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Einleitung

1 Einleitung

Die thermische Zubereitung von pflanzlichen und tierischen Bestandteilen dient seit
Jahrtausenden zur Verbesserung der Haltbarkeit und des Geschmacks von Lebensmitteln. Die
dadurch auftretende Maillard-Reaktion spielt eine wichtige Rolle fiir die Ausbildung
charakteristischer Farb- und Aromaeindriicke, insbesondere beim Rdsten von Kaffee, Backen
von Brot und Frittieren von stérkereichen Lebensmitteln. Generell beschreibt die Reaktion die
Interaktion zwischen Proteinen und Kohlenhydraten und fihrt in einer komplexen
Reaktionskaskade zu einem breiten Produktspektrum.>? Neben der gewiinschten Farb- und
Aromabildung tritt auch die unerwinschte Glykierung von Proteinen ein, die unter anderem
zum Verlust der biologischen Wertigkeit und Funktionalitat dieser Proteine flhrt. Diese
stabilen proteingebundenen Aminosaurederivate werden als Advanced Glycation Endproducts
(AGEs) bezeichnet und konnen aulerdem funktionelle physiologische Verénderungen
hervorrufen.® Die Gesamtheit der AGEs ist auch nach (ber 100 Jahren Forschung nicht
vollstandig aufgeklart. Durch intensive Untersuchungen von Modellreaktionen konnten
grundlegende Bildungsmechanismen zentraler Maillard-Produkte entschliisselt werden. Eine
dennoch nur wenig erforschte Strukturklasse stellen die Pyridinium-AGEs dar. Aufgrund der
fluoreszierenden Eigenschaften werden diese in Zusammenhang mit der Bildung von
oxidativem Stress gebracht und spielen eine Rolle bei der Entstehung von Katarakt.*> Die
Bedeutung und das Vorkommen dieser Strukturen in prozessierten Lebensmitteln ist bis heute

noch ungeklért.

In thermisch behandelten Lebensmitteln kdnnen AGEs als Prozesskontaminanten betrachtet
werden. Die Bildung dieser Strukturen wird, insbesondere beim Frittieren, durch hohe
Temperaturen und eine geringe Wasseraktivitat beglnstigt. In frittierten Kartoffelprodukten
zahlt Acrylamid seit dem Jahr 2002 zu dem am intensivsten untersuchten Maillard-Produkt.
Eine umfassende Charakterisierung, ldentifizierung und Quantifizierung der entstehenden
AGEs ist bis heute nicht erfolgt. Gleichzeitig stellen die gastrointestinale Absorption und die
Metabolisierung glykierter Proteine Gegenstand aktueller Forschung dar. Die Analyse und
Aufklarung von AGEs sowie deren grundlegenden Bildungsmechanismen konnen einen
Beitrag zur Optimierung des Herstellungsprozesses leisten, indem die Entstehung ausgewahlter

Strukturen minimiert wird.
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2 Aktueller Stand der Forschung

2.1 Die Maillard-Reaktion

Die Maillard-Reaktion stellt eine der bedeutsamsten lebensmitteltechnologischen
sowie -chemischen Reaktionen der Gegenwart dar. Die auf den franzdsischen Mediziner und
Chemiker Louis Camille Maillard (* 1878 - t 1936) zuriickzufiihrende Namensreaktion
beschreibt die Reaktion von reduzierenden Carbonylverbindungen mit Aminkomponenten.*
Dabei stellt die nicht-enzymatische Braunungsreaktion Kkeinen einzelnen bestimmten
chemischen Mechanismus dar, sondern eine komplexe Reaktionskaskade mit einem sehr
heterogenen Produktspektrum. Neben der Relevanz in prozessierten Lebensmitteln wird die

Bedeutung dieser Reaktion bei pathologischen Prozessen diskutiert.®

Die braunen, hochmolekularen Endprodukte — auch als Melanoidine bezeichnet — besitzen
einen wesentlichen Einfluss auf das Aroma und die Farbe von prozessierten Lebensmitteln.®’
Neben den Melanoidinen werden in Folge der Maillard-Reaktion reaktive, niedermolekulare
Verbindungen gebildet sowie stabile posttranslationale Aminosaure- und Proteinmodifika-
tionen (Advanced Glycation Endproducts, AGEs). Die Bildung dieser Produkte wird durch
hohe Temperaturen und eine geringe Wasseraktivitit begiinstigt.2® Ebenso beeinflussen der
pH-Wert und das Redoxpotential der Umgebung die Reaktion, 01!

2.1.1 Anfangsphase

Generell l&sst sich die Maillard-Reaktion in drei Phasen einteilen. In der Initial- oder
Anfangsphase greift die freie Aminogruppe einer Aminosdaure nucleophil an die
Carbonylfunktion eines offenkettig vorliegenden Zuckers an (Abb. 1). Durch Mutarotation
stehen die offenkettige und die cyclische Form der Kohlenhydrate im Gleichgewicht, wobei
die freie Carbonylstruktur fir die Reaktivitat verantwortlich ist. In wassrigen Losungen liegt
Glucose zu 0,0026% als Aldose vor.*? Das Gleichgewicht wird sowohl von Sauren als auch
Basen katalysiert. In Gegenwart von basischen Aminosauren, wie z.B. Lysin, bilden sich unter
Wasserabspaltung Imine, die sogenannten Schiff’schen Basen. Die Hydroxylfunktion in
a-Position ermoglicht eine tautomere Umlagerung zum 1,2-Enaminol, welches sich
anschlieBend zum Amadori-Produkt umlagert.** Die Aminoketose ist das erste relativ stabile
Maillard-Zwischenprodukt und wird Uber Aldosen gebildet. Auch Ketosen zeigen diese
Isomerisierung. Fructose reagiert zundchst zum Ketoimin und fiihrt in der sogenannten Heyns-

Umlagerung zur Aminoaldose, dem Heyns-Produkt.** Das Amadori- sowie das Heyns-Produkt
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stellen reaktive Verbindungen dar, die tiber Enolisierungs- und Fragmentierungsreaktionen zu

vicinalen a-Dicarbonylen abgebaut werden.

HC=0 HC=N—R HC—NH-R H,C —NH-R
HC —OH HC —OH C—OH t|:=o
HO —CH +R—NH, HO—CH HO—CH HO—(l':H
HC—OH  — -H0 HC—oOH  — HC—OH - HC—OH
HC —OH HC —OH HC—OH HC —OH
CH,OH CH,OH CH.OH CH,OH
Glucose Imin 1,2-Enaminol Amadori-Produkt
H,C —OH H,C —OH HC—OH HC=o0
c=o0 C=N—R C—NH-R HC —NH-R
HO —CH +R—NH, HO—CH HO —CH HO —CH
HC—OH ~ _po HC—OH - HC—OH - HC —OH
HC —OH HC—OH HC—OH HC—OH
CH,OH (I:HZOH (|:H20H cleon
Fructose Ketoimin 1,2-Enaminol Heyns-Produkt

Abb. 1: Initialphase der Maillard-Reaktion

2.1.2 Entstehung reaktiver Intermediate

In der 2. Phase der Maillard-Reaktion, der fortgeschrittenen Phase, kommt es zur Umlagerung
und zum Abbau des Amadori-Produktes sowie entsprechender Analoga unter Ausbildung von
Desoxyosonen (Abb. 2). Infolgedessen bilden sich aus diesen Fragmentierungsprodukte in
Form von reaktiven Carbonylstrukturen. Die S&ure- und Basen-katalysierte Enolisierung des
Amadori-Produktes fiihrt zunéchst zum 1,2-Enaminol oder dem 2,3-Endiol. 3-Desoxyglucoson
(3-DG) wird (ber das 1,2-Enaminol durch B-Eliminierung der Hydroxylgruppe am Csz-Atom
und anschlielender hydrolytischer Abspaltung der Aminosdure gebildet. Die B-Eliminierung
kann bei dem 2,3-Endiol sowohl (ber die Aminosdure am Ci-Atom als auch Uber die
Hydroxylfunktion am Cs-Atom erfolgen. Bei Abspaltung der Aminkomponente kommt es zur
Bildung von 1-Desoxyglucoson (1-DG), bei der Eliminierung der Hydroxylgruppe entsteht
1-Amino-1,4-Didesoxyglucoson (1-A-1,4-DDG).*>!* Der Nachweis des Lederer-Glucosons
beweist, dass die Enolisierung Uber das komplette Kohlenstoffgrundgerust verlauft. Die
Bildung erfolgt nach Wasserabspaltung und abschlie’ender tautomerer Umlagerung aus dem
5,6-Endiol.!” Der oxidative Abbau des Amadori-Produktes fiihrt ebenfalls zur Bildung von
Desoxyosonen. So steht die Autoxidation bzw. die aminkatalysierte Oxidation des

Amadori-Produktes zum Glucoson in Konkurrenz zu den Enolisierungsreaktionen.’® Die



Aktueller Stand der Forschung

gebildeten Desoxyosone weisen aufgrund ihres a-Dicarbonylcharakters eine hohe Reaktivitét
auf. Insbesondere 1-DG und Glucoson sind hinsichtlich ihrer Reduktonstruktur stark
redoxaktiv, fragmentieren leicht und sind von besonderer Bedeutung im weiteren Verlauf der
Maillard-Reaktion.

HC=0 H,C—NH-R
C|I =0 (!':= (o]
HO—(|:H (I':= (o]
HC —OH (I:H2
HC —OH HCI: —OH
CH,OH CH,OH
Glucoson 1-A-1,4-DDG

T[OX-]

-H,0
[ I
HC—NH-R H,C—NH-R H,C—NH-R H,C—NH-R
C—OH c=0 C—OH HC~~OH
HO—CH ——— HO—CH HO—C _— HC ~~OH
HC—OH HC —OH HC—OH HC~~OH
HC—OH HC —OH HC —OH C—OH
CH,OH CH,OH CH,OH HC—OH
1,2-Enaminol Amadori-Produkt 2,3-Endiol 5,6-Endiol
HO -R—NH, -H,0
-R—NH,
HC=o0 CH, H,C—NH-R
(I: =0 (II =0 HC ~~OH
(I:Hz (I: =0 H(I: ~~OH
HC—OH H(Il —OH CH,
HC—OH H(!_‘ —OH (|2= o]
CH,OH CH,OH H(I:=0
3-DG 1-DG Lederer-Glucoson

Abb. 2:  Bildung von Desoxyosonen

Als grundlegende Mechanismen fir den Abbau von Desoxyosonen werden Retro-Aldol-
Reaktionen, B-Dicarbonylspaltungen, sowie a-Dicarbonylspaltungen in der Literatur
beschrieben.?%2! |etztere lassen sich dabei in eine hydrolytische und eine oxidative Umsetzung
differenzieren. Bei der B-Dicarbonylspaltung wird zwischen der hydrolytischen sowie der
amininduzierten PB-Dicarbonylspaltung unterschieden.?? Aktuelle Untersuchungen zeigten
jedoch, dass die Retro-Aldol-Spaltung und die hydrolytische a-Dicarbonylspaltung keine
Bedeutung besitzen.?2% Davidek et al. identifizierten in isotopenmarkierten Modell-

inkubationen die hydrolytische p-Dicarbonylspaltung als Hauptweg fir die Zucker-
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fragmentierung. Der Mechanismus verlduft nach dem Prinzip einer Retro-Claisen-
Kondensation. Hierbei erfolgt der nucleophile Angriff eines Hydroxid-lons am Carbonyl-
kohlenstoff einer Reduktonstruktur und 16st dabei die Bildung von kurzkettigen Carbonsduren
und a-Hydroxycarbonylverbindungen aus.?? Zudem konnen Amine als Nucleophile reagieren
und filhren somit zur amininduzierten P-Dicarbonylspaltung.?*?® Die oxidative
a-Dicarbonylspaltung wurde mehrfach durch Experimente mit isotopenmarkiertem Sauerstoff
bestatigt.?2% Dabei kommt es, ausgeldst durch den Angriff einer reaktiven Sauerstoffspezies
an der C,- oder Cz-Carbonylfunktion unter Bildung eines Alkoxyradikals, zu Ein-Elektronen-
Ubergéngen. Das entstandene Hydroperoxid-Anion durchliuft eine Baeyer-Villiger-ahnliche
Umlagerung unter anschlieBender Hydrolyse. Im Vergleich zur hydrolytischen
B-Dicarbonylspaltung spielt dieser Mechanismus eine untergeordnete Rolle.?® Die aus dem
Abbau der Desoxyosonen resultierenden Verbindungen erweitern wiederum das
Produktspektrum der Maillard-Reaktion und reichen von kurzkettigen a-Dicarbonylen, tber

a-Hydroxycarbonylen bis hin zu Carbonséuren. Einige ausgewahlte Vertreter sind in Abb. 3

dargestellt.
o H o H
S Y
C/ C/
(o] [0} H o] H (o] H
Y x> X x>
X [ox.] X X7 \tl:/ HO—C—H H—C—OH
—_— | | | |
CH,OH H/(:%o H—C—OH (I':=0 HO—C—H HO—C—H
CH,OH CH, CH,OH CH,OH
Glycolaldehyd Glyoxal D-Glyceraldehyd Methylglyoxal L-Erythrose L-Threose

Abb. 3:  Reaktive Carbonylverbindungen

Eines der am intensivsten untersuchten a-Dicarbonyle stellt Glyoxal (GX) dar, welches auf
vielfaltigen Wegen gebildet werden kann. In der Literatur wird eine Bildung Uber eine
Retro-Aldol-Spaltung direkt aus Glucose diskutiert.?” Dariiber hinaus gilt Glucoson als
Vorstufe fiir die oxidative Bildung von Glyoxal.?® Ein weiterer Bildungsweg wurde von Namiki
et al. beschrieben und von Hofmann et al. detailliert untersucht.?®%° Des Weiteren konnte die
Entstehung von Glyoxal infolge der Autoxidation von Glucose unter physiologischen
Bedingungen gezeigt werden.®® Neben der Zuckerfragmentierung stellt auch die
Lipidperoxidation eine wichtige Quelle fir die Bildung von GX dar. Vor allem Abbauprodukte
von ungeséattigten Fettsauren, wie z.B. 2,4-Heptadienal und 2-Nonenal gelten als
Vorlauferstrukturen.®**2 Glycolaldehyd (GA) stellt das nicht oxidierte Pendant zu GX dar, kann
aber im Sinne einer aminkatalysierten Oxidation leicht zu diesem reagieren. Durch
Untersuchungen von Voigt et al. konnte die Bildung von GA ausgehend von 3,4-Dihydroxy-1-
oxo-butanal (Threoson), einem Abbauprodukt von 1-DG, infolge einer 3-Dicarbonylspaltung

beschrieben werden.®® Des Weiteren entsteht der reaktive Co-Korper enzymatisch (iber das
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Myeloperoxidase-H.0,-Chlorid-System.3* GA und GX stehen ber ein Redoxsystem im
Gleichgewicht.® Klaus et al. zeigten, dass das Verhiltnis in vivo von freiem GA zu freiem GX
bei ca. 55:45 liegt.® GA stellt somit eine der quantitativ bedeutendsten Vorlauferstrukturen fiir
AGEs in vivo dar. Methylglyoxal (MGX) ist ein reaktiver Cz-Korper und kann enzymatisch
und nicht-enzymatisch aus den Triosephosphaten Dihydroxyacetonphosphat und
Glycerinaldehyd-3-phosphat entstehen.*®38 Die Bildung tiber die Fragmentierung von Glucose
im Sinne der Maillard-Reaktion ist unter physiologischen Bedingungen sehr gering.® Ebenso
ist die Entstehung tiber 1-DG*°, 3-DG™®, Glucoson® sowie Ascorbinsaure*® unter milden

Bedingungen geringfugig.

COOH COOH COOH COOH
c|:=o f|3=° HC—OH HC—OH
HO HO <I:=o HcI:—OH <I:=o (I:=o
"o 0 o 03] Hojjiro Hc::—ou (|3=0 c::=o HC:—OH
— - HO—CH HO—*ISH HO—CH c=o0
HO OH o o (I:Hlou CH,0H (I:HZOH [I:HZOH
Ascorbinsaure Dehydr binsa 2,3-Dik I e 2,4-Diketogulonsaure 3,4-Diketogulonsdure 3,5-Diketogulonsaure
COR COR COOH
COOH COOH HC—OH
Oxalsaure/-amid Oxalsaure/-amid COOH
+ + Tartronsaure
COR CH,OH +
HCIZ —OH é =0 CHO
HO—CH HO—(|)H H(IJ—OH
CH,OH (|)H20H CH,OH
Threonsaure/-amid Erythrulose Glyceraldehyd

Abb. 4:  Abbauwege von Ascorbinsaure nach Smuda et al.*

Ein weiteres wichtiges Intermediat der nicht-enzymatischen Braunung ist Glyceraldehyd (G3).
Weenen et al. postulierten die Bildung des a-Hydroxycarbonyls ausgehend von 1-DG via
Retro-Aldol-Fragmentierung mithilfe von isotopenmarkierter 1-*C Glucose.?! In weiteren
Untersuchungen konnte das bei der Reaktion resultierende Gegenstiick MGX nur in Spuren
nachgewiesen werden, sodass dieser Bildungsweg ausgeschlossen werden kann. Vielmehr
wurde die Entstehung iiber Threoson infolge einer B-Dicarbonylspaltung vorgeschlagen.®® Im
Zentralnervensystem wird G3 wahrend der Glykolyse ausgehend vom Glycerinaldehyd-3-
phosphat durch Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase generiert.** Zudem fiihrt die
Fragmentierung von Ascorbinsaure zur Bildung von G3 und weiteren reaktiven Verbindungen.
Aufgrund der o-Oxoendiolstruktur wird Ascorbinsaure leicht zu Dehydroascorbinsiure
oxidiert (Abb.4). Dieses kann anschlieBend irreversibel zu 2,3-Diketogulonsdure
hydrolysieren. 2,3-Diketogulonsdure kann uber oxidative a-Dicarbonylspaltungen und f-

Dicarbonylspaltungen zu verschiedenen Carbonséuren und a-Hydroxycarbonylen reagieren.*°
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Oxalséure, Threonsdure und Erythrulose stellen die quantitativ bedeutsamsten Abbauprodukte
dar.***® Smuda et al. konnten in Modellinkubationen mit verschiedenen Isotopomeren *C-

markierter Ascorbinsaure zeigen, dass G3 ausschlieRlich vom Cs-Cs-Atomen stammt.*

2.1.3 Bildung von Advanced Glycation Endproducts

Neben den sensorisch aktiven Melanoidinen stellen AGEs ebenfalls stabile Endprodukte der
Maillard-Reaktion dar. Die Bildung von AGEs ist auf die Reaktion der zuvor gebildeten
Carbonylstrukturen mit einer primaren Aminogruppe zurtickzufihren. Primdre Aminogruppen
werden bei proteingebundenen Aminoséduren, wie sie in vivo und in Lebensmitteln vorliegen,
ausschlieBlich von der Aminoséure Lysin reprasentiert. Daneben spielt die Guanidinofunktion
von Arginin bei der Entstehung von AGEs eine entscheidene Rolle. Unter physiologischen und
lebensmittelcharakteristischen Bedingungen liegen beide Aminosduren protoniert vor. Dies ist
auf den pKs-Wert der funktionellen Gruppe von Lysin (se-Aminogruppe, pKs = 10,5)* und von
Arginin (3-Guanidinogruppe, pKs = 10,3)* zuriickzufiihren. Untersuchungen von Isom et al.
zeigten jedoch, dass interne Lysinseitenketten von Staphylokokken-Nucleasen zum Teil einen
pKs-Wert von unter 6 aufwiesen und bei einem pH-Wert von 7 somit neutral vorliegen.*® Fiir
die Guanidinofunktion von Arginin trifft dies nicht zu, diese liegt immer kationisch vor.*’ In
der protonierten Form stellen diese funktionellen Gruppen schlechte Nucleophile dar und
reagieren nicht-stochiometrisch mit den Carbonylstrukturen. Wahrend Lysin die Maillard-
Reaktion ausldst, reagiert Arginin nicht mit Hexosen, sondern nur mit a-Dicarbonylen, die
wahrend der fortgeschrittenen Phase entstehen.™ Dennoch sind quantitativ bedeutsame
Mengen von Argininmodifikationen in Lebensmitteln und menschlichem Gewebe
nachweisbar.*®*° Dies liegt unter anderem daran, dass GX und MGX bevorzugt mit Arginin-
seitenketten reagieren.®*® Im Gegensatz dazu weist GA eine hohere Affinitat zu Lysin auf.>2
Die daraus resultierenden Strukturen reichen tber monovalente Modifikationen einzelner
Aminosduren bis hin zu bivalenten Modifikationen zweier Aminoséuren. Diese sogenannten
Crosslink-Strukturen kénnen einerseits intramolekular innerhalb desselben Proteins auftreten,
andererseits aber auch zur kovalenten intermolekularen Verknupfung mehrerer verschiedener
Proteine fuhren. Somit stellen AGEs in Bezug auf die chemische Struktur und biologische

Wirksamkeit eine vielfaltige Substanzklasse dar.

Eine der quantitativ bedeutendsten Proteinmodifikationen ist N®-Carboxymethyllysin (CML).
Ahmed et al. identifizierten CML als erstes AGE in vivo und beschrieben dessen Bildung
ausgehend vom Amadori-Produkt von Glucose infolge einer oxidativen Fragmentierung.> Ein
weiterer Bildungsweg ist die Reaktion von GX mit Lysin. Uber Enolisierungsschritte fiihrt

zundchst das dabei entstehende Glyoxal-Imin zu CML.*° Zudem kann die Proteinmodifikation
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aus der Lipidperoxidation oder der Autoxidation von Ascorbinsaure entstehen.>**® Henning et
al. stellten einen weiteren, oxidativ-radikalisch-unterstiitzten Reaktionsmechanismus vor,
welcher auf der Kondensation zweier GA-Imine aus der Reaktion von GA mit Lysin basiert.>®
N°-Carboxyethyllysin (CEL) ist das MGX-Analogon zu CML. Die Vielfalt der
Reaktionsprodukte wird durch die Amid-AGEs deutlich, die eine eigenstdndige Klasse unter
den AGEs bilden. Neben den monovalenten Lysinmodifikationen N°-Formyllysin, N°-
Acetyllysin, N°-Lactoyllysin, N°-Glycoloyllysin und N°-Glycerinyllysin sind lediglich
Glyoxal-Lysinamid (GOLA) und Methylglyoxal-Lysinamid (MOLA) als Amid-Crosslinks
aufzufiihren.>-%° Baldensperger et al. konnten das Produktspektrum mit der Indentifizierung
von a-Oxoamiden in vitro und in vivo erweitern.%° Ein weiteres bedeutendes Maillard-Produkt
stellt das 1968 erstmals beschriebene N°-(2-Furoylmethyl)-L-Lysin (Furosin) dar (Abb. 5).%
Furosin stellt ein Artefakt aus der sauren Totalhydrolyse dar und entsteht zu etwa 40 Mol-%
aus dem Amadori-Produkt, wodurch dessen analytische Erfassung ermoglicht wird.®? Dabei
wird diese Struktur als einer der spezifischsten und frihesten Indikatoren fir die Maillard-
Reaktion angesehen und gilt als Parameter fir die Qualitatsverdnderungen von Lebensmitteln

wahrend der Prozessierung und Lagerung.®%-%
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Abb. 5: Ubersicht von monovalenten- und bivalenten Proteinmodifikationen

Wie bereits erwéhnt, reagieren auch Argininseitenketten von Proteinen mit a-Dicarbonylen. So
entsteht bei der Reaktion von Arginin mit GX das Dihydroxyimidazolidin (G-DH). Unter
physiologischen Bedingungen stellt G-DH zunéchst das Primérprodukt dar und wird langsam
zu N’-Carboxymethylarginin (CMA) abgebaut (Abb. 6). Unter stark sauren Bedingungen
werden beide Strukturen vollstdndig zum Hydroimidazolon (G-H) umgewandelt. Fir diese
Strukturen sind verschiedene Konstitutionsisomere mit unterschiedlicher Stellung der
d-Aminogruppe bekannt. Das §-Stickstoffatom kann einerseits als endocyclische (G-H2 und G-
H3) oder exocyclische Struktur (GH-1) vorliegen.®® Zwischen den Hydroimidazolonen und

CMA stellt sich ein pH-Wert-abhangiges Gleichgewicht ein. Unter neutralen und basischen
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Bedingungen werden die Hydroimidazolone quantitativ. zum CMA hydrolysiert, bei
pH-Werten unter 2 liegt das Gleichgewicht auf der Seite der Hydroimidazolone. G-H3 konnte
in keiner Modellreaktion nachgewiesen werden und stellt ein Artefakt der sauren Aufarbeitung
dar. Somit kann es bei der sauren Hydrolyse von Proteinen als Summenparameter fir CMA
und G-DH angesehen werden. Fur die Quantifizierung von CMA ist dadurch eine enzymatische

Hydrolyse von Proteinen notwendig.
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Abb. 6:  Bildung monovalenter Arginin-Modifikationen

Entscheidend fiir die Quervernetzung von Proteinen ist die Ausbildung von Crosslinks. Diese
spielen vor allem in vivo im Zuge der Alterung eine bedeutende Rolle. VVor allem langlebige
Proteine neigen zur Veranderung ihrer mechanischen und biologischen Funktion durch die
Akkumulation von Maillard-Produkten. So Kkorrelierten steigende Konzentrationen an
bivalenten AGEs mit der Versteifung von Gewebe. Jost et al. detektierten erhohte Gehalte an
Glucosepan in gealterten Rattenschwanzsehnen.>® Glucosepan ist ein Lysin-Arginin-Crosslink
und wird Giber das Lederer-Glucoson ausgehend von Glucose gebildet.® Wahrend Glucosepan
das Hauptcrosslink in Kollagen darstellt, konnten Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und
Methylglyoxal-Lysin-Dimer (MOLD) nicht nachgewiesen werden.**®” Des Weiteren konnten
GOLD und MOLD nur in geringfugigen Konzentrationen im Blutplasma von urdmischen und
diabetischen Patienten quantifiziert werden.®®®° Trotz der geringen physiologischen Relevanz
stellt GOLD in Modellinkubationen das Lysin-Lysin- Hauptcrosslink dar. Fir die Bildung des

séurestabilen Imidazolium-Crosslinks reagieren zwei Molekdle Lysin mit einem Molekil GX
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zunéchst zum Glyoxal-Diimin. Ein weiterer Angriff eines GX-Molekiils fihrt unter Abspaltung
von Ameisenséure zu GOLD.%®

2.2 Pyridinium-Proteinmodifikationen

Pyridinium-AGEs sind eine strukturell abgegrenzte Gruppe der posttranslationalen
Proteinmodifikationen, die im Rahmen der Endphase der Maillard-Reaktion gebildet werden.
In der Literatur konnten bereits ca. 20 Verbindungen dieser Strukturklasse identifiziert werden,
jedoch sind die Bildungsmechanismen teilweise noch ungeklart. In Abb. 7 sind ausgewahlte

mono- und bivalente Pyridinium-Proteinmodifikationen dargestellt.
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Abb.7:  Uberblick tiber mono- und bivalente Pyridinium-AGEs

Aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaften und dem Vorkommen im Augenlinsenprotein
werden den Pyridinium-AGEs eine besondere Rolle bei der Linsentribung (Katarakt)
zugeschrieben.>™ Die erst kiirzliche ldentifizierung von zwei neuartigen Pyridinum-AGEs

zeigt, dass diese Strukturklasse Gegenstand aktueller Forschung ist.”

