibungen diskutiert [CARIDI 2006, WATERS ET AL 1994, WA-

TERS ET AL 1993].

Die Glykoproteinbestimmungen mit der Perjodsidurefirbung und dem Lektin-Bindungsassay
zeigen, dass auch im Bereich von 20 bis 30 kDa Glykoproteine vorhanden sind. Bei einem

Riesling Weiwein werden mit der PAS-Firbung Proteinbanden bei 20 kDa, 25 kDa, 28 kDa
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und 30 kDa sichtbar gemacht. Auch HSU/HEATHERBELL (1987) finden in einem Riesling bei
einem Molekulargewicht von 25 kDa sowie bei 28 kDa glykosylierte Proteine mittels eines
Lektin-Bindungsassays, wobei keine weiteren glykosylierten Proteine detektiert werden.

Auch bei dem in dieser Arbeit untersuchten Portugieser Rotwein, ebenso wie bei einem Por-
tugieser WeiBherbst ist die Proteinbande bei 20 kDa intensiv ausgepridgt und eine weitere Pro-
teinbande ist bei 28 kDa zu erkennen. Das Vorkommen von Glykoproteinen im Molekular-
gewichtsbereich zwischen 20 und 30 kDa ist fiir die Weinsorten Riesling, Gewiirztraminer,
Chardonnay, Koshu sowie Muscat Baily A bereits in der Literatur beschrieben
[HSU/HEATHERBELL 1987, YOKOTSUKA ET AL 1991, YOKOTSUKA ET AL 1994, YOKOTSUKA ET
AL 1997, MARCHAL ET AL 1996, DAMBROUCK ET AL 2003]. Eine eindeutige Zuordnung der
Proteine konnte meines Wissens bislang nicht erzielt werden. MARCHAL ET AL (1996) ordnen
die Proteinbande mit 24/25 kDa einem N-glykosylierten Protein aus der Traube zu. Da in den
untersuchten Weinen die Thaumatin-dhnlichen Proteine den Hauptanteil der Proteine bei 20
bis 25 kDa stellen, konnte es sich bei der 20 kDa-Proteinbande moglicherweise um TLP han-
deln. In anderen Friichten werden glykosylierte Thaumatin-dhnliche Proteine bzw. Thauma-
tin-dhnliche Proteine mit potentiellen Glykosylierungsstellen beschrieben. Ein Beispiel ist das

TLP Mal d 2 aus dem Apfel, welches als Allergen bekannt ist [KREBITZ ET AL 2003].

Wihrend bei den in der Weintraube vorkommenden Thaumatin-dhnlichen Proteinen das
VVTLI1 und ein putatives TLP (gi 7406716) keine potentiellen Glykosylierungsstellen besit-
zen, sind bei anderen Thaumatin-dhnlichen Proteinen (gi 7406714, gi 33329390) zwei poten-

tielle Glykosylierungsstellen vorhanden [CILINDRE ET AL 2008].

Auch bei 38 und 40 kDa werden im Portugieser Rotwein glykosylierte Proteine gefunden.
Diese konnen keinen Proteingruppen zugeordnet werden. Moglicherweise konnte es sich
hierbei auch um Hefeproteine handeln. Von den identifizierten Hefeproteinen in dem Portu-
gieser Rotwein sind das kovalent gebundene Zellwandprotein 11 [Vorlduferprotein] mit 23,2
kDa, das Zellwandprotein CWP 1 [Vorlduferprotein] mit 24,3 kDa, die Endochitinase [Vor-
lauferprotein] mit 59 kDa als stark O-glykosylierte Proteine bekannt. Das Protein TOS 1
[Vorlduferprotein] mit 48 kDa, die Glykosidase CRH1 [Vorlduferprotein] mit 52,7 kDa und
das Protein ECM 33 [Vorlduferprotein] mit 48,3 kDa haben potentielle Glykosylierungsstel-

len. Uber Western Blots beispielsweise konnte die Herkunft dieser Proteine geklirt werden.

Ein weiteres glykosyliertes Protein findet sich bei den in dieser Arbeit untersuchten Weinsor-
ten (Riesling, Portugieser und Portugieser Wei3herbst) bei 60 bis 70 kDa. Diese Beobachtung
wird auch von DAMBROUCK ET AL (2003) sowie von MARCHAL ET AL (1997) gemacht, wobei

es sich nach Autorenaussage wahrscheinlich um ein N-glykosyliertes Protein aus der Traube
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handelt. Dies konnte folglich die Invertase der Weinbeere sein, die mittels massenspektro-
metrischer Analyse in diesem Bereich gefunden wird. Die Invertase besitzt zwolf potentielle
Glykosylierungsstellen und liegt im Wein vermutlich in verschiedenen Glykosylierungsfor-

men vor [DAMBROUCK ET AL 2005, CILINDRE ET AL 2008].

4.6 Stabilisierung der Proteine im Wein

Triibungen durch Aggregieren und Ausfillen von Proteinen reduzieren die Weinqualitit so-
wie die Verbraucherakzeptanz und stellen somit ein erhebliches Problem fiir Winzer dar.

Da Proteine zu Triibungen, insbesondere wihrend der Lagerung, fithren konnen, ist eine Be-
seitigung dieser eines der Ziele weintechnologischer Malnahmen und erfolgt vor allem im
Rahmen der Schonung. Seit Jahrzehnten wird bevorzugt Bentonit als Schonungsmittel einge-
setzt, trotz der unspezifischen Proteinentfernung und der Qualitétsbeeintrichtigung. Die zum
Wein bzw. Most gegebene Bentonitmenge erhoht sich durch die moderne Art der Weinberei-
tung zunehmend [WATERS ET AL 1995, RIBEREAU-GAYON ET AL 2006, FERREIRA ET AL 2002].
Da viele Proteine trotz der Schonung im Wein verbleiben und Bentonit auch die organolepti-
schen Eigenschaften des Weins beeintrichtigt, ist es Ziel, neue Methoden zu entwickeln, die
zur Beseitigung aller Proteine fiihren. Als Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer Metho-
den muss die nach wie vor nicht vollstindig geklirte Frage beantwortet werden, welche Prote-
ine und welche weiteren Weininhaltsstoffe fiir die Triibungen verantwortlich sind. Es konnte
gezeigt werden, dass der Gesamtproteingehalt keine gute Aussage fiir die Tendenz Triibungen
zu entwickeln liefert [BAYLY/BERG 1967, WATERS ET AL 1992, FERREIRA ET AL 2002, PASHO-
VA ET AL 2004, MESQUITA ET AL 2001, FUKUI/YOKOTSUKA 2003, SIEBERT ET AL 1996]. Protei-
ne mit einem Molekulargewicht von 20 bis 30 kDa mit einem pl, der hoher als der pH-Wert
des Weines liegt, scheinen die am stdrksten zur Instabilitit beizutragenden Proteine zu sein
[MORENO-ARRIBAS ET AL 2002, WATERS ET AL 1992, RUIZ-LARREA ET AL 1998]. WATERS ET
AL (1996) identifizierten die Endochitinase und die Thaumatin-dhnlichen Proteine als trii-

bungsverursachende Proteine im Chardonnay Weilwein.

In dem in dieser Arbeit untersuchten Portugieser Rotwein sowie dem Riesling sind Thauma-
tin-dhnliche Proteine enthalten, wobei im Rotwein zusétzlich eine Endochitinase vorkommt.
Tests zur Uberpriifung der Weinstabilitit werden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchge-
fiihrt, befinden sich jedoch in Vorbereitung.

Neben den Proteinen werden zunehmend eine Reihe weiterer Faktoren fiir die Bedeutung der
Weinstabilitdt diskutiert, wie beispielsweise der Gehalt an Polyphenolen, der pH-Wert und

das Vorhandensein von Polysacchariden. Wahrscheinlich ist das Vorhandensein der Proteine
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in Verbindung mit nicht-Protein-Komponenten fiir das Verursachen der Triibungen verant-
wortlich. Triibungen stellen ein zunehmendes Problem dar, da genetisch modifizierte Weine
mit einer Uberexpression von PR-Proteinen (u.a. TLP, Chitinasen) geziichtet werden, um eine
Pilzresistenz zu erzielen [FERREIRA ET AL 2002, MESQUITA ET AL 2001, PASHOVA ET AL 2004,
SANTORO 1995, WATERS ET AL 1995, DAWES ET AL 1994].

