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I Vorwort 

Vorwort 
 

Die praktischen Arbeiten der vorliegenden Dissertation wurden im Arbeitskreis für 

Lebensmittelchemie von Herrn Prof. Dr. Marcus A. Glomb am Institut für Chemie der Martin-

Luther-Universität Halle-Wittenberg im Zeitraum von Juni 2018 – Mai 2022 durchgeführt. 

 

Die Dissertation wurde in kumulativer Form angefertigt und die Ergebnisse in Form von drei 

Einzelpublikationen in der Fachzeitschrift Journal of Agricultural and Food Chemistry 

veröffentlicht. Die detaillierte Beschreibung der Experimente, Bewertung sowie Diskussion 

der Ergebnisse erfolgten in den beigefügten Publikationen. Weitere unveröffentlichte 

Ergebnisse wurden an entsprechenden Stellen ergänzt. Die vorliegende Dissertation dient 

dazu, die einzelnen Publikationen zusammenzufassen und im Kontext des Titels „Synthese, 

Charakterisierung und Nachweis neuartiger Advanced Glycation End Products“ 

wissenschaftlich einzuordnen. 

 

Die entsprechenden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der instrumentell-analytischen 

Bestimmungen sind den Einzelpublikationen zu entnehmen. Sofern nicht anders angegeben, 

wurden in der vorliegenden Arbeit in allen Abbildungen und Tabellen stets der Mittelwert 

sowie die Schwankungsbreiten der Standardabweichung dargestellt. 
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1 Einleitung 
 

Kohlenhydrate, Proteine und Lipide stellen die drei Makronährstoffe dar und sind für die 

menschliche Ernährung essentiell. Während der Zubereitung und der Lagerung von 

Lebensmitteln kommt es zu umfangreichen Interaktionen verschiedener Inhaltstoffe, die 

schließlich zu Fragmentierungsreaktionen von Kohlenhydraten als auch Lipiden führen. 

Hierbei werden Kohlenhydrate überwiegend aminkatalysiert durch die Maillard-Reaktion 

abgebaut, während ungesättigte Lipide gemäß radikalischen oder photochemischen 

Oxidationsmechanismen fragmentieren können.1–3 Trotz der grundsätzlich unterschiedlichen 

Mechanismen führen beide Reaktionskaskaden gleichermaßen zu aromapotenten Molekülen, 

die z.B. zu den produkttypischen und erwünschten sensorischen Eindrücken wie Farbe, 

Geruch und Geschmack von Lebensmitteln führen. Auf der anderen Seite werden durch diese 

Fragmentierungsreaktionen jedoch zeitgleich Moleküle gebildet, welche für Fehlaromen 

verantwortlich sind oder toxische Eigenschaften aufweisen.4,5  

Sowohl die Abbaureaktionen der Lipide, als auch der Kohlenhydrate führen zu einer Vielzahl 

von Carbonyl-Strukturen mit unterschiedlicher Kettenlänge. Innerhalb der Maillard-

Reaktionskaskade stellen 1,2-Dicarbonylverbindungen die zentralen Intermediate dar, welche 

auch direkt mit den nucleophilen Seitenketten von Proteinen irreversible Kondensations- und 

Cyclisierungsreaktionen eingehen.6,7 Dies führt zu der Ausbildung einer heterogenen Gruppe 

an stabilen Proteinmodifikationen, welche als Advanced Glycation End Products (AGEs) 

bezeichnet werden. Trotz jahrzehntelanger Forschung ist die Identifikation und strukturelle 

Charakterisierung von neuartigen AGEs nach wie vor ein aktuelles Themengebiet. Ausgehend 

von umfangreichen Modelluntersuchungen wurden zahlreiche dieser stabilen AGEs an den 

Protein-Seitenketten von Lysin- und Arginin identifiziert.8–14 Trotzdem wurden in 

Lebensmitteln die Proteinmodifikationen durch die Maillard-Reaktion lediglich auf Grundlage 

von nur wenigen ausgewählten AGE-Markerstrukturen beschrieben.15,16 In Analogie hierzu 

tragen die aus der Lipidperoxidation gebildeten Carbonyl-Strukturen parallel zu 

Proteinmodifikationen bei, welche in Analogie oftmals als Advanced Lipoxidation End 

Products (ALEs) bezeichnet werden.7 Jedoch war auch die Identifikation einzelner ALEs im 

Wesentlichen auf Modellinkubationen beschränkt und über die Bedeutung dieser 

Reaktionswege in fettreichen Lebensmitteln ist wenig bekannt. Im Zuge der Lebensmittel-

Prozessierung werden durch hohe Temperaturen, drastische pH-Werte, Eintrag von Sauerstoff 

sowie durch unkontrollierte enzymatische Aktivitäten die Bildungen von reaktiven 

Intermediaten der Maillard-Reaktion als auch Lipidperoxidation forciert, welche durch 

weitere nicht-enzymatische Folgereaktionen direkt zu AGEs bzw. ALEs führen. Die 

Auswirkungen der gebildeten Proteinmodifikationen sind vielfältig. So können AGEs die 