2.2.1 Strukturen und Bildungswege

Die wohl bekannteste Proteinmodifikation mit einem Pyridiniumgrundkoérper ist der im Jahr

1989 durch Sell et al. identifizierte Arginin-Lysin-Crosslink Pentosidin.”? Dessen Bildung
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erfolgt ausgehend vom 4,5-Endiol einer Pentose (Lederer-Pentoson). Anschliefende
Cyclisierung und Dehydratisierung flihren zunéchst zu einem intramolekularen Aldimin,
welches dann mit der Guanidinofunktion von Arginin reagiert.”® Die analoge bivalente
Lysin-Lysin Struktur ist Vesperlysin A. Im Gegensatz zu Pentosidin wird Vesperlysin A
hauptsachlich von Ascorbinsaure ausgehend gebildet.”*" Tessier et al. zeigten, dass Threose,
ein Abbauprodukt von Ascorbinséure, die potenteste VVorlauferstruktur ist. Des Weiteren fiihren
Pentosen, insbesondere in Anwesenheit von C>-Kdrpern, zum Vesperlysin A. Ein detaillierter
Mechanismus wurde jedoch noch nicht beschrieben.”® Ein weiteres Lysin-Lysin Crosslink
konnte aus kataraktdsen Linsen nach enzymatischer Hydrolyse isoliert und charakterisiert
werden:  Lysin-Lysin-Pyridinium-Dimer (K2P).> Diese Struktur besteht aus einem
Dihydropyridinium-Ring und ist unter sauren Bedingungen nicht stabil. Die Diskussion tiber
einen moglichen Bildungsmechanismus steht noch aus, es konnte aber gezeigt werden, dass
Ascorbinsdure eine mogliche Vorlauferstruktur ist.”” Klaus et al. postulierten auf Basis von

Modellinkubationen eine mégliche Abbaustruktur von K2P mit Pyridinium-Struktur.>?
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Abb. 8:  Postulierter Bildungsmechanismus von GLAP

Entscheidend fir die Bildung der Pyridinium-AGEs sind vor allem reaktive kurzkettige
Carbonyle, die wahrend der Maillard-Reaktion gebildet werden. So konnten Usui et al.
3-Hydroxy-5-hydroxymethylpyridiniumlysin  (GLAP) in einer Modellinkubation mit
N*Acetyllysin und G3 beschreiben.”® Weitere Untersuchungen ergaben, dass GLAP
ausschlieBlich vom Cs-Korper und von Glyceraldehyd-3-phosphat gebildet wird und somit ein
G3-spezifisches AGE darstellt.”” Der Abbau von Glyceraldehyd-3-phosphat, einem
Schlisselintermediat der Glykolyse, gilt als Hauptweg fir die Bildung von G3 in vivo. Es wird
vermutet, dass eine reduzierte Aktivitat von Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase den
Gehalt an Glyceraldehyd-3-phosphat, G3 und letztendlich auch die Entstehung von G3-
spezifischer AGEs erhoht.®° Einen méglichen Bildungsmechanismus fiir GLAP beschreibt die
Reaktion der e-Aminofunktion von Lysin mit zwei Molekilen G3 zum Di-Amadori-Produkt.
Eine anschliefende Aldolkondensation fuhrt UGber Ringschluss, Isomerisierung und

Dehydratisierung zu GLAP (Abb. 8). Tessier et al. erweiterten das Produktspektrum G3-
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spezifischer Pyridinium-AGEs und fassten die Proteinmodifikationen unter dem Begriff

Triosidine zusammen.&

Die Verbindung 3-Hydroxy-4-hydroxymethylpyridiniumlysin (HOP-Lysin) wurde in zwei
unabhangigen Untersuchungen beschrieben.828 Die Bildung erfolgt einerseits (ber
Ascorbinsédure und dessen Abbauprodukte, andererseits stellt GA eine zentrale Prékursor-
struktur dar. Argirov et al. beschrieben die Entstehung von HOP-Lysin ausgehend von drei
Molekiilen GA. Im ersten Schritt reagieren zwei GA-Molekdile mit der e-Aminofunktion von
Lysin zum Di-Amadori-Produkt. Nach Wasserabspaltung und einem weiteren Angriff von GA
folgt eine Aldolkondensation und ein Ringschluss. Durch weitere Dehydratisierungen und
Isomerisierungen entstent HOP-Lysin (Abb. 9). Modellinkubationen mit 1-**C- und 1,2-*C-
markierten GA bestatigten diesen Mechanismus.®
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Abb. 9:  Bildungsmechanismus von HOP-Lysin

Eine weitere bedeutende monovalente Pyridinium-Proteinmodifikation, 3-Hydroxy-
pyridiniumlysin (OP-Lysin), wurde im Jahr 2004 von Argirov et al. beschrieben. Die
Arbeitsgruppe untersuchte die Entstehung von OP-Lysin in anaeroben Modellreaktionen und
konnte die Struktur ausschlieBlich in Mischinkubationen mit GA und G3 detektieren. Das
Cs-Grundgeriist wird somit bevorzugt durch einen C,- und Cs-Korper gebildet. Das Di-
Amadori-Produkt gilt als zentrales Intermediat bei der Entstehung von OP-Lysin (Abb. 10).
Der Austausch von G3 durch MGX, ebenfalls ein Cz-Kdrper, fiihrte nicht zur Bildung von OP-
Lysin. Daher gilt es als GA-G3-spezifisches AGE. Jedoch wurden diese Untersuchungen
lediglich unter nicht-oxidativen Bedingungen durchgefiihrt.* So kann die Entstehung von OP-
Lysin unter oxidativen Bedingungen, beispielsweise Uber den oxidativen Abbau von

Ascorbinséure, nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 10:  Postulierter Bildungsmechanismus von OP-Lysin

Shigeta et al. und Fujimoto et al. identifizierten 2-Hydroxypropanal (Lactaldehyd) als
moglichen Prakursor fir die Bildung von Pyridinium-AGEs.8*® Lactaldehyd ist ein
a-Hydroxycarbonyl und wird ausgehend von L-Threonin durch das Myeloperoxidase-System
gebildet.®* Modellinkubationen von Lactaldehyd mit N“-Acetyllysin fihrten zur Entstehung
einer neuartigen monovalenten (Lactaldehyd-Pyridiniumlysin, LAPL) und einer neuartigen
bivalenten Pyridinium-Proteinmodifikation (Lactaldehyd-Pyridiniumlysin-Dimer, LAK-2).
Untersuchungen beziglich weiterer Prakursoren und der Nachweis bzw. die Relevanz der
neuartigen Strukturen in vivo oder in prozessierten Lebensmitteln blieben allerdings aus. Das
Prékursorenspektrum der Pyridinium-AGEs ist breit gefdachert und reicht von C»- bis

Cs-Zuckern. Eine zusammenfassende Ubersicht ist in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Ubersicht der Prakursoren ausgewahlter Pyridinium-Proteinmodifikationen

Proteinmodifikation Préakursor Literatur
. 3x GA
HOP-Lysin 83
Erythrose/Threose + GA
GLAP 3x G3 78
OP-Lysin GA +G3 4
LAPL 2x Lactaldehyd 84
LAK-2 2x Lactaldehyd 85
. Threose
Vesperlysin A 74
Pentosen + GA/GX
Pentosidin Pentosen 73
K2P Ascorbinsaure 5

2.2.2 Pyridinium-AGEs als Photosensibilisatoren

Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, ist Ascorbinsdure eine potente Vorlauferstruktur fiir die
Bildung von Pyridinium-AGEs und stellt in menschlichen Augenlinsen aufgrund der relativ
hohen Konzentration (~3 mM) den Hauptprikursor fiir AGEs dar.%8 So konnten einige
Proteinmodifikationen mit einem Pyridiniumgrundgerist in  Augenlinsenproteinen

nachgewiesen werden.*>""" Dabei korreliert das Auftreten dieser Strukturen mit kataraktosen



Aktueller Stand der Forschung

Krankheitsbildern. Aufgrund der UV-Aktivitdt und der Fluoreszenzcharakteristika sind
Pyridinium-AGEs in der Lage, als Photosensibilisatoren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu

bilden.®

Zu den ROS gehdren zum einen Radikale, wie das Hyperoxid-Anion, das Hydroxy-Radikal
und das Peroxyl-Radikal, zum anderen Wasserstoffperoxid, Hydroperoxid und Singulett-
Sauerstoff (10,). Im Gegensatz zum Triplett-Sauerstoff (Grundzustand, So) sind die Spins der
beiden Valenzelektronen bei *O; entgegen der Hundschen Regel antiparallel ausgerichtet. Im
Prinzip gelangt bei einer photosensibilisierenden Reaktion der Photosensibilisator durch
Absorption von Licht in einen angeregten Zustand (S1). Der Si-Zustand ist allerdings sehr
kurzlebig und kann entweder durch Fluoreszenz in den Se-Zustand gelangen oder durch
Interkombination (Intersystem Crossing, 1SC) in einen Triplett-Zustand (T1), wobei Letzterer

stabiler ist.2° Eine graphische Darstellung dieser Prozesse zeigt Abb. 11.

A
S
1
A \\
ISC
h T,
@ /
la / 1
dh, Fluoreszens I 02
c
L Absorption
/
ISC
/
Y/ 3
So— — 0,

Abb. 11:  Anregung und mogliche Relaxationswege eines Photosensibilisators®

In Anwesenheit von Sauerstoff findet eine direkte Energielibertragung vom angeregten
Photosensibilisatormolekil auf Sauerstoff statt (Typ-I11-Reaktion). Dies fiihrt zum einen zur
Relaxation des Sensibilisators aus dem Ti-Zustand in den Se-Zustand, zum anderen zur
elektronischen Anregung von Sauerstoff in den Singulett-Zustand. Des Weiteren kann der
angeregte Photosensibilisator ein Elektron oder ein Wasserstoffatom auf ein Substratmolekl
Ubertragen (Typ-I-Reaktion). Die Radikale, welche aus den priméren Typ-I-Prozessen
entstehen, kdnnen anschlieBend in Gegenwart von Sauerstoff Peroxyradikale und

Hydroperoxide bilden.®®



Aktueller Stand der Forschung

Eine Herausforderung stellt die Detektion von 'O aufgrund dessen Kurzlebigkeit dar, wobei
typische Lebensdauern im Piko- und Nanosekundenbereich liegen.®® Auf der einen Seite kann
10, direkt iiber Lumineszens nachgewiesen werden, auf der anderen Seite lasst sich dieser unter
anderem mit polycyclischen aromatischen Verbindungen ,einfangen“.®® Hierbei reagieren
elektronenreiche Aromaten mit 'O, in einer [4+2] Cycloaddition zu den jeweiligen
Endoperoxiden. Anthracen-Derivate gelten als spezifische Akzeptoren fiir 1O, konnen diesen
jedoch selbst als Photosensibilisatoren erzeugen.®? Im Gegensatz dazu kann die photo-
sensibilisierende Bildung von 'Oz, von Naphthalin-Derivaten ausgehend, ausgeschlossen
werden.” Naphthalin-Derivate werden in der Literatur als O,-Detektoren beschrieben,
reagieren allerdings nur langsam mit diesem.®**® Die daraus resultierenden Naphthalin-
Endoperoxide sind bereits unter milden Bedingungen instabil, dennoch ist ein breites Spektrum
an wasser- und fettloslichen Verbindungen bekannt.?®°” Einen empfindlichen und spezifischen
Nachweis fiir 1O, stellt zudem das Endoperoxid von Sensor-Green (SOGS) dar, welches iiber
Fluoreszenz detektiert werden kann.*® Allerdings kann SOGS selbst als Photosensibilisator 1O,
generieren.®® Die Arbeitsgruppe von Ortwerth beschéftigte sich intensiv mit posttranslationalen
Proteinmodifikationen abgleitet von Ascorbinsdure und deren photosensibilisierenden Bildung
von ROS. So konnte gezeigt werden, dass bei der Bestrahlung von kataraktGsen Linsen mit
UV-A-Licht (iber 90% der generierten ROS auf 'O, zuriickzufiihren war.’® Weitere
Untersuchungen belegten die photosensibilisierte Bildung von 'O, durch Vesperlysin A und
Pentosidin.’ In biologischen Systemen reagiert 1O, schnell mit DNA, Lipiden und Proteinen
und fihrt zum oxidativen Stress. Insbesondere Tryptophan- und Histidinreste werden in
kataraktésen Augenlinsen durch die Bildung von 1O, geschadigt.'%?

2.3 Proteinmodifizierung im Lebensmittel

Proteine sind biologische Makromolekile, welche aus Aminosduren bestehen und (ber
Peptidbindungen miteinander verbunden sind. Grundsétzlich werden mehrere Strukturebenen
unterschieden. Die Primérstruktur ist die unterste Ebene und stellt die Aminoséuresequenz dar.
Die réumliche Anordnung des Polymerriickgrats (Sekundéarstruktur) wird durch
nicht-kovalente Bindungen (Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische Krafte und
hydrophobe Wechselwirkungen) stabilisiert. Die h&ufigsten Typen von Sekundar-
strukturelementen sind a-Helices und p-Faltblatter. Diese werden durch zumeist kurze
unstrukturierte Bereiche miteinander verbunden. Zu diesen gehéren ,Loops” und , Turns”, die
auch maRgeblich die Flexibilitat eines Proteins bestimmen. a-Helices zeichnen sich durch die

gleichmaRige Verdrehung der Polypeptidkette aus, die durch die regelméfige Ausbildung von
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Wasserstoffbriickenbindungen zu einer stabilen Struktur fihren. Das Vorkommen bestimmter
Aminosduren beeinflusst die Bildung einzelner Strukturen entlang der Polypeptidkette. So gilt
Prolin als ,,Helixbrecher und findet sich h&ufig in den ,Loops” und ,Turns” wieder.
Aromatische Aminosduren hingegen sind oftmals Bestandteil von B-Faltblattern. Wenn die
Strénge von B-Faltblattern antiparallel verknipft sind, verléuft der N-Terminus des einen
B-Stranges in die entgegengesetzte Richtung vom N-Terminus des zweiten Stranges. Bei
parallelen B-Faltblattern liegen die N-Termini beider Strédnge in gleicher Richtung vor. Die
Makrokonformation einer oder mehrerer Polypeptidketten bezeichnet man als Tertidrstruktur.
Die Quartérstruktur beschreibt die gegenseitige raumliche Anordnung von zwei oder mehreren
Peptiden zueinander. Durch die Ausbildung von kovalenten Disulfidbriicken besitzt Cystein

einen maRgeblichen Einfluss auf die Tertiar- und Quartérstruktur von Proteinen,'%3

Die Modifizierung von Lebensmittelproteinen kann auf thermischem, physikalischem,
enzymatischem, chemischem oder fermentativem Weg erfolgen. Die thermische Behandlung
von Lebensmitteln fihrt zur Konformationsanderung der Proteine. So kommt es ab einer
Temperatur von 55 °C zur Veranderung von o-Helices und p-Faltblattern und ab einer
Temperatur von 70-80 °C zum vollstandigen Verlust der Sekundar- und Tertidrstruktur.1%4
Neben der Proteindenaturierung tritt im Rahmen der Maillard-Reaktion auch eine Protein-
glykierung auf, die mit einem Verlust von ernahrungsphysiologisch essentiellen Aminosauren
einhergeht. Diese strukturellen Verédnderungen von Proteinen haben zur Folge, dass deren
enzymatischer Verdau und die Absorption tiber die Darmschleimhaut vermindert sind.1%°% In
Modellexperimenten konnte gezeigt werden, dass Lysinoalanin im Gegensatz zu CML und Né-
Fructoselysin (FL) in modifiziertem Casein nicht vom Gastrointestinaltrakt absorbiert wird.1%’
Fur die Aufnahme von AGEs ist das Molekulargewicht des Proteins von entscheidender
Bedeutung. Freie und an niedermolekulare Proteine gebundene AGEs werden in signifikant
héheren Mengen absorbiert als héhermolekulare Proteine.®'% AGEs kénnen in vivo mit
Zelloberflachenrezeptoren interagieren und zu Entziindungsprozessen und zellularen
Dysfunktionen fithren.!® Der AGE-bindende Rezeptor (RAGE) stellt einen intensiv
untersuchten pro-inflammatorischen Rezeptor dar. RAGE ist ein zur Signaltransduktion
befahigter Multi-Ligandenrezeptor, der den Transkriptionsfaktor NF-xB aktiviert. Dieser
induziert wiederum die Aktivierung weiterer pro-inflammatorischer Entziindungsmediatoren,
Adhiasionsproteine und Cytokine.'! Nicht-absorbierte Proteinmodifikationen kommen in
Kontakt mit der Darmflora und kénnen durch diese metabolisiert werden. Modellversuche
unter anaeroben Bedingungen demonstrierten, dass die humane Darmflora in der Lage ist freies
FL und CML abzubauen.'> AnschlieBende Untersuchungen identifizierten N-

Carboxymethylcadaverin,  N-Carboxymethylpentansaure  und  N-Carboxymethyl-A’-
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piperidinium-lon als Metabolite von CML. Diese Strukturen wurden von verschiedenen
Stammen von E. coli produziert, jedoch nur unter aeroben Bedingungen.®® Das bedeutet, dass

neben E. coli weitere Mikroorganismen in der Lage sind, AGEs zu metabolisieren.

Trotz der zahlreichen bekannten Proteinmodifikationen liegt der Fokus vieler Studien auf die
Quantifizierung von CML und CEL.M*® In Tab. 2 sind die Gehalte von AGEs in

ausgewahlten Lebensmittel-Matrices gegenubergestellt.

Tab.2:  Konzentrationen von Proteinmodifikationen in ausgewahlten Lebensmittel-Matrices.

Lebensmittel AGE-Gehalt Literatur
Weil3brotkruste CML: 382 mg/kg 114
Weizenbrot CML: 4,5 mg/kg; CEL: 2,3 mg/Kkg; 49

CEA: 15 mg/kg; MG-H1: 18 mg/Kkg;
NE-Formyllysin: 3,2 mg/kg;
NE-Acetyllysin: 3,0 mg/kg;

Pyrralin: 36 mg/kg

Kekse CML.: 10-76 mg/kg; CEL: 2-53 mg/Kkg; 117
MG-H1: 10-218 mg/kg

Milch CML: 47-119 pmol/mL,; 118
Pyrralin: 14-908 pmol/mL

Milchpulver CML: 21,1-128,3 mg/kg; CEL: 13,8-56,6 mg/kg 119
Pyrralin: 2,9-81,5 mg/kg

Fisch (gegrillt) CML: 16,7-50,5 mg/kg; CEL: 45,0-128,3 mg/kg 115

Hihnchenfleisch (gekocht)  CML.: 5,0-35,7 mg/kg; CEL: 22,6-140,5 mg/kg 120
MG-H1: 26,7 mg/kg; G-H1: 3,0-7,4 mg/kg
MOLD: 0,8-2,9 mg/kg; GOLD: 1,0-2,3 mg/kg

Thunfisch (gekocht) CML: 9,6-40,7 mg/kg; CEL: 35,8-129,6 mg/kg 120
MG-H1: 19,0-46,8 mg/kg; G-H1: 2,8-4,0 mg/kg

Rindfleisch (gekocht) CML: 36,2 mg/kg; CEL: 21,7 mg/kg 116

Schweinefleisch (gegrillt) CML: 9,2 mg/kg; CEL: 40 mg/kg 121

GOLD: 0,25 mg/kg; GOLA: 1,2 mg/kg;
MOLA: 6 mg/kg

Neben den genannten, unerwiinschten Eigenschaften bestimmen Proteinmodifikationen
weiterhin maRgeblich die Textur, den Geruch und den Geschmack von Lebensmitteln. Die
Bildung charakteristischer Aromaeindriicke verlauft unter anderem Gber den Strecker-Abbau.
Hierbei reagieren in einer Redoxreaktion a-Dicarbonyle zu a-Hydroxycarbonylen und

Aminoséuren unter Decarboxylierung zu Strecker-Aldehyden (Abb. 12).1%
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Abb. 12:  Strecker-Abbau'®

Beispielsweise sind Methional und 3-Methylbutanal Leitstrukturen fiir den Geruch von
Kartoffelchips bzw. Schokolade.!?!% Auch Pyrazine und Strecker-Sauren, die im Zuge des
Strecker-Abbaus gebildet werden, stellen potente Aromastrukturen dar. Die sekundare
Aminosdure Prolin reagiert im Sinne der Strecker-Reaktion mit MGX zu 2-Acetylpyrrolin.
Diese Struktur ist ein Schlisselaroma in Weibrot und Popcorn und besitzt mit 0,05 pg/kg
einen sehr niedrigen Geruchsschwellenwert.!?* Des Weiteren ist die oxidative Bildung von
Disulfidbriicken verantwortlich fur die Elastizitdt von Teig und flr die strukturellen

Veranderungen beim Braten von Fleisch.'#12

2.3.1 Frittiervorgang und Kartoffelchips

Frittieren ist ein dem Braten verwandter Garprozess, bei dem Lebensmittel bei Temperaturen
von 140-180 °C in Kontakt mit Speisedl kommen. Hierbei dient ein Speisedl mit einem hohen
Rauchpunkt als Massen- und Wérmetransfer-Medium. Das im Lebensmittel gebundene Wasser
wird in Folge der Verdunstung in der Randzone nach und nach aus dem Inneren an die
Randschicht gefiihrt. Infolge des Wasserentzugs bildet sich an den aufleren Schichten ein
pordser und trockener Bereich (Kruste) aus, wobei die Dicke (0,3-2 mm) von der Frittierdauer
abhangig ist.!?"1% Im Bereich der Kruste werden schnell Temperaturen von {ber 100 °C
erreicht, im Inneren hingegen steigt die Temperatur nur langsam an, weil das Verdampfen des
Wassers seiner Umgebung Wérme entzieht. Aufgrund der niedrigen Wasseraktivitat und der

hohen Temperatur kommt es vor allem in der Kruste zur Bildung von Maillard-Produkten.
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Abb. 13:  Warme- und Massentransfer beim Frittiervorgang nach Gertz et al.1?8

Der Frittiervorgang kann in vier grundlegende Schritte eingeteilt werden. Die 1. Phase
beschreibt das Eintauchen der rohen Matrix in das heife Ol, wobei sich die Oberflachen-
temperatur stark erhoht, allerdings kein Wasser verdampft. In der darauffolgenden 2. Phase
verdampft das Wasser auf der Oberflache und es kommt zur langsamen Ausbildung der Kruste.
In der 3. Phase kommt es zur sukzessiven Reduzierung des Wassergehaltes und die Temperatur
im Kern beginnt zu steigen. Die letzte Phase ist erreicht, wenn keine sichtbare Verdampfung
von Wasser stattfindet. Um die Abldufe beim Frittiervorgang besser zu verstehen, haben Farkas
et al. in einem Modellsystem, basierend auf der Warmeleitungsgleichung, den Massen- und
Warmetransfer naher beschrieben. Dabei postulierten sie das Vorliegen zweier Bereiche, den
unfrittierten Kern und die frittierte Kruste, welche durch eine Grenzschicht voneinander
getrennt sind.*?*1*° Eine vereinfachte schematische Darstellung der Prozesse zeigt Abb. 13. Das
Modell vernachlassigte den Einfluss der Oladsorption und wurde fiir Lebensmittel mit einem
hohen Wassergehalt und einer Dicke von 2,5cm beschrieben. Bei dem Frittieren von
Kartoffelscheiben (Dicke <3 mm) vergroRert sich der Krustenbereich sehr schnell und die
Zone des unfrittierten Kerns verschwindet, sodass nach kurzer Zeit in der gesamten Matrix

Temperaturen von tiber 100 °C erreicht werden.

Die unterirdischen Sprossknollen der Kartoffelpflanze (Solanum tuberosum L.) nehmen
hauptsachlich in Europa eine zentrale Rolle als Grundnahrungsmittel ein. Frittierte Kartoffeln,
insbesondere Kartoffelchips, reprasentieren einen Bestandteil der westlichen Erndhrung. Seit

Jahrzehnten sind frittierte Lebensmittel bei Verbrauchern beliebt, vor allem aufgrund des
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einzigartigen Zusammenspiels von Geschmack und Textur. Die Qualitdt der erzeugten
Kartoffelchips wird durch die physikochemischen Eigenschaften der Kartoffelknolle
beeinflusst. Die genaue chemische Zusammensetzung der Knolle ist abhangig von Sorte,
Standort, Erntezeitpunkt und von den Lagerungsbedingungen. Generell setzt sich die Kartoffel
aus 77,8% Wasser, sowie 14,8% verfiigbare Kohlenhydrate und 2,0% Proteine zusammen. 3!
Starke stellt hierbei den GroRteil der vorhandenen Kohlenhydrate dar, besteht zu 20-30% aus
Amylose und zu 70-80% aus Amylopektin und tragt mit ca. 75-80% zur Trockenmasse bei. Der
Gehalt der Trockenmasse hat einen entscheidenden Einfluss auf die Olaufnahme und die
Knusprigkeit der produzierten Chips.’® Rund 75% der Kartoffelproteine gehdren zu den
wasserloslichen Albumin- und Globulinfraktionen, wahrend etwa 25% aller Proteine wasser-
unléslich und ein wichtiger Bestandteil der Zellwénde sind. Die wasserldslichen Proteine lassen
sich in drei Gruppen einteilen: Patatin (40-45 kDa), Proteaseinhibitoren (4-25 kDa) und
héhermolekulare Proteine (>87 kDa).'*® Das Proteom zeichnet sich durch eine biologisch und
erndhrungsphysiologisch wertvolle Aminosdurezusammensetzung aus. Neben Asparaginsaure
und Glutaminsdure konnten auch essentielle Aminosduren wie Leucin und Lysin in
bedeutsamen Mengen nachgewiesen werden, wobei Letztere malgeblich fur die Maillard-
Reaktion ist.!3* Kartoffelknollen werden unter Lichtausschluss und niedrigen Temperaturen
gelagert, um Keimung, Pathogenese und Wasserverlust zu verhindern. Dies fuhrt allerdings zur
Akkumulation von reduzierenden Zuckern, dem sogenannten ,.cold-induced sweetening*
(C1S), wobei Fructose und Glucose die Hauptprodukte darstellen. Das CIS beschreibt einen
komplexen Prozess des Kohlenhydratabbaus, bei dem sowohl der enzymatische Stérkeabbau
als auch die Glykolyse eine wichtige Rolle spielen.t® Cottrell et al. konnten in ihren
Untersuchungen eine Korrelation zwischen der Aktivitat von f-Amylase und der Akkumulation
von reduzierenden Zuckern beobachten. Bei einer Lagertemperatur von 4 °C erhohten sich die
Aktivitat von B-Amylase und der Gehalt an reduzierenden Zuckern innerhalb der ersten Woche
deutlich. Im Gegensatz dazu fuhrte die Lagerung der Kartoffeln bei 10 °C nur zu einer
geringfiigigen Erhohung.'*® Die temperaturabhéngige Bildung von reduzierenden Zuckern in
Folge der Lagerung von Kartoffeln konnte durch die Untersuchungen von Knowles et al.
bestatigt werden.¥” Die gebildeten reduzierenden Zucker kénnen somit im anschlieBenden
Frittierprozess im Sinne der Maillard-Reaktion zur gewinschten Farb- und Aromabildung,

allerdings auch zur Bildung unerwiinschter, teilweise toxischer Strukturen beitragen.

2.3.2 Veranderungen und Folgeprodukte wahrend des Frittierens

Die drastischen Bedingungen bei dem Frittierprozess fiihren zu weitgreifenden physiko-

chemischen Verdanderungen von Lebensmitteln. Die Ausbildung von Textur und Aroma ist
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zuruckzufuhren auf die Verénderung von Proteinen, Fetten und Kohlenhydratketten.
Starkekorner erfahren bei Kontakt mit heiRem Ol und in Gegenwart von Wasser zunachst eine
Verkleisterung, wobei dieser Prozess grob in zwei Phasen eingeteilt werden kann. Der erste
Schritt ist gekennzeichnet durch die sukzessive VergroRerung der Stérkekorner und der
teilweisen Herauslosung der Amylose. Im zweiten Schritt verlieren die Starkekorner ihre
Integritit und es bilden sich Starke-Lipid-Komplexe aus.*® Die Bildung und Stabilisierung
solcher Komplexe beinhaltet eine Reihe von nichtkovalenten Wechselwirkungen. Generell
werden hierbei die langkettigen und hydrophoben Seitenketten der Fettsduren in die
Helixstruktur von Amylose eingebaut. Die Methylengruppen von [1—4] Glucanen sind nach
innen gerichtet und bilden einen unpolaren Hohlraum, die polaren Hydroxylfunktionen
hingegen sind nach auen angeordnet. Die Bildung von Stéarke-Lipid-Komplexen beeinflusst

das Verkleisterungsverhalten, die Retrogradation und die Verdaulichkeit der Starke.**

Neben der Lebensmittelmatrix ist auch das Fett wahrend des Frittierens kontinuierlich oder
wiederholt erhdhten Temperaturen in Gegenwart von Luftsauerstoff und Feuchtigkeit
ausgesetzt. Speisefette und Ole sind Gemische von Triacylglyceriden. Aufgrund von
Hydrolyse, Oxidation und Polymerisation kénnen diese zu freien kurzkettigen Fettsauren,
Mono- und Diglyceriden, Aldehyden, Ketonen und Polymeren reagieren. Im Rahmen der
radikalischen Autoxidation, die auf ungesattigte Fettsduren abzielt, kommt es zur Bildung von
Verbindungen, die fur das spezifische Aroma der frittierten Produkte verantwortlich sind.
Hinsichtlich der Vielféltigkeit des Produktspektrums werden auch unerwiinschte Fehlaromen
und reaktive Carbonylstrukturen gebildet. Malondialdehyd stellt ein charakteristisches
Sekundérprodukt der Lipidoxidation dar und gilt als Markersubstanz fiir den oxidativen
Verderb von Fetten.!*® Aufgrund der hohen Reaktivitit ist es in der Lage proteingebundene
Lysin- und Argininseitenketten zu modifizieren.**142 Wie in Kapitel 2.1.2 bereits beschrieben,
stellen neben Malondialdehyd auch MGX und GX reaktive Intermediate der Lipidperoxidation
dar. Im Vergleich zur Maillard-induzierten Kohlenhydratfragmentierung sind jedoch die
gebildeten Mengen von GX und MGX in Folge der Lipidperoxidation vernachléssigbar.?
Ledbetter et al. konnten in frittierten Kartoffelscheiben Gehalte an freiem GX von
2,21 + 0,35 mg/kg und MGX von 5,44 + 1,11 mg/kg bestimmen.** Weitere Untersuchungen
umfassen die Bildung von posttranslationalen Proteinmodifikationen wahrend des
Frittierens.}*>1%8 Tab. 3 fasst die Gehalte verschiedener Intermediate und Folgeprodukte der

Maillard-Reaktion in frittierten Kartoffelprodukten zusammen.