Verschiedene Methoden zur Beseitigung bzw. Verhinderung des Auftretens von Triibungen
wie der Einsatz von proteolytischen Enzymen, Ultrafiltration oder Chitin sind bislang nicht
erfolgreich und gehen meist mit dem Verlust von wichtigen organoleptischen Komponenten
einher [FERREIRA ET AL 2002, WATERS ET AL 1992, WATERS ET AL 1995, VINCENZI ET AL
2005]. Aktuell werden verschiedene Glykoproteine wie Mannoproteine, Arabinogalaktan-
Proteine sowie Rhamnogalakturonan zur Verbesserung der Weinstabilitit diskutiert. Eine
Reduktion der sichtbaren Triibungen kann aller Wahrscheinlichkeit nach durch eine Redukti-
on der Partikelgroe der Trubstoffe oder durch eine Vermeidung der Proteinaggregation er-
reicht werden, so dass sich nicht der Gehalt der Proteine dndert, sondern diese auf einer Grofie
gehalten werden, die nicht zu sichtbaren Triibungen fiihrt [WATERS ET AL 1994, DUPIN ET AL
2000B, GONCALVES ET AL 2002, GONZALES-RAMOS/GONZALEZ 2006, CARIDI 2006, DU-

FOUR/BAYONOVE 1999].
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4.7 Allergenes Potential der Weinproteine

In der Literatur wird in einigen Fallstudien von Personen berichtet, die an einer Allergie ge-

geniiber Weinbeeren und den daraus hergestellten Produkten wie Wein leiden. Eine Ubersicht

hierzu ist in Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Studien zum Auftreten von Trauben- und Weinallergien

Land Anzahl Allergiker Wein-/Traubensorte Referenz
Deutschland 1 Erwachsener Blaue Trauben, weifle SCHAD ET AL 2005
Trauben, Weillwein, Rot-
wein
1 Erwachsener Rotwein, Weillwein, SBORNIK ET AL 2007
Trauben
Schweiz 1 Erwachsener Rote Americana-Trauben | BIRCHER ET AL 1999
Italien 1 Erwachsener Weillwein, Rotwein, GIANNOCCARO ET AL
Trauben 1998
1 Erwachsener Weillwein, Rotwein, wei- | SENNA ET AL 2001
Be Trauben
14 Erwachsene Vino novello, Fragolino, PASTORELLO ET AL
Trauben 2003
1 Erwachsener Rote Traube, weifle Trau- | BORGHESAN ET AL
be, Rotwein, Weillwein, 2004
Prosecco
Spanien 1 Kind Blaue Trauben, Weille RODRIGUEZ ET AL 2001
Trauben
14 Kinder Trauben, Traubensaft RODRIGUEZ ET AL 2004
Griechenland 13 Erwachsene Trauben KALOGEROMITROS ET
AL 2004
11 Erwachsene Rotwein, Weilwein, KALOGEROMITROS ET
Schaumwein, rote Trauben | AL 2005
61 Kinder und Er- RoteTrauben, weile Trau- | KALOGEROMITROS ET
wachsene ben, Rotwein, Weillwein, |AL 2006
Traubensaft
Tiirkei 1 Erwachsener Weille Trauben KARAKAYA/KALYONCU
2000

Das Alter der betroffenen Personen erstreckt sich vom Kindesalter bis ins hohe Erwachsenen-

alter. Eine Vielzahl der Trauben/- bzw. Weinallergiker zeigt allergische Reaktionen gegen-
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iiber weiteren Lebensmitteln, insbesondere gegeniiber Friichten der Rosacceae-Familie sowie
vereinzelt gegeniiber Pollen und Latex. Die Berichte zu Trauben-/ bzw. Weinallergikern héu-
fen sich in der Mittelmeerregion (Griechenland, Italien, Spanien), einzelne Fille sind jedoch
auch in Deutschland, der Schweiz und den Vereinigten Staaten von Amerika beschrieben
[CLAYTON/BUSSE 1980, GIANNOCCARO ET AL 1998, VASWANI ET AL 1999, BIRCHER ET AL
1999, KARAKAYA/KALYONCU 2000, SENNA ET AL 2001, RODRIGUEZ ET AL 2001, PASTORELLO
ET AL 2003, KALOGEROMITROS ET AL 2004, RODRIGUEZ ET AL 2004, BORGHESAN ET AL 2004,
KALOGEROMITROS ET AL 2005, SCHAD ET AL 2005, KALOGEROMITROS ET AL 2006, VASSILO-
POULOU ET AL 2007, SBORNIK ET AL 2007]. Die klinische Reaktion setzt in einem Zeitraum
von einer Minute bis zwei Stunden nach dem Konsum ein [KALOGEROMITROS ET AL 2005,
CLAYTON/BUSSE 1980, KALOGEROMITROS ET AL 2006, SCHAD ET AL 2005]. Symptome betref-
fen die Haut, das Atmungssystem, das Herz-Kreislaufsystem sowie den Gastrointestinaltrakt
[KALOGEROMITROS ET AL 2006, PASTORELLO ET AL 2003, SCHAD ET AL 2005, VASSILOPOULOU
ET AL 2007].

Bei den Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit in der Hautklinik durchgefiihrt wer-
den, zeigt sich keine signifikante allergische Reaktion gegeniiber Trauben-/ und Weinextrak-
ten der Rebsorten Riesling und Cabernet Sauvignon aus dem Rheingau bei Patienten, die ent-
weder eine Griserallergie oder eine nicht bekannte Allergie haben. Getestet wird dies anhand
der Zytokinausschiittung von IL-4 und IL-5 sowie der T-Zell-Proliferation. Anzumerken ist,
dass diese Untersuchungen lediglich einen ersten Vorversuch darstellen, da die Probandenzahl
zu gering ist, um eine statistische Aussage treffen zu konnen. Auch wurden in den vorliegen-
den Untersuchungen Probanden mit einer Griserallergie bzw. einer nicht bekannten Allergie
eingesetzt. Im Folgenden wire es von Bedeutung, dass Blutseren von Personen in reprisenta-
tiver Anzahl verwendet werden, von welchen bekannt ist, dass sie auf Lipid Transfer Proteine,
Thaumatin-dhnliche Proteine oder Chitinasen bzw. auf die Obstsorten, die diese Proteine als
Hauptallergene enthalten, allergisch reagieren, da Proteine dieser Familien als potentielle Al-
lergene im Wein diskutiert werden. Wie in Kapitel 3.7 ausgefiihrt, besitzen Lipid Transfer
Proteine, Thaumatin-dhnlichen Proteine sowie bedingt die Endochitinase strukturelle Ahn-
lichkeit mit bekannten und weit verbreiteten Allergenen. Von Interesse erscheint es nun, ob
beispielsweise Apfelallergiker, die auf das Thaumatin-ihnliche Protein des Apfels (Mal d 2)
eine allergische Reaktion zeigen, auch auf ein Thaumatin-dhnliches Protein aus dem Wein
reagieren.

Die Diagnostik von Weinallergikern gestaltet sich schwierig, da es keine standardisierten
Tests speziell fiir Weinproteine gibt, eine allergische Reaktion hdufig nur schwer einem be-

stimmten Lebensmittel zugeordnet werden kann und einige Personen den potentiellen Aller-
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gieausloser meiden anstatt den Arzt zu konsultieren. Da eine Weinallergie jedoch zu schweren
anaphylaktischen Reaktionen fithren kann, ist eine Untersuchung der potentiell allergenen

Proteine notwendig. Auf die potentiellen Allergene im Wein wird im Folgenden eingegangen.

Pathogenese bezogene Proteine und Allergenitiit

25 % aller Pflanzenallergien, die in der offiziellen Allergen-Datenbank der International Uni-
on of Immunological Societies gelistet sind, werden der Gruppe der Pathogenese bezogenen
Proteine (PR-Proteine) zugeordnet [HOFFMANN-SOMMERGRUBER 2002]. PR-Proteine zeichnen
sich durch Eigenschaften aus, die charakteristisch fiir Allergene sind. Es sind in der Regel
kleine Proteine (5 bis 70 kDa), die bei niedrigen pH-Werten stabil und resistent gegeniiber
Proteolyse sind [HOFFMANN-SOMMERGRUBER 2002]. Die Liste der PR-Proteine umfasst der-
zeit siebzehn Proteinfamilien, wobei nach aktuellem Wissensstand in den sieben im Folgen-
den aufgefiihrten Familien der PR-Proteine Allergene zu finden sind [BREITENEDER/EBNER

2000, VAN LOOM/VAN STRIEN 1999, HOFFMANN-SOMMERGRUBER 2000, EBNER ET AL 2001,

VAN LOON ET AL 2006].
PR-2 B3-1,3-Glukanasen
PR-3 Chitinasen Klasse I, II, IV
PR-4 Chitinasen Klasse I, II
PR-5 Thaumatin-dhnliche Proteine
PR-8 Klasse III Chitinasen
PR-10 Ribonuklease-dhnliche Proteine (Bet v 1-homologe Proteine)
PR-14 Lipid Transfer Proteine

Die im Wein bzw. in der Weintraube enthaltenen potentiellen Allergene, die alle der Gruppe

der PR-Proteine zuzuordnen sind, werden im Folgenden diskutiert.