Konformation von Proteinen durch intramolekulare Quervernetzung beeinflussen oder 
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Proteine intermolekular vernetzen.17 Daneben werden Ladung und Hydrophobizität verändert, 

welche zu veränderten technofunktionalen Eigenschaften von Proteinen in Lebensmitteln 

führen können. Darüber hinaus wird eine ernährungsphysiologische Bewertung der so 

gebildeten unnatürlichen Aminosäuren in der Literatur diskutiert.18 Prinzipiell ging ein 

steigender Modifikationsgrad der Proteine durch AGEs mit einer verminderten endogenen 

Proteolyse sowie dem Verlust der Bioverfügbarkeit von essentiellen Aminosäuren wie Lysin 

einher.18–20 Aufgrund der heterogenen Strukturelemente resultieren jedoch unterschiedliche 

biochemische oder physiologische Eigenschaften einzelner AGEs. Auf der einen Seite konnte 

gezeigt werden, dass einige Strukturen aus der Nahrung resorbiert werden und in den Kreislauf 

übergehen.21,22 Auf der anderen Seite konnte die Metabolisierung ausgewählter AGEs durch 

verschiedene Darmbakterien nachgewiesen werden.23,24 Daneben wird der Einfluss von AGEs 

auf die Allergenität von verschiedenen Proteinen diskutiert.25,26 Der steigende Konsum von 

prozessierten Lebensmitteln geht auch mit einem zunehmenden Anteil an zugeführten AGEs 

in der täglichen Diät einher. Die ernährungsphysiologische Bewertung der exogenen Zufuhr 

von AGEs erfordert die Kenntnis des Modifikationsgrades der entsprechenden Proteine. 

Hierfür wurden beispielsweise immunochemische Hochdurchsatz-Methoden entwickelt, um 

mit diesen AGEs in zahlreichen Lebensmittelgruppen zu quantifizieren, jedoch wurden die so 

erhaltenen Ergebnisse sowohl von einer mechanistischen als auch methodischen Sichtweise 

aus vielfach kritisiert.27–29 Von einem modernen analytischen Verständnis aus sollte die 

Bestimmung von AGEs in komplexen Matrices durch chromatographische Analysemethoden 

in Verbindung mit massenspektrometrischer Detektion erfolgen, welche letztlich immer auf 

der arbeitsintensiven Quantifizierung einzelner Strukturelemente basiert. 

Die grundsätzlichen Reaktionen der Maillard-Reaktion sowie Lipidperoxidation laufen auch 

in vivo ab und führen zu einer stetigen Modifikation endogener Proteine, auch wenn diese 

Modifikationen in physiologischen Systemen im Vergleich zu den drastischen Bedingungen 

der Lebensmittel-Prozessierung deutlich langsamer verlaufen. Hierbei kommt der Modulation 

der funktionellen Integrität von Proteinen eine besondere Bedeutung zu, welche durch eine 

Proteinmodifikation negativ beeinflusst werden kann. Besonders Proteine mit einer langen 

Halbwertszeit werden kumulativ modifiziert. In zahlreichen Studien konnte anhand von 

verschiedenen AGEs eine Korrelation des Modifikationsgrads von endogenen Proteinen mit 

der Alterung sowie den pathophysiologischen Krankheitsbildern wie Katarakt, Diabetes oder 

Urämie gezeigt werden.6,30–32 Die strukturellen Charakterisierungen und Identifizierungen 

neuartiger Proteinmodifikationen in prozessierten Lebensmitteln sowie die Aufklärung der 

Bildungsmechanismen können auch wichtige Impulse für die Ausrichtung des 

Forschungsschwerpunkts zum Verständnis der nicht-enzymatischen Proteinmodifikationen 

in vivo geben.  
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2 Theoretischer Hintergrund 

2.1 Bildung von Carbonyl-Strukturen innerhalb der Maillard-Reaktion und 

Lipidperoxidation  

2.1.1 Maillard-Reaktion und die Bildung von 1,2-Dicarbonylen 

 

Abbildung 1: Bildung des Amadori-Produkts sowie ausgewählter 1,2-Dicarbonyle im Zuge der Maillard-Reaktion 

am Beispiel der Reaktionen von Glucose und Lysin.  