Aktueller Stand der Forschung

Tab. 3: Intermediate und Produkte der Maillard-Reaktion in frittierten Kartoffelprodukten

Verbindung Gehalt [mg/kg] Literatur
MGX 0,12-5,44 144, 145
GX 0,20-4,28 144, 145
CML 0,15-15 146, 147
CEL 0,24-24 146, 147
HMF 42-65 144, 148
Pyrralin 3,5-14,8 150

Acrylamid 0,15-5,36 154, 158

5-Hydroxymethylfurfural (HMF) gilt als Markerstruktur fiir die thermische Belastung von
Lebensmitteln. Es entsteht erst durch thermisch induzierte Maillard-Prozesse beim Abbau von
reduzierenden Zuckern und ist in unprozessierten Lebensmitteln nur geringfiigig enthalten.*°
Typische HMF-Gehalte liegen zwischen 40-80 mg/kg, hochprozessierte Lebensmittel besitzen
Gehalte iiber 100 mg/kg.*”® Pyrralin, ein weiteres Hauptprodukt der Maillard- Reaktion in
erhitzten Lebensmitteln, wird in signifikanten Mengen (20-40 mg) mit der taglichen Nahrung
aufgenommen.?®%® Brotkruste, Zwieback und Kartoffelchips weisen mit 14-200 mg/kg die
hichsten Pyrralin-Gehalte auf.** Die Bildung erfolgt durch den aminkatalysierten Abbau von
Glucose Uber 3-DG. Der anschlieRende nucleophile Angriff der e-Aminofunktion von Lysin an
das C>-Carbonylkohlenstoffatom von 3-DG fuhrt nach Wasserabspaltung und Cyclisierung zu

Pyrralin (Abb. 14).1%

HC=0 HC=N—Lys H(|2=0 H(i.:=0
HC—OH HC —OH c=0 HO—C
-H,0 | |
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CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
Glucose Imin 3-Desoxyglucoson
+ R—NH, -3H,0 -2H,0
Lys
HOHZC\O/CHO HOHZC\O/CHO
Pyrralin 5-Hydroxymethylfurfural

Abb. 14:  Bildungsweg von Pyrralin und 5-Hydroxymethylfurfural
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Die intestinale Aufnahme von proteingebundenem Pyrralin erfolgt Uber die Transporter PEPT
1 und PEPT 2. In den Epithelzellen werden die Proteine hydrolysiert und freies Pyrralin

diffundiert durch die basolaterale Zellmembran in den Blutkreislauf.'®3

Acrylamid ist ein bekanntes, carcinogenes Maillard-Produkt, dessen Vorkommen in stark
erhitzten Lebensmitteln in den letzten Jahrzehnten intensiv untersucht wurde. Im Jahr 2002
wurde es erstmals in frittierten Kartoffelprodukten nachgewiesen.™™ Die Bildung von
Acrylamid erklért sich aus dem Strecker-Abbau von freiem Asparagin in Gegenwart von
reduzierenden Zuckern.™ Einen entscheidenden Einfluss auf die Bildung von Acrylamid
haben Frittierdauer und -temperatur, sowie der Gehalt an reduzierenden Zuckern und
Asparagin.’®*1%® Aufgrund der toxischen Eigenschaften dieser Verbindung gibt es zahlreiche
Untersuchungen zur Reduzierung des Gehaltes in frittierten Lebensmitteln. Liyanage et al.
stellten fest, dass das Blanchieren von Kartoffelscheiben mit destilliertem Wasser vor dem
Frittieren den Gehalt an Acrylamidgehalt um 59% verringert, wobei die Temperatur des

Wassers und die Dauer der Behandlung eine zentrale Rolle spielen, %1€



Ergebnisse und Diskussion

3 Zielstellung

Die Modifizierung von Proteinen im Rahmen der Maillard-Reaktion ist ein alltigliches
Phanomen, welches bei der thermischen Behandlung von Lebensmitteln auftritt, aber auch in
Verbindung mit pathophysiologischen Krankheiten gebracht werden kann. Bei dieser Reaktion
nehmen kurzkettige und reaktive Carbonyle eine zentrale Position ein und stellen gleichzeitig
wichtige Reaktionspartner von Aminosaureseitenketten dar. Insbesondere Arginin und Lysin
werden aufgrund ihrer Reaktivitat bevorzugt modifiziert. Die daraus resultierenden stabilen
Proteinmodifikationen werden unter dem Begriff Advanced Glycation Endproducts (AGES)
zusammengefasst. ~ Zahlreiche ~ Untersuchungen  konzentrieren  sich  auf  die
Reaktionsmechanismen und Reaktionsprodukte von a-Dicarbonylen. Das Glykierungs-
potential von a-Hydroxycarbonylen, wie z.B. GA und G3, wurde bislang nur unzureichend
untersucht. Diese reaktiven Intermediate spielen insbesondere im Hinblick auf die Bildung von

Pyridinium-AGEs eine bedeutende Rolle.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in einer detaillierten Untersuchung der Bildung von
Pyridinium-AGEs und deren Vorldauferstrukturen in verschiedenen Modellsystemen. Parallel
dazu sollte die praktische Relevanz und die Bedeutung der Strukturen in prozessierten
Lebensmitteln aufgezeigt werden. Im Fokus standen hierbei eine neuartige, fluoreszierende
Crosslink-Struktur und die monovalenten Verbindungen OP-Lysin, GLAP und HOP-Lysin.
Zur Etablierung einer hochsensitiven Analysenmethode war zundchst die Synthese von
authentischen Referenzmaterialien von entscheidender Bedeutung. Fur mechanistische
Aussagen wurden die Inkubationen mit 1-1*C-markiertem GA umgesetzt, sowie der Einfluss
von nicht-oxidativen Bedingungen auf die Bildung von Pyridinium-AGEs untersucht. Um die
Relevanz dieser Strukturklasse im Hinblick auf die photosensibilisierende Generierung von

oxidativem Stress zu beurteilen, wurden Bestrahlungsexperimente mit UV-Licht durchgefihrt.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit bezog sich auf die Quantifizierung von posttranslationalen
Proteinmodifikationen sowohl in kommerziell erhéltlichen Kartoffelchips als auch beim
Frittieren von Kartoffelscheiben unter definierten Bedingungen, sowie in gegrillten
Rindfleischbratlingen. Gleichzeitig wurden wichtige a-Hydroxycarbonyle wéhrend der

Prozessierung der Lebensmittel untersucht.



Ergebnisse und Diskussion

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1  Synthese verschiedener Pyridinium-AGEs

In vivo wurde die endogene Akkumulation von Pyridinium-Proteinmodifikationen im
Augenlinsenprotein beobachtet, wobei die Strukturen hier potentiell wichtige Marker fir
Krankheitsbilder wie z.B. Katarakt darstellen.”1%! Des Weiteren konnte diese Strukturklasse
in prozessierten Lebensmitteln nachgewiesen werden.'®? Fiir die Quantifizierung von AGEs in
verschiedenen Matrices ist die Herstellung von authentischen Referenzstandards von
fundamentaler Bedeutung. Eine Mdglichkeit stellt die Isolierung von Pyridinium-AGEs aus
kataraktosen Linsen oder aus entsprechenden Modellinkubationen dar. Allerdings erfolgt dies
nur in sehr geringen Ausbeuten.>’® Daher wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Synthesestrategie basierend auf den Untersuchungen von Adamczyk et al. entwickelt
(Abb. 15).163
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Abb. 15:  Uberblick Synthesestrategie

Klaus et al. konnten in Modellinkubationen mit Ribonuclease A eine neuartige Lysin-Lysin-

Crosslink-Struktur  (1-(5-Amino-5-carboxypentyl)-4-(5-amino-5-carboxypentyl-amino)-Pyri-
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dinium-Salz) identifizieren.? Allerdings beruhte die Strukturaufklarung lediglich auf massen-
spektrometrischen Untersuchungen. Eine detaillierte Analyse hinsichtlich des Substitutions-
musters erfolgte nicht. Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand daher die Synthese der
bivalenten Pyridinium-AGEs para-Dilysinpyridinium-Salz (para-DLP) und meta-Dilysin-
pyridinium-Salz (meta-DLP). Des Weiteren wurden die monovalenten Verbindungen 3-Hydro-
xypyridiniumlysin (OP-Lysin), 3-Hydroxy-5-hydroxymethylpyridiniumlysin (GLAP) und 3-
Hydroxy-4-hydroxymethylpyridiniumlysin (HOP-Lysin) synthetisiert. Die Synthesestrategie
fir die Darstellung der Pyridinium-AGEs beruhte auf der Herstellung des entsprechenden
Pyridinderivates mit anschlielender Quarternisierung des Stickstoffatoms mit einem
Alkylhalogenid. Als Alkylierungsmittel diente hierbei tert-Boc-2-[(tert-Boc)Amino]-6-

iodhexanséure, welches in einer vierstufigen Synthese hergestellt wurde.

4.1.1 Darstellung von tert-Boc-2-[(tert-Boc)Amino]-6-iodhexansaure
4.1.1.1 Stufe 1: Einfihrung einer Boc-Schutzgruppe

Hinsichtlich der Reaktivitdt der Seitengruppen von Lysin und zur Vermeidung von
unerwinschten Nebenreaktionen wahrend der mehrstufigen Synthese wurde im ersten Schritt
die Carboxylfunktion des Eduktes mittels einer Schutzgruppe modifiziert. Als Ausgangs-
produkt diente N*-Boc-N°-Chz-Lysin (1) wobei die N*- und Né-Aminofunktionen bereits durch
eine tert-Butyloxycarbonyl- (Boc) und eine Benzyloxycarbonylschutzgruppe (Cbz) geschiitzt
waren. Fir die Bildung des sterisch anspruchsvollen tert-Butylesters wurde, analog nach
Strazzolini et al., Di-tert-Butyldicarbonat ((Boc).0) mit 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) als
Katalysator in tert-Butanol umgesetzt (Abb. 16).2%4

?oc ?oc
NH (Boc),0 NH
/l\/\/\ ~Chz —DNAP )\/\/\ Cbz
HoOC N tert-Butanol tBuOOC N
H H
1 2

Abb. 16: Darstellung von N*-Boc-N#-Cbz-Lysin-tert-butylester

4.1.1.2 Stufe 2: Hydrogenolytische Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe

Die Verwendung von orthogonalen Schutzgruppen ermdglichte es im zweiten Schritt die
Cbz-Schutzgruppe an der N°-Aminofunktion von N“Boc-N°-Cbz-Lysin-tert-butylester (2)
hydrogenolytisch unter Palladiumkatalyse abzuspalten, wahrend die anderen Schutzgruppen
unter diesen Bedingungen stabil waren. Strukturell gesehen handelte es sich hierbei um ein

Benzylcarbamat, welches unter milden Bedingungen und unter Freisetzung von
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Kohlenstoffdioxid in das korrespondierende primare Amin gespalten wurde (Abb. 17).1% Die
so freigesetzte N°-Aminogruppe des N“-Boc-Lysin-tert-butylesters (3) stand fur die nach-

folgenden Umsetzungen zur Verfligung.

?oc Bloc
NH NH
Pd; H,
_Cbz —Mm—
tBuOOC n tBuOOC NH,
2 3

Abb. 17:  Darstellung von N*-Boc-Lysin-tert-butylester

4.1.1.3 Stufe 3: Diazotierung

Die anschlielende Diazotierung des geschutzten Lysinderivates mit Natrium-Nitroprussid
(Naz[Fe(CN)sNOQO]) flhrte im basischen Milieu zur Bildung von tert-Boc-2-[(tert-Boc)-
Amino]-6-hydroxyhexansdure (4) (Abb. 18). Aufgrund der geringen Loslichkeit von (3) in
Wasser, begrindet durch das Vorhandensein von Schutzgruppen, wurde dieses in einem
Wasser-Ethanol-Gemisch gelost (siehe Kapitel 6.1.3). Die fur die Reaktion entscheidenden
basischen Bedingungen wurden Uber die gesamte Reaktionsdauer durch die Zugabe von
Natronlauge konstant gehalten. Natrium-Nitroprussid stellt einen oktaedrischen Komplex dar,
wobei das kationische Zentralatom (Fe?*) von fiinf Cyanid- und einem Nitrosyl-Liganden
umgeben ist.1®® Der nucleophile Angriff des primaren Amins an den elektrophilen Nitrosyl-
Liganden und die darauffolgende Wasserabspaltung flihrte zundchst zum aliphatischen
Diazoniumsalz. In Gegenwart von Hydroxylionen erfolgte ein weiterer nucleophiler Angriff

unter Freisetzung von Stickstoff zum korrespondierenden Alkohol.

I|30c Bloc
NH NH
)\/\/\ R EER LR )\/\/\
i
tBuOOC NH, PH=9,5;60°C tBuOOC OH
3 4

Abb. 18: Darstellung von tert-Boc-2-[(tert-Boc) Amino]-6-hydroxyhexansdure

4.1.1.4 Stufe 4: Halogenierung

Im letzten Schritt wurde die Hydroxygruppe mittels Triphenylphosphan (PPhs), lod und
Imidazol in wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) durch lod substituiert. PPhs reagierte
zundchst mit lod zu lodtriphenylphosphoniumiodid. Dieses Intermediat griff anschlieRend
elektrophil an die Hydroxylfunktion von (4) an, wobei schlussendlich tert-Boc-2-[(tert-Boc)

Amino]-6-iodhexansaure (5) und Triphenylphosphanoxid resultierten (Abb. 19). Das bei der
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Reaktion eingesetzte Imidazol fing entstehenden lodwasserstoff ab. Die chemische Struktur
von (5) wurde mittels ein- und zweidimensionaler Kernresonanzspektroskopie (NMR)
identifiziert. Die dazugehorigen Daten sind im Anhang aufgefilhrt und in guter Uber-
einstimmung mit den von Adamczyk et al. beschriebenen Spektren.'®® Die Gesamtausbeute der
vierstufigen Synthese betrug 10%. (5) diente in den nachfolgenden Umsetzungen als

Alkylierungsmittel flr die Pyridingrundstrukturen.

?oc ?oc
NH NH
tBuOOC OH I, PPhy tBuOOC I
4 5

Abb. 19: Darstellung von tert-Boc-2-[(tert-Boc) Amino]-6-iodhexansaure

4.1.2 Darstellung von mono- und bivalenten Pyridinium-AGEs

Fur die Synthese der bivalenten Pyridinium-AGEs wurde die Alkylierung des Pyridin-
grundgerustes zundchst in einer Modellsynthese durchgefiihrt, wobei Propyliodid als
Alkylierungsmittel diente. Die Umsetzung mit 3- bzw. 4-Aminopyridin (3-AP, 4-AP) flhrte
erwartungsgeman zur Propylierung des endozyklischen N-Atoms. Die primare Aminofunktion

wurde nicht alkyliert.
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Abb. 20: Modellsynthesen bivalenter Pyridiniumstrukturen

Diese Beobachtung wurde mehrfach in der Literatur beschrieben.’*”1%® Fossey et al.

untersuchten detailliert die Regioselektivitdt der Alkylierung von Aminopyridinen und
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schlussfolgerten, dass der Angriff des Alkylhalogenids immer am lonenpaar des
endozyklischen N-Atoms erfolgt.'®® Um die Nucleophilie am exocyclischen N-Atom zu
erhohen, wurde die priméare Aminofunktion mit einer Boc-Schutzgruppe geschiitzt. Die daraus
resultierenden sekundaren Amine 3-(Boc)-AP und 4-(Boc)-AP fiihrten in der Modellsynthese
in Gegenwart von Natriumhydrid zu den gewiinschten bialkylierten Strukturen. Zusatzlich
wurden analog dazu Untersuchungen mit 2-(Boc)-Aminopyridin durchgefuhrt, allerdings
konnte hier keine Bialkylierung erzielt werden (Abb. 20). Folglich wurde fir die Umsetzung
mit (5) 3-(Boc)-AP und 4-(Boc)-AP verwendet. Da Natriumhydrid eine starke Base darstellt
und (5) unter diesen Bedingungen nicht stabil war, wurde Kaliumcarbonat verwendet
(Abb. 21).
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Abb. 21: Darstellung von meta- und para-DLP

Die synthetisierten bivalenten Pyridinium-AGEs wurden in der geschitzten Form (6) und (7)
saulenchromatographisch aufgereinigt und anschlieRend mit 3 N Salzséure versetzt. Nach

Abspaltung der Boc-Schutzgruppen erfolgte die Isolierung von meta-DLP und para-DLP
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mittels praparativer Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), wobei Heptafluor-
buttersdure (HFBA) als lonenpaarreagenz diente. Folglich lagen die isolierten Strukturen als
HFBA-Salz vor.

Die monovalenten Pyridinium-AGEs wurden nach einem &hnlichen Prinzip synthetisiert
(Abb. 22). Als Edukt fur OP-Lysin diente 3-Hydroxypyridin (8), fir die Synthese von GLAP
und HOP-Lysin wurden zunéchst 5- bzw. 3-Hydroxynicotinsauremethylester mithilfe von
Lithiumaluminiumhydrid zu den korrespondierenden primaren Alkoholen (9 und 10) reduziert.
Die monoalkylierten Verbindungen wurden mittels praparativer HPLC aufgereinigt und lagen,
wie zuvor beschrieben, als HFBA-Salz vor. Die chemische Struktur der monovalenten
Pyridinium-Aminosaurederivate wurde mittels *H- und *C-NMR sowie mit hochauflsender
Massenspektrometrie (HR-MS) bestétigt. Die dazugehorigen Ergebnisse sind im Anhang

aufgefiihrt und stimmen mit den beschriebenen Daten in der Literatur gut tiberein.*"°83
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X=H; Y= CH,0H; GLAP

X=CH,OH; Y=H; HOP-Lysin

Abb. 22:  Darstellung von OP-Lysin, GLAP, HOP-Lysin

4.1.3 Strukturanalyse

Zur Strukturaufklarung beider bivalenten Pyridinium-Aminoséurederivate wurden 1D- NMR-
(*H und BC-APT (attached proton test)) und 2D-NMR-(homonuclear correlation spectroscopy
(H,H COSY), heteronuclear single quantum coherence (HSQC) und heteronuclear multi-bond
correlation (HMBC)) Experimente genutzt. Des Weiteren wurde die Authentizitit der
Standards mit HR-MS bestétigt. In Tab. 4 sind die NMR-Daten und die hochauflésenden
Massen zusammengefasst. Das H-NMR-Spektrum von meta-DLP zeigte drei im Tieffeld
auftretende Signale, welche im tblichen Bereich der chemischen Verschiebung aromatischer
Protonen liegen. Die Signale H-2 (7,84 ppm) und H-6 (7,83 ppm) Uberlagerten sich und waren
im Vergleich zu den Protonen H-4 (7,49 ppm) und H-5 (7,53 ppm) aufgrund der N&he zum
positiv geladenen N-Atoms starker entschirmt und somit signifikant tieffeldverschoben. Die
Kopplung zwischen H-6 und H-5 sowie die Kopplung zwischen H-5 und H-4 bewiesen die

Substitution der Lysin-Seitenkette in meta-Position.
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Tab. 4: NMR- und HR-MS-Daten von para-DLP und meta-DLP in D;O
para-DLP
H H
o H H H H H 2_{s H H H H H o
N wel Ll | 7 o W HHHM
& |5 |4 3 7 TN (] | 2 3 & 5 G \\ | | | | |
o bk DT TV e T
H H : i "
HR-MS [M]* 353,2183 HR-MS [M]* 353,2183
berechnet C17H2904N4 353,2189 berechnet C17H2904N4 353,2189
H/C 5 H [ppm] & 13C [ppm] H/C 5 H [ppm] & 13C [ppm]
7,92/7,78 (d, 1H)
143,0/140,7 2 7,84 (s, 1H)? 126,4
3)=6,9 Hz
6,70 (d, 2H)?
110,8/105,3 3 - 148,2
3)=6,9 Hz
7,49 (d, 1H)
4 - 157,1 126,6
%)=6.5Hz
6,70 (d, 2H)? 7,53 (dd, 1H)
110,8/105,3 1275
3)=6.9Hz 3)=7,1Hz; 65 Hz
7,92/7,78 (d, 1H) 7,83 (d, 1H)?
143,0/140,7 130,9
%)=6.9 Hz 8)=7,1Hz
4,02 (t, 2H) 4,43 (t, 2H)
1 57,2 1' 61,1
8)=72Hz 3)=70Hz
1,85 (m, 6H)? 1,93 (t, 2H)
2' 29,3 2' 29,9
3)=72Hz 3)=7,0Hz
3 1,37 (m, 4H)? 21,0 3 1,35 (m, 4H)? 21,0
4 1,85 (m, 6H)? 29,2 4 1,84 (m, 4H)? 29,4
5' 3,90 (m, 2H)? 52,9 5' 3,83 (m, 2H)? 53,3
6' - 172,2 6' - 172,0
3,23 (t, 2H) 3,12 (t, 2H)
1 41,9 1" 41,9
3)=7,0Hz 3)=6,7 Hz
1,61 (t, 2H) 1,59 (t, 2H)
" 27,0 2" 27,0
3)=70Hz 3)=6,7Hz
3" 1,37 (m, 4H)? 21,6 3" 1,35 (m, 4H)? 21,7
4" 1,85 (m, 6H)? 29,4 4" 1,84 (m, 4H)? 29,6
5" 3,90 (m, 2H)? 53,0 5" 3,83 (m, 2H)? 53,4
6" - 172,3 6" - 172,1

2 Signal war Uberlagert



Ergebnisse und Diskussion

Die APT-Experimente zeigten eine positive Kohlenstoffresonanz fir das quartdre C-3
(148,2 ppm). HMBC-Kopplungen zwischen H-1" (3,12 ppm) und C-3 sowie zwischen H-1'
(4,43 ppm) und C-2 (126,4 ppm) und C-6 (130,9 ppm) stiitzten das Substitutionsmuster. Das
Ruckgrat der Lysinseitenketten beider Pyridiniumstrukturen wies nahezu identische Spektren
auf, wobei das Proton H-1' eine Ausnahme bildete. Das Signal wurde bei beiden Strukturen in
ein Triplett aufgespalten, jedoch unterschiedlich stark tieffeldverschoben (4,43 ppm;
meta-DLP und 4,02 ppm para-DLP). Dies ist durch die mesomeren Grenzstrukturen von para-
DLP zu erklaren. Die Bindung zwischen C-4 und dem exocyclischen N-Atom muss einen
Doppelbindungscharakter aufweisen und die Struktur somit als Iminium-lon vorliegen. Der
Vergleich der beiden quartaren Kohlenstoffatome [C-3; 148,2 ppm; meta-DLP | C-4;
157,1 ppm; para-DLP] bestatigten diese Vermutung. Die Bildung einer Iminiumstruktur ist
ausschlieRlich bei para-DLP maglich. 3C-NMR-APT-Experimente zeigten, dass sowohl C-2
und C-6 (140,3 ppm/140,7 ppm) als auch C-3 und C-5 (110,8 ppm/105,3 ppm) chemisch nicht
aquivalent sind und somit die Isomerisierung zur Pyridiniumstruktur begrenzt ist. Ahnliche
Beobachtungen resultierten bei der Untersuchung von I-Methyl-4-methylaminopyridinium-
Salz und Octenidindihydrochlorid.}”®'"* Die hochauflésenden Massen von meta-DLP und
para-DLP waren identisch (C17H2004N4 m/z = 353,2183; theoretisch: 353,2189).

Von beiden Pyridinium-Aminosaurederivaten wurden UV-Spektren (in 0,1 M Phosphatpuffer;
pH = 7,4) aufgenommen (Abb. 23). Da para-DLP als Iminiumstruktur und meta-DLP als

Pyridiniumstruktur vorlag, konnten unterschiedliche Absorptionsmaxima verzeichnet werden.
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Abb. 23:  UV-Spektren von meta-DLP (durchgezogene Linie) und para-DLP (gestrichelte Linie).
(A) in 100 mM Phosphatpuffer, pH =7,4 und (B) berechnete Spektren mittels zeitabhangiger
Dichtefunktionaltheorie (¢ = 0,4 eV)

Dies konnte auRerdem durch die theoretische Berechnung der elektronischen Anre-

gungsenergien mittels zeitabhangiger Dichtefunktionaltheorie (time dependent density
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functional theory; TD-DFT) bestétigt werden, wobei die simulierten UV-Spektren eine sehr
gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten zeigten. Meta-DLP wies zwei
Absorptionsmaxima (264 nm und 345 nm) und para-DLP lediglich ein Maximum bei 280 nm
auf. Die Bestrahlung von meta-DLP bei 345 nm resultierte in einem Fluoreszenzpeak bei
435 nm, wobei das Fluoreszenzspektrum pH-Wert unabhangig war (Abb. 24).
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Abb. 24: Emissionsspektrum von meta-DLP bei einer Anregungswellenldénge von 345 nm,
pH=74

Im Gegensatz dazu stellte para-DLP kein Fluorophor dar. In der Literatur wurden diese
unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften aufgrund des Substitutionsmusters bei 3-AP und
4-AP beobachtet. 4-AP zeichnet sich durch eine sehr schwache Fluoreszenz aus, die durch den
zweiten angeregten Zustand (=—n*-Ubergang), welcher einen hohen charge-transfer Charakter
besitzt, begriindet ist. Der geringste angeregte Zustand (n—m*-Ubergang) findet nur in
unpolaren Lodsungsmitteln statt. Im Gegensatz dazu ist bei 3-AP der geringste angeregte
Zustand in polaren Losungsmitteln ein t—n*-Ubergang.!’? Weiterfiinrende Untersuchungen
zeigten, dass durch den charge-transfer die Amino-Gruppe in para-Position eine Drehung um
90° erfahrt (twisted intramolecular charge-transfer).}”® Ahnliche Beobachtungen wurden auch
bei 4-(Dimethylamino)-Pyridin sowie bei 4-(Dimethylamino)-1-methylpyridinium-Salz

gemacht. 1’417

Die spektroskopischen Ergebnisse von meta-DLP sind in Ubereinstimmung mit den Daten
eines zuvor isolierten fluoreszierenden Protein-Crosslinks.*? Diese Struktur wurde aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zu Lysin-Lysin-Pyridinium-Dimer (K2P) und aufgrund fehlender
NMR-Untersuchungen vorldufig als para-DLP beschrieben. Mit den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit lasst sich nun eindeutig feststellen, dass es sich bei dem fluoreszierenden
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Crosslink um meta-DLP handelt. Zugleich stellt dies die beschriebene Struktur von K2P in
Frage. Das gelbe Chromophor wurde aus mit Ascorbinsédure modifizierten Kalbslinsen isoliert
und charakterisiert, konnte jedoch nur in einigen wenigen Untersuchungen in kataraktdsen
Linsen quantifiziert werden.>!-1"6 Obwonhl die exocyclische Lysinseitenkette in para-Position
substituiert ist und K2P ein nicht aromatisches Molekdl représentiert, ist das beschriebene
Absorptionsmaximum (345 nm) und die Fluoreszenzemission (440 nm) fast identisch zu
meta-DLP. Im Gegensatz zum neuartigen Aminoséure-Crosslink stellt K2P eine séurelabile
Struktur dar. K2P misste unter sauren Bedingungen dehydratisieren und wirde dann zum
aromatischen, nicht fluoreszierenden und sdurestabilen para-DLP reagieren. Die Analyse der
folgenden Modelluntersuchungen (Kapitel 4.2) sowie der enzymatischen Hydrolyse

(Kapitel 4.4.1) sollen diese Fragestellung klaren.