Thaumatin-dhnliche Proteine

Thaumatin-dhnliche Proteine (TLP) enthalten sechzehn konservierte Cysteine, die acht Disul-
fidbriicken ausbilden, welche die Hitzestabilitdt sowie die Resistenz gegeniiber Proteasen und
pH-induzierter Denaturierung bedingen. Die Bildung der Disulfidbriicken scheint fiir die IgE-
Bindungsfihigkeit wichtig zu sein [BREITENEDER 2004]. Wie der Sequenzvergleich und das

Proteinmodell eines TLP aus der Weinbeere auf Grundlage des TLP aus der Banane in Abbil-
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dung 39 (S. 111) zeigt, sind die sechzehn Cysteine konserviert und konnen theoretisch acht
Disulfidbriicken ausbilden.
Aus der Familie der Thaumatin-dhnlichen Proteine sind die in Tabelle 28 gelisteten Proteine

bereits als Nahrungsmittelallergene beschrieben.

Tabelle 28: TLP-Allergene in Nahrungsmitteln [www.allergen.org, Stand 01.10.2008]

Allergen Spezies Literatur
Mal d 2 Apfel (Malus domestica) HSIEH ET AL 1995, KREBITZ
ET AL 2003
Pru av 2 SiiBkirsche (Prunus avium) INSCHLAG ET AL 1998
Capal Paprika (Capsicum annuum) | FUCHS ET AL 2002, JENSEN-

JAROLIN ET AL 1998

Actd?2 Kiwi (Actinidia deliciosa) GAVROVIC-JANKULOVIC ET
AL 2002
Banane (Musa acuminata) LEONE ET AL 2006
Lyc e NP24 Tomate (Lycopersum escu- GHOSH/CHAKRABARTI 2008
lentum)
Traube (Vitis vinifera) PASTORELLO ET AL 2003

In Pollen sind bislang folgende TLP als Allergene beschrieben: Jun a 3 in der Bergzeder (Ju-
niperus ashei), Cup a 3 in der Arizona-Zypresse (Cupressus arizonica), Cup s 3 in der Italie-
nischen Zypresse (Cupressus sempervirens) sowie Jun v 3 im Virginischen Wacholder
(Juniperus virginiana) [MIDORO-HORIUTI ET AL 2000, TOGAWA ET AL 2006,

WWW.ALLERGEN.ORG].

Dass Thaumatin-dhnliche Proteine aus Weintrauben allergische Reaktionen ausldosen konnen,
wurde von PASTORELLO ET AL (2003) gezeigt, die in Weinbeeren ein TLP mit einem Moleku-
largewicht von 24 kDa als Minorallergen beschreiben, auf das drei der vierzehn untersuchten
Traubenallergiker reagieren. Die N-terminale Sequenz zeigt groBe Ubereinstimmungen zu
den als Allergenen beschriebenen Thaumatin-dhnlichen Proteinen aus der Kirsche (Pru av 2)
und dem Apfel (Mal d 2). Bei Personen, die eine allergische Reaktion nach Weinkonsum zei-
gen, 10st das TLP keine Reaktion aus. Ob im Wein enthaltene Thaumatin-dhnliche Proteine
allergene Reaktionen auslosen konnen, bedarf somit weiterer Untersuchungen. Wihrend
SBORNIK ET AL (2007) in einer Fallstudie die Ergebnisse von PASTORELLO ET AL bestitigen,
wird bei Untersuchungen von VASSILOPOULOU ET AL (2007) hingegen keine allergische Reak-

tion durch Thaumatin-dhnliche Proteine aus der Weinbeere ausgelost. Unterschiede beim Al-
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ter der Patienten und der Region werden als Ursachen fiir die unterschiedlichen Ergebnisse

diskutiert.

Die Sequenzidentititen und /—dhnlichkeiten der in dem Portugieser Rotwein gefundenen
Thaumatin-dhnlichen Proteine mit den bekannten Allergenen dieser Klasse aus Apfel, Kir-
sche, Kiwi, Banane, Paprika, Tomate, Bergzeder sowie Arizona-Zypresse sind in Tabelle 23
(S. 109) dargestellt. Es zeigt sich, dass die Sequenzidentititen im Bereich von 31 bis 57 %,
die Sequenzidhnlichkeiten im Bereich von 44 bis 82 % liegen. Dies ldsst vermuten, dass
Kreuzreaktionen moglich sind. Die Sequenzidentitit im Sequenzbereich der drei bekannten
IgE-Bindungsepitope aus der Bergzeder [SOMAN ET AL 2000] liegt fiir die entsprechenden
Peptide bei 50 %, 61,5 % und 21,4 %, so dass zwei der drei Peptide auch bei der Weintraube
IgE-Bindungsfihigkeit besitzen konnten. Das vierte Peptid, dessen IgE-Bindungsfihigkeit
noch nicht eindeutig zugewiesen werden konnte, stimmt in 63,6% mit der entsprechenden
Aminosiureregion der Weintraube iiberein. Aussagen zur IgE-Bindungsfahigkeit lassen sich
alleine anhand der Sequenzidentitit jedoch nicht treffen, da die Struktur von entscheidender
Bedeutung fiir die IgE-Bindungsfihigkeit ist. Kristallstrukturen von Thaumatin-dhnlichen
Proteinen sind aus Mais, Tabacco, Kirsche, Banane wund Tomate bekannt
[HTTP://WWW .PDB.ORG/PDB/HOME/HOME.DO, BATALIA ET AL 2000, KOIWA ET AL 1999, LEONE
ET AL 2006, GOSH/CHAKRABARTI 2008, DALL"ANTONIA ET AL 2005]. Diese zeigen grofle
strukturelle Ahnlichkeiten, so dass auch von #hnlichen IgE-Bindungsepitopen ausgegangen
werden kann.

Auch mit den Pollenallergenen aus der Bergzeder ist die Sequenzédhnlichkeit der Thaumatin-
dhnlichen Proteine, die in Portugieser Rotwein gefunden werden, mit 57 bis 66 % vergleichs-
weise hoch. Die Bergzeder ist in Mexiko und den USA heimisch und fiihrt dort zu schwer-
wiegenden allergischen Reaktionen, in Deutschland findet sie jedoch keine Verbreitung. Eine
Allergie gegeniiber Thaumatin-dhnlichen Proteinen heimischer Pflanzen ist bislang nicht be-
schrieben.

Um mogliche Kreuzreaktivititen zwischen bekannten Allergenen und der Weinbeere bzw.
dem Wein zu testen miissten beispielsweise mit den aufgereinigten Thaumatin-dhnlichen Pro-
teinen Inhibierungsassays durchgefiihrt werden. Eine darauf folgende Uberpriifung der klini-
schen Relevanz konnte einerseits durch Laboruntersuchungen mit Blutseren von Patienten

erfolgen, andererseits durch Hauttests direkt am Patienten.
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Chitinasen

In einigen Pflanzen sind Allergene aus der Gruppe der Chitinasen beschrieben. Bekannte Le-

bensmittelallergene sind in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tabelle 29: Chitinase-Allergene in Nahrungsmitteln
[ALLFAM ALLERGEN LIST, WWW.ALLERGEN.ORG, Stand 01.10.2008]

Allergen Allergenquelle Referenz
Cass 5 Kastanie (Castanea sativa) DiIAZ-PEREALES ET AL 1998
Mus xp Banane (Musa x paradisiaca) |SANCHEZ-MONGE ET AL 1999
Persa 1 Avocado (Persea americana) |SOWKA ET AL 1998
Zizm 1 ,Chinesische Dattel, Jujube LEEET AL 2006
(Ziziphus mauritiana)
Traube (Vitis vinifera) PASTORELLO ET AL 2003

Neben den in Tabelle 29 aufgefiihrten Nahrungsmitteln sind die Chitinasen Der f 15 und Der f
18 als Allergene aus der Milbe beschrieben (Dermatophagoides farinae). Aulerdem findet
sich eine als Allergen identifizierte Chitinase (Hev b 11) in Latex (Hevea brasiliensis)
[WWW.ALLERGEN.ORG, WEBER ET AL 2003, MCCALL ET AL 2001].

PASTORELLO ET AL (2003) diskutieren die Klasse IV Endochitinase VVCHIA4 als das Protein,
das zum Auslosen einer Allergie in jungem Rotwein (Vino Novello und Vino Fragolino)
fiihrt. Eine Isoform mit einem geringfiigig niedrigerem Molekulargewicht — als VVCHIAB
benannt — wird identifiziert, jedoch nicht mit einer immunologischen Reaktion in Verbindung
gebracht. Wihrend auch SBORNIK ET AL (2007) in einer Fallstudie die Endochitinase als Trau-
ben-/bzw. Weinallergen bestitigen, fiihren VASSILOPOULOU ET AL (2007) allergische Reaktio-
nen gegeniiber Weintrauben nicht auf die Endochitinase zuriick. Diese Diskrepanz, die bereits
bei den Thaumatin-dhnlichen Proteinen beobachtet wurde, konnte auch hier auf Unterschiede
beim Alter der Patienten sowie auf regionale Unterschiede zuriickgefiihrt werden. Hier bedarf
es jedoch noch weiterer Untersuchungen, die insbesondere die regionale Verbreitung im Blick
haben sollten.

Ein interessanter Aspekt ist auch, dass Personen nicht auf gereiften und gelagerten Rotwein
reagieren, sondern nur auf Wein, der nicht gereift ist. Die Vermutung der Autoren liegt im
Polymerisierungsgrad der Polyphenole. Wihrend bei der Reifung zunehmend Polyphenole
mit den Proteinen Bindungen eingehen, liegt ein vergleichsweise groler Anteil der Proteine

bei jungem Rotwein noch in Losung vor.
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Auch konnten Unterschiede in der Rebsorte und in der Traubenkultivierung moglicherweise
einen Beitrag zur Erkldrung der unterschiedlichen Allergenitit liefern. Fragolino Wein, auf
welchen bei PASTORELLO ET AL (2003) allergische Reaktionen beobachtet werden, wird aus
Trauben der Art Vitis labrusca hergestellt. Es ist bekannt, dass Vitis labrusca-Trauben eine
vierfach hohere Chitinaseaktivitit aufweisen als Vitis vinifera-Trauben, woraus sich auch Un-
terschiede in der Allergenitit ergeben konnten. In Deutschland sind Trauben der Art Vitis
labrusca nicht verbreitet. VASSILOPOULOU ET AL (2007) setzen die Schale weiller Trauben der
Art Vitis vinifera ein, eine allergische Reaktion auf Chitinasen wird nicht beobachtet.

In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass eine Klasse IV Endochitinase mit einem
Molekulargewicht von 27 kDa auch in dem fertig ausgebauten Portugieser Rotwein gefunden
wird. Untersuchungen zur allergenen Wirksamkeit stehen noch aus.

Fiir die allergene Wirkung der Chitinasen scheint die N-terminale Hevein-Domine von ent-
scheidender Bedeutung zu sein: Klasse I Chitinasen mit einer N-terminalen Hevein-Domine
zeigen allergene Wirksamkeit, wihrend Klasse II Chitinasen, welchen diese Domiéne fehlt,
keine allergene Reaktion bewirken [DIAZ-PEREALES ET AL 1998, BLANCO ET AL 1999].

Hevein ist als Allergen, welches insbesondere in Latex aus dem Kautschukbaum Hevea brasi-
liensis weit verbreitet ist. Es wird im Zusammenhang mit dem Latex-Frucht-Syndrom disku-
tiert [DIAZ-PEREALES ET AL 1999, BEEZHOLD ET AL 1997]. Wie auch die Klasse IV Endochiti-
nase aus der Weinbeere wird es der PR-Familie 4 zugeordnet. Mit dem entsprechenden Se-
quenzabschnitt der im Wein identifizierten Endochitinase zeigt Hevein eine Sequenzidentitiit
von 30 % (siehe Abbildung 42). Im Bereich der zwei IgE-Bindungsepitope des Heveins liegt
die Sequenzidentitit bei 36,4 % und bei 25 %, so dass eine Kreuzreaktivitit zwischen Latex
und der Weinbeere der Sequenz nach zu urteilen nicht zu erwarten ist, wie dies beispielsweise
fiir eine Chitinase aus Reis beschrieben ist [ALENIUS ET AL 1996, BEEZHOLD ET AL 1997].
KARISOLA ET AL (2005) konnten zeigen, dass die isolierten Hevein-dhnlichen Dominen aus
Banane und Avocado eine allergische Reaktion auslosen konnten, nicht jedoch die entspre-
chende Endochitinase. Folglich sollte bei den Versuchen zur Allergenitit sowohl die Endochi-

tinase als auch die daraus isolierte Hevein-dhnliche Domine eingesetzt werden.

Lipid Transfer Proteine

Lipid Transfer Proteine zeichnen sich durch eine hohe Stabilitédt gegeniiber chemischen und
physikalischen Behandlungen wie Hitze, niedrigem pH-Wert und Proteolyse aus. Diese Ei-
genschaften sind gute Voraussetzungen fiir die Wirksamkeit der Lipid Transfer Proteine als

Nahrungsmittelallergene mit einer Sensibilisierung iiber den Gastrointestinaltrakt, da sie die
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sauren und proteolytischen Bedingungen im Magen-Darm-Trakt nahezu unbeschadet iiberste-
hen konnen [SALCEDO ET AL 2004, ASERO ET AL 2002, BALLMER-WEBER 2002, PASTOREL-
LO/ROBINO 2004]. Bislang konnten eine Reihe von Lipid Transfer Proteinen als Nahrungsmit-
telallergene identifiziert werden. Weite Verbreitung finden sie insbesondere in Friichten der
Rosaceae- Familie. Da Kreuzreaktivitidten auch zwischen botanisch nicht verwandten Pflan-
zenfamilien beobachtet werden, werden sie als wichtige Pan-Allergene diskutiert. Im Gegen-
satz zu den meisten anderen Nahrungsmittelallergenen tritt eine Sensibilisierung iiber den
Gastrointestinaltrakt bei Personen auf, die nicht auf die typischen Inhalationsallergene reagie-
ren. [PASTORELLO ET AL 1999, ASERO ET AL 2000, DiaAzZ-PERALES ET AL 2000, ASERO ET AL
2001, ASERO ET AL 2002, BALLMER-WEBER 2002, PASROTELLO/ROBINO 2004, ASERO ET AL
2007].

In Tabelle 30 sind als Nahrungsmittelallergene beschriebene Lipid Transfer Proteine gelistet.

Tabelle 30: Allergene aus der Gruppe der LTP in Nahrungsmitteln
[modifiziert nach PASTORELLO/ROBINO 2004, www.allergen.org; Stand: 01.10.2008]

Allergen Allergenquelle Referenz
Prup3 Pfirsich (Prunus persica) PASTORELLO ET AL 1999
Pruav 3 Kirsche (Prunus avium) SCHEURER ET AL 2001
Prud3 Pflaume (Prunus domestica) PASTORELLO ET AL 2001
Pru ar 3 Aprikose (Prunus armeniaca) PASTORELLO ET AL 2000
Mal d 3 Apfel (Malus domestica) PASTORELLO ET AL 1999
Cora8 Haselnuss (Corylus avellana) PASTORELLO ET AL 2002
Jugr3 Walnuss (Juglans regia) PASTORELLO ET AL 2004
Cass 8 Kastanie (Castanea sativa) DIAZ-PERALES ET AL 2000
Vitv 1 Traube (Vitis vinifera) PASTORELLO ET AL 2003
Zeam 1 Mais (Zea mays) PASTORELLO ET AL 2000
Aspao 1 Spargel (Asparagus officinalis) DIAZ-PERALES ET AL 2002
Lacs 1 Salat (Lactuca sativa) SAN MIGUEL-MONCIN ET AL 2003
Lyce3 Tomate (Lycopersicon esculentum) WWW.ALLERGEN.ORG
Citr3 Mandarine (Citrus reticulata) EBO ET AL 2007
Rubi3 Himbeere (Rubus idaeus) MARZBAN ET AL (unveroffentlicht;
NCBI-Homepage)
Fraa3 Erdbeere (Fragaria ananassa) WWW.ALLERGEN.ORG
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Neben den in Tabelle 30 aufgefiihrten Nahrungsmittelallergenen der Lipid Transfer Proteine
sind auch in Pollen und Latex Allergene dieser Familie bekannt, wie Amb a 6 in
beifulblittriger Ambrosie (Ambrosia artemisiifolia), Art v 3 in Beifuss (Artemisia vulgaris),
Par j 1 und Par j 2 in Mauer-Glaskraut (Parietaria judaica), Cas s 8 in Kastanie (Castanea
sativa), Cor a 8 in Haselnuss (Corylus avellana), Pla a 3 in der Platane (Platanus acerifolia),
Ole e 7 in Olive (Olea europea) sowie Hev b 12 in Latex (Hevea brasiliensis) [PASTOREL-
LO/ROBINO 2004, WWWW.ALLERGEN.ORG]. Weiterhin gibt es klinische Studien, die bei Patien-
ten mit einer Allergie gegeniiber Friichten der Rosacea-Familie auch allergische Reaktionen
auf ein breites Spektrum an pflanzlichen Nahrungsmitteln, beispielsweise aus den Familien
der Leguminosen (Hiilsenfriichte), Solanaceae (Nachtschattengewichse), Brassicaceae
(Kreuzbliitengewichse), Umbelliferae (Doldenbliitler) sowie Rutaceae (Rautengewichse)

finden [ASERO ET AL 2000, ASERO ET AL 2002].