Die monovalenten Pyridinium-AGEs OP-Lysin, GLAP und HOP-Lysin zeigten in wéassrigen
Ldsungen eine pH-Wert abhangige Absorption und Fluoreszenz. Je niedriger der pH-Wert,
desto starker verschob sich die Absorption in den kurzwelligen blauen Bereich des Spektrums.
In Abb. 25 sind die Ergebnisse fiir OP-Lysin dargestellt. Unter physiologischen Bedingungen
(0,1 M Phosphatpuffer, pH = 7,4) liegt die OH-Gruppe des Pyridinium-Ringes deprotoniert

und unter sauren Bedingungen (0,1% Trifluoressigsaure, pH = 2,0) protoniert vor.
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Abb. 25:  UV-Spektrum von OP-Lysin in 100 mM Phosphatpuffer, pH 7,4 (durchgezogene
Linie) und in 0,1% Trifluoressigsaure, pH 2,0 (gestrichelte Linie)

Die Absorptionsmaxima von OP-Lysin lagen bei einem pH = 2,0 bei 223 nm und 288 nm. Die
deprotonierte Form wies drei Absorptionsmaxima (214 nm, 249 nm und 320 nm) auf.
Infolgedessen waren die Anregungswellenlédngen fir das Fluoreszenzspektrum von OP-Lysin

pH-abhéngig. Unter sauren Bedingungen flihrte eine Bestrahlung bei 288 nm zu einer Emission
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bei 391 nm. Die deprotonierte Form wurde bei 320 nm angeregt und ergab ein &hnliches
Emissionsspektrum wie das protonierte Molekil mit einem Maximum bei 390 nm. Die
erhaltenen Ergebnisse sind im Einklang mit den beschriebenen Daten in der Literatur.* Die
Spektren fir GLAP und HOP-Lysin sind im Anhang dargestellt.
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Abb. 26: Emissionsspektrum von OP-Lysin in 100 mM Phosphatpuffer, pH 7,4 (durchgezogene
Linie), Anregungswellenlange von 288 nm und in 0,1% Trifluoressigsaure, pH 2,0 (gestrichelte
Linie), Anregungswellenldnge von 320 nm

4.1.4 Stabilitat

Nach erfolgter Strukturanalyse wurden alle synthetisierten Pyridinium-AGEs hinsichtlich ihrer
Stabilitat unter stark sauren Bedingungen untersucht. Dazu wurden diese mit 6 N Salzséure
versetzt und fir 24h bei 110°C inkubiert. Die Detektion erfolgte nach
flissigchromatographischer  Auftrennung und Nachsdulenderivatisierung mit  einem
Fluoreszenzdetektor (FLD). Die Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd (OPA) war
erforderlich, da para-DLP keine Eigenfluoreszenz besitzt. Primére Amine und OPA werden in
Gegenwart eines Thiols, wie z.B. 2-Mercaptoethanol, zu einem fluoreszierenden Isoindol
umgesetzt. Infolgedessen besaRen alle Analyten dieselbe Anregungswellenlange (340 nm) und
Emissionswellenlédnge (455 nm). Die Quantifizierung erfolgte tiber eine externe Kalibrierung.
Fir die monovalenten Pyridinium-AGEs konnte eine HPLC-Methode entwickelt werden, bei
der alle drei Analyten basisliniengetrennt vorlagen (Abb. 27). Nach erfolgter Reaktionszeit
wurden nahezu identische Gehalte von OP-Lysin, GLAP und HOP-Lysin detektiert.
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Abb. 27: HPLC-FLD Chromatogramm der synthetisierten monovalenten Pyridinium-AGEs
vor (schwarze Linie) und nach 24-stiindiger saurer Hydrolyse (blaue Linie)

Fur meta-DLP und para-DLP konnte ebenfalls eine Methode entwickelt werden, die zur
Auftrennung der beiden Strukturen fuhrte. Beide Aminosaurederivate zeigten nach der sauren
Hydrolyse unveranderte Gehalte (Abb. 28). Somit kann ein Abbau der hier synthetisierten
Pyridinium-AGEs unter sauren Bedingungen ausgeschlossen werden.
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Abb. 28: HPLC-FLD Chromatogramm der synthetisierten bivalenter Pyridinium-AGEs vor
(schwarze Linie) und nach 24-stindiger saurer Hydrolyse (blaue Linie)

4.1.5 Entwicklung einer MRM-Methode

Fur die Entwicklung einer sensitiven Multiple Reaction Monitoring (MRM)-Methode wurde
fiir jede Struktur eine Massenkalibrierung (,,Tuning”) am Massenspektrometer durchgefiihrt.

Hierbei wurden verschiedene Quellenparameter auf die Zielanalyten so eingestellt, dass die
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lonisations- und Fragmentierungseffizienz maximal war. Fir das ,,Tuning“ wurden die
synthetisierten Pyridinium-AGEs in einer Konzentration von 10 ng/mL in Reinstwasser gelost.
Im Anschluss daran erfolgte die Injektion der jeweiligen LoOsungen mit Hilfe der
Spritzenpumpe des Massenspektrometers bei einem Fluss von 20 uL/min. Als erstes erfolgte
die Bestimmung der Muttermasse der Analyten. Danach wurde fir jede einzelne Struktur das
optimale ,,Declustering Potential“ (DP) und die dazugehdrigen Produktionen bestimmt.
Daraufhin wurden fur alle Massenpaare die Kollisionsenergien (CE) sowie die
Zellaustrittspotentiale (CXP) optimiert. Die ermittelten Daten sind in Tab. 5 zusammengefasst.
Die anschlieRende Kopplung mit einer geeigneten HPLC-Methode ist im Anhang ausfihrlich

beschrieben.

Tab. 5: MS/MS-Ubergénge der synthetisierten Standards

Analyt Retentionszeit Molekilion  Massenfragment  DP CE CXP
[min] [Da] [Da] N [eV] [Vl

GLAP 22,7 255,2 210,0 75,0 27,0 14,0
130,1 23,0 10,0

126,2 25,0 9,0

84,1 35,0 14,0

OP-Lysin 23,0 225,1 180,1 60,0 25,0 12,0
129,8 21,0 11,0

96,3 27,0 9,0

84,1 31,0 12,0

HOP-Lysin 23,3 255,2 210,2 75,0 25,0 12,0
130,0 22,0 15,0

126,2 27,0 9,0

84,1 40,0 16,0

meta-DLP 29,8 353,2 308,2 75,0 30,0 15,0
224,2 34,0 20,0

130,2 45,0 9,5

84,1 51,0 6,0

para-DLP 30,2 353,2 308,2 75,0 30,0 15,0
224,2 32,0 20,0

130,2 40,0 20,0

84,1 60,0 17,0
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4.2  Modelluntersuchungen zur Bildung von Pyridinium-AGEs

Damit die Strukturen sicher in den folgenden Modelluntersuchungen quantifiziert werden
konnten, war die Bestimmung von Nachweisgrenze (NWG) und Bestimmungsgrenze (BG) der
Verbindungen in den Modellinkubationen unerlésslich. Die NWG beschreibt die kleinste noch
nachweisbare Menge an Analyt, wahrend unter der BG die geringste noch quantifizierbare
Menge verstanden wird. Dabei ist die NWG als dreifache und die BG als zehnfache
Rauschhohe zur Retentionszeit der Verbindung definiert. Die ermittelten NWG und BG der

einzelnen Analyten sind in Tab. 6 zusammengefasst.

Tab. 6: NWG und BG von AGEs in Modellinkubationen

Analyt BG [pumol/mol Lysin] NWG [pmol/mol Lysin]
CML 0,53 1,58
HEL 0,08 0,23
GLAP 0,06 0,18
HOP-Lysin 0,06 0,19
meta-DLP 0,04 0,13
OP-Lysin 0,07 0,20

4.2.1 Kurzkettige Carbonylverbindungen

Kurzkettige a-Hydroxycarbonyle wie Glyceraldehyd (G3) und Glycolaldehyd (GA) sind
bekannt als potente Glykierungsagenzien und spielen eine wichtige Rolle fir die Entstehung
von Pyridinium-AGEs.*"®8 In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Bildung von
meta-DLP, OP-Lysin, GLAP und HOP-Lysin in verschiedenen Modellinkubationen néher
untersucht. Dazu wurden reaktive Carbonylstrukturen mit N*-tert-Boc-Lysin unter milden
Bedingungen (pH 7,4; 37 °C) flr sieben Tage inkubiert. Eine detaillierte Erlauterung der
Inkubationen ist in Kapitel 6.2 und 6.3 beschrieben. Da GA in Gegenwart von Lysin leicht zu
Glyoxal (GX) oxidiert wird, wurden neben aeroben Inkubationen zudem Inkubationen unter
anaeroben Bedingungen durchgefiihrt.® Um beurteilen zu koénnen, ob die anaeroben
Inkubationen erfolgreich unter Sauerstoffausschluss abgelaufen sind, wurde in allen
Inkubationen N8-Carboxymethyllysin (CML) quantifiziert. CML stellt ein GX-spezifisches
AGE dar und benétigt fir die Bildung in der anaeroben GA-Inkubation einen zusatzlichen
Oxidationsschritt.®*® ErwartungsgemaR wurden unter oxidativen Bedingungen signifikant
héhere Gehalte CML detektiert. Nichtsdestotrotz konnte die Bildung von CML in anaeroben
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GA-Inkubationen beobachtet werden, was darauf hinweist, dass ein geringer Teil von GA zu
GX oxidiert worden ist (Tab. 7). Die bestimmten Konzentrationen der GX-spezifischen
Proteinmodifikation sind im Einklang mit den Daten in der Literatur.®® Die Vorlauferstrukturen
der monovalenten Pyridinium-AGEs sind in der Literatur beschrieben, jedoch wurden fir die
Bildung der Lysinmodifikationen lediglich relative Mengen angegeben.®® In der vorliegenden
Arbeit wurde die hdchste Konzentration von HOP-Lysin in der anaeroben GA-Inkubation
(214 pmol/ mol Lysin) detektiert, die Mischinkubation GA/G3 (aquimolare Mengen) ergab
28,6 umol/mol Lysin. In den jeweiligen aeroben Inkubationen wurden zweifach geringere
Mengen gebildet. Dies unterstreicht die Bedeutung von GA fur die Bildung von HOP-Lysin.
GLAP wurde in G3- und GA/G3-Inkubationen detektiert, wobei die hochsten Gehalte in der
G3-Inkubation nachgewiesen wurden. Weiterhin konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen oxidativen und nicht-oxidativen Bedingungen festgestellt werden. Obwohl GLAP
und HOP-Lysin Konstitutionsisomere darstellen, werden diese durch unterschiedliche
Carbonyle gebildet. Einzelinkubationen mit GX oder Methylglyoxal (MGX) fihrten nicht zur
Bildung der Pyridinium-Proteinmodifikationen. Basierend auf den Ergebnissen der
Modellinkubationen konnte HOP-Lysin als GA-spezifisches und GLAP als G3-spezifisches
AGE bestatigt werden.

Tab. 7: Bildung von CML, HOP-Lysin, GLAP, meta-DLP, und OP-Lysin in Modell-
inkubationen mit N“*tert-Boc-Lysin und kurzkettigen Carbonylen nach sieben Tagen (pH 7,4)
unter aeroben und anaeroben Bedingungen

Inkubation CML OP-Lysin  meta-DLP GLAP  HOP-Lysin
[mmol/mol Lysin] [umol/mol Lysin]

GA (aerob) 37,2+15 116+0,6 1,23+0,10 <BG 116 £ 10
GA (anaerob) 52%0,2 252+20 132+0,12 <BG 214 £ 15
GA/G3 (aerob) 16,5+0,9 106+0,8 4,12+0,34 79+06 164+12
GA/G3 (anaerob) 2301 139+12 442+041 83+0,7 28622
G3 (aerob) <BG <BG <BG 39,0+21 <BG
G3 (anaerob) <BG <BG <BG 40,2 £ 3,8 <BG
GX (aerob) 43,0+1,2 <BG <BG <BG <BG
GX (anaerob) 426+11 <BG <BG <BG <BG
MGX (aerob) <BG <BG <BG <BG <BG
MGX (anaerob) <BG <BG <BG <BG <BG

Meta-DLP konnte in allen GA- und GA/G3-Inkubationen detektiert werden, wobei in der
GA/G3-Mischinkubation im Vergleich zur GA-Inkubation dreifach héhere Mengen

nachgewiesen wurden. Dies scheint auf den ersten Blick offensichtlich zu sein, da das
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Pyridinium-Grundgerist von meta-DLP fiinf Kohlenstoffatome besitzt und diese durch die
Kombination beider a-Hydroxycarbonyle zu Verfligung stehen. Einzelinkubationen mit GX,
MGX oder G3 flhrten nicht zur Bildung von meta-DLP oder OP-Lysin. Gegentuiber CML
konnte bei meta-DLP ein Trend, aber keine signifikanten Unterschiede zwischen aeroben und
anaeroben Inkubationen festgestellt werden. Da die Quantifizierung der Proteinmodifikationen
nach der sauren Abspaltung der Boc-Schutzgruppe von N“-tert-Boc-Lysin erfolgte, misste
unter diesen Bedingungen demzufolge vorhandenes K2P zu para-DLP reagieren. Allerdings
konnte in keiner Modellinkubation para-DLP detektiert werden, was die Bildung von K2P
durch GA, GX, G3 und MGX ausschlieft.

Tab. 8: Bildung von CML, meta-DLP, und OP-Lysin in Modellinkubationen mit N*-tert-Boc-
Lysin und verschiedenen Verhaltnissen GA/GX nach sieben Tagen (pH 7,4) unter anaeroben
Bedingungen

Inkubation CML OP-Lysin meta-DLP
[mmol/mol Lysin] [umol/mol Lysin]

GA/GX (9:1) (anaerob) 354+11 23,620 1,94+ 0,18

GA/GX (3:1) (anaerob) 36,7+1,3 18,2+1,0 2,04 £0,18

GA/GX (1:1) (anaerob) 380+11 141+1,0 2,32+0,20

GAJ/GX (1:3) (anaerob) 394+1.2 128+1,0 2,34 £0,21

GA/GX (1:9) (anaerob) 415+11 54+0,2 0,64 +0,04

Im Gegensatz zur Literatur wurden die hochsten Konzentrationen von OP-Lysin
(25,2 pumol/mol Lysin) in der anaeroben GA-Inkubation detektiert. Argirov et al. konnten die
Proteinmodifikation ausschlieBlich in GA/G3-Mischinkubationen nachweisen.® Dieses
Ergebnis wies auf einen bedeutenden alternativen Bildungsmechanismus hin. Da in den
anaeroben Inkubationen ein geringer Teil von GA zu GX oxidiert wurde, musste die a-Dicar-
bonylstruktur an der Bildung von OP-Lysin bzw. meta-DLP beteiligt sein. Daher wurden
Modellinkubationen unter nicht oxidativen Bedingungen mit unterschiedlichen Verhéltnissen
GA/GX untersucht. Die Bildung von meta-DLP erreichte ein Maximum bei einem Verhaltnis
GA/GX (1:3) wahrend OP-Lysin mit steigender GX-Konzentration kontinuierlich abnahm
(Tab. 8). Dies zeigte eindeutig, dass GX in Gegenwart von GA eine Vorlauferstruktur fir beide
Pyridiniumstrukturen ist. AnschlieBende Modellinkubationen von 1-*C-Glycolaldehyd
(1-13C-GA) und GX in verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen mit N*-tert-Boc-Lysin unter

nicht-oxidativen Bedingungen bestatigten diese Vermutung.
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Abb. 29 zeigt den Einfluss von GX auf das Isotopenverhaltnis von meta-DLP und OP-Lysin.
Die Einzelinkubation mit 1-**C-GA fiihrte zu zweifach (m/z 355 bzw. 227) und dreifach (m/z
356 bzw. 228) markierten Strukturen. Die Detektion von dreifach markierten Strukturen
bewies, dass drei Molekiile GA fur die Bildung des Pyridinium-Grundgerustes bendtigt werden
und folglich ein Ci-Fragment abgespalten werden muss. Das nahezu gleiche Verhéltnis
zwischen zweifacher und dreifacher Markierung ist auf die aminkatalysierte Tautomerie von
GA zurtickzufuihren. Mit steigender GX-Konzentration nahm die Dreifachmarkierung deutlich
ab und wurde bei einem Verhiltnis von 1-C-GA/GX (1:9) vernachlassigbar. Dies ist darauf

zurlickzufuhren, dass unmarkiertes GX in das Pyridinium-Grundger(st eingebaut wurde.
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Abb. 29:  Einfluss von GX auf das Isotopenverhaltnis von (A) meta-DLP und (B) OP-Lysin in
Modellinkubationen mit N“-tert-Boc-Lysin und verschiedenen Konzentrationen von 1-3C-GA
und GX (schwarze Balken, 40 mM/0 mM); rote Balken, 35,6 mM/4,4 mM; blaue Balken,
20 mM/20 mM; graue Balken, 4,6 mM/35,6 mM)

Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich ein neuer alternativer Bildungsweg fur meta-DLP
und OP-Lysin unter Beteiligung von einem Molekil GX und zwei Molekilen GA formulieren
(Abb. 30). Im ersten Schritt reagiert die e-Aminofunktion von Lysin mit zwei Molekilen GA
zum Di-Amadori-Produkt. Der darauffolgende Angriff von Glyoxal und Wasser fiihrt zu einem
Hydrat, welches in einem aldoldhnlichen Cyclisierungsschritt unter Abspaltung eines
Ci-Fragmentes in Form von Ameisensdure zum Pyridinium-Ring reagiert. Fir die Bildung von
meta-DLP erfolgt ein weiterer nucleophiler Angriff von Lysin. Diese Art der Disproportionie-
rungsreaktion einschlieBlich der Abspaltung von Ameisensaure wurde bereits flr die Bildung
von GOLD beschrieben.®®
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Abb. 30:  Alternativer Reaktionsmechanismus fur die Bildung von meta-DLP und OP-Lysin

4.2.2 Hoherkettige Zucker

Reduzierende Kohlenhydrate mit langerkettigen Kohlenstoff-Rlckgrat reprasentieren im
Hinblick auf die Maillard-induzierte Fragmentierung und die daraus resultierenden
kurzkettigen Carbonylstrukturen potentielle Vorlauferstrukturen fur Pyridinium-AGEs. In
diesem Zusammenhang wurden Kohlenhydrate mit einem Cs-, Cs- und Cs-Grundger(st unter
oxidativen und nicht-oxidativen Bedingungen mit N*-tert-Boc-Lysin fir sieben Tage inkubiert.
Im Gegensatz zur Literatur konnte OP-Lysin in allen Zuckerinkubationen mit Ausnahme der
Glucose-Inkubation detektiert werden (Tab. 9). Argirov et al. nutzen UV- und fluoreszenz-
spektroskopische Methoden, wohingegen hier eine hochsensitive LC-MS/MS Methode fir die
Detektion der AGEs verwendet wurde.* Reaktionsgemische unter Sauerstoffausschluss
bildeten signifikant hohere Mengen OP-Lysin, meta-DLP und HOP-Lysin und verdeutlichten,
dass GA in diesen Inkubationen eine wichtige VVorlauferstruktur darstellt. Dagegen wurde CML
in signifikant hoheren Mengen in aeroben Inkubationen quantifiziert, wobei hier die GX-
vermittelte Isomerisierung und die oxidative Fragmentierung des Amadori-Produktes die
vorherrschenden Bildungswege waren. GLAP konnte ausschlieBlich in Ribose-Inkubationen
quantifiziert werden. Reaktionsgemische mit Cas-Zuckern bildeten HOP-Lysin in
vergleichbaren Mengen wie GA-Inkubationen. Dies bestétigte die Untersuchungen von
Argirov et al. und zeigte, dass rL-Erythrulose, p-Threose und b-Erythrose direkte

Prakursorstrukturen fiir HOP-Lysin darstellen.®® Im Gegensatz dazu wurden geringere
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Konzentrationen meta-DLP (0,82 und 0,26 pmol/mol Lysin) in allen Cs-Zucker-Inkubationen
im Vergleich zur GA/G3-Mischinkubation detektiert. Somit konnten Cs-Prakursoren als
geeignetere mechanistische Edukte fir die Bildung von meta-DLP ausgeschlossen werden. Des
Weiteren stellt Ascorbinsdure (ASC), vorwiegend die oxidierte Form Dehydroascorbinsdure
(DHA), ein potentes Glykierungsmittel in vivo und in vitro dar.'’"’® Daher wurde ASC unter
oxidativen und nicht-oxidativen Bedingungen mit N*-tert-Boc-Lysin fur sieben Tage inkubiert.
Aus Tab. 9 geht hervor, dass alle monovalenten Pyridinium-AGEs in der aeroben Inkubation
detektiert werden konnten, die gebildeten Mengen von meta-DLP konnten nicht quantifiziert
werden. Obwohl ASC als eine direkte VVorlauferstruktur fir K2P beschrieben wird, konnte in

keiner Inkubation para-DLP nachgewiesen werden.

Tab. 9: Bildung von CML, HOP-Lysin, GLAP, meta-DLP, und OP-Lysin in
Modellinkubationen mit N“-tert-Boc-Lysin und verschiedenen Zuckern nach sieben Tagen
(pH 7,4) unter aeroben und anaeroben Bedingungen

Inkubation CML OP-Lysin meta-DLP GLAP HOP-
Lysin
[mmol/mol
. [umol/mol Lysin]
Lysin]

D-Glucose (aerob) 1,3+0,1 <NWG <NWG <NWG <NWG

D-Glucose (anaerob) 0,17 £0,10 <NWG <NWG <NWG <NWG
D-Ribose (aerob) 545+1,6 401+021 033+0,02 012+0,01 2,38+0,20
D-Ribose (anaerob) 14,6 +0,8 239+13 0,82+0,07 0,14+0,01 143+11
L-Arabinose (aerob) 26,0+ 0,7 1,02+0,10 0,15+0,01 <NWG 0,11 +0,01
L-Arabinose (anaerob) 6,8 0,2 162+0,07 026+002 <NWG 0,39 £ 0,03
D-Xylose (aerob) 25,0+0,7 1,17+£0,11 0,17+£0,01 <NWG 0,13+0,01
D-Xylose (anaerob) 72+0.3 165+0,06 0,27+0,02 <NWG 0,39+0,03

D-Threose (aerob) 11,2+05 0,62 + 0,05 <NWG <NWG 73+3

D-Threose (anaerob) 6,3+0,3 0,83 +0,03 <NWG <NWG 140+9

D-Erythrose (aerob) 122+05 0,45+ 0,04 <NWG <NWG 20+1

D-Erythrose (anaerob) 6,3+0,3 0,72+0,04 < NWG < NWG 41 +2

L-Erythrulose (aerob) 99+04 0,49 £ 0,04 < NWG < NWG 75+3

L-Erythrulose (anaerob)  7,2+0,4 0,62 £0,03 <NWG <NWG 139+9
ASC (aerob) 75+05 0,31 £0,02 <NWG 0,14+0,01 357+0,30

ASC (anaerob) <BG <BG <BG <BG <BG
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Im Vergleich zu OP-Lysin (0,31 pmol/mol Lysin) wurde HOP-Lysin (3,57 pmol/mol Lysin)
in zehnfach hoheren Mengen gebildet. Dies ist auf die Fragmentierung von DHA zu

Erythrulose zuriickzufiihren.®’

Interessanterweise waren die gebildeten Mengen von OP-Lysin durch Ribose unter nicht-
oxidativen Bedingungen in einem &hnlichen Konzentrationsbereich wie in den GA-
Inkubationen. Um genauere mechanistische Einblicke in die Fragmentierung von Ribose und
das daraus resultierende Redoxsystem GA/GX zu erhalten, wurde die Pentose (ber einen
Zeitraum von 168 h mit N“-tert-Boc-Lysin unter aeroben bzw. anaeroben Bedingungen
inkubiert. Die Differenzierung zwischen GA und GX erfolgte anhand einer etablierten Methode
von Henning et al.>® Hierbei reagieren die freien Carbonyle mit der e-Aminofunktion von N*
tert-Boc-Lysin zuéchst zu den korrespondierenden Iminen. Die anschliefende Reduktion mit
Natriumbordeuterid (NaBDs) fiihrt zu stabilen Produkten (Abb. 31). Das GA-Imin reagiert zum
einfach deuterierten N°-(2-Hydroxy-1-d-ethyl)-Lysin (HEL-1D) und das GX-Imin zum
zweifach deuterierten N°*-(2-Hydroxy-1,2-d-ethyl)-Lysin (HEL-2D).

H o H OH H H D
I [ | NaBD, I
Ho—clz—c\ + HN—Lys —— Ho—r.l‘.—clz—NH-Lys TR Ho—clz—c|:=N—|.ys —_— Ho—cI:—cI:—NH—Lys
2
H H H H H H H H
GA Lysin GA-Imin HEL-1D
o fo) o OH 0 H D
N N\ N NaBD, 1|
c—C + H,N—Lys —_— C—C—NH-Lys C—C=N—Lys ——— HO—C—C—NH-Lys
/N 7 -H;0 /o I
H H H H H H D H
GX Lysin GX-Imin HEL-2D

Abb. 31: Reaktionsweg von GA und GX zur Bildung von HEL-1D und HEL-2D

Abb. 32 zeigt die zeitabh&ngige Bildung der gesamten HEL-Konzentration (Summe von
HEL-1D und HEL-2D). In Anwesenheit von Sauerstoff erreichte diese ein Maximum nach
24 h, wohingegen unter anaeroben Bedingungen eine kontinuierliche Bildung beobachtet
werden konnte. Dennoch war die HEL-Konzentration zu jedem gemessenen Zeitpunkt in den
aeroben Inkubationen héher. HEL-1D, dargestellt als prozentualer Anteil am gesamten HEL,
erreichte in Abwesenheit von Sauerstoff nach 5 h 73% und sank fortlaufend auf 43%. Unter
oxidativen Bedingungen war die Bildung von HEL-1D deutlich geringer und nach 72 h konnte
ein Gleichgewicht zwischen GA- und GX-Iminen (28%/72%) festgestellt werden. In
Anwesenheit von Aminen reagiert GA (ber ein 1,4-Dialkylpyrazinium Radikalkation,
einschlieRlich eines Oxidationsschrittes, zu GX.?® Die Bedeutung dieses radikalischen
Intermediates wurde im Hinblick auf die Bildung von Braunungsstrukturen im Rahmen der

Maillard-Reaktion bestatigt.?2 Zudem konnte gezeigt werden, dass das 1,4-Dialkylpyrazinium
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Radikalkation eine Vorlauferstruktur fur CML darstellt, wobei fur die Entstehung des

radikalischen Intermediates ein Oxidationsschritt essentiell ist.>®
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Abb. 32: N“*Boc-Lysin Inkubationen mit Ribose bei 37 °C und pH 7,4 unter oxidativen
(geschlossene Symbole) und nicht-oxidativen (offene Symbole) Bedingungen. (A) Bildung von
HEL-1D relativ zur Gesamtkonzentration von HEL; (B) absoluter Gehalt von HEL
(Gesamtkonzentration HEL, Summe aus HEL-1D und HEL-2D).

Dies bestatigte sich auch in diesen Untersuchungen, da das Verhaltnis unter anaeroben
Bedingungen deutlich zugunsten von GA lag. Allerdings konnten in aeroben Inkubationen
hohere absolute Mengen von GA detektiert werden. Auf der anderen Seite war die Bildung von
Pyridinium-AGEs unter anaeroben Bedingungen bis zu sechsmal hoher (23,9 vs.
4,01 umol/mol Lysin fiir OP-Lysin und 0,82 vs. 0,33 pumol/mol Lysin fiir meta-DLP). Diese
Ergebnisse fihren zur Schlussfolgerung, dass das Verhdltnis zwischen GA und GX der

entscheidende Faktor in der konkurrierenden Reaktion mit Lysin ist.

4.3  Photoinduzierte Bildung von 'O durch Pyridinium-AGEs

Molekularer Sauerstoff besitzt im Grundzustand eine Triplettmultiplizitat, elektronisch
angeregter Sauerstoff befindet sich im Singulettzustand. Singulettsauerstoff (*O.) stellt eine
sehr reaktive Sauerstoffspezies dar und ist an vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt. So kann diese in vivo mit einer Vielzahl von biologischen Molekdlen, wie
z.B. DNA, Lipiden und Proteinen reagieren.!”® Die Anregung vom Triplett- in den
Singulettzustand benotigt eine Energie von 95 kJ/mol.®® Wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, kann
die daflr benotigte Energie in Gegenwart eines angeregten Photosensibilisators auf Sauerstoff
iibertragen werden. Aufgrund der hohen Reaktivitat und Kurzlebigkeit von O; ist es notwendig
diesen effizient und selektiv fur einen empfindlichen Nachweis einzufangen. Eine Moglichkeit
ist die Verwendung von Naphthalin-Derivaten, die in Anwesenheit von 0. zu den

korrespondierenden Endoperoxiden reagieren (Abb. 33). In der Praxis werden verschiedene
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hydrophile Funktionen in das Naphthalin-Grundgerust integriert, um eine Loslichkeit in
Wasser zu gewdhrleisten. Aubry et al. synthetisierten hierfur Dinatrium-1,4-
naphthalindipropionat (NDP).!® Diese wasserlosliche Verbindung wurde in der vorliegenden

Arbeit fur die Bestrahlungsexperimente verwendet.

<|:00Na cl:ooua
i [
CH, CH,

—i

i i
CH, cl:u2
COONa COONa
NDP NDPO,

Abb. 33: Bildung von NDPO,

Weiterfuhrende Untersuchungen von Pierlot et al. zeigten, dass die Stabilitat des Endoperoxids
(NDPO,) temperaturabhéngig ist und in Wasser bei 37 °C eine Halbwertszeit von 23 min
besitzt.% Infolgedessen wurden meta-DLP bzw. OP-Lysin in Anwesenheit von NDP in 0,1 M
Phosphatpuffer (pH 7,4) unter Eiskiihlung bestrahlt und die L&sungen bis zur Detektion bei
einer Temperatur von 0 bis 5 °C gehalten. Die Bestrahlung der Pyridinium-AGEs erfolgte mit
einer wassergekihlten 50 W  Quecksilberdampflampe unter Verwendung eines UG5
Bandpassfilters. Optische Bandpassfilter transmittieren selektiv einen Teil des Spektrums und
reflektieren alle anderen Wellenl&dngen. Hierbei lag das transmittierte Licht zwischen 250 nm
und 370 nm und entsprach somit den Anregungswellenl&ngen von OP-Lysin und meta-DLP.
Der Nachweis von NDPO; erfolgte mittels LC-MS/MS.