Das Lipid Transfer Protein Vit v 1 ist das einzige Protein von Vitis vinifera, welches in der
Allergendatenbank der International Union of Immunological Societies gefithrt wird
[WWW.ALLERGEN.ORG]. Neben der von PASTORELLO ET AL beschriebenen Isoform P4 stufen
VASSILOPOULOU ET AL eine weitere Isoform P1 (aus weilen Trauben) als allergen ein, wel-
ches als Vit v 1.0101 benannt wird [PASTORELLO ET AL 2003, VASSILOPOULOU ET AL 2007,
WWW.ALLERGEN.ORG]. Es konnte gezeigt werden, dass die IgE-Bindungsfdhigkeit der Lipid
Transfer Proteine auch nach thermischer Behandlung noch vorhanden ist [BRENNA ET AL
2000, PASTORELLO/ROBINO 2004]. Dies zeigt sich auch am Beispiel der allergischen Reaktio-
nen gegeniiber Bier, die auf das LTP der Gerste, das den Brauprozess iibersteht, zuriickge-
fithrt werden [BREITENEDER/EBNER 2000].

Da eine allergische Reaktion bislang nur auf das Lipid Transfer Protein aus der Weinbeere
gezeigt wurde, und nicht auf das LTP im Wein, gilt es zu priifen, ob dieses Protein im Wein
noch vollstdndig intakt ist und eine IgE-vermittelte Allergiereaktion auslosen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit kann das Vorhandensein des Lipid Transfer Proteins Isoform 4 in
Portugieser Rotwein des Jahrgangs 2005 als auch fiir Dornfelder Rotwein der Jahrginge
2002, 2003, 2004 und 2005 gezeigt werden. Darauf aufbauend ist es Ziel, das LTP direkt aus
dem Wein zu isolieren und auf die IgE-Bindungsfihigkeit zu iiberpriifen. Auch soll aufbauend
auf den Ergebnissen dieser Arbeit iiberpriift werden, ob die Weinsorte, insbesondere der Un-
terschied zwischen Weil3- und Rotwein, einen Einfluss auf die Allergenitit ausiibt. Dies konn-
te von Bedeutung sein, da bei der Rotweinherstellung Proteine aus der Beerenschale wie das
LTP im Vergleich zum Weilwein vermehrt in den Wein gelangen und fiir die Friichte der
Rosaceae wie Apfel, Birne und Pfirsich gezeigt werden konnte, dass das allergene Potential

des LTP in der Schale hoher als im Fruchtfleisch ist [ASERO ET AL 2002, FERNANDEZ-
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RIVAS/CUEVAS 1999, PASROTELLO/ROBINO 2004]. Auf den Wein iibertragen wiirde dies be-
deuten, dass Rotwein mit dem wesentlich hoheren Gehalt an LTP moglicherweise auch ein

hoheres allergenes Potential besitzen konnte als WeiBBwein.

Ein interessanter Aspekt ist auch, ob die Lipid Transfer Proteine aus den Hybridreben, die in
dem untersuchten Portugieser Rotwein gefunden wurden, allergenes Potential zeigen und so-
mit die Art der Ziichtung moglicherweise die Allergenitdt der Weinbeere und des Weins be-

einflussen kann.

Die Allergie gegeniiber dem LTP aus der Weinbeere beruht laut PASTORELLO ET AL (2003)
auf einer primdren Sensibilisierung gegeniiber Pfirsich, da nur einige der IgE-
Bindungsepitope von Pfirsich in der Traube vorhanden sind. VASSILOPOULOU ET AL (2007)
hingegen postulieren eine primidre Reaktion gegeniiber der Weinbeere, da bei vielen der un-

tersuchten Patienten eine allergische Reaktion zunéchst auf die Weinbeere auftritt.

Die Sequenzidentititen und /-dhnlichkeiten der in Portugieser Rotwein gefundenen Lipid
Transfer Proteine mit bekannten Allergenen dieser Klasse sind in Tabelle 22 (S. 105) darge-
stellt. Ein Sequenz-/ und Strukturvergleich des LTP Pru p 3 aus dem Pfirsich und Vit v 1 aus
der Weinbeere ist in Abbildung 38 (S. 108) dargestellt. Die Sequenzidentitit liegt bei 60 %,
die Sequenzidhnlichkeit bei 81 %. Wihrend generell der Sequenzvergleich zur Vorhersage
einer IgE-Reaktivitidt nur bedingt aussagekriftig ist, konnte fiir Lipid Transfer Proteine ge-
zeigt werden, dass die Sequenzidentitit als gute Aussage in Bezug zur Pan-Allergenitit zu
sehen ist [SANKIAN ET AL 2005, ASERO ET AL 2001]. Hohe Kreuzreaktivititen werden zwi-
schen Friichten der Rosaceae-Familie, insbesondere der Prunoideae, die sich durch Sequenz-
identititen um 90 % auszeichnen, beobachtet. Mit einer Reihe weiterer Nahrungsmittel wie
beispielsweise auch der Weinbeere sind Kreuzreaktivititen beschrieben, was zur Bezeichnung
des LTP-Syndroms gefiihrt hat. Eine vergleichsweise geringe Kreuzreaktivitit hingegen be-
steht zwischen Pollen und Friichten wie beispielsweise dem Mauer-Glaskraut und dem Pfir-
sich, wo eine Sequenzidentitit kleiner 30 % besteht [PASTORELLO/ROBINO 2004, PASTORELLO
ET AL 2003, VASSILOPOULOU ET AL 2007, PASTORELLO ET AL 2002, BALLMER-WEBER 2002].
Bezeichnend fiir eine LTP-Allergie ist das hiufige Auftreten schwerwiegender systemischer
Reaktionen. Zuriickzufiihren ist dies auf die hohe Stabilitéit bei sauren und proteolytischen
Bedingungen, die es Lipid Transfer Proteinen ermoglichen, den Gastrointenstinaltrakt nahezu
unverdndert zu passieren [FERNANDEZ-RIVAS ET AL 1997, FERNANDEZ-RIVAS ET AL 2003,
PASTORELLO ET AL 2003, SCHOCKER ET AL 2004, PASTORELLO/ROBINO 2004].

Weiterhin charakteristisch fiir das sogenannte LTP-Syndrom ist die geographische Verteilung.

Wihrend es im Mittelmeerraum hdufig auftritt, ist es in Nord- und Mitteleuropa vergleichs-
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weise wenig verbreitet. In diesen Regionen ist eine Allergie gegeniiber Friichten mit einer
primdren Sensibilisierung gegeniiber Pollen verbunden, was beim LTP-Syndrom nicht der
Fall ist [BALLMER-WEBER 2002, SCHEURER ET AL 2001, PASTORELLO/ROBINO 2004]. Dass
sich das LTP-Syndrom nicht ausschlieflich auf den Mittelmeerraum beschrédnkt, zeigt eine
Fallstudie von SCHAD ET AL (2005), die bei einer deutschen Patientin eine allergische Reakti-
on gegeniiber Trauben und Wein auf das LTP zuriickfiihren.

Da zunehmend Obst aus Mittelmeerlidndern auch in Deutschland wihrend des gesamten Jah-

res konsumiert wird, konnte eine LTP-Allergie in Zukunft eine wachsende Rolle spielen.

Weitere potentielle Allergene der Weinbeere

VASSILOPOULOU ET AL (2007) diskutieren neben dem Lipid Transfer Protein als Majorallergen
eine Reihe weiterer Proteine als Minorallergene in der Weinbeere: Expansin mit einem Mole-
kulargewicht von 28 kDa, ein Polygalacturonase-inhibierendes Protein (PIP) mit 37,5 kDa,
eine B-1,3-Glukanase mit 39 kDa sowie ein nicht weiter identifiziertes Protein mit einem Mo-
lekulargewicht von 60 kDa. Diese Proteine konnen bei den in dieser Arbeit untersuchten

Weinsorten nicht gefunden werden.

RODRIGUEZ ET AL (2001) finden bei einem fiinfjahrigen Madchen mit einer Traubenallergie
als auslosendes Protein mittels Western Blot eines mit einem Molekulargewicht von 94 kDa,

welches jedoch nicht weiter identifiziert wurde.

SANKIAN ET AL (2005) zeigen, dass die IgE-Bindungsfihigkeit des Profilins Cru m 2, einem
Hauptallergen der Melone, durch Traubenextrakt inhibiert werden kann. Dies legt nahe, dass
eine Kreuzallergenitit zwischen dem Profilin der Melone und der Weinbeere besteht. In der

Weinbeere selbst wurde Profilin bislang nicht beschrieben.

Gegeniiber den bei der Weinherstellung teilweise eingesetzten proteinhaltigen Schonungsmit-
teln Eiweil und Hausenblase wurde bei Ei- bzw. Fischallergikern keine klinisch relevante
Reaktion beobachtet [ROLLAND ET AL 2006]. Eine weitere Studie findet in deutschen Weinen
keine Riickstinde der Schonungsmitte] Hausenblase, Fischgelatine und Kasein, wéihrend Ly-
sozym und Eiweil} in sehr geringen Mengen als Riickstinde im Wein gefunden werden, so
dass dahingehend eine Uberpriifung moglicher Allergien notwendig erscheint [WEBER ET AL
2007].
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Fazit

Untersuchungen zur Charakterisierung von Nahrungsmittelallergenen auf molekularer Ebene
stellen die Grundlage einer fundamentierten Diagnostik und Therapie dar. Die Diagnostik mit
kommerziellen Extrakten ist hdufig nicht optimal, da die Konzentrationen der einzelnen Pro-
teine im Gesamtextrakt zu niedrig sind, um detektiert zu werden. Aufgereinigte oder rekom-
binant hergestellte Extrakte sind somit fiir eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit anzustreben.
Weiterhin gilt es neue Allergene zu charakterisieren und Kreuzreaktionen zu definieren [DI-
AZ-PEREALES ET AL 2002, PASTORELLO/ROBINO 2004, CHAPMAN ET AL 2000, EIGENMANN
2004].

Die beschriebenen Fille der Wein-/ und Traubenallergiker zeigen, dass eine Wein-/ bzw.
Traubenallergie moglicherweise nicht so selten ist wie hdufig angenommen wird und ein ernst
zu nehmendes Problem mit teils schwerwiegenden Symptomen darstellt. Auch kénnen Sym-
ptome héufig nicht direkt der entsprechenden Allergie zugeordnet werden. Somit sind eine
epidemiologische Erfassung, die Kldrung des Mechanismus der Primirsensibilisierung sowie
der molekularen Struktur allergieauslosender Proteine und eine Uberpriifung der klinischen
Relevanz von groler Wichtigkeit [KALOGEROMITROS ET AL 2005, VASSILOPOULOU ET AL
2007].

Durch die im Rahnmen dieser Arbeit erlangten Kenntnisse der potentiell allergenen Proteine
im Wein konnen diese nun weiter charakterisiert sowie immunologisch untersucht werden.
Darauf basierend konnte ein diagnostisches Verfahren entwickelt werden, dass zu einer Er-
kennung von Weinallergenen fiihrt. Da von systemischen Reaktionen wie dem anaphylakti-
schen Schock nach Weinkonsum berichtet wird, konnten betroffene Patienten sehr davon pro-
fitieren. Auf weintechnologischer Basis konnten durch Kenntnis der Proteine Verfahren ent-

wickelt werden, die eine Entfernung der entsprechenden Proteine ermoglichen.
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5. Zusammenfassung

Untersucht wird die Proteinzusammensetzung verschiedener Weinsorten der Anbaugebiete
Rheinhessen, Rheingau und Pfalz. Es erfolgt erstmalig die Identifizierung der Proteine eines
Rotweins (Portugieser 2005 aus der Pfalz). Hierzu werden die Proteine mittels Dialyse und
Gefriertrocknung konzentriert, auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels ESI-Q-TOF-
Massenspektrometrie identifiziert. Von den identifizierten Proteinen des Rotweins stammen
zwolf aus der Weinbeere und sechs werden im Laufe der Weinbereitung durch die Hefe ein-
gebracht. Der Grof3teil der iiber die Weinbeere in den Wein gelangten Proteine ist der Gruppe
der Pathogenese bezogenen Proteine zuzuordnen.

Ein Vergleich der Proteinzusammensetzung verschiedener Rotweine, Weilweine und Rosé-
weine zeigt, dass ein gemeinsames Proteinspektrum in allen Weinsorten enthalten ist, es je-
doch auch Unterschiede hinsichtlich der Proteinzusammensetzung und Konzentration der ein-
zelnen Proteine zwischen den Rebsorten, insbesondere roten und weillen, gibt.

In Portugieser Rotwein des Jahrgangs 2005 aus der Pfalz sowie in Dornfelder Rotwein der
Jahrginge 2002, 2003, 2004 und 2005 kann das als Allergen beschriebene Lipid Transfer Pro-
tein (Isoform 4) nachgewiesen werden. In den untersuchten Weilweinsorten Riesling, Sau-
vignon Blanc, Morio Muskat sowie Gewiirztraminer ist dieses nicht bzw. nur in sehr geringen
Mengen enthalten. Ebenfalls nur in Rotwein wird eine Klasse IV Endochitinase identifiziert,
die als Allergen in jungem Rotwein bereits beschrieben wurde. Aullerdem bedingen Chitin-
asen zusammen mit den Thaumatin-dhnlichen Proteinen die Proteininstabilitiat. Thaumatin-
dhnliche Proteine stellen in allen Weinsorten den grof3ten Anteil der Proteine dar.

Viele der Weinproteine liegen in glykosylierter Form vor, was durch die Perjodsdurefdarbung
und den Lektinblot gezeigt werden kann.

Mit der Detektion von Thaumatin-dhnlichen Proteinen, Lipid Transfer Proteinen sowie einer
Endochitinase werden potentielle Allergene im Wein nachgewiesen sowie strukturell mit be-
kannten Allergenen verglichen. Die Kenntnis der Proteinzusammensetzung im Wein bildet
die Grundlage fiir weiterfiihrende Untersuchungen zur Weinstabilitit und zur Allergenitit von

Weinproteinen.
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7.1
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IL-5
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LC
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MALDI
MBTH
MS
MS/MS
MWCO
NBT
PAGE
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PR-Proteine
PVDF
PVP
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Abkiirzungsverzeichnis

Antikorper

Ammoniumperoxidsulfat
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Bicinchinonsédure (Bicinchoninic Acid)
Brom-4-Chlor-3-indoxylphosphat-p-toluidinsalz
Bovines Serum Albumin
[(3-Cholamidopropyl)dimethylammino]-1-propansulfonat
Dimethylformamid

Dithiothreitol
Ethylendiamin-Tetraessigsiure

Enzyme linked Immunosorbent Assay
Electrospray ionization-quadrupole time-of-flight
Fast Protein Liquid Chromatography

High Pressure Liquid Chromatography
Isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin E

Interleukin 4

Interleukin 5

Immobiler pH-Gradient

Kilodalton

Kalium Dodecylsulfat

Liquid Chromatography

Lipid Transfer Proteine

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation
3-Methyl-2-Benzothiazolinon-Hydrazon
Massenspektrometrie
Tandem-Massenspektrometrie

Molecular Weight Cut Of
p-Nitrobluetetrazolium
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Periodic Acid (Perjodsédure)
Pathogenesis-related Proteins
Polyvinylidenfluorid

Polyvinylpyrrolidon

Raumtemperatur
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SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecalsulfate)
SEC GroBenausschlusschromatographie (Size-exclusion chromatography)
SELDI Surface-enhanced Laser Desorption/Ionization
TCA Trichloressigsdure

TBS Tris-buffered Saline

TBST Tris-buffered Saline mit Tween

TEMED Tetramethylethylendiamin

TOF Time of Flight

TLP Thaumatin-dhnliche Proteine (Thaumatin-like Protein)
TRIS Tris[hydroxymethyl]-aminomethan

[8)/4 Ultrazentrifuge

VVTLI Vitis Vinifera Thaumatin-like Protein
Aminosiduren

Alanin Ala A

Arginin Arg R
Apartaraginsdure Asp D

Asparagin Asn N

Cystein Cys C

Glutaminséure Glu E

Glutamin Gln Q

Glycin Gly G

Histidin His H

Isoleucin Ile I

Leucin Leu L

Lysin Lys K

Methionin Met M

Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T

Tryptophan Trp w

Tyrosin Tyr Y

Valin Val \"
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8. Anhang

8.1 Protokolle der FPLC

Tabelle 31: Protokoll fiir den Anionentausch von Riesling und Sauvignon Blanc mit dem UNO Q-12-
Ionenaustauscher

Schritt- Schritt Volumen Geschwindigkeit Puffer

Nr.

1 Isokratischer Fluss 4 ml 3 ml/min Niedrigsalzpuffer

2 Baseline

3 Probenauftrag 8 ml 3 ml/min

4 Linearer Gradient 120 ml 3 ml/min Niedrigsalzpuffer
0-60 % Hochsalzpuffer

5 Isokratischer Fluss 24 ml 3 ml/min Hochsalzpuffer

6 Isokratischer Fluss 24 ml 3 ml/min Niedrigsalzpuffer

Tabelle 32: Protokoll fiir den Anionentausch von Riesling und Portugieser mit dem UNO Q-1-

Ionenaustauscher

Schritt- Schritt Volumen Geschwindigkeit Puffer

Nr.