Zur Verifizierung wurde in der vorliegenden Arbeit zundchst ein authentischer
Referenzstandard synthetisiert. Die Synthese von NDPO. erfolgte durch die chemisch
induzierte Bildung von 'Oz durch ein Molybdat (MoO4%)/Wasserstoffperoxid (H202)-System
in Gegenwart von NDP. Molybdat-lonen katalysieren die Disproportionierungsreaktion von
H.0 liber das gelbgefarbte Diperoxomolybdat (MoOs>) unter Freisetzung von 02 (Gleichung
1 und 2). Entscheidend bei der Reaktion sind der pH-Wert und die eingesetzte Konzentration
von Hz0. Ist diese zu hoch bildet sich das rotbraune Tetraperoxomolybdat (MoOs?), welches
quantitativ weniger O bildet. Unter leicht sauren Bedingungen reagiert MoOg? zur inaktiven
Saure HMoOg™ (Gleichung 3 und 4).18

2H,0, + MoO} S 2H,0 + MoO% (1)
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MoOg” — MoOj + .0, (2)
MoO? +2H,0, S MoO§ + 2H,0 (3)
MoO§ + H,0, 5 HMoOg + HO, (4)

Durch portionsweise Zugabe von H,O, war MoOs* der vorherrschende Komplex bei der
Reaktion. Nach erfolgter Aufarbeitung des Produktes (NDPO2) gemaR Aubry et al. wurde die
Struktur mittels *H-NMR untersucht.’® Im Spektrum konnten sowohl Signale dem Edukt als
auch dem Endoperoxid zugeordnet werden. Eine ausfuhrliche Auswertung ist in Tab. 10

zusammengefasst.

Tab. 10: H-NMR Daten von NDP und NDPO; in CD;0D

COONa COONa
H 8 *H [ppm] 8 'H [ppm]
1 7,08 (s, 2H) 6,88 (s, 2H)
2 7,49 (M, 2H)? 7,40 (m, 2H)?
3 7,29 (m, 2H) 7,23 (m, 2H)
4/5 2,55 (m, 8H) 2,51 (m, 8H)

Neben der Nutzung der NMR-Spektroskopie zur Strukturaufklarung lasst sich diese auch fur
die quantitative Analyse von Stoffgemischen einsetzen. Da die Flache des Resonanzsignals
(Integral) der Anzahl der dazugehdrigen Kernen entspricht, l&sst sich mit deren Hilfe die
Zusammensetzung des Gemisches berechnen. Hierfir wurde das Signal H-1 herangezogen,
welches in Folge der Ausbildung des Endoperoxids in das Hochfeld verschoben wurde. NDPO;
hatte einen Anteil von 52% im Stoffgemisch. Fir einen empfindlichen Nachweis wurde, wie
im Kapitel 4.1.5 bereits beschrieben, eine Massenkalibrierung (,,Tuning”) am
Massenspektrometer durchgefiihrt. Die Fragmentierung des Endoperoxids erfolgte mittels
Elektronenspray-lonisation (ESI) im negativen lonenmodus. Abb. 34 zeigt die Muttermasse
(IM-H] m/z = 303) des synthetisierten Standards und die charakteristischen Massen(ibergange.
Mithilfe der LC-MS/MS war eine spezifische und sensitive Detektion von NDPO; Uber die
Retentionszeit (tr=13,4 min) und die selektierten Fragment-lonen (m/z =271, m/z = 259,
m/z = 215 und m/z = 183) mdglich.
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Abb. 34: Detektion des authentischen Referenzstandards (NDPO;) mittels LC-MS/MS lber

Retentionszeit und kollisionsinduzierter Dissoziation (CID)

Nach der Verifizierung des synthetisierten Standards wurden die bereits zuvor beschriebenen,

bestrahlten Ldsungen (meta-DLP bzw. OP-Lysin in Anwesenheit von NDP) untersucht. In

Folge der photosensibilisierten Bildung von Oz konnte NDPO; durch den direkten Vergleich

mit dem Referenzstandard iber Retentionszeit und Fragment-lonen eindeutig nachgewiesen
werden (Abb. 35).
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Abb. 35:  Detektion von NDPO; in UV-bestrahlten Ldsungen mit NDP und meta-DLP (A) und
OP-Lysin (B)

Die Bestrahlung der Losung ohne Zusatz von meta-DLP bzw. OP-Lysin fiihrte nicht zur

Bildung von NDPO;. Da bereits sehr geringe Konzentrationen (1 uM) von meta-DLP und
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OP-Lysin zur Bildung von 'O filhrten, kénnten diese Strukturen somit in vivo, insbesondere

im Augenlinsenprotein, einen Einfluss auf die Bildung von oxidativen Stress besitzen.

4.4  Bildung von Pyridinium-AGEs in prozessierten Lebensmitteln

4.4.1 Untersuchung von kommerziellen Kartoffelchips

Thermisch prozessierte Lebensmittel weisen in Folge der Maillard-Reaktion einen erhdhten
Anteil an modifizierten Proteinen auf. Die Ergebnisse aus den Modellinkubationen zeigten,
dass kurzkettige a-Hydroxycarbonyle einen entscheidenden Einfluss auf die Bildung von
Pyridinium-AGEs besitzen. Um beide Aspekte zu verbinden wurden zunéchst kommerzielle
Kartoffelchips untersucht. Wie in Kapitel 2.3.1 bereits beschrieben spielt bei dem
Frittierprozess neben den hohen Temperaturen auch die Lipidoxidation eine wichtige Rolle flr
die Bildung von Proteinmodifikationen. Die Lipidoxidation induziert die Bildung von
kurzkettigen C- und Cs-Fragmentierungsprodukten, wie beispielsweise Glyoxal.*81182 Neueste
Untersuchungen von Eggen et al. zeigten, dass die Lipidoxidation einen wesentlichen Einfluss

auf die Bildung von Malondialdehyd-spezifischen Proteinmodifikationen besitzt.*®

Die verwendeten Handelsproben (n =20) setzten sich dabei aus den deklarierten Zutaten
Kartoffeln, Ol und Salz zusammen. Das gekennzeichnete Frittiermedium war Sonnenblumendl,
lediglich bei P 02 wurde ein Gemisch aus Mais-, Sonnenblumen- und Raps6l in verschiedenen
Gewichtsanteilen genutzt. Fur die Analyse der AGEs wurden die Proben zundchst einer
modifizierten Proteinisolierung nach Jost et al. jeweils in einer Dreifachbestimmung
unterzogen.*® Die schematische Darstellung der Proteinaufarbeitung ist in Abb. 36 dargestellt.
Kartoffelchips bestehen berwiegend aus Starke (~50%), Fett (~35%) und Protein (~5%),
weitere Inhaltsstoffe sind Salz (~1%) und Ballaststoffe (~1%). Im ersten Schritt wurden die
kommerziellen Kartoffelchips zerkleinert, homogenisiert und anschlieBend entfettet. Die
enthaltene Starke wurde mithilfe von hitzestabiler o-Amylase und Amyloglucosidase
hydrolysiert. Die Proteine wurden mit absolutem Ethanol gefallt, das Proteinisolat anschlieRend
lyophilisiert und in einer Schwingmiihle homogenisiert. Ausgehend von diesen Homogenisaten
wurde flr jede Probe der Proteingehalt mit der Methode nach Kjeldahl bestimmt. Die
erhaltenen Proteinisolate wiesen im Durchschnitt eine Reinheit von 48% und eine
Proteinausbeute von 64% auf. Waglay et al. erzielten mit 63-75% vergleichbare
Proteinausbeuten.'8 Ein Uberblick der Ergebnisse ist in Tab. 11 dargestellt. Die Zuordnung

der Probenbezeichnungen ist im Anhang aufgefihrt.
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kommerzielle Kartoffelchips

v

Zerkleinerung
o mittels Morser und Moulinette

Y

Fettextraktion
e wiederholende Extraktion (5x) mit 25 mL Petrolether
e anschlieBende Behandlung im Ultraschallbad fir 10 min und
Zentrifugation bei 20 °C und 9000 g fiir 10 min

Y Y

Starkehydrolyse Reduktion
® 150 uL hitzestabile a-Amylase e mittels Natriumborhydrid
e 500 pL Amyloglucosidase +
* direkte saure Totalhydrolyse
Proteinféllung e Zugabe 6 N Salzsdure (110 °C; 20 h)
e Zugabe 20 mL abs. Ethanol +
e anschlieBende Zentrifugation bei 4 °C und
9000 g fur 10 min LC-MS/MS
v Y
Reduktion enzymatische Hydrolyse
e mittels Natriumborhydrid e enzymatischer Verdau von Proteinen
* mittels Papain, Pronase E, Leucin-
Aminopeptidase und Carboxypeptidase Y

saure Totalhydrolyse

e Zugabe 6 N Salzsdure
(110 °C; 20 h)

Y

LC-MS/MS LC-MS/MS

Abb. 36: Schematische Darstellung der Aufarbeitung von kommerziellen Kartoffelchips

Die unvollstandige Proteinextraktion kann auf die nicht erfassten Zellwandproteine
zuriickzufithren sein, die bis zu 25% des Gesamtproteins ausmachen.*** Zellwandproteine sind
essentielle Bestandteile fir den Auf- und Umbau sowie fir die Stabilitat der Zellwand, wobei
die Solanaceae-Lectine eine intensiv untersuchte Gruppe darstellen.® Fiir eine vollstandige
Hydrolyse der Zellwand der Kartoffelknolle, die zu einem groRBen Teil aus
Rhamnogalacturonan | und Homogalacturonan besteht, werden Endo-1,4-B-galactase und

Polygalacturonase M1 eingesetzt.'®



Tab. 11: Ubersicht der ermittelten Proteinausbeuten
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Probenbezeichnung Fett Protein Proteinausbeute

[%] [%] [%]
P01 32,1+1,3 4,02 £0,29 66,6
P02 29,7122 5,40 £ 0,07 58,8
P03 295+0,8 6,34 + 0,03 58,8
P04 32,8+0,2 4,69 +0,12 62,3
P05 30,1+0,5 594+0,11 58,2
P 06 16,5+0,2 7,33+£0,23 54,8
P07 30,4+0,4 4,08 £ 0,06 69,9
P08 31,7+0,9 501+0,11 79,2
P09 249+0,7 6,83+ 0,03 53,2
P10 35,2+0,6 4,26 +£0,13 57,9
P11 30,3+0,6 575+0,12 58,8
P12 334+0,2 5,12 £ 0,08 77,0
P13 27,0+0,1 5,94 + 0,08 54,4
P14 29,2+0,3 6,16 + 0,12 57,6
P15 192+14 7,56 £0,10 57,8
P16 18,5+0,6 6,49 + 0,18 66,4
P17 30,9+0,6 521+0,17 56,7
P18 43,6 £0,6 3,29+ 0,07 85,3
P19 20,3+0,3 7,09+ 0,09 67,8
P20 185+0,4 5,83+0,10 73,1

%) 63,7+4,3

Um auszuschlieBen, dass eine unvollstandige Proteinextraktion auch zu einer unvollstdndigen
Bestimmung von AGEs fuhrt, wurde ein Teil der entfetteten Proben und der Proteinisolate einer
sauren Totalhydrolyse (6 N Salzsaure; 110 °C; 20 h) unterzogen und anschlieend der Gehalt
an CML mittels LC-MS/MS bestimmt. Allerdings kommt es unter diesen harschen
Bedingungen zur artifiziellen Bildung von CML ausgehend von Amadori-Produkten, welche
zu einem Uberbefund an CML fiihren wiirde.? Aus diesem Grund wurden im Vorfeld der
quantitativen Analyse das Proteinisolat und die entfetteten Kartoffelchips einer Reduktion
mittels Natriumborhydrid im Uberschuss unterzogen. Die detektierten Mengen aus den

Proteinisolaten und aus den entfetteten Kartoffelchips sind in Tab. 12 gegenibergestellt und

zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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Tab. 12:  Gehalte von CML in ausgewéhlten Proteinisolaten und entfetteten Kartoffelchips

[ng/100 g Chips] P01 P 02 P 06
Kartoffelchips entfettet 290+ 20 480 + 30 33030
Proteinisolat 270+ 20 450 + 40 320+ 30

Somit flhrt die unvollstandige Proteinisolierung zu keiner Diskriminierung von AGEs. Wie in
den Modellinkubationen wurde fur eine sichere Quantifizierung die NWG und BG der
einzelnen Analyten innerhalb der Matrix bestimmt, wobei die NWG als dreifache und die BG
als zehnfache Rauschhohe zur Retentionszeit der Verbindung gilt. Eine Ubersicht ist in Tab. 13

dargestellt.

Tab. 13: NWG und BG von AGEs in Kartoffelchipsmatrix

Analyt BG NWG
[mg/kg Protein] [mg/kg Protein]
CEA 0,06 0,18
CML 0,05 0,16
CEL 0,04 0,13
DPL 0,06 0,18
Furosin 0,04 0,12
GOLD 0,04 0,12
GLAP 0,01 0,03
HEL 0,04 0,12
HOP-Lysin 0,01 0,03
meta-DLP 0,01 0,03
MOLD 0,03 0,10
OP-Lysin 0,01 0,04
Pyrralin 0,05 0,15
N°-Formyllysin 0,07 0,20
N°-Acetyllysin 0,06 0,18
ortho-Tyrosin 0,06 0,19

Mittels CID in einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer konnte in der vorliegenden Arbeit
erstmals meta-DLP und OP-Lysin in prozessierten Lebensmitteln eindeutig nachgewiesen
werden. Im CID wird die Fragmentierung ausgewahlter lonen in der Gasphase induziert. Der
Quadrupol 1 wirkt als Massenfilter und beschleunigt nur ein ausgewéhltes lon, entsprechend

des Masse-zu-Ladungsverhdltnis, in die Kollisionszelle (Quadrupol 2). Die Kollision mit
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neutralen Gasmolekiilen bewirkt eine Destabilisierung des Analytmolekils, die zur
Dissoziation von Bindungen fuhrt. Die dadurch resultierenden charakteristischen Tochterionen
werden im Quadrupol 3 analysiert. Ausgehend von den Proteinhydrolysaten wurden die
Pyridinium-AGEs zunéchst mittels analytischer HPLC angereichert und storende Matrix
entfernt. Diese Schritte wurden mehrfach wiederholt, sodass die Pyridinium-AGEs um den
Faktor 20 angereichert wurden. Das erhaltene CID-Spektrum von meta-DLP ist in sehr guter
Ubereinstimmung mit dem CID-Spektrum des zuvor synthetisierten authentischen
Referenzstandards (Abb. 37). Das Massenspektrum zeigte einen Molekiilmassenpeak [M]* fir
meta-DLP bei m/z 353. Des Weiteren waren sechs wesentliche Fragment-lonen detektierbar
m/z 308, 224, 179, 130, 95 und 84. Ausgehend vom Molekilmassenpeak ergibt eine
Decarboxylierung das lon m/z 308, das Fragment-lon m/z 224 repréasentiert das Pyridinium-
Derivat nach Abspaltung einer Lysinseitenkette. Die Eliminierung der Amino-Funktion und die
Cyclisierung von Lysin ergibt protonierte Pipecolinsdure (m/z 130). Durch die gleichzeitige

Abspaltung von Wasser und CO entsteht das Pyrrolinium-lon bei m/z 84.
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Abb. 37:  CID-Spektrum von meta-DLP (A) authentischer Referenzstandard und (B) Kartoffel-
chips-Proteinhydrolysat

Das CID-Spektrum von OP-Lysin aus den Proteinhydrolysaten war identisch zu dem des
synthetisierten Standards (Abb. 38). Die Molekdil-lon (m/z 225) sowie die Fragment-lonen (m/z
130, 96 und 84) stimmten mit den Daten von Argirov et al. iiberein.* Das lon m/z 96 resultiert

nach Abspaltung der Lysinseitenkette, m/z 130 und m/z 84 sind, wie bereits beschrieben,
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charakteristische MassenUbergange fir Lysin. Die G3-spezifische Proteinmodifikation GLAP
konnte ebenfalls auf diese Weise nachgewiesen werden (siehe Anhang). Um auszuschlie3en,
dass die Pyridinium AGEs Artefakte aufgrund der thermischen Belastung wéhrend der
Proteinisolierung darstellen, wurden die Hydrolysate der entfetteten Chips untersucht. Die
Detektion von meta-DLP, OP-Lysin und GLAP in diesen Hydrolysaten schloss die Bildung
dieser Strukturen wéhrend der Aufarbeitung aus.

100{ A 130

80

40 — —
_ 96 225
£ 20
.’U_'J‘
X
=
E| 0
T 100{ B 130
)]
g |
%._E . cH, 130

i 84 HOOC — CH— NH,

255
60 -
40
96
225
20
0L — TR L T :
50 100 150 200 250

m/z

Abb. 38: CID-Spektrum von OP-Lysin (A) authentischer Referenzstandard und (B) Kartoffel-
chips-Proteinhydolysat

Die vollstdndige Hydrolyse von Proteinen und die damit einhergehende Freisetzung
proteingebundener AGEs umfasst zwei wichtige Faktoren: eine hohe Konzentration der
eingesetzten S&ure und hohe Temperaturen (6 N Salzséure; 110 °C; 20 h). Die Quantifizierung
erfolgte durch Standardaddition mittels LC-MS/MS nach saurer Totalhydrolyse. Ein Uberblick
der Ergebnisse ist in Abb. 39 dargestellt. Die breite Schwankung der einzelnen Analyten kann
auf unterschiedliche technologische Faktoren wie Frittierdauer, Frittiertemperatur und
unterschiedliche Vorbehandlungen der Kartoffelscheiben zurlickzufiihren sein. Ein weiterer
Faktor ist die verwendete Kartoffelsorte. Die quantitativ bedeutendste sdurestabile
Proteinmodifikation war das MGX-spezifische CEL mit einem durchschnittlichen Gehalt von
700 ng/100 g. Die Gehalte des GX-Pendants (CML) schwankten zwischen 220 und
800 ng/100 g. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den in der Literatur

beschriebenen Werten, wobei hier breite Schwankungsbereiche sowohl fur CEL (24 bis
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2400 pg/100 g) als auch fiir CML (15 bis 1500 pg/100 g) angegeben werden, 144146147185 Dag
Verhaltnis von CEL zu CML betrug 1,4:1 und ist vergleichbar mit dem Verhaltnis MOLD zu
GOLD (3:1). Die leicht unterschiedlichen Verhdltnisse lassen sich durch die zusatzliche

Bildung von CML aus der oxidativen Fragmentierung des Amadori-Produktes erklaren.
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Abb. 39: Gehalte sdurestabiler AGEs in kommerziellen Kartoffelchips

Die Modifikationen MOLD und GOLD sind bivalente Crosslinks und leiten sich von MGX
bzw. GX ab. Da MOLD in héheren Mengen gebildet wurde, deutet dies darauf hin, dass MGX
eine wesentliche Vorlauferstruktur fir die AGE-Bildung in frittierten Kartoffelchips darstellt.
Dies konnte bereits in mehreren Untersuchungen festgestellt werden, hier wurde MGX im
Vergleich zu GX in zweifach héheren Mengen detektiert.1*>® Andere Autoren wiederum
berichteten genau das Gegenteil.*®” Untersuchungen von Ledbetter et al. zeigten, dass die
Vorbehandlung von Kartoffelscheiben einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung von
MGX besitzt, so flihrte eine Vorbehandlung der Kartoffelscheiben mit 0,1 M Citronensdure zu

signifikant geringeren Mengen.**
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Fur die Erfassung von Arginin-Modifikationen diente die Detektion des GX-spezifischen
Imidazolinons (G-H3). G-H3 dient in der sauren Totalhydrolyse als Summenparameter flr
Dihydroxyimidazolinon und CMA, wobei Ersteres das kinetisch kontrollierte Intermediat
reprasentiert.®® Der durchschnittliche Gehalt in den kommerziellen Kartoffelchips lag bei
19,8 ug/100 g. Neben dem qualitativen Nachweis von meta-DLP, OP-Lysin und GLAP in
frittierten Kartoffelscheiben konnten diese Strukturen ebenfalls quantitativ erfasst werden. Im
Vergleich zu CEL wurde OP-Lysin in 100-fach geringeren Mengen und GLAP in 450-fach
geringeren Mengen detektiert. Der durchschnittliche Gehalt von meta-DLP betrug
0,12 pug/100 g. Somit werden die Pyridinium-AGEs in deutlich geringeren Konzentrationen
gebildet. Ungeachtet dessen zeigt dies, dass beim Frittieren von starkehaltigen Lebensmitteln
kurzkettige a-Hydroxycarbonyle wie GA und G3 gebildet werden und diese mit Proteinen
interagieren. Uberraschenderweise konnte in keinem Proteinisolat die GA-spezifische
Proteinmodifikation HOP-Lysin quantifiziert werden, die gebildeten Mengen lagen deutlich
unter der BG. Infolgedessen muss GA auf anderem Wege weiterreagieren oder wird wahrend

des Frittierprozesses schnell zu GX oxidiert.

Im Allgemeinen sind nur wenige AGEs unter den Bedingungen der sauren Totalhydrolyse
stabil. Fur die Detektion von sdurelabilen Strukturen mussen diese zunéchst durch einen
mehrstufigen, enzymatischen Verdau aus den Proteinen freigesetzt werden. Obwohl die
enzymatische Hydrolyse unter milden Bedingungen durchgefihrt und somit die
unterschiedliche Stabilitat verschiedener AGEs berlcksichtigt wird, ist der Nachteil dieser
Methode die verminderte Effektivitat gegeniber der sauren Hydrolyse. Aufgrund der hohen
Substratspezifitat der eingesetzten Enzyme binden nur wenige Substrate an das aktive Zentrum
des Enzyms.1%88 Um dennoch einen hohen Hydrolysegrad zu erzielen, werden in der Praxis
Mischungen unterschiedlicher Proteasen eingesetzt, die die Bindungen méglichst unspezifisch
spalten. In der vorliegenden Arbeit wurden dazu die Proteinisolate (n= 20) zusammengefihrt
und ohne Reduktionsschritt jeweils in Dreifachbestimmung mit verschiedenen Proteasen
enzymatisch hydrolysiert. In der Kartoffel wurden bereits mehrere Proteinfamilien identifiziert,
die kovalente Disulfidbindungen ausbilden. So besteht z.B. der Proteaseinhibitor Typ Il aus
zwei Doménen, die durch acht Disulfidbriicken verbunden werden.'®® Daher wurde im ersten
Schritt innerhalb von 24 h zweimal die Cysteinprotease Papain zur Spaltung von
Disulfidbriicken eingesetzt. Danach wurde das Proteinisolat sukzessive durch die
Endopeptidase Pronase E und anschlieBend durch die Exopeptidasen Leucin-Aminopeptidase
und Carboxypeptidase Y in weiteren vier Tagen verdaut. Ein hoher Glykierungsgrad bzw. ein
hoher Anteil an Crosslink-Strukturen, wie es in einem hochprozessierten Lebensmittel zu

erwarten ist, wirkt dem Hydrolysegrad entgegen. Die Bestimmung des Hydrolysegrads erfolgte
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Uber die sdurestabile Aminosauremodifikation CEL und lag bei 40%. Die fir die saure
Hydrolyse ermittelten Ergebnisse wurden als 100% angenommen und die Quantifizierung der
séurelabilen AGEs dementsprechend angepasst. Die ermittelten Gehalte ausgewahlter

sdurelabiler Strukturen sind in Tab. 14 zusammengefasst.

Tab. 14:  Gehalte ausgewahlter siurelabiler AGEs in kommerziellen Kartoffelchips

AGE [Hg/100 g Kartoffelchips]
CEA 650 + 60
MG-H1/H3 500 + 50
Pyrralin 880 £ 80
K2p* < NWG
N°-Formyllysin 950 + 90
N°-Acetyllysin 500 + 50
ortho-Tyrosin 180 + 20

* simulierte Massenibergénge

Eine quantitativ relevante Struktur war Pyrralin mit einem Gehalt von 880 £ 80 ug/100 g.
Pyrralin ist eine bekannte Proteinmodifikation, die unter sauren Bedingungen vollstandig zu
Lysin reagiert und in Weizenbrétchen eine relevante Rolle spielt.**% Uberraschenderweise
wurde N°-Formyllysin mit einem Gehalt von 950 + 90 ug/100 g als quantitativ bedeutendstes
AGE in Kartoffelchips identifiziert und Ubertraf damit die durchschnittlichen Gehalte von CML
und CEL. Zudem konnten relevante Mengen NSé-Acetyllysin (500 + 50 pg/100 g)
nachgewiesen werden. Die Bildung dieser Strukturen erfolgt tiber die B-Dicarbonylspaltung
bestimmter Reduktone. Dabei stammt N°-Formyllysin von Glucoson bzw. Maltoson ab,
wahrend N°-Acetyllysin aus 1-Desoxyosonen wie 1-DG, 1-Desoxythreoson und
1-Desoxypentoson gebildet wird. Dagegen wird Pyrralin aus Desoxyosonen wie 3-DG und
3-Desoxymaltoson gebildet. Geht man bei N°-Formyllysin und Né-Acetyllysin von
Reduktonstrukturen als einzigen Reaktionsmechanismus aus, mussen diese wahrend des
Frittierens in relevanten Mengen gebildet werden. Allerdings ist die Bildung von
N®-Acetyllysin weiterhin tiber die enzymatische und nicht-enzymatische Acetylierung von
Lysin durch Acetyl-Coenzym A Thioester in der Literatur bekannt.®1% Neben
3-Desoxymaltoson, Maltoson, 1-Desoxymaltoson und 1,5-Didesoxymaltoson-4-en sind 3-DG,
3-Desoxygalactose und Glucoson die quantitativ wichtigsten 1,2-Dicarbonyle in
Lebensmitteln.**1% In Pommes frites wurden sechsfach héhere Mengen 3-DG als MGX

detektiert, eine umfassende Analyse der Reduktonstrukturen blieb allerdings aus.'** Die
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dominantesten Arginin-Proteinmodifikationen waren in den vorliegenden Ergebnissen das
endocyclische bzw. exocyclische Dihydroxyimidazolon MG-H3 und MG-H1 und
N’-Carboxyethylarginin (CEA). MG-H3 gilt als kinetisch kontrolliertes Intermediat und kann
aufgrund seiner Reaktivitdt mit einem weiteren Molekil MGX zu Argpyrimidin bzw.
Tetrahydropyrimidin weiterreagieren. Durch eine Ring6ffnung steht MG-H3 (ber eine
offenkettige Struktur (CEA) mit MG-H1 im Gleichgewicht, wobei dieses unter sauren
Bedingungen auf die Seite von MG-H3 verschoben ist (Abb. 40).1%
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Abb. 40:  Gleichgewicht zwischen MG-H3, CEA und MG-H1

MG-H1 und CMA représentieren die thermodynamisch kontrollierten Produkte. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit von MG-H1 und MG-H3 besaBen beide Verbindungen nach
flissigchromatographischer Trennung ahnliche Retentionszeiten (siehe Anhang). Infolge-
dessen konnte keine Basislinientrennung erzielt werden und beide Strukturen wurden als ein
Parameter zusammengefasst (Tab. 14). Obwohl MG-H1 aufgrund des Wasserverlustes beim
Frittieren als Hauptprodukt erwartet wurde, konnten MG-H1/H3 und CEA in einem ahnlichen

Konzentrationsbereich detektiert werden.

ortho-Tyrosin konnte in den enzymatisch hydrolysierten Proteinisolaten mit einem Gehalt von
180 pug/100 g detektiert werden. Diese Verbindung stellt das Isomer zum natirlich
vorkommenden para-Tyrosin dar und wird Uber die Oxidation von proteingebundenen
Phenylalaninresten durch Hydroxylradikale gebildet. Hydroxylradikale stellen hochreaktive
Intermediate dar, die u.a. wahrend der Lipidperoxidation durch den Abbau von Hydroperoxiden
gebildet werden. Die Entstehung dieser Radikale wird in Gegenwart von Ubergangsmetallen,
die bereits in geringen Mengen prooxidativ wirken, katalysiert. Neben der Etablierung von
ortho-Tyrosin als Protein-Oxidationsmarker in vivo, stellt diese Struktur auch einen
potentiellen Marker zur Identifizierung von mit y-Strahlung behandelten Lebensmitteln
dar.%®1% Allerdings konnte ortho-Tyrosin in mehreren Untersuchungen auch in unbehandelten
Lebensmitteln  nachgewiesen werden.?®" 1% Die Identifizierung dieser Struktur in
Kartoffelchips l&sst sich durch die Bildung von Hydroxylradikalen infolge der

Lipidperoxidation erklaren. Die Analyse der enzymatischen Hydrolyse ermoglichte es
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abschlieBende Betrachtungen zu K2P zu machen. Da der Crosslink unter diesen milden
Bedingungen der enzymatischen Hydrolyse als stabil beschrieben wird, sollte dieser direkt
detektierbar sein. Dazu wurden simulierte Masseniibergénge, basierend auf den in der Literatur
angegebenen massenspektroskopischen Daten, verwendet.® Jedoch konnte in keinem
Proteinisolat K2P detektiert werden. Ebenso konnte in der sauren Totalhydrolyse kein
para-DLP, ein mdogliches Abbauprodukt von K2P in Folge der sauren Aufarbeitung,
nachgewiesen werden. Basierend auf diesen und den Ergebnissen der Modellinkubationen ist

daher die postulierte Struktur von K2P unplausibel.