1 Isokratischer Fluss 2 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer

2 Baseline

3 Probenauftrag 2 ml 2 ml/min

4 Linearer Gradient 13 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer
0-60 % Hochsalzpuffer

5 Linearer Gradient 5,2 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer
60 % - 100 % Hochsalzpuffer

6 Isokratischer Fluss 5,2 ml 2 ml/min Hochsalzpuffer

7 Isokratischer Fluss 6,6 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer
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Tabelle 33: Protokoll fiir den Kationentausch von Dornfelder 2003 nach PVP-Fillung mit dem UNO S-6-

Ionenaustauscher

Schritt- Schritt Volumen Geschwindigkeit Puffer

Nr.

1 Isokratischer Fluss 6 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer

2 Baseline

3 Isokratischer Fluss 6 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer

4 Probenauftrag 8 ml 2 ml/min

5 Isokratischer Fluss 6 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer

6 Linearer Gradient 36 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer
0-100 % Hochsalzpuffer

7 Isokratischer Fluss 12 ml 2 ml/min Hochsalzpuffer

8 Isokratischer Fluss 12 ml 2 ml/min Niedrigsalzpuffer

Tabelle 34: Protokoll fiir die GrofSenausschlusschromatographie zur Auftrennung der Rotweinextrakte
nach PVP-Fillung und Lyophilisation sowie zur Aufreinigung der Weiweinproteine nach der Anione-
naustauschchromatographie

Schritt- | Schritt Volumen Geschwindigkeit
Nr.

1 Isokratischer Fluss 5 ml 0,6 ml/min

2 Baseline 0,6 ml/min

3 Probenauftrag 8 ml 0,6 ml/min

4 Isokratischer Fluss 160 ml 0,6 ml/min
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8.2 Sequenzalignments
8.2.1 Sequenzalignment LTP zu Tabelle 21

* 20 * 40 * a0
Traubsl MEE SGAVELACYM VI CMVVAAPAYVWVEAT VT CGOVASATL S PCT SY LORKGEAYVPAG-CCEGT 59
TraubsZz MEE SGAVELACYM VI CMVMAAPARAVEAATTCGOVASATL S PCT SY LORKGEAYVPRPA-CCEGT 59
Traubeal MEE BCAVELACYM VI CMVWVAAPAAVEAATTCGOWVESALSSCLEY LENGEAYVPPG-CCEGT 59
Traubed MAGEVAVEVECLYVLMCMLWVAS PMAVEG-LECEDVATOLAPCINY LESACPLPPA-CCHNGY 58
aApfel 000 e ITCGEOVT S LAPCTIGY WVEBGECAVP- PACCHGT 31
pfirgich | ———————— ITCGEOVESNLAPCT PYWEVGECAVPPA-CCHNGT 31
giubkirsche MACEAMTKLALWYVALCM VY EVPTIAQA-—-TLTCGEOVESNLAPCTAYVEGCEAYVPPA-CCHGT 57
Pflaume | === e ITCGEOWVESNLAPCTINY WVEGSGAVPPA-CCHNGT 31
Aprikose ———————————————————————————— ITCGEOWVESELAPCTIGY WVEGEGAVPPA-CCHNGT 31
Mals MARETOQLAVYAT AW YALVLLAAAT SEAAT SCEOWVASATAPCTI SYARGOEECPEAGCC G A0
Ambrosie -MDCIRILWESVAYVELLLVEWRPTMEFAAS PTCDTWVONI LAPCAGELT——-GOEPSEACCT GV 57
Beifuli = @ ————— e ALTCEDWENEISPCLEY LEQGEEY PAD - CCAG 32
Pariletarla [ —————————— MVEALMPCLPEWQGCEEEEPSEGCCEGA 27

* =11 * 100 * 120
Traubel ERLNEAARTT GDROAACKCLETF S VEGINY GLASGLPGECGVEWEY——EISPETDCEK 117
TraubeZ ERLNEEARTTADROAACKCLENEF ST VWEGINLELASGLPGECGVEWVEY——EISPETDCTE 117
Traube3 ENLNEAAQTTADROAACKCLETF SNEI PGINLGLASGLPGECGVEWEY——EISPETDCEK 117
Traubed ENLENEAATTODRRTACKCLINASKEEI SGVNE GLAAGLPGECGVNIEY——EISPETNCD— 115
Apfel RTINGLARTTADRQTACHCLENLAGEI SGVI PNNAACGLPGECGVNWEYRIST S TNCATVE 91
Pfirsich RNVHNNLARTTPDROAACHCLEQLEASVEGVII PNNARAT PEECGVHIEY ——EISASTNCAT g9
Sublkirsche RNINNLAKTTADREQTACHCLEQLEASVEGVIANNARATL PCECGVNWVEY - —EISPETNCAT 115
Pflaume RNVHNNLARTTADREAACHCLEQLEGEI PGV PNNARAT PEECGVNWVEY ——EISASTNCAT g9
Aprikose RNVHNNLARTTPDERTACHCLEQLEGEI SGVI PNNARAT PCECGVNIEY——EISASTNCAT g9
Mals RELNNAARTTADREEAACHCLENAAAGY IGLNAGHAR ST PSECGVEIRPY——-TISTETDCER 118
Ambrosie NHNLNNERKTEADRVAVCHCIEELTESIA-YDPEEMPLLETECGVEPDE P-AVDENLDCSK 115
Beiful EGZLND-————--"—"—— 37
Parietaria ERLDGETKTGPORVHACECIQTAMETY 3DIDGELVEEVPEHCGIVDEELEFPPIDVNMDCET 87

* 140 * 160 *
Traubel Wl 119
Traube?Z Wl 119
Traube3 Wl 119
Traubed | —————— -
aApfel 01 e : -
Pfirzich e : a0
giklkirsche W m e ;117
Pflaume VE————————— e : 91
Aprikose W ——mmm e 9l
Mais W m : 120
Ambrosie LW —m e : 11a
Beifuli = @ ————— e : -
Parietaria VEWWEPROPQLPVELRHGP VT GPERERPPTEHGWREDPRLEFRPPHREKPHNEPAFSTLG @ 143

Abbildung 47: Sequenzalignment mit den im Rotwein enthaltenen Lipid Transfer Proteinen und als Al-
lergenen bekannten LTP anderer Pflanzen.

Traube 1: LTP P4 Vitis vinifera (gi 28194086); Traube 2: LTP Vitis aestivalis (gi37625029); Traube 3: LTP

(Vitis berlandieri x Vitis vinifera (gi 28193997); Traube 4: LTP Vitis vinifera (gi 147802122)




182 Anhang
8.2.2 Sequenzalignment TLP zu Tabelle 22

* 20 * 40 * &0
Traubkel MRFTTTLP--ILIPLLLSLLFTSTHAATFDILNECTY TWWAAARP-————-———— GEERRLD 50
TraubksZ MGELCEILE--ISSFLFTAPFFTPRYAATFITIONHCEY TWIWAAAYVE————-———— GEEMOLG 50
Trauks3 MRFTTTLP--ILIPLLLSLLFTSTHEATFDILNECTY TWWAAARP-————-———— GEERRLD 50
Traukbsd4 @ - ——----—- = LIg-——-——--—-- WAAVE-——————— GEEMOLG 15
Traubkshs MGELCEILE--ISSFLLTTLEFFTSSYAATFNIONRCEY TWVITAVAT P————-———— GEEMRLG 50
Bananes [ -—————————————————————————= ATFEIVHRCSYTWVIAAAVE-——————— GEEROLN 26
Apfel ——MMESOWASLLGLTLAILFF SGAHAARTTFTHNC PN TVWEPGTLT GDOEPOLELTFELA 58
giufkirsche | - —————-——————————————————— ATISFENNCEYMVWEPGTLT SDOEPQLETTEFELA 34
Eiwil METFESLE-——-LESALLFIAFLFTCARGATFNIINNCPE TWVITAAAYVE-————-———— GEEERLD 50
Paprika ———-MGEYLE--83FVLFLLAFVIYTYAATFEVRNNCEY TWVIWAAST PV——-—-—-——— G==RRLD 48
Tomate MEY-—--LTSESFVLFFLLCWTYTYAATIEVENNCEY TVWAAST PIGEERRLNRGOTWWVINA 57
Bergzedsr MARVSELAFLLAATLAI SLHMOEAGVWVEFDIENQCGEY TWIWAAGLE-———-———— GEEERLD 52
IVpressge 1 —o———— oo —— o VEFDIKNQCEY TWVIWAAGLP-——————— GEEEEFD 26