4.4.2 Synthese von N°-(2,3-Dihydroxypropyl)-Lysin

Um einen tiefgreifenden mechanistischen Einblick hinsichtlich der Bildung von AGEs wahrend
des Frittierens zu erlangen, ist die Untersuchung von reaktiven Carbonylen von besonderer
Bedeutung. Zur Erfassung von freien und kurzlebigen a-Dicarbonylen werden diese durch die
Verwendung von Derivatisierungsreagenzien in stabile Umsetzungsprodukte tiberfiihrt. Durch
die Reaktion mit ortho-Phenylendiamin (OPD) werden a-Dicarbonyle in stabile Chinoxaline
Uberfiihrt.  In  Anbetracht der mechanistisch  beschriebenen  Beteiligung von
a-Hydroxycarbonylen an der Bildung von Pyridinium-Proteinmodifikationen, reprasentiert die
Bestimmung von GA und G3 einen zentralen Aspekt der Untersuchung. Im Gegensatz zu a-
Dicarbonylen flihrt die Umsetzung von GA bzw. G3 mit OPD zu Benzimidazolidinen, die leicht
zu den entsprechenden Benzimidazolen weiterreagieren. Untersuchungen von Voigt et al.
zeigten, dass ein vollstandiges Abfangen von a-Hydroxycarbonylen mittels OPD nicht méglich
ist. So betrug die Wiederfindungsrate fiir G3 76% und fiir GA nur 38%.% Die Derivatisierung
von G3 mittels 3-Methyl-1-phenyl-5-pyrazolon fihrte hingegen zu deutlich hdheren und
reproduzierbaren Wiederfindungsraten (>98%), eine Untersuchung zur Derivatisierung von
GA blieb aus.?®

Mit den zuvor beschriebenen Methoden wird nicht die Gesamtmenge der Carbonyle erfasst,
sondern nur die Konzentration der freien Strukturen. Eine alternative Mdglichkeit ist die
Bestimmung der Carbonyle im proteingebundenen Zustand. Durch die Reaktion von Lysin mit
reaktiven, kurzkettigen Carbonylstrukturen kommt es im Sinne der Maillard-Reaktion zur
Bildung entsprechender Imin-Intermediate. Durch Reduktion mit NaBH, fuhrt das GX-Imin
zum hinreichend stabilen HEL (Abb.41). Analog dazu ergibt die Reduktion von G3-Imin N°-
(2,3-Dihydroxypropyl)-Lysin (DPL). Die G3-spezifische Proteinmodifikation wurde bislang in
einigen wenigen Studien untersucht. %22 Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die
Unterscheidung zwischen GA- und GX-Iminen mittels NaBD4 (siehe Kapitel 4.2.2).
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Abb. 41:  Bildung von HEL und DPL

Fur die Synthese von DPL wurde G3 mit N*tert-Boc-Lysin in Anwesenheit von Natrium-
cyanoborhydrid (NaBH3CN) reduktiv aminiert. Das erhaltene Produkt wurde zundchst
séulenchromatographisch aufgereinigt und im zweiten Schritt die séurelabile Boc-Schutz-
gruppe mittels saurer Hydrolyse entfernt (Abb. 42). DPL wurde als farbloses Pulver mit einer
Ausbeute von 27% erhalten und mittels *H- und *C-NMR-Spektroskopie charakterisiert. Die
2D-NMR Methoden COSY, HMQC, HMBC sowie das Spektrum der HR-MS bestétigten die
Identitét der synthetisierten Molekdlstruktur (siehe Anhang).
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Abb. 42: Darstellung von DPL

4.4.3 Zeitabhéngige Bildung von AGEs wéahrend des Frittierens

Um einen tieferen Einblick in die mechanistischen Zusammenhdnge zwischen
Vorléauferstrukturen, Frittierbedingungen und Folgestrukturen zu gewinnen, wurden Kartoffel-
scheiben zeitaufgelost (0 bis 16 min) frittiert. Insgesamt wurde eine Kartoffelsorte (Karelia) in
drei unabhé&ngigen Versuchsreihen untersucht, wobei Sonnenblumendl bei einer Temperatur
von 160 °C als Frittiermedium diente. Die frittierten Kartoffelscheiben wurden nach dem zuvor
beschriebenen Schema (siehe Kapitel 4.4.2) entfettet, reduziert, direkt sauer hydrolysiert und

mittels LC-MS/MS analysiert. Fir die Bestimmung von Furosin wurde auf den
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Reduktionsschritt verzichtet. Die Bildungsverldufe von CML, CEL, Furosin und Pyridinium-
AGEs sind in Abb. 43 gezeigt. Die detektierten Gehalte stiegen erwartungsgemar wéhrend des
Frittierens kontinuierlich an. Nach elf Minuten konnte ein deutlicher Anstieg fir alle Analyten
verzeichnet werden. Der Grund hierfur waren das Verdampfen des Wassers an der Oberflache
der Kartoffelscheiben und die Ausbildung einer Krustenregion. Die damit einhergehende
geringere Wasseraktivitat beguinstigte sowohl die Bildung von Maillard-Produkten als auch die
Bréunung des Frittierguts. Bereits in mehreren Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass
die Braunung mit dem Wassergehalt korreliert.**2% Die gesamte Frittierdauer war im Vergleich
mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen ca. acht Minuten langer. Yuan et al. konnten
feststellen, dass der Wassergehalt von frittierten Kartoffelscheiben innerhalb von sechs
Minuten von 80% auf 2% sank.”® Hierbei ist noch zu beachten, dass die verwendete
Frittiertemperatur in der Literatur 180 °C und in der vorliegenden Arbeit 160 °C betrug. Zudem
ist das Verdampfen von Wasser abhangig von der Frittiertemperatur, der Dicke der
Kartoffelscheiben und dem Frittiergut-zu-Ol-Verhiltnis.
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Abb. 43:  Bildung von AGEs wéhrend des Frittierens von Kartoffelscheiben. (A) A Furosin,
e CEL, o CML und (B) m OP-Lysin, o0 GLAP und % meta-DLP

In rohen Kartoffelscheiben betrug der CML-Gehalt 3,7 mg/kg Protein und stieg nach dem
Frittieren auf 180 mg/kg Protein an. Ahnliche Bildungsraten wurden fiir CEL detektiert, hier
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erhohten sich die Gehalte von 3,6 mg/kg Protein auf 210 mg/kg Protein. Somit resultierte ein
Verhaltnis von 1,2:1 (CEL:CML) und war vergleichbar mit dem Ergebnis, welches bei der
Untersuchung von kommerziellen Kartoffelchips erhalten wurde. Analytisch wurden die
Amadori-Produkte als Furosin erfasst, das bei der sauren Proteinhydrolyse als Artefakt zu etwa
40 Mol-% aus dem Amadori-Produkt entsteht.®? Die Gehalte stiegen kontinuierlich tiber die
gesamte Frittierdauer von 13 mg/kg Protein auf 1750 mg/kg Protein an. Der detektierte Gehalt
der Amadori-Produkte machte einen Groliteil der proteingebundenen Maillard-Produkte in den
frittierten Kartoffelscheiben aus. Des Weiteren konnten die Pyridinium-AGEs meta-DLP,
GLAP und OP-Lysin quantitativ erfasst werden. Wahrend die Gehalte von meta-DLP und
GLAP in den ersten Minuten quasi unverandert blieben, stieg der OP-Lysin-Gehalt von
0,20 mg/kg Protein auf 0,75 mg/kg Protein innerhalb von elf Minuten an. In der letzten
Zeitstufe erhohte sich der Gehalt aller Pyridinium-AGEs um den Faktor vier. Die Gehalte der
GA-spezifischen Proteinmodifikation HOP-Lysin lagen, wie bei den kommerziellen
Kartoffelchips, unterhalb der BG. Generell lagen die ermittelten AGE-Gehalte in den frittierten
Kartoffelscheiben im Bereich der kommerziellen Kartoffelchips und stimmten gut mit den

beschriebenen Daten tiberein, 144146:147.185

Weiterhin wurde die Bildung der Vorlauferstrukturen GA, GX und G3 im proteingebundenen
Zustand untersucht. Hierflr wurden die aufgearbeiteten Kartoffelchips separat mit NaBH4 bzw.
NaBDs reduziert. Die Reduktion mit NaBD4 flihrte zur Differenzierung von GA und GX, wobei
GX-Imine zum zweifach-deuterierten HEL-2D und GA-Imine zum einfach-deuterierten HEL-
1D reagierten. Die Reduktion mit NaBHa ergibt aus dem G3-Imin das zuvor beschriebene DPL.
Die Bildungsverlaufe von Gesamt-HEL und DPL sind in Abb. 44A dargestellt. Beide
Strukturen zeigten ahnliche Bildungsraten, so stieg der Gehalt von HEL innerhalb von elf
Minuten von 2 mg/kg Protein auf 25 mg/kg Protein und erreichte danach eine Plateauphase.
Modellinkubationen mit N*-tert-Boc-Lysin und GX unter milden Bedingungen zeigten, dass
die Bildung von Gesamt-HEL bereits nach 3 h abnahm und die reaktiven GX-Imine im
weiteren Verlauf der Maillard-Reaktion zu stabileren Produkten reagierten.>® Somit deutete die
Plateauphase darauf hin, dass die gebildeten Imine zum einen zu stabileren Produkten
weiterreagierten und zum anderen gleichzeitig durch reaktive Carbonyle in &hnlichen Mengen
neu gebildet wurden. Dieses Ergebnis geht einher mit dem Anstieg der Proteinmodifikationen
nach einer Frittierdauer von elf Minuten (Abb. 43). Fir HEL und DPL konnten ber den
gesamten Frittierprozess hinweg sehr &hnliche Gehalte bestimmt werden. Somit stellt G3 eine
quantitativ bedeutende Vorlauferstruktur im Frittierprozess dar. In Abb. 44B ist der zeitliche
Verlauf der Bildung von HEL-1D als prozentualer Anteil am gesamten HEL dargestellt. Der
Anteil von HEL-1D betrug nach 2 min 23% und sank kontinuierlich auf 7%. GA wird wahrend
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des Frittierprozesses sehr schnell zu GX oxidiert, welches demnach die dominante
Vorléauferstruktur darstellt. Nichtsdestotrotz konnten detektierbare Mengen GA nachgewiesen
werden. Die gebildeten Mengen GA reichten allerdings nicht aus um HOP-Lysin in
quantifizierbaren Mengen zu bilden. GA-Imine reagierten vermutlich in Anwesenheit mit

verschiedenen Carbonylstrukturen, z.B. mit GX oder mit G3 und fuhrten somit zu anderen

Strukturen.
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Abb. 44:  Bildung von Vorlauferstrukturen wahrend des Frittierens von Kartoffelscheiben. (A)
o absoluter Gehalt von HEL (Gesamtkonzemtration HEL, Summe aus HEL-1D und HEL-2D),
A DPL und (B) @ HEL-1D relativ zur Gesamtkonzentration von HEL

4.4.4 Bildung von AGEs in Rindfleischbratlingen

Die Ergebnisse aus den Modellinkubationen im Kapitel 4.2.2 zeigten, dass neben kurzkettigen
Carbonylverbindungen insbesondere Ribose eine potente Vorlduferstruktur fur Pyridinium-
AGEs darstellt. Quantitativ relevante Mengen des Cs-Zuckers kommen in Muskelfleisch vor.
Des Weiteren stellen Glucose, Glucose-6-phosphat und Ribose-5-phosphat quantitativ wichtige
Kohlenhydrate dar.2%2% Ribose und Cystein nehmen bei der Aromabildung von Fleisch eine
zentrale Rolle ein und flhren unter anderem zu charakteristischen Aromaprodukten wie z.B.
Alkylthiazolen und Thiofuranen.?°”2% Weiterhin besteht Rindfleisch aus 7% Fett, 69% Wasser
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und 21% Protein.?®® Nach dem Schlachten kommt es zu weitgreifenden biochemischen
Veranderungen im Fleisch. So werden durch den Mangel an Sauerstoff Glykogen und Glucose
im anaeroben Milieu zu Milchsdure abgebaut und der pH-Wert sinkt von 7,2 auf 5,5. Eine
weitere Folge des Sauerstoffmangels ist, dass keine oxidative Phosphorylierung Uber die
Atmungskette erfolgt und ATP sukzessive abgebaut wird. Der postmortale ATP-Stoffwechsel
erfolgt schrittweise Uber mehrere Enzyme durch Phosphatabspaltung und Desaminierung
zunéchst zu Inosin-5-phosphat. Durch Dephosphorylierung reagiert dieses Zwischenprodukt zu
Inosin und letztendlich zu Hypoxanthin und Ribose. Das bedeutet, dass es wahrend der
postmortalen Lagerung von Fleisch zu einer Freisetzung von reduzierenden Zuckern durch den
enzymatischen Abbau von Ribonucleotiden kommt. Koutsidis et al. untersuchten die Bildung
von Ribose wéhrend der Lagerung von Fleisch und konnten eine Zunahme von 0,25 mmol/kg
auf 1,67 mmol/kg nach 21 Tagen bei einer Lagertemperatur von 4 °C feststellen.?®
Infolgedessen wurde in vorliegender Arbeit zundchst der Gehalt von Ribose in rohen

Rindfleisch bestimmt.

4.4.5 Quantifizierung von Ribose in Fleisch

Fur die Quantifizierung von Ribose in rohem Rinderhackfleisch wurde eine etablierte Methode
nach Rakete et. al. genutzt.?!® Der reduzierende Zucker wurde mit 1-Naphthylamin durch
reduktive Aminierung zum entsprechenden Naphthylderivat umgesetzt (Abb. 45).

Mo 2® NH, HC=N Q H,C—NH Q
H(!:—OH HCI:—OH HCI:—OH

Ht::—OH + OO o H(::—OH O NaCNBH, Hf::—OH O

HC—OH HC—OH HC—OH

CH,0H CH,OH CH,OH

Abb. 45:  Derivatisierung von Ribose mit 1-Naphthylamin

Dies fiihrte zum einen zur Anderung der Polaritat der Pentose, weshalb die flussig-
chromatographische Trennung der Struktur auf einer Umkehrphase erfolgte, und zum anderen
konnte durch die Einfihrung eines Fluorophors auf eine Detektion mittels HPLC-FLD
zurlickgegriffen werden. Fiir die Bestimmung von Ribose wurde das rohe Fleisch in einer
Dreifachbestimmung aufgearbeitet. Im ersten Schritt wurden die Proben lyophilisiert und
anschlieBend mit Petrolether entfettet. Danach erfolgte eine Homogenisierung der entfetteten
Proben mit einem Hochleistungs-Dispergiergerat. Im Anschluss wurden die Proteine mittels
Trichloressigsaure gefallt. Der Uberstand wurde mittels 1-Naphthylamin und NaCNBH;

versetzt und der HPLC-FLD zugefuhrt. In rohen Rinderhackfleisch konnte somit ein Gehalt fur
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Ribose von 0,41 mmol/kg Fleisch bestimmt werden. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit den

beschriebenen Werten in der Literatur.?®

4.4.6 Zeitabhangige Bildung von AGEs wahrend des Grillens

Die Bildung von AGEs wahrend des Grillens von rohen Rindfleischbratlingen wurde
untersucht. Daflir wurden die Bratlinge gleichmaRig geformt und fiir 2, 4 und 6 min bei 230 °C
von beiden Seiten in einem Kontaktgrill erhitzt. Die Kerntemperatur des Fleisches blieb nach
4 min konstant bei 95 °C. Die gegrillten Bratlinge wurden dann in einer Moulinette
homogenisiert, anschliel}end lyophilisiert und mit Petrolether entfettet. Die Quantifizierung der
Proteinmodifikationen erfolgte nach Reduktion mit NaBH. und direkter saurer Hydrolyse
mittels LC-MS/MS. Die Bildungsverlaufe ausgewéhlter sdurestabiler Proteinmodifikationen
sind in Abb. 46 dargestellt.
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Abb. 46: Zeitabhangige Bildung von AGEs wéhrend des Grillens von Rindfleischbratlingen

In rohem Hackfleisch war CEL mit 9,1 mg/kg Protein die quantitativ bedeutendste Protein-
modifikation. Der Gehalt stieg nach 6 min um den Faktor 3 auf 31,7 mg/kg Protein. Fur CML
konnten &hnliche Bildungsraten analysiert werden, hier erhéhte sich der Gehalt von 7,3 mg/kg
Protein auf 28,0 mg/kg Protein. Ahnliche Gehalte, mit unterschiedlichen Verhaltnissen von
CEL:CML, werden in der Literatur beschrieben.?'?'2 Griinde hierfiir sind die unterschiedliche
Zubereitungsart, Vorbehandlungen und die Art des erhitzten Fleisches. In Schweinefleisch
konnte MGX als dominanteste Vorlauferstruktur identifiziert werden.'? Dariiber hinaus
wurden die proteingebundenen Vorlduferstrukturen HEL und DPL quantifiziert. Fir beide
Strukturen konnte ein konstanter Anstieg wahrend des Grillens verzeichnet werden, die

detektierten Gehalte von HEL waren im Vergleich zu DPL doppelt so hoch.
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Uberraschenderweise konnte keine signifikante Zunahme von OP-Lysin festgestellt werden.
Bereits im rohen Zustand konnten hier Gehalte um 20 pg/kg Protein bestimmt werden. Obwohl
DPL nachgewiesen wurde, konnten keine quantitativ relevanten Mengen GLAP und meta-DLP
detektiert werden, die Gehalte lagen unterhalb der BG. Ebenfalls konnten fiir die GA-
spezifische Proteinmodifikation HOP-Lysin keine quantifizierbaren Mengen nachgewiesen

werden.

Um den direkten Einfluss von Ribose auf die Bildung von AGEs zu untersuchen, wurde die
Pentose in 50-fachen Uberschuss, im Vergleich zur natiirlich vorkommenden Konzentration,
zu einer definierten Menge rohem Rinderhackfleisch dazugegeben. Die Bratlinge wurden, wie
bereits beschrieben, geformt, 6 min gegrillt und mittels LC-MS/MS vermessen. Die Zugabe
von Ribose hatte einen signifikanten Einfluss auf die Bildung von AGEs (Tab. 15).

Tab. 15:  Gehalte ausgewdhlter Proteinmodifikationen in verschiedenen Bratlingen

Analyt roh gebraten
roh nativ Zusatz p-Ribose
[mg/kg Protein] 0° 6" 6"
CML 7,3+£0,7 27,0+1,7 55,9 + 2,6**
CEL 9,1+£0,9 31,7+3,0 68,1 + 3,3**
HEL 59+£05 170+1,1 57,9 £ 1,0**
DPL 3507 7604 10,3+ 0,3*
GLAP? <BG <BG 44 +0,4
OP-Lysin? 22,8+15 242+12 67,6 + 3,6**
HOP-Lysin® <BG <BG <BG
meta-DLP? <BG <BG 3,2+0,3

2 Gehalte in pg/kg Protein; ° Grillminuten:; statistischer Signifikanztest zwischen nativ
gebratenem und mit Zusatz von p-Ribose gebratenem Fleisch: *P < 0,05 und **P < 0,01

Dies ist auf den Abbau der Pentose zu kurzkettigeren Carbonylen, wie z.B. GX und MGX,
zurlickzufuhren. So verdoppelten sich die Gehalte von CEL und CML im Vergleich zum
nativen Bratling. Davidek et al. untersuchten detailliert den Abbau von Cs-Zuckern und
bewiesen mittels *C-markierter Xylose, dass diese durch hydrolytische p-Dicarbonylspaltung
abgebaut werden.?*® Die daraus resultierenden Produkte sind Essigsaure und G3. Dies konnte
in der vorliegenden Arbeit zum einen durch den Anstieg von DPL und zum anderen durch die
Detektion der G3-spezifischen Proteinmodifikation GLAP bestétigt werden. Daruiber hinaus
konnte meta-DLP mit einem Gehalt von 3,2 pg/kg Protein bestimmt werden. Die Gehalte von
OP-Lysin verdreifachten sich im Ribose-zugesetzten Bratling auf 67,6 pg/kg Protein.

Allerdings blieben die Gehalte von HOP-Lysin wieder unterhalb der BG. Zusammenfassend
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zeigen diese Ergebnisse, dass Ribose in Fleisch ein wichtiges Ausgangsprodukt fiir Bildung
von AGEs darstellt, der Gehalt an natirlich vorkommender Ribose allerdings nicht ausreicht,

um Pyridinium-AGEs in quantitativ relevanten Mengen zu bilden.
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5  Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasste sich mit der posttranslationalen Modifizierung von
Proteinen durch reaktive Carbonylverbindungen. Die dabei auftretenden nicht-enzymatischen
Carbonyl-Amin-Reaktionskaskaden werden unter dem Begriff Maillard-Reaktion zusammen-
gefasst und fuhren zu strukturell vielfaltigen Endprodukten, den sogenannten Advanced
Glycation Endproducts (AGEs). Die Maillard-Reaktion wird mit negativen Veranderungen von
Proteinen in Verbindung gebracht, da diese zum Verlust von essentiellen Aminoséduren fuhrt
und die biologische Funktionalitat von Proteinen beeintréchtigt. Auf der einen Seite spielen
AGEs bei der Herstellung und Verarbeitung von Lebensmitteln eine entscheidende Rolle, auf
der anderen Seite werden diese in vivo durch metabolische Prozesse gebildet. Das Verstandnis
der zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen in der Modifizierung von Proteinen ist deshalb
von essentieller Bedeutung. Ziel der Arbeit war es daher, in verschiedenen Modellinkubationen
die mechanistische Bildung von AGEs zu kldren, wobei ein besonderer Fokus auf die
Strukturklasse der Pyridinium-AGEs gelegt wurde. Des Weiteren wurde die Bildung dieser

Proteinmodifikationen in frittierten Kartoffelchips und gebratenem Fleisch untersucht.

In einer sechsstufigen Synthese wurde ein neuartiges Lysin-Lysin Crosslink (meta-DLP)
synthetisiert und dessen Struktur mithilfe verschiedener NMR-Techniken und hochauflésender
Massenspektrometrie eindeutig aufgeklart. Dartber hinaus wurden in einer analogen
Synthesestrategie drei weitere monovalente Pyridinium-AGEs (OP-Lysin, GLAP und HOP-
Lysin) hergestellt und charakterisiert. Durch die Entwicklung einer hochsensitiven und
leistungsstarken LC-MS/MS Methode, konnten diese Strukturen sicher im Spurenbereich
quantifiziert werden. Zunéchst konnten auf Grundlage von Modellinkubationen mit
N“-geschutztem Lysin und verschiedenen a-Dicarbonylen (Glyoxal (GX) und Methylglyoxal
(MGX)) bzw. a-Hydroxycarbonylen (Glyocolaldehyd (GA) und Glyceraldehyd (G3)) die
Bildung dieser Pyridinium-AGEs aufgeklart werden. Definierte Versuchsbedingungen wurden
durch die Verwendung eines Phosphatpuffers (0,1 M; pH = 7,4) gewahrleistet und der Einfluss
von Sauerstoff (aerobe vs. anaerobe Bedingungen) néher beleuchtet. Nach sieben Tagen
Inkubationszeit konnten die hochsten Konzentrationen von meta-DLP (4,42 pmol/mol Lysin)
in der Mischinkubation GA/G3 detektiert werden, wobei die Bildung unabhdngig von
Sauerstoff war. Im Gegensatz dazu wurde OP-Lysin bevorzugt in anearoben Inkubationen
gebildet (aerobe GA-Inkubation: 11,6 umol/mol Lysin vs. anaerobe GA-Inkubation:
25,2 pumol/mol Lysin). Desweiteren lieR die Quantifizierung von meta-DLP und OP-Lysin in

diesen Inkubationen auf einen neuartigen, alternativen Bildungsmechanismus schlieen, wobei
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GA und GX involviert sind. Diesen Erkenntnissen folgend, wurden Modellinkubationen mit
1-13C-markierten GA durchgefiihrt und ein Reaktionsweg postuliert, indem zwei Molekiile GA
und ein Molekil GX unter Freisetzung von Ameisensdure zur Bildung von meta-DLP bzw.
OP-Lysin flhren. Dartber hinaus konnten GLAP und HOP-Lysin als G3- bzw. GA-spezifische
AGEs bestatigt werden. Insgesamt zeigten diese Ergebnisse, dass a-Hydroxycarbonyl-
verbindungen eine zentrale Rolle bei der Bildung von Pyridinium-AGEs einnehmen. Neben
kurzkettigen Carbonylen wurden zudem langerkettige Kohlenhydrate als potentielle Vorlaufer-
strukturen von Pyridinium-AGEs identifiziert. Gleichermalien wurden Modellinkubationen
unter aeroben bzw. anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Die quantitativ bedeutsamsten
Mengen wurden in anaeroben Inkubationen mit D-Ribose detektiert (OP-Lysin: 23,9 pmol/mol
Lysin; meta-DLP: 0,82 umol/mol Lysin und GLAP: 0,14 umol/mol Lysin). Dariiber hinaus
konnten in diesen Modellinkubationen Einblicke in das Redoxsystem GX/GA gegeben werden.
Die Reduktion der entsprechenden Imine durch Natriumbordeuterid flihrte flr GA zu einfach
deuteriertem N°-Hydroxyethyllysin (HEL-1D) und fir GX zu zweifach deuteriertem
N°-Hydroxyethyllysin (HEL-2D). Im Vergleich zur aeroben D-Ribose-Inkubation lag das
Verhaltnis in der anaeroben Inkubation deutlich zugunsten von GA, was die bevorzugte
Bildung der Pyridinium-AGEs erkarte. Eine Ausnhame bildete HOP-Lysin, hier lieferten
Inkubationen mit Cs-Zuckern im Vergleich zur Inkubation mit b-Ribose bis zu zehnfach hohere

Mengen.

Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen ergaben, dass die synthetisierten Pyridinium-
AGEs fluoreszierende Strukturen darstellen. In diesem Zusammenhang wurde in weiteren
Modellversuchen die photochemische Bildung von Singulett-Sauerstoff néher untersucht. Dazu
wurden meta-DLP und OP-Lysin in Gegenwart eines wasserldslichen Naphthalinderivates
(NDP) mit einer Quecksilberdampflampe bestrahlt. Der anschlieRende Nachweis des
korrespondierenden Endoperoxids (NDPO.) mittels LC-MS/MS bewies, dass fluoreszierende

Pyridinium-AGEs Photosensibilisatoren darstellen.

Gleichzeitig wurde in kommerziellen Kartoffelchips ein breites AGE-Spektrum quantifiziert.
Neben séurestabilen Proteinmodifikationen, die nach einer salzsauren Hydrolyse quantifiziert
wurden, konnten auch sdurelabile Strukturen nach einer enzymatischen Hydrolyse in isolierten
Proteinfraktionen erfasst werden. Hierbei stellte sich heraus, dass die MGX-AGEs (CEL und
MOLD) die GX-Pendants (CML und GOLD) um den Faktor 1,4-3 (berstiegen.
Nichtsdestotrotz konnte N8-Formyllysin als quantitativ bedeutendste Proteinmodifikation mit
einem durchschnittlichen Gehalt von 950 ug/100 g quantifiziert werden. Durch
kollisionsinduzierte Dissoziationsexperimente konnten erstmalig meta-DLP und OP-Lysin in

prozessierten Lebensmitteln nachgewiesen und quantifiziert werden. Die durchschnittlichen



Zusammenfassung

Gehalte in kommerziellen Kartoffelchips lagen fir meta-DLP bei 0,12 pg/100 g und fir
OP-Lysin bei 6,9 ug/100 g. Wéhrend GLAP in einem &hnlichen Konzentrationsbereich
detektiert wurde, konnte die GA-spezifische Proteinmodifikation HOP-Lysin nicht
quantifiziert werden. Weiterfuhrende Experimente mit steigender Frittierdauer wvon
Kartoffelscheiben lieferten genauere Einblicke in die Bildung von AGEs und deren
Vorlduferstrukturen. Wie bereits oben angesprochen lie die Detektion von HEL-1D und
HEL-2D Rickschliisse auf proteingebundendes GA bzw. GX schlielen, wobei mit
fortschreitender Frittierdauer das Verhaltnis deutlich zugunsten von GX verschoben wurde.
AbschlieRend wurde die AGE-Bildung in gegrillten Rindfleischbratlingen betrachtet, wobei
D-Ribose als potente Vorlauferstruktur im Fokus stand. Allerdings reichten die natirlich
vorkommenden Gehalte des Cs-Zuckers nicht aus, um Pyridinium-AGEs in quantitativ
relevanten Mengen zu bilden. Die Zugabe von D-Ribose zu den nativen Rindfleischbratlingen
flhrte zu signifikant erhéhten AGE-Gehalten.

Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Dissertation das bisherige Wissen zur
posttranslationalen Modifikation von Proteinen erweitert werden. Durch quantitative
Betrachtungen wurden Einblicke in die zugrunde liegenden Bildungsmechanismen von
Pyridinium-AGEs gewonnen. Dariiber hinaus wurde die Strukturklasse der Pyridinium-AGEs
als Ausldser von oxidativen Stress identifiziert und kdnnen somit in vivo einen Einfluss auf die
Entstehung von Katarakt besitzen. Zudem konnte diese Strukturklasse in thermisch

behandelten Lebensmitteln quantifiziert werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Synthesen

6.1.1 Darstellung von N*-Boc-N¢-Cbz-Lysin-tert-butylester

2,0 g (5,26 mmol) N*-Boc-N*-Cbz-Lysin wurden zusammen mit 330 mg (2,70 mmol) 4-Di-
methylaminopyridin in 10 mL tert-Butanol geldst. Unter Ruhren bei Raumtemperatur wurden
1222 mg (5,60 mmol; 1286 ul) Di-tert-butyldicarbonat hinzugegeben und der Reaktionsansatz
16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Abzug des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer
wurde das Produkt in 2 mL Hexan/Aceton (3:1; v/v) geldst und sédulenchromatographisch
aufgereinigt. Dazu wurden 75 g Kieselgel in eine Saule (40 x 5 cm) bis zu einer Fullhéhe von
15 cm gefullt, als Flielmittel diente Hexan/Aceton (3:1; v/v). Die Detektion der gesammelten
Fraktionen erfolgte mittels Ninhydrin-Spriihreagenz. Fraktionen mit einem R-Wert von 0,34
wurden vereinigt und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde
nach dem Trocknen im Hochvakuum mit einer Ausbeute von 92% (2,11 g; 4,84 mmol) als

farbloses Ol erhalten.