* 80 * 100 * 120
Traubel SEOSWTITWVN PGTTHARIWGRT SCTFDANGEGECET GDCN-GLLECQGEY 3 -FPPNTLAEFR 108
TraubeZ SEOSWE LNWVHNAGT T GERVITARTHCHE DA GHNGECET GDCG-GLLOCTAY ST-FPPNTLAEF 108
Traube3 BEOEWTITWVN PGTTHNARIWGRT SCTFDANGEGECET GDCN-GLLECQGEY GE-—FPENTLAER 108
Traubed BEOEWE LNWVNAGT T GEGRVIARTHCHE DA GHNGECETRDCG-GLLOCTAY ST-FENTLAEFR 73
Traubeh BEOEWELDWVEACT T GERVINART CC SFDARGHNGECET GDCG-GRLOQCEAFGT-FENTLAEFR 108
Bananes QEOEWT INWVNAGTTGERINGRTZC S FDEEGRGRCOT GDCEG-GVLECTAY GN-PENTLAER g4
Apfel BEARREVDADPE-PWSGRFWERTRCESTDAACKEF TCETADCEEGOVACNGAGAVERPATIVET 117
gilkirsche BOARFOLDT PV-PWNGREFWART GCSTDARGREVCATADCAR GO VMCNGNGAT FEPATLAER 93
Eiwi REONWI TN PGAGTEGARVWERT GCHNEF DGAGEGECOT GDCN-GLLOCQAR GO—-PENTLAEY 108
Paprika REOTWT INAPPETAMARIWERTHCHEFDGEGREGICOT GDCG-GVLOCTGWEE-EFEFNTLAEY 106
Tomate PRGTEMARTIWGRT GCNFNAACRCGTCOT GDCGEVLOCT GWGEPPNT LAEYATLDOF SNLDEW 117
Bergzeder OEOTWT VN LAAGTASARFWERTCCTFDASGEGICOT GDCG-GOLECTVEGA—VEATLAEY 110
Zypresse OEOTWT VN LAAGTASARFWERTCCTFDASGEGICREGDCG-GOLECTVEGA-—VEATLAEY g4

* 140 * 160 * 180
Traubkel ALNQPNNLDYIDISLVDGFNIPMDES—————— GC-RGIQCEVDINGOCPEELEAPGG——— 158
TraubksZ ALNQFSNLDFFDISLVDGENVEPMAFNPT -—-ENGCTRGT RCTADIVGECPAALKTT G- —— 1&3
Trauks3 ALNQPNNLDYIDISLFDGFNIPMDES—————— GC-RGIQCEADINGOCPEELEAPGG-——— 158
Traubs4d ALNQFESNLDFEFDISLVDGEFNVEPMAFNPT -—-ENGCTRGISCTADIVGECPAALKTT G- —— 128
Traubkshs ALNQFSNLDFFDISLVDGEFNVEMAFNPT - S KGCTRGIECTANIVEOCPAALKTAGG-—— 1&3
BEanane ALNQFNNLDFFDISLVDGEEFNVEMDF SPT-—- 8 GEC-RGEIRCAADINGOCPEALKAP G- —— 138
Apfel TITAANG=ODY YDV LVDGFNLEMEVAPQG-GTGECERPS SCPANVIEVCPAPLOVEAADGS 178
gifkirsche NIPAGGEODEYDVILVDGEEFNLEMEVT POG-GTEDCETARCPANVNAVCEPSELQRERGSDGES 152
Eiwil ALNQFNNLDFFDISLVDGEEFNVAMEF SPT-—- S GECTRGIECTADINGOCENELRAPGG-——— 1&3
Paprika ALNQFNNLDFWDISLVDGEEFNIPMTFAPTNPEGERCHAIQCTANINGECPZELRVPEG——— 1&3
Tomate DISLVDEFNIFPMTFAPTEPEGERCHATHCTANINGECPRALKVEPGGCNNEPCTTE Q0% C 177
Bergzedsr TR-——8DODYYDVSLVDGFNIPLAINPT - - —-NAQUTAPACKADINAVCEPESELEVDGEG-—— 161
Zvpresse Ta-——8DODYYDVSLVDGFNI PLATNPT-—-—-NTECTAPACKADINAVCEPESELEVDGEG-—— 135

Abbildung 48: Sequenzalignment mit den im Rotwein enthaltenen Thaumatin-ihnlichen Proteinen und
als Allergenen bekannten TLP anderer Pflanzen.

Traube 1: VVTLI (gi 2213852); Traube 2: TLP (gi 89242712); Traube 3: putatives TLP (gi 7406716); Traube 4:
putatives TLP (gi 7406714); Traube 5: hypothetisches TLP (gi 147784586); alle Vitis vinifera
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8.2.3 Sequenzalignment Chitinase zu Tabelle 23
* 20 * 40 * a0
Traube @ ———————— MA 2
Avocado | m——m—mmemm e e e MWVYCTAS 7
Kastanie ——MELFELLLFLAFLLGET SAEQCEROAGCAACANNLCCE QF CHCCHTAEY CEAGCQEQC S 58
Banane [ —————— e e MHQESHVQ 7
Jujube : ——f— MV PQAK &
Latex | - ——— " -
Milbe = mm e METIYAILSIMAC 13
* a0 * 100 * 120
Traube ARLLTVLLVG-——ALF GAAVAQNC == = —m e m e e e GOAS 27
Avocado LPLLLLLLYVG-——LLAGEAFAE O - ——————mm—mmm e EROA 3z
Kastanie SPTTTTSSPTAS SGEEEEDVESLI SASLFDOMLKYRNDPRCKSNGEYTYNAFTAAARSFNG &+ 118
Banane EVNYLLFEVL-——LLGIDEDGEE QC—— ——————————mmmm e SROA 32
Jujube LTVVASLILTE-——ALTOT 8E AV S — —m ———mm—mmm e 27
Latex 1 ———m—mmmmm e E Qi mm mm m e e e SROA 7
Milbe IGLMNASIKRDHNDY SKNPMRIVO Y VE-———mm—mmm e e e e oo THESVYHKY 4a
* 140 * 160 * 180
Traube Gm——————— LOCEKY Y CET GE DY CED- - GO0ECGPCDE——m—— e —— — BEaSV &0
Avocado GEALCPGE---LOCE0FGHCGE T DY OG- -TCOEQCEEV—————————— TEESPEGEVAS 77
Kastanie FGTTEDVTTRERELAAF LAOT SHET T GGHATAPDGEY ANGY CEVMENN—-KQTYCT 8- -K 174
Banane GEALCASGKESLCCESOF GHCGN TDDY CGE0EGCOSQCPGHEISTLEPS LEKVIDTDTHNE S A 9z
Jujube 1 ——mmm— IATYWEOYTETEEGSLAEACASNLY SYIN-—————————————————— 56
Latex EEALCPGE-——LOC Y EHCANT PEY CEE - —GO0SQCDEE-— —————m——mmm—————— —— 4z
Milbe DEOYTIEDIDPFECTHIMYGFAKIDEYKYTIOVEDDYQDDNHN SWEKRGYERFNNLELEN D 108
* 200 * 220 * 240
Traube SDIVTQSFFDGITISQAAS - SCAGK-———————————————— NEYTRAAFLSALMNS——YSGF 101
Avocado ——LISQSVENOMLEHRNDAACQAK———————————————— GEYTYNAFTAAANS ——FNGF 117
Kastanis S ECVECEQYYEREPIQLTHNYNY GOAGKAT GADLINNEPDLVATNETI SFETATWEWMTE @ 234
Banane NELYVEYFVDOMLEHRNDNECEGKF ——————————————— LFYSYSAFTCASAR-—-FRYF 135
Jujube @ ——mmmm e IAYLNIFGEGRYLELNISGHCSDOTFLGEEIK—————————— 8a
Latex | ————————————— VEGEGECVDLGEIISRSTFEEMLEHRNNAACPAR————————————— 76
Milbe ELTTMISLECHYEGSERY SDMAANPTYROOFIQSVLDELOEYKFDELDLDWEY PGS RLGH 168
* 260 * 280 * 300
Traube CNDEETD--ANKREIAAFFAHVTHE T (G = ——————mm e m e e e e 126
Avocado ASVGDTA--TREREIAAFLAQT SHETTGGE-—————————m———— - — —— WATAPDGEYAW 155
Kastanis OANKPSSHDVIIGNWRPSAADT SAGRVESYEVITNI INGGLECGHESDDRVANRIGEYRR @ 294
Banane GTTEDTTRLARKREIAAFFAQT SHETTGET ——————————————————— WATAPDGEY AW 176
Jujube  : —————————— ACOSOGVEIFLELEGPYEDYHLTTDEDADRVAE QLS SFLEGE 131
Latex 1 ————m—m—mm—— CEYTYDAFT SAAKA--FDAFGTTEDVD--TCERETAAFFCQTS 115
Milbe PEKIDKONYLALVREELKEDAFE PHGYLLTAAVE--—-PGKDEIDRAYDIKELNELF DWMNVMT 225

Abbildung 49: Sequenzalignment mit der im Rotwein enthaltenen Endochitinase und als Allergenen be-
kannten Chitinasen anderer Pflanzen.
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