6.1.2 Darstellung von N“-Boc-Lysin-tert-butylester

N“-Boc-N*-Chz-Lysin-tert-butylester wurde mit einer Spatelspitze Palladium auf Aktivkohle in
10 mL Methanol/Dichlormethan (1:1; v/v) gel6st. Unter intensiven Rihren wurde bei
Raumtemperatur fiir 4 h Wasserstoff in die Losung eingeleitet und der Umsatz dinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Als FlieBmittel wurde Methanol/Dichlormethan/Triethylamin
(7/2,9/0,1; viviv) verwendet und mittels Ninhydrin-Sprihreagenz detektiert. Nach erfolgter
Reaktion wurde tber Celite filtriert, die Fraktionen mit einem R+Wert von 0,24 vereinigt und
anschlieBend das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde nach
dem Trocknen im Hochvakuum als braunes Ol mit einer Ausbeute von 86% (1,25 g;

4,16 mmol) erhalten.

6.1.3 Darstellung von tert-Boc-2-[(tert-Boc) Amino]-6-hydroxyhexansaure

908 mg (3,0 mmol) N“-Boc-Lysin-tert-butylester wurden in 5 mL Wasser/Ethanol (9:1; v/v)
geldst. Der pH-Wert wurde mit 4 M NaOH auf 9,5 eingestellt und die L6sung auf 60 °C erhitzt.
1430 mg (4,80 mmol; 1,6 eq.) Natrium-Nitroprussid wurden portionsweise iber 30 min zum
Ansatz hinzugegeben und die Reaktion fiir zusétzliche 5 h erhitzt und gerthrt. Der pH-Wert

wurde Uber die gesamte Synthesedauer durch Zugabe von 4 M NaOH, zwischen 9 und 10
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gehalten. Der Umsatz wurde dunnschichtchromatographisch verfolgt, als Laufmittel diente
Ethylacetat/Hexan (2:3; v/v). Nach Reaktionsende wurde der Ansatz auf Raumtemperatur
gekdhlt und nach Entfernung des Ethanols im Vakuum mit Ethylacetat ausgeschittelt
(3 x 25 mL). Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit Ethylacetat tiber Celite filtriert.
AnschlieBend erfolgte eine sdulenchromatographische Aufreinigung Uber Kieselgel mit
Ethylacetat/Hexan (1:1; v/v). Fraktionen mit einem R-Wert von 0,33 wurden vereinigt und
anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach der Trocknung im Hochvakuum
bis zur Massenkonstanz wurde das Produkt mit einer Ausbeute von 35% (318 mg; 1,05 mmol)

als gelbes Ol erhalten.

6.1.4 Darstellung von tert-Boc-2-[(tert-Boc) Amino]-6-iodhexansaure

393 mg (1,5 mmol; 1,5eq.) Triphenylphosphan, 109 mg (1,6 mmol; 1,6 eq.) Imidazol und
380 mg (1,5 mmol; 1,5 eq.) lod wurden nacheinander zu einer Losung von 303 mg (1,0 mmol;
1,0eq.) tert-Butyl-2-[(tert-Boc)-Amino]-6-hydroxyhexansdure in wasserfreiem
Tetrahydrofuran (THF) gegeben. Die Loésung wurde bei Raumtemperatur unter
Argonatmosphare 4 h geriihrt und der Umsatz diinnschichtchromatographisch verfolgt. Als
Laufmittel diente Hexan/Ethylacetat (9:1; v/v), detektiert wurde mittels Ninhydrin-
Spriihreagenz. Im Anschluss erfolgte eine sdulenchromatographische Aufreinigung mittels
Kieselgel. Fraktionen mit einem RsWert von 0,33 wurden vereinigt und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach der Trocknung im Hochvakuum wurde das Produkt als

braunlich viskoses Ol mit einer Ausbeute von 50% (207 mg; 0,5 mmol) erhalten.

6.1.5 Darstellung von 3-(Boc-Amino)-Pyridin

498 mg 3-Aminopyridin (5,3 mmol) wurden in 10 mL tert-Butanol geldst. AnschlieRend
wurden 1222 mg (5,60 mmol; 1286 ul) Di-tert-butyldicarbonat hinzugegeben und der
Reaktionsansatz 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Ldsungsmittel wurde am Rotations-
verdampfer entfernt und der Rickstand sédulenchromatographisch aufgereinigt. Als Fliemittel
diente Hexan/Ethylacetat (7/3; v/v) und die Detektion der gesammelten Fraktionen erfolgte
mittels Ninhydrin-Spriihreagenz. Fraktionen mit einem Rt-Wert von 0,25 wurden vereint. Nach
Trocknen im Hochvakuum wurde das Produkt als farbloses Ol mit einer Ausbeute von 90%
(926 mg; 4,77 mmol) erhalten.

6.1.6 Darstellung von 4-(Boc-Amino)-Pyridin

Die Darstellung erfolgte analog zu Punkt 6.1.5, wobei hier 503 mg 4-Aminopyridin eingesetzt
wurden. Die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgte mittels Hexan/Ethylacetat (2/1;

v/v), die Detektion der gesammelten Fraktionen mittels Ninhydrin-Spriihreagenz. Fraktionen
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mit einem ReWert von 0,44 wurden vereint. Nach der Trocknung im Hochvakuum bis zur
Massenkonstanz wurde das Produkt als farbloses Ol mit einer Ausbeute von 89% (915 mg;

4,72 mmol) erhalten.

6.1.7 Darstellung von 3-Hydroxy-5-hydroxymethylpyridin

230 mg (1,5 mmol) 5-Hydroxynicotinsduremethylester wurden in 5 mL wasserfreiem THF
geldst und im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Nach portionsweiser Zugabe von 230 mg (6,06 mmol)
Lithiumaluminiumhydrid wurde das Eisbad entfernt und der Reaktionsansatz fir 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde die Ldsung vorsichtig mit 5mL 3 N HCI
angesduert, 1 h gerthrt und das Losungsmittel anschlieBend im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde in 1 mL Acetonitril aufgenommen und séulenchromatographisch aufgerei-
nigt. Als FlieBmittel diente Acetonitril/Methanol (9:1; v/v). Fraktionen mit einem Rs-Wert von
0,29 wurden vereinigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach der Trocknung im
Hochvakuum wurde das Produkt als gelbes Ol mit einer Ausbeute von 70% (131,4 mg;

1,05 mmol) gewonnen.

6.1.8 Darstellung von 3-Hydroxy-4-hydroxymethylpyridin

Fur die Synthese von 3-Hydroxy-4-hydroxymethylpyridin wurden 232 mg (1,5 mmol)
3-Hydroxynicotinsauremethylester in 5 mL wasserfreiem THF geldst und im Eisbad auf 0 °C
gekihlt. Die Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid und anschlieende s&ulenchro-
matographische Trennung erfolgte wie unter 6.1.7 beschrieben. Aus den vereinigten Fraktionen
wird nach Entfernung des Losemittels und Lyophilisation das Produkt als gelbes Ol mit einer
Ausbeute von 70% (131,0 mg; 1,05 mmol) erhalten.

6.1.9 Darstellung von meta-DLP

97,1mg (0,5mmol; 0,5eq.) 3-(Boc-Amino)-Pyridin und 69,2 mg (0,5mmol; 0,5eq.)
Kaliumcarbonat wurden unter intensivem Rihren in 10 mL 1,4-Dioxan gegeben und auf
100 °C fur 10 min erhitzt. Anschlieend wurde eine Lésung aus 305,4 mg (1,0 mmol; 1 eq.)
tert-Boc-2-[(tert-Boc)-Amino]-6-iodhexansaure, gelost in 5mL 1,4-Dioxan, tropfenweise
dazugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fur 12 h bei 100 °C unter Ruckfluss erhitzt und
anschlieBend das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde
sdulenchromatographisch  an  Kieselgel aufgereinigt, als Ldsungsmittel diente
Aceton/Ethylacetat (4:1; v/v). Die entsprechenden Fraktionen (Rr = 0,29 in Aceton/Ethylacetat
(4:1; v/v, Detektion mit Ninhydrin-Sprihreagenz)) wurden gesammelt und das Losungsmittel
entfernt. Der Rickstand wurde in Aceton/6 N Salzsaure (HCI) (1:1; v/v) gel6st, fiir 1 h bei

Raumtemperatur gertihrt und im Anschluss im Vakuum eingeengt. Die chromatographische
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Aufreinigung erfolgte mittels praparativer HPLC (VYDAC 218TP1022, 250 x 20 mm, RP18,
87 10 um; Laufmittel: isokratisch; Wasser/Methanol 75:25 + 1,2 mL/L Heptafluorbuttersiure
(HFBA); Flussrate: 10 mL/L) aufgereinigt. Die gesammelten Fraktionen wurden durch eine
Nachsdulenderivatisierung mit OPA detektiert (Fluoreszenzdetektor (FLD): Ex= 340 nm; Em=
455 nm). Die entsprechenden Fraktionen (tr=28-36 min) wurden vereinigt und das
Losungsmittel entfernt. AnschlieBend wurde das Produkt (meta-DLP-4 HFBA) bis zur
Massenkonstanz wiederholt lyophilisiert und konnte als farbloses amorphes Material mit einer

Ausbeute von 4% (25,0 mg, 0,020 mmol) gewonnen werden.

6.1.10 Darstellung von para-DLP

Fur die Darstellung von para-DLP wurden 98,0 mg (0,5 mmol; 0,5eq.) 4-(Boc-Amino)-
Pyridin eingewogen, mit 68,5mg (0,5mmol; 0,5eq.) Kaliumcarbonat und 305,0 mg
(1,0 mmol; 1 eq.) tert-Boc-2-[(tert-Boc)-Amino]-6-iodhexansdure umgesetzt. Die Alkylierung
und anschliefende sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgten analog zu Punkt 6.1.9.
Die entsprechenden Fraktionen (Rf = 0,32 in Aceton/Ethylacetat (4:1; v/v, Detektion mit
Ninhydrin-Sprihreagenz)) wurden gesammelt und im Anschluss das Ldsungsmittel entfernt.
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppen erfolgte wie unter 6.1.9 beschrieben. Die Aufreinigung
des Ruckstands erfolgte mittels praparativer HPLC (Laufmittel: isokratisch; Wasser/Methanol
72:28 + 1,2 mL/L HFBA; Flussrate: 10 mL/min; FLD: Ex = 340 nm; Em = 455 nm). Nach der
Trocknung im Hochvakuum konnte para-DLP-4 HFBA als farbloses amorphes Material mit

einer Ausbeute von 6% (38,2 mg; 0,031 mmol) gewonnen werden.

6.1.11 Darstellung von OP-Lysin

47,5 mg (0,5 mmol; 2 eq.) 3-Hydroxypyridin wurden in 5 mL wasserfreiem 1,4-Dioxan geldst
und auf 100 °C unter Rickfluss erhitzt. Zu der Losung wurden 103,3 mg (0,25 mmol) tert-Boc-
2-[(tert-Boc)-Amino]-6-iodhexansdure portionsweise (ber einen Zeitraum von 30 min
hinzugegeben und der Ansatz fiir weitere 12 h unter Rickfluss gerlhrt. Das Produkt wurde
sédulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt, als Laufmittel diente Acetonitril/Wasser
(4:1; v/v). Die Fraktionen mit einem Rt-Wert von 0,29 wurden vereinigt (Detektion: Ninhydrin-
Spriihreagenz) und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. AnschlieRend wurde
das Produkt in 5 mL Wasser geldst, mit 5 mL 6 N HCI versetzt und 2 h bei Raumtemperatur
gertihrt. Die 0berschissige wassrige HCI wurde mittels Vakuumzentrifuge entfernt. Der
Rickstand wurde mithilfe préparativer HPLC (Laufmittel: isokratisch; Wasser/Methanol
93:7 + 1,2 mL/L HFBA, Flussrate: 10 mL/min; FLD: Ex=340nm; Em =455nm)
aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen (tr=30-38 min) wurden vereinigt und das

Losungsmittel entfernt. Anschliefend wurde das Produkt mehrfach lyophilisiert und OP-
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Lysin-2 HFBA konnte als farbloses amorphes Material mit einer Ausbeute von 27% (44,3 mg;

0,070 mmol) gewonnen werden.

6.1.12 Darstellung von GLAP

Fur die Darstellung von GLAP wurden 104,6 mg (0,5mmol) 3-Hydroxy-5-hydroxy-
methylpyridin mit 103,7 mg (0,25 mmol) tert-Boc-2-[(tert-Boc)-Amino]-6-iodhexansaure
umgesetzt. Die Alkylierung sowie die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgte analog
zu Punkt 6.1.11. Fraktionen mit einem R-Wert von 0,32 (Acetonitril/Wasser (4:1; v/v)) wurden
vereinigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppen
erfolgte wie unter 6.1.11 beschrieben. Das entschutzte Produkt wurde mit préparativer HPLC
(FlieBmittel: isokratisch; Wasser/Methanol 95:5 + 1,2 mL/L HFBA; Flussrate: 10 mL/min
FLD: Ex =340 nm; Em =455 nm) aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen (tr= 31-
38 min) wurden vereinigt und das Produkt anschliefend bis zur Massenkonstanz im
Hochvakuum getrocknet. GLAP-2 HFBA konnte als farbloses amorphes Material mit einer

Ausbeute von 18% (30,0 mg; 0,044 mmol) gewonnen werden.

6.1.13 Darstellung von HOP-Lysin

Fur die Synthese von HOP-Lysin wurden 104,1 mg (0,5 mmol) 3-Hydroxy-4-hydroxy-
methylpyridin mit 102,9 mg (0,25 mmol) tert-Boc-2-[(tert-Boc)-Amino]-6-iodhexanséure
umgesetzt. Die Alkylierung sowie die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgte analog
zu Punkt 6.1.11. Fraktionen mit einem R¢-Wert von 0,27 (Acetonitril/\Wasser (4:1; v/v)) wurden
vereinigt und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Entfernung der Boc-Schutzgruppen
erfolgte wie unter 6.1.11 beschrieben. Der Riickstand wurde der préparativen HPLC zugefiihrt
(FlieBmittel:  Wasser/Methanol  91:9 + 1,2 mL/L HFBA; Flussrate: 10 mL/L; FLD:
Ex =340 nm; Em =455nm). Die entsprechenden Fraktionen (tr=33-43 min) wurden
vereinigt und das Produkt anschlieRend bis zur Massenkonstanz im Hochvakuum getrocknet.
HOP-Lysin-2 HFBA konnte als farbloses amorphes Material mit einer Ausbeute von 16%

(27,3 mg; 0,040 mmol) gewonnen werden.

6.1.14 Darstellung von NDPO:>

0,6 g (14,7 mmol) Natriumhydroxid, 0,2g (2,4 mmol) Natriumhydrogencarbonat, 0,5g
(4,7 mmol) Natriumcarbonat und 2,5 g (10,3 mmol) Natriummolybdat-Dihydrat wurden in
20 mL Reinstwasser geldst. AnschlieBend wurden 30 mg (0,11 mmol) Dinatrium-1,4-
naphthalindipropionat (NDP) zugegeben und der Reaktionsansatz in einem Wasserbad
konstant bei 20 °C gehalten. Danach wurden 2 mL Wasserstoffperoxid (30%-ige LOsung)

hinzugegeben und die rotbraune Ldsung bis zum Farbumschlag nach gelb fur etwa 15 min
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geruihrt. Nach demselben Prinzip wurden vier weitere Fraktionen Wasserstoffperoxid (je 2 mL)
nacheinander hinzugegeben. Nach 90 min wurde der Reaktionsansatz mit einem Eisbad auf
0°C gekihlt und mit kalter Phosphorséure (2 M) angeséduert (pH=2,5). Nach 5 min
Zentrifugation bei 4000 g und 4 °C wurde der saure Uberstand verworfen, das weifle Prazipitat
in 5 mL Eiswasser resuspendiert, unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert und sdurefrei
gewaschen. Der Ruckstand wurde in 50 mL THF (0 °C) geldst und mit 5 g Magnesiumsulfat
getrocknet. Im Anschluss wurde das Produkt filtriert und mit 7 mL (14 mmol; 2 M)
Natriummethanolat versetzt. Das Prézipitat wurde bei 4000 g und 4 °C zentrifugiert, mit kaltem
Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das *H-NMR-Spektrum zeigte, dass 48%
Endoperoxid (NDPO>) gebildet wurden und 52% auf NDP zuriickzufthren waren.

6.1.15 Darstellung von N°-(2,3-Dihydroxypropyl)-Lysin

273,9 mg (1,1 mmol) N*tert-Boc-Lysin, 143,2 mg (1,1 mmol) Isopropylidenglyceraldehyd
und 74,0 mg (1,2 mmol) Natriumcyanoborhydrid wurden in 7 mL wasserfreien Methanol
geldst und tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand sdulenchromatographisch an Kieselgel
aufgereinigt, als Losungsmittel diente Aceton/Ethylacetat/Essigsaure (1:2:0,1; v/v). Die
entsprechenden Fraktionen (Rs = 0,30) wurden gesammelt und das Ldsungsmittel entfernt. Der
Rickstand wurde in 3 N HCI gelost, fur 1 h bei Raumtemperatur gerthrt und im Anschluss im
Hochvakuum getrocknet. DPL konnte als farbloses Pulver mit einer Ausbeute von 27%

(65,0 mg; 0,295 mmol) gewonnen werden.

6.2 Modellinkubationen unter aeroben Bedingungen

6.2.1 Inkubationen von kurzkettigen Carbonylen mit N*-tert-Boc-Lysin

N“-tert-Boc-Lysin (42 mM) wurde jeweils mit Glycolaldehyd (42 mM), Glyoxal (42 mM),
Glyceraldehyd (42 mM) und einem Gemisch aus Glycolaldehyd und Glyceraldehyd (je
21 mM) in Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) fur sieben Tage bei 37 °C in 0,5 mL Sicherheits-
ReaktionsgefalRen inkubiert. Fir die quantitative Entfernung der N“*-tert-Boc-Schutzgruppe
wurden Aliquote der Inkubationsldsungen entnommen und mit 6 N HCI bei Raumtemperatur
versetzt. Nach 30 min Reaktionszeit wurde das Losungsmittel mittels Vakuumzentrifuge

entfernt und der Riickstand in 0,05 mM HCI aufgenommen.

6.2.2 Inkubationen von Zuckern mit N*-tert-Boc-Lysin

N%-tert-Boc-Lysin (42 mM) wurde jeweils mit L-Ascorbinsdure (42 mM), D-Glucose
(100 mM), D-Ribose (100 mM), L-Arabinose (100 mM), D-Xylose (100 mM), D-Threose
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(100 mM), D-Erythrose (100 mM) und L-Erythrulose (100 mM) in Phosphatpuffer (0,1 M;
pH 7,4) fir sieben Tage bei 37 °C in 0,5 mL Sicherheits-ReaktionsgefaRen inkubiert. Um die
N“-tert-Boc-Schutzgruppe zu entfernen, wurden Aliquote der Inkubationslésungen 1:1 (v:v)
mit 6 N HCI versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurde die

Sdure mittels Vakuumzentrifuge entfernt und der Rickstand in 0,05 mM HCI aufgenommen.

6.3 Modellinkubationen unter anaeroben Bedingungen

Die zuvor beschriebenen Modellinkubationen unter aeroben Bedingungen (siehe Punkt 6.2.1
und 6.2.2) wurden ebenfalls unter anaeroben Bedingungen durchgefuhrt. Hierzu wurde der
Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) mit Diethylentriaminpentaessigséure (1 mM) versetzt, welches
als chelatisierender Komplexbildner fur Metall-Kationen dient. Alle Lésungen wurden fir
10 min mit Helium entgast und die Inkubationsansétze vor der thermischen Behandlung mit
Argon uberschichtet. Die Inkubationen wurden unter Luftausschluss in 0,5 mL Sicherheits-
ReaktionsgefaRen durchgefiihrt.

6.3.1 Inkubationen mit 1-*C-markierten Glycolaldehyd

1-13C-Glycolaldehyd und Glyoxal wurden in verschiedenen Konzentrationen (40 mM/0 mM;
35,6 mM/4,4 mM; 20 mM/20 mM; 4,4 mM/35,6 mM) mit N*-tert-Boc-Lysin (40 mM) unter
anaeroben Bedingungen (siehe Punkt 6.3) in Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,4) fir sieben Tage
bei 37 °C inkubiert. 200 pL der Inkubationslésungen wurden entnommen und mit 200 pL 6 N
HCI versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurde die Saure
mittels Vakuumzentrifuge entfernt und der Riickstand in 200 pL HCI (0,05 mM) gelost.

6.4 Bestrahlungsmodellexperiment

NDP (0,5 mM) wurde mit meta-DLP (1 pM) bzw. OP-Lysin (1 uM) in Phosphatpuffer (0,1 M;
pH 7,4) versetzt. Die Losungen wurden anschlielend in eine Quarzkiivette (Schichtdicke: 1
cm) dberfihrt und mit einer HBO 50 Quecksilberdampflampe (50 W, 117 Osram) fir 1 h
bestrahlt. Wéhrend der Bestrahlung wurde kontinuierlich Luft in die Losung eingeblasen, die
Kivette dauerhaft im Eisbad gekihlt und ein UG5 Filter (Schott, 50.8 x 50.8 mm UV optischer
Bandpassfilter) verwendet. Nach der Bestrahlung wurden die Ldsungen bei 0 bis 5 °C
temperiert und anschlieRend der LC-MS/MS zugefuhrt.
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6.5 Aufarbeitung von Kartoffelchips

6.5.1 Proteinisolierung kommerzieller Kartoffelchips

Etwa 100 g Probe wurden mittels Morser und Pistill grob zerkleinert. Anschliefend wurde
diese vollstandig in eine Moulinette tGberfuhrt, fein zerkleinert und homogenisiert. Flr die
Fettextraktion wurden 10 g Probe in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit
25 mL Petrolether versetzt. Nach intensivem Schiitteln wurde die Suspension fiir 10 min im
Ultraschallbad behandelt und anschlieRend bei 20 °C und 9000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und der Vorgang vier Mal wiederholt. Nach vollstandigem
Abdampfen des Losungsmittels wurden die Proben in einer Schwingmihle fir 30 s bei einer
Frequenz von 30s? feinst zerkleinert. Es wurden 2g entfettete Probe in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 15 mL Reinstwasser versetzt. Anschliefend wurden
150 uL a-Amylase der Suspension zugefiihrt und diese unter wiederholtem Schdtteln fir
30 min bei 95 °C in einem Wasserbad temperiert. Nach einer Abkiihlphase wurden 500 pL
Amyloglucosidase hinzugegeben und unter Schitteln fir 30 min bei 60 °C inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die Proteinféallung durch die Zugabe von 5 mL Reinstwasser und 20 mL
absolutem Ethanol. Nach intensivem Schiitteln wurde die Suspension fiir 12 h bei -23 °C
tiefgefroren. Im Anschluss wurde die Probe homogenisiert, bei 4 °C und 9000 g zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Proteinisolat wurde zwei Mal mit 15 mL Eiswasser
gewaschen und unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Das Proteinisolat wurde bei -23 °C

tiefgefroren und anschlieBend lyophilisiert.

6.5.2 Frittieren von Kartoffelscheiben

Fur den Frittierprozess wurden Kartoffeln (1 kg) der Sorte Karelia von einem lokalen
Supermarkt bezogen. Die Kartoffeln wurden unmittelbar nach Erwerb gewaschen, geschalt und
mithilfe eines Gemusehobels in 1 mm dicke Scheiben geschnitten. Die Kartoffelscheiben
wurden mit Reinstwasser gewaschen und deren Oberflache anschlieRend abgetrocknet. 200 g
Kartoffelscheiben wurden bei 160 °C fir 2, 5, 8, 11 und 16 min in 2,5 L Sonnenblumendl
frittiert. Der Frittierprozess wurde dreimal mit frischen Sonnenblumendl und Kartoffelscheiben
wiederholt. AnschlieBend wurden die frittierten Scheiben auf einem Drahtgitter auf
Raumtemperatur abgekihlt. Im Anschluss wurden die Kartoffelscheiben mit einer Moulinette
zerkleinert und nachfolgend lyophilisiert. Zur Entfettung der Probe wurden 25 ml Petrolether
erganzt, intensiv geschdittelt und homogenisiert. Die Suspension wurde anschlie3end fiir 10 min
im Ultraschallbad behandelt, sowie bei 20 °C, 9000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
an Loésungsmittel wurde abdekantiert und verworfen und der VVorgang vier Mal wiederholt.

AnschlieBend wurden die Proben bei -23 °C tiefgefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat
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wurde im nachsten Schritt in einer Schwingmiihle fiir 30 s bei einer Frequenz von 30 s feinst

zerkleinert.

6.6  Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

In Anlehnung an die beschriebene Methode nach Jost et al. wurden ca. 70 mg der aufgearbeite-
ten Kartoffelchips in ein stickstofffreies Wageschiffchen eingewogen und vollstandig in einen
Kjeldahlkolben Gberfuhrt. Nach der Zugabe einer Kjeldahl-Katalysator-Tablette sowie
Siedesteinen, wurde die Probe wird mit 25 mL konz. Schwefelsdure (> 95%) versetzt und in
eine Kjeldahltherm Block-Aufschlusseinheit Gberfiihrt. Die Probe wurde auf 370 °C fiir 90 min
erhitzt und bis zum Farbumschlag der Lésung nach griin umgesetzt. Nach einer Abkuhlphase
wurde der Kjeldahlkolben mit der Probe in ein Wasserdampf-Destillationssystem tberfthrt.
Als Vorlage fir die Destillation dienten 20 mL 0,1 N Schwefelsaure, welche mit sieben Tropfen
Tashiro-Indikator versetzt wurden. Fir die Destillation wurde 32%-ige Natronlauge verwendet.
Das Destillat wurde anschlielfend mit 0,1 N Natronlauge riicktitriert, wobei der Farbwechsel
von violett nach griin als Umschlagspunkt diente. Als Referenz wurde ein Reagenzienblindwert
analog mitgefuhrt. Fir die Bestimmung des Proteingehaltes wurde im Rahmen der Berechnung

der Referenzfaktor 6,25 fiir Getreideprodukte angewendet.

6.7 Proteinhydrolyse

Die aufgearbeiteten Kartoffelchips wurden so in ein geeignetes Sicherheits-Mikroreaktions-
gefaRl eingewogen, dass 9 mg Reinprotein enthalten waren. AnschlieBend wurden 1,5 mL PBS-
Puffer zugegeben und in einer Schwingmihle fiir 30 min bei einer Frequenz von 30 s*
homogenisiert. Von dieser Suspension wurden Aliquote (3x400 uL) in separate Wheaton-
Rohrchen tberfuhrt, mit je 100 uLL Natriumborhydrid-L6sung (15,0 g/mL) versetzt und homo-
genisiert. Fir die Bestimmung von Furosin wurde auf den Reduktionsschritt verzichtet und fur
die Bestimmung von HEL-1D und HEL-2D wurde eine Natriumbordeuterid-Lésung
(15,0 g/mL) verwendet. Nach einer Inkubationsdauer von einer Stunde wurden die Proben

mittels Vakuumzentrifuge bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt.

6.7.1 Saure Proteinhydrolyse

Im Anschluss an Punkt 6.7 wurde der Riickstand in 800 uLL 6 N HCI aufgenommen und homo-
genisiert. Danach wurde der Gasraum des Wheaton-Rohrchens fiir 30 s mit Argon gesattigt und
mit Schraubkappen handfest verschlossen. Die Probe wurde nachfolgend fiir 20 h bei 110 °C

in einem Trockenschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Wheaton-Rdhrchen auf
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Raumtemperatur abgekihlt und die Salzsaure mittels Vakuumzentrifuge vollstandig entfernt.
Der Riickstand wurde in 492 pL 0,05 mM HCIl aufgenommen und homogenisiert. Zur
Entfernung von Aschepartikeln wurde die Ldsung in einem Spin X- Filter uberfiihrt und bei
20 °C und 13200 rpm fir fiinf Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wurde im Anschluss der LC-
MS/MS zugefiihrt.

6.7.2 Enzymatische Proteinhydrolyse

Fur die enzymatische Hydrolyse wurden die Proteinisolate in ein geeignetes Sicherheits-
Mikroreaktionsgefal? so eingewogen, dass 9 mg Reinprotein enthalten waren. Anschlief3end
wurden 3 mL PBS-Puffer zugegeben und in einer Schwingmdihle fur 30 min bei einer Frequenz
von 30 st homogenisiert. In ein 1,5 mL-ReaktionsgefaR wurde ein Thymolkristall vorgelegt
und 500 pL Proteinlésung zugegeben. AnschlieBend wurde der Gasraum 30 s mit Argon
geséttigt und das ReaktionsgefaR fest verschlossen. Im Abstand von 24 Stunden wurde zweimal
29,4 uL Papain (0,5 U) zugegeben. Es folgte im gleichen Zeitabstand zweimal die Zugabe von
29,4 uyL Endopeptidase Pronase E (0,3 U), die Zugabe von 14,3 pL einer Leucin-
Aminopeptidase Suspension (1 U) sowie 41,7 uL. Carboxypeptidase Y (0,95 U). Nach jeder
Enzymzugabe wurde die Loésung homogenisiert und 24 Stunden bei 37 °C in einem
Schittelinkubator inkubiert. Nach der enzymatischen Hydrolyse wurde die Losung durch einen
MWCO 3000 Filter filtriert (13200 rpm, 15 min, 20 °C) und anschlieRend der LC-MS/MS
zugefiihrt.

6.8 Quantifizierung von AGEs mittels LC-MS/MS

Die Quantifizierung der Proteinmodifikationen in den Modellinkubationen, sowie in den
Hydrolysaten basierte auf der Methode der Standardaddition. Zur Berechnung der
Bestimmungsgrenze wurde das Signal-Rauschverhéltnis herangezogen (9:1), fur die
Berechnung der Nachweisgrenze betrug das Signal-Rauschverhaltnis 3:1. Die optimierten
massenspektrometrischen Parameter der Analyten sowie die chromatographische Trennung

sind im Anhang beschrieben.

6.9 Anreicherung und CID-Spektren der Pyridinium-AGEs

30 pL der sauren Proteinhydrolysate wurden mehrfach (n=10) in ein analytisches HPLC
System injiziert. Die chromatographischen Methoden zur Aufreinigung der Strukturen sind im
Anhang beschrieben. Entsprechende Fraktionen (GLAP tr = 24,0 min; OP-Lysin tr = 26,2 min

und meta-DLP tr =25,7 min.) wurden gesammelt, vereinigt, das Losungsmittel mittels
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Vakuumzentrifuge entfernt und anschlieBend lyophilisiert. Die lyophilisierten Fraktionen
wurden in Reinstwasser resuspendiert und anschlieBend der LC-MS/MS zugefuhrt. Fir die
Aufnahme der CID-Spektren wurden fir die einzelnen Strukturen unterschiedliche
,Declustering”-Potentiale  (DP),  Kollisionsenergien (CE) und  Kollisionszellen-
Austrittspotenziale (CXP) verwendet. Zudem wurden CE und CXP den Massenbereichen (m/z)
fur eine optimale Fragmentierung angepasst: GLAP: 75 eV (DP); (m/z (CE/CXP); 50—-149
(30 eV/10 V); 150255 (25eV/14V)). OP-Lysin: 60eV (DP); (m/z (CE/CXP); 50—149
(30eV/9V); 150-255 (25eV/12V)). meta-DLP: 75eV (DP) (m/z (CE/CXP);, 50-149
(50 eV/7 V); 150-299 (40 eV/10 V); 300-350 (30 eV/13 V)).

6.10 Aufarbeitung von Rindfleischbratlingen

6.10.1 Herstellung der Bratlinge

3%400 g frisches Rinderhackfleisch wurden von einem regionalen Supermarkt bezogen und
vereinigt. Die Bratlinge (@ 8 cm, Dicke 1,5 cm) wurden aus 130 g Rinderhackfleisch geformt
und anschlieRend fiir 2, 4 und 6 min in einem Kontaktgrill bei 230 °C von beiden Seiten gegrillt.
Die Oberflaiche des Kontaktgrills wurde mit einem Infrarotthermometer Uberpriift.
AnschlieBend wurden die Bratlinge auf Raumtemperatur gekihlt, in einer Moulinette
zerkleinert und lyophilisiert. Fur die Entfettung wurden die Proben mit Petrolether versetzt,
15 min im Ultraschallbad behandelt und anschlieRend bei 20 °C und 8000 g fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Extraktionsschritt finfmal wiederholt.
Die entfetteten und getrockneten Proben wurden nachfolgend einer direkten S&urehydrolyse,

wie in Punkt 6.7.3 beschrieben, unterworfen.

6.10.2 Quantifizierung von p-Ribose

500 mg wasser- und fettfreies rohes Rinderhackfleisch wurde in ein 15 mL Zentrifugenrohr-
chen eingewogen, mit 55 mL Wasser/MeOH (81:19, v/v) versetzt und mit einem
Hochleistungs-Dispergiergerat (Ultra-Turrax) homogenisiert. Die Proteine wurden durch die
Zugabe von 1 mL 50% (w/w) Trichloressigsaure gefallt. Im Anschluss wurden die Proben
zentrifugiert (8000 g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand spritzenfiltriert (0,45 pm, Cellulose-
Acetat). Das erhaltene Filtrat wurde geméll Rakete et al. derivatisiert. Dazu wurden 150 pL
Filtrat mit 100 puL 1-Naphthylamin-L&sung (0,2 M in Dimethylsulfoxid/15% Essigsaure 1:1,
v/v) und 500 pL Natriumcyanoborhydrid-Lésung (1,0 M in Dimethylsulfoxid) fir 16 h bei

Raumtemperatur inkubiert und mittels HPLC-FLD vermessen.
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6.10.3 Zugabe von reduzierenden Zuckern

130 mg p-Ribose wurden zu 165 g rohen, gehackten Rindfleisch gegeben und in einer
Moulinette homogenisiert. Die Bratlinge wurden anschliefend, wie in Punkt 6.10.1
beschrieben, geformt, gegrillt (6 min), entfettet und lyophilisiert.
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7  Puffer und LOsungen

7.1 Phosphatgepufferte Salzlésung (10 mM, 1 mM NacCl, pH 7,4)

Zur Herstellung von einem Liter phosphatgepufferter Salzldsung wurden 1,44 g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, 0,30 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat und
8,77 g Natriumchlorid in ein Becherglas eingewogen und in ca. 900 mL Reinstwasser geldst.
Der pH-Wert wurde mit verdunnter Natronlauge bzw. Phosphorséure auf pH 7,4 eingestellt.
Nach Uberfithrung in einen 1000 mL-Messkolben wurde mit Reinstwasser zur Marke
aufgefllt.

7.2 Phosphatpuffer (aerob, 0,2 M, pH 7,4)

3,752 g Dikaliumhydrogenphosphat und 0,484 g Kaliumdihydrogenphosphat wurden in ca.
80 mL Reinstwasser gelost. Mit Phosphorsaure bzw. Kaliumhydroxidlosung wurde der

pH-Wert auf 7,4 eingestellt und mit Reinstwasser auf 100 mL aufgefullt.

7.3 Phosphatpuffer (anaerob, 0,2 M, pH 7,4)

Die Herstellung erfolgte analog zu 7.2 mit Zusatz von 78 mg Diethylentriaminpentaessig-
séure. Nach der Einstellung des pH-Wertes wurde die Lésung mit Helium entgast und mit

Argon Uberschichtet.

7.4  OPA-Derivatisierungsreagenz

800 mg OPA wurden in 10 mL Ethanol versetzt und im Ultraschallbad geldst. Fur die
Herstellung des Boratpuffers wurden 24,73 g Borséure in 800 mL Wasser geldst und mit
Kaliumhydroxidlosung (22 g/100 mL) auf einen pH-Wert von 9,7 eingestellt. AnschlieRend
wurde das geldste OPA hinzugegeben und die Ldsung auf 1 L aufgefullt. In eine Saugflasche
wurde Brij vorgelegt und das Derivatisierungsreagenz durch einen 0,45 um Celluloseacetat-
Membranfilter filtriert. Nach der Zugabe von 2 mL 2-Mercaptoethanol wurde solange

gerdihrt, bis sich Brij vollstandig geldst hatte.



8 Chemikalien und Gerate

8.1 Chemikalien

Experimenteller Teil

Tab. 16:  verwendete Chemikalien
Chemikalien Reinheit Hersteller CAS-Nummer
3-Hydroxynicotinsauremethylester 98% Sigma 135034-10-5
4-Dimethylaminopyridin 99% Sigma 1122-58-3
5-Hydroxynicotinsduremethylester 97% Sigma 30766-22-4
Amyloglucosidase-Lésung von .
. i > 260 U/mL Sigma 9032-08-0
Aspergillus niger
Bromthymolblau Natriumsalz - Roth 76-59-5
Celite (0.02-0.1 mm) - Merck 68855-54-9
Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat >99,5% Roth 10028-24-7
Di-tert-butyldicarbonat >99% Sigma 24424-99-5
Heptafluorbutterséure 99% Acros Organics 375-22-4
hitzestabile a-Amylase-L&sung von
Bacillus licheniformis, Termamyl 120 KNU-T/g Novozymes 9000-85-5
120 L, Type L
Kieselgel-60 (0,03 - 0,2 mm) - Roth 7631-86-9
Kjeldahl-Tabletten (quecksilber-
. 5 g/Tablette Roth -
und selenfrei)
Lithiumaluminumhydrid 95% Sigma 16853-85-3
Methylenblau - Roth 7220-79-3
Natriumbordeuterid 98% deuteriert Sigma 15681-89-7
Natriumborhydrid 99% Sigma 16940-66-2
Natriumdihydrogenphosphat-
. >99% Roth 7558-80-7
Dihydrat
Natriumhydroxid-Pl&tzchen 99,4% Fisher Chemical 1310-73-2
Natrium-Nitroprussid-Dihydrat >99% Sigma 13755-38-9
Natronlauge 1 mol/L (1 N) Grssing 1310-73-2
Natronlauge 32% reinst. Grissing 1310-73-2
n-Hexan >99% Roth 110-54-3
N%-Boc-N#-Chz-Lysin 99% Sigma 2389-45-9
o-Phthaldialdehyd 97% Sigma 643-79-8
Oxalsdure-Dihydrat - Merck 6153-56-6
Palladium auf Aktivkohle 10% Pd Basis Sigma 7440-05-3
Triphenylphosphan >95% Sigma 603-35-0
Wasserstoff >99,99999% Linde 1333-74-0




8.2 Gerate

8.2.1 LC-MS/MS

Experimenteller Teil

Tab. 17: Gerateparameter LC-MS/MS

Parameter

Saule Waters Xselect HSS T3; 5 um; 250 x 3,0 mm
Massenspektrometer Applied Biosystems MDS Sciex 4000 Q Trap
Pumpe Jasco PU-2080 Plus Intelligent HPLC Pump
Entgaser Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser

Gradientenmischer

Injektor

Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit
Jasco AS-2057 Plus Intelligent Sampler

8.2.2 HPLC-FLD

Tab. 18: Gerateparameter HLPC-FLD

Parameter

) VYDAC 218TP54, 250 x 4.6 mm, RP18, 5 um
Saule Eurosphere-100, 250 mm x 30 mm, RP18, 5 um
Detektor Jasco, FP-2020 Plus Intelligent Fluorescence Detector
Pumpe Jasco, PU-2080 Plus Intelligent HPLC-Pump
Entgaser Jasco, DG-2080-54 4 Line Degasser

Gradientenmischer

Injektor

Jasco, LG-2080 Plus Quaternary Gradient Unit
Jasco, AS-2055 Plus Intelligent Sampler

8.2.3 Préparative HPLC

Tab. 19: Gerateparameter praparative HPLC

Parameter

Sédule VYDAC 218TP1022, 250 x 20 mm, RP18, 10 ym
Detektor Gynotek, Fluorescence Spectromonitor RF-530
Pumpe Besta, HD 2-200/55052 Serie 99/213

Derivatisierungspumpe
Entgaser
Gradientenmischer
Injektor

Schreiber

Kontron Instruments, HPLC PUMP 420
Jasco, DG-2080-54 4 Line Degasser

Techlab, Niederdruck-Mischkammer S/N:21-0106-022

Jasco, AS-2055 Plus Intelligent Sampler
Servogor 220




Experimenteller Teil

8.2.4 Sonstige Gerate

Tab. 20: Gerateparameter sonstiger Geréate

Geréte Hersteller Modell

Elektrogrill Tefal Optigrill GC705D

Infrarotthermometer TFA Dostmann RAY 31.1136

Kjeldatherm Block-Aufschlusseinheit  Gerhardt KT 8s

Absaugsystem Gerhardt TURBOSOG-Zentrifugalsaug-

wascher

Wasserdampf-Destillationssystem Gerhardt VAP 300

Mikrowaage sartorius Acculab MC 5

Moulinette moulinette Moulinex Typ 899
Electronic

pH-Meter Knick pH-Meter 766 Calimatic

Reinstwasseranlage Siemens Ultra Clear

Schwingmthle Retsch MM 400

Trocken- und Warmeschrank mit Binder FD 53

Umluft

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 514 BH

Vakuumzentrifuge Thermo Savant SPD121P-230 SpeedVac
Scientific Concentrator

Kihlfalle Thermo Savant RVT400 Refrigerated Vapor
Scientific Trap

Pumpe vacuubrand Chemistry Hybrid Pump RC6

Quecksilberdampflampe Osram HBO, 50 W

Zentrifugen Thermo Heraeus Megafuge 8R Centrifuge R-
Scientific 134a

eppendorf Centrifuge 5415R
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1-BC-GA 1-13C-Glycolaldehyd
1-A-1,4-DDG 1-Amino-1,4-didesoxyglucoson
1-DG 1-Desoxyglucoson

10, Singulett-Sauerstoff

3-AP 3-Aminopyridin

3-DG 3-Desoxyglucoson

4-AP 4-Aminopyridin

AGEs Advanced Glycation Endproducts
APT Attached Proton Test

Asc Ascorbinséure

CEL NE-Carboxyethyllysin

CID collision induced dissoziation
CIS cold-induced sweetening

CMA N’-Carboxymethylarginin
CML N®-Carboxymethyllysin

COosy homonuclear correlation spectroscopy
DHA Dehydroascorbinséure

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

ESI Elektronenspray-lonisation
FLD Fluoreszenzdetektor

Furosin N®-(2-Furoylmethyl)-L-Lysin
G3 Glyceraldehyd

GA Glycolaldehyd

G-DH Dihydroxyimidazolin

G-H Hydroimidazolinon

GLAP Glyceraldehyd-Pyridiniumlysin
GOLA Glyoxal-Lysinamid

GOLD Glyoxal-Lysin-Dimer

GX Glyoxal

HEL-1D N®-(2-Hydroxy-1d-ethyl)-Lysin

HEL-2D N®-(2-Hydroxy-1,2-d-ethyl)-Lysin
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HFBA Heptafluorbuttersaure

HMBC heteronuclear multiple bond correlation
HMF 5-Hydroxymethylfurfural

HOP-Lysin Hydroxymethyl-oxido-Pyridiniumlysin
HPLC Hochleistungsfliissigchromatographie
HR-MS Hochauflésende Massenspektrometrie
HSQC heteronuclear single quantum coherence
ISC Intersystem Crossing

K2pP Lysin-Lysin-Pyridinium-Dimer

LAK-2 Lactaldehyd-Pyridiniumlysin-Dimer
LAPL Lactaldehyd-Pyridinium-Dimer
LC-MS/MS Flussigchromatographie Massenspektrometrie-Kopplung
MOLA Methylglyoxal-Lysinamid

MOLD Methylglyoxal-Lysin-Dimer

NaBD. Natriumbordeuterid

NDP Naphthalindipropionsaure

NDPO; Naphthalindipropionsaure-Endoperoxid
NMR Kernspinresonanzspektroskopie
OP-Lysin 3-Oxidopyridiniumlysin

PPhs Triphenylphosphan

ROS reaktive Sauerstoffspezies

SOGS Sensor-Green

TD-DFT time dependent density functional theory

THF Tetrahydrofuran
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Anhang

Anhang

13.1 Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen

13.1.1 *H- und 13C-NMR-Daten in CDCl3

N“-Boc-Lysin-tert-butylester

tert-Boc-2-[(tert-Boc)-Amino]-  tert-Boc-2-[(tert-Boc)-Amino]-6-

6-hydroxyhexanséure iod-hexansdure
10 CH, 10'cHa
H;C —g—CH;
10 10°

(o]
}z a|=o
10 10
CH, ZNH H H CH, NHH O H OHOH CH, JNHH H H H
A N | N N4 N T I O L A 4 e I
S | I O L L e I | N I I e N | N 2 N I L
10CH:s O H H 10CHs O H H H H H 10€Hs O H H H H H
613C lSC SlSC
H/C & H [ppm] H/C & H [ppm] H/C & H [ppm]
[ppm] [ppm] [ppm]
1 - 171,9 1 - 171,8 1 - 171,7
4,20 (t, 1H) 4,19 (t, 1H) 4,18 (t, 1H)
2 3,8 2 3,8 2 53,6
3J=7,4Hz 3=74Hz 3J=74Hz
1,68 (m, 2H) 32,0 1,68 (m,2H) 32,2 1,63 (m,2H) 321
1,79 (m, 2H) 26,1 1,79 (m,2H) 26,1 1,76 (m,2H) 26,0
1,81 (m, 2H) 31,9 1,83 (m,2H) 321 1,81 (m,2H) 31,9
2,50 (t, 2H) 3,33 (t, 2H) 3,20 (t, 2H)
6 22,6 6 62,3 6 6,4
3J=7,2Hz 3J=7,2Hz 3J=7,2Hz
; 5,07 (d, 1H) . 5,07 (d, 1H) . 5,05 (d, 1H)
3J=75Hz 3J=75Hz 3J=75Hz
- 155,3 - 155,3 8 - 155,3
- 81,9 - 81,9 9 - 81,9
9 - 79,3 9 - 79,3 9 - 79,3
10 1,48 (s, 9H) 28,3 10 1,48 (s, 9H) 28,3 10 1,47 (s, 9H) 28,3
10° 1,45 (s, 9H) 28,0 10° 1,45 (s, 9H) 28,0 100 1,44 (s, 9H) 28,0
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3-Hydroxy-5-hydroxymethylpyridin

3-Hydroxy-5-hydroxymethylpyridin

H”1 °N” 5 “H

H/C & H [ppm] 5 13C [ppm] H/C & H [ppm] & 13C [ppm]
7,99 (m, 2H) 141,0 8,34 (s, 1H) 132,1
- 153,8 - 154,7
7,26 (m, 1H) 1155 - 140,7
7,93 (d, 1H)
4 - 137,8 4 127,7
3J=6,2Hz
8,27 (d, 1H)
5 7,99 (m, 2H) 141,3 5 1255
3)=6,2Hz
6 4,83 (s, 1H) 60,1 6 4,49 (s, 1H) 60,0
GLAP HOP-Lysin
H H H H NH, g
L1 | | 7 H H H H NH, o
TP\ L1111 7z
T2 |3' [ 5 \6
H HH HH OH |
H H H H H OH
HR-MS [M]* 255,1340 HR-MS [M]* 255,1340
berechnet C1oH1904N> 255,1345 berechnet C1oH1904N> 255,1345
H/C & *H [ppm] & 13C [ppm] H/C & *H [ppm] & 13C [ppm]
2 8,77 (s, 1H) 138,1 2 8,41 (s, 1H) 137,3
- 155,9 3 - 1549
8,08 (s, 1H) 1255 4 - 149,0
7,96 (d, 1H)
5 - 141,4 5 124.6
3J=6,2Hz
8,26 (d, 1H)
6 8,55 (s, 1H) 134,2 6 130,0
31=6,2Hz
7 4,78 (s, 2H) 63,1 7 4,89 (s, 2H) 59,9
4,19 (t, 2H) 4,53 (t, 2H)
1 60,7 1 61,1
3J=6,9Hz 3J=7,0Hz
2 1,96 (m, 2H) 30,1 2 1,87 (m, 2H) 31,3
3 1,40 (m, 2H) 21,5 3 1,75 (m, 2H) 23,6
4 1,58 (m, 2H) 29,8 4 1,75 (m, 2H) 24,7
3,91 (t, 1H) 3,94 (t, 1H)
5 54,5 5' 53,2
8)=6,1Hz 3]=6,0Hz
6' - 173,1 6' - 171,6
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DPL
H NH, o H H H H H NH,
N, S O
RN m PP PP
H H o H H H H
HR-MS [M]* 225,1234 HR-MS [M + H]* 221,2708
berechnet C11H1703N> 225,1239 berechnet CgH2004N2 221,2714
H/C 8 H [ppm] 5 13C [ppm] H/C & H [ppm] 3 13C [ppm]
3,09 (t, 2H)
2 8,24 (s, 1H) 132,3 1 48.6
3J=6,9Hz
3 - 156,7 2 1,81 (m, 2H) 26.4
7,80 (d, 1H)
4 128,6 3 1,59 (m, 2H) 23.2
3J=58Hz
7,72 (t, 1H)
5 3J=8,6 Hz 131,8 4 2,01 (m, 2H) 30.9
3)=58Hz
8,20 (d, 1H) 4,02 (t, 1H)
6 135,6 5 53.6
3J=8,6 Hz 3J=6,2Hz
4,40 (t, 2H)
1' 61,2 6 - 171.6
3J=74Hz
3,03 (dd, 1H)
2J=12,9;3=3,1Hz
2' 1,92 (m, 2H) 29,8 1 21.0
3,20 (dd, 1H)
2J=12,8;%3=3,0Hz
3 1,37 (M, 2H) 20,9 2 3.96 (m, 1H) 68.5
3,55 (dd, 1H)
2)=11,4;3) =56 Hz
4 1,82 (m, 2H) 28,9 3 65.1
3,61 (dd, 1H)
2J=11,3;3=48Hz
3,91 (t, 1H)
5' 52,4
3J=6,4Hz
6' - 171,6




13.1.2 CID-Spektren

HOP-Lysin:

GLAP:

relative Haufigkeit [%]
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13.2 Chromatographische Methoden

13.2.1 LC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von Proteinmodifikationen

Parameter
Séaule Waters Xselect HSS T3; 5 um; 250x3,0 mm
Laufmittel A: H,O + 1,2 mL/L HFBA
B: MeOH/H,0 (70:30) + 1,2 mL/L HFBA
Gradient Zeit Anteil A Anteil B
[min] [%] [%]
2 98 2
12 86 14
34 13 87
34,5 0 100
41,5 0 100
44 98 2
52 98 2
Fluss 0,7 mL/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 10 pL
Dauer 52 min
Parameter

Sprayer capillary voltage 2,5 kV

Nebulizing gas 70 mL min't
Curtain gas 40 mL min't
Heating gas 80 mL min't
Temperatur 650 °C

Detektion MRM-Modus
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13.2.2 LC-MS/MS-Methode zur Detektion von NDPO>

Parameter
Séule VYDAC 218TP54, 250 mm x 4.6 mm, RP18, 5 um, Hesperia, CA
Laufmittel A: H,0O + 0,8 mL/L Ameisensdure
B: MeOH/H,0 (70:30) + 0,8 mL/L Ameisensdure
Gradient Zeit Anteil A Anteil B
[min] [%] [%]
5 70 30
15 30 70
25 0 100
30 0 100
35 70 30
40 70 30
Fluss 1,0 mL/min
Temperatur 25 °C
Injektionsvolumen 10 uL
Dauer 40 min

13.2.3 HPLC-Methode zur Anreicherung von GLAP und OP-Lysin

Parameter
Saule VYDAC 218TP54, 250 mm x 4.6 mm, RP18, 5 um, Hesperia, CA
Laufmittel A: H,O + 1,2 mL/L HFBA
B: MeOH/H,0 (70:30) + 1,2 mL/L HFBA
Gradient Zeit Anteil A Anteil B
[min] [%] [%]
5 95 5
30 90 10
35 0 100
40 0 100
45 95 5
50 95 5
Fluss 1,0 mL/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 30 pL

Dauer 50 min
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13.2.4 HPLC-Methode zur Anreicherung von meta-DLP

Parameter

Saule VYDAC 218TP54, 250 mm x 4.6 mm, RP18, 5 um, Hesperia, CA

Laufmittel A: HO + 1,2 mL/L HFBA

B: MeOH/H,0 (70:30) + 1,2 mL/L HFBA

Gradient Zeit Anteil A Anteil B
[min] [%] [%]
5 80 20
30 75 25
35 0 100
40 0 100
45 80 20
50 80 20

Fluss 1,0 mL/min

Temperatur 25 °C

Injektionsvolumen 30 pL

Dauer 50 min

13.2.5 HPLC-Methode zur Quantifizierung von Ribose

Parameter
Séule Eurosphere-100, 250 mm x 30 mm, RP18, 5 um
Laufmittel A: H.0 + 0,6 mL/L HFBA
B: MeOH/H,0 (70:30) + 0,6 mL/L HFBA
Gradient Zeit Anteil A Anteil B
[min] [%] [%]
0 80 20
35 55 45
50 0 100
60 0 100
65 80 20
75 80 20
Fluss 1,0 mL/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 10 uL

Dauer 75 min
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13.2.6 MS/MS-Ubergange der Proteinmodifikationen

Analyt Retentionszeit ~ Molekilion ~ Massenfragment DP CE CXP
[min] [Da] [Da] [Vl [eV] [V]
N®-Acetyllysin 15,5 189,2 143,1 40,0 14,0 10,0
126,1 18,0 10,0
84,2 31,0 5,0
NE- 12,1 175,1 129,1 40,0 15,0 13,0
Formyllysin 112,1 20,0 13,0
84,1 35,0 7,0
ortho-Tyrosin 26,7 182,1 136,2 35,0 18,0 24,0
119,1 27,0 6,0
91,1 42,0 4,5
CML 9,9 205,1 130,2 42,0 17,0 9,0
84,1 30,0 14,0
56,1 59,0 9,0
CEA 23,7 2471 132,1 51,0 24,0 10,0
116,2 25,0 10,0
70,2 48,0 11,0
CEL 16,2 2191 130,1 54,0 18,0 11,0
84,1 33,0 7,0
56,1 59,0 8,0
HEL 15,5 191,2 130,2 42,0 18,0 23,0
84,0 28,0 6,0
56,2 56,0 4,0
GOLD 27,0 327,2 282,3 60,0 31,0 14,0
198,1 28,0 14,0
84,1 51,0 13,0
MOLD 28,2 341,3 296,3 45,0 33,0 18,0
212,300 31,0 17,0
84,200 52,0 14,0
MG-H1/H3 22,6 229,2 116,1 45,0 21,0 9,0
114,2 21,0 9,0
70,2 45,0 11,0
GH-3 18,5 215,1 116,2 48,0 20,0 10,0
100,1 20,0 8,0
70,1 38,0 11,0
DPL 11,7 221,300 158,0 45,0 30,0 12,0
130,2 22,0 11,0
84,2 37,0 14,0
Furosin 25,0 255,2 192,0 50,0 33,0 7,0
130,3 21,0 10,0
84,1 23,0 12,0
Pyrralin 25,5 255,2 273,2 38,0 12,0 13,0
175,2 17,0 17,0
148,3 29,0 10,0




13.3 Charakterisierung Kartoffelchips
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Probennummer Handelsmarke Produktbezeichnung
P01 funny-frisch Riffels Naturell
P02 Lays Gesalzen
P03 Gut und Gunstig Chips for Friends geriffelt

gesalzen
P04 Lorenz Crunchips Salted
P05 Clarkys Kartoffel Chips gesalzen
P06 Clarkys Light Chips gesalzen &
geriffelt
P07 Chio Ready Salted Chips
P 08 jal Salted Chips
P09 K-CLASSIC Knusprige Chips Salz
P10 Penny Chips Kartoffelchips mit
Salz
P11 real Quality Kartoffelchips Gesalzen
P12 Sun Snacks Chips Salz
P13 Snack Day Salz Chips
P14 Snack Day Salz Crinkle Cut
P15 Lays light Gesalzen
P16 K-CLASSIC light Geriffelte Salz Chips
P17 Heimatgut Meersalz Kartoffel Chips
P18 dennree Kartoffel Chips Gesalzen
P19 funny-frisch Kessel Chips Sea Salt
P20 Lorenz Naturals Fein gesalzen

leicht




14 Lebenslauf

Personliche Angaben

Anhang

Name
Geburtsdatum/-ort

Familienstand

Beruflicher Werdegang

Robert Johannes Rau

ledig

seit 09/2023

11/2022-04/2023
07/2018-06/2022

Ausbildung

Mitarbeiter Forschung und Entwicklung, Eurofins Food &
Feed Testing Leipzig GmbH, Leipzig

Prifleiter, Wolfener Analytik GmbH, Bitterfeld-Wolfen
Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, Institut fir Chemie —
Lebensmittelchemie, Arbeitskreis Prof. Dr. M. A. Glomb

10/2013-04/2018

07/2013

Studium der Lebensmittelchemie an der Martin-Luther-
Universitét

Halle-Wittenberg, Abschluss als Diplom-
Lebensmittelchemiker mit dem Prédikat sehr gut (1,1)

Abitur am Friedrich Schiller Gymnasium Calbe/Saale



Anhang

15 Eigenstandigkeitserklarung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation ,,Synthese,
Charakterisierung und Nachweis neuartiger Pyridinium-Proteinmodifikationen* selbststandig
und nur unter Verwendung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel angefertigt habe. Diese

Arbeit wurde bisher an keiner anderen Einrichtung zur Begutachtung vorgelegt.

Datum, Unterschrift