Der Name Maillard-Reaktion geht auf den Franzosen Louise Camille Maillard zurück, welcher 

bereits 1912 eine Bräunung während des Erhitzens von Aminosäuren in Gegenwart von 

reduzierenden Zuckern beobachtete. Diese von ihm namentlich geprägte nicht-enzymatische 

Bräunung kann von einer heutigen Sichtweise aus durch die Ausbildung von stabilen und 

hochpolymeren Endprodukten (Melanoidine) erklärt werden, welche am Ende der komplexen 

Maillard-Reaktionskaskade stehen.2 Diese kann von einer historisch-mechanistischen 

Sichtweise aus in drei Teile unterteilt werden. In der Initalphase reagieren Amin-

Verbindungen mit reduzierenden Zuckern unter Ausbildung von Schiffschen Basen, welche 

sich dann zu etwas stabileren Amadori-Produkten umlagern (Abbildung 1). Die 

fortgeschrittene Phase ist durch zahlreiche Isomerisierungs-, Dehydratisierungs-, und 

Fragmentierungsreaktionen gekennzeichnet und führt zu einem breiten Portfolio an reaktiven 

1,2-Dicarbonylverbindungen, welche als die zentralen Intermediate der Maillard-Reaktion 

angesehen werden können.18 Wichtige Vertreter sind hierbei die C6-Körper 

1-Desoxyglucoson (1-DG) und 3-Desoxyglucoson (3-DG) sowie die kurzkettigen C2- bzw. 

C3-Körper Glyoxal (GO) und Methylglyoxal (MGO). Die weiteren Reaktionen mit 

Aminosäuren und Proteinen führen dann in der Endphase zu einem komplexen 

Produktgemisch, welches durch die Ausbildung der bereits beschriebenen Melanoidine, als 

auch von aromapotenten und flüchtigen Strukturen charakterisiert ist.33 Daneben werden 

nucleophile Aminosäuren wie Lysin und Arginin kovalent und irreversibel unter Ausbildung 
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von AGEs modifiziert.2,3 Von einer modernen Sichtweise aus umfasst die Maillard-Reaktion 

hingegen grundsätzlich alle Folgereaktionen der 1,2-Dicarbonylverbindungen, unabhängig 

von deren mechanistischen Herkunft.6  

Die zentrale Schlüsselstellung von GO und MGO hinsichtlich der Ausbildung von AGEs 

brachte Sie in den Fokus von umfangreichen mechanistischen Untersuchungen. Auf 

Grundlage des heutigen Kenntnisstandes verläuft die Bildung von GO und MGO durch 

parallele enzymatische und nicht-enzymatische Fragmentierungswege von Kohlenhydraten, 

Aminosäuren und Lipiden. So sind GO und MGO seit langer Zeit bekannte Abbauprodukte 

von Mono- und Disacchariden sowie der Ascorbinsäure und werden thermisch unter 

sogenannter Karamellisierung, als auch unter weitaus milderen Bedingungen aminkatalysiert 

im Zuge der Maillard-Reaktion gebildet.34 Unter Maillard-Bedingungen wird GO aus der 

Schiffschen Base, dem Glucoson und der Glucose gebildet.35–38 Allgemein kommt hierbei 

Glykolaldehyd (GA) eine besondere Bedeutung zu, welches leicht zu GO oxidiert werden 

kann. Dies kann auch die Bildung von GO aus Threoson erklären, welches durch eine 

hydrolytische β-Fragmentierung zu GA fragmentieren kann.39 Trotz zahlreicher 

Modellversuche und Verwendung von isotopenmarkierten Kohlenhydraten, sind die 

mechanistischen Bildungswege von MGO im Zuge der Zuckerfragmentierung bis zum 

heutigen Zeitpunkt nicht abschließend geklärt. So konnte in einem Maillard-Inkubations-

Modell aus Alanin und 13C-markierter Glucose die Bildung von GO und MGO entlang des 

gesamten Kohlenstoffskeletts nachgewiesen werden.36 Ein weit verbreiteter postulierter 

Bildungsmechanismus von MGO erfolgt über eine Retro-Aldol-Fragmentierung der zunächst 

gebildeten Desoxyglucosone 1-DG sowie 3-DG.37,40 Jedoch wird dieser Mechanismus 

aufgrund der unvollständigen Bilanzierung der resultierenden Fragmente, welche bei der 

Spaltung des Grundkörpers unter Freisetzung von MGO entstehen, kontrovers diskutiert.41 

Daneben sind eine Reihe von enzymatischen Bildungswegen in vivo bekannt. So wird MGO 

beispielsweise im Zuge des Aminosäure- sowie Fettstoffwechsels gebildet. Der Katabolismus 

von Threonin und Glycin führt zu Aminoaceton, welches durch eine semicarbazid sensitive 

Aminooxidase zu MGO deaminiert wird.42–46 Daneben kann Aceton über Acetol enzymatisch 

durch p450 zu MGO oxidiert werden.45 Weiterhin stellen die glykolytischen Intermediate 

Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) wichtige 

Präkursoren von MGO dar, welches sich nach enzymatischer oder nicht-enzymatischer 

Phosphat-Eliminierung bildet.47,48 Neben einer Vielzahl von Carbonyl-Strukturen werden GO 

und MGO auch beim oxidativen Abbau von ungesättigten Fettsäuren im Rahmen der 

Lipidperoxidation gebildet. Dieser Bildungsweg wird speziell in Kapitel 2.1.2.4 behandelt.  
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2.1.1.2 Quantifizierung von 1,2-Dicarbonylen in Lebensmitteln 

Die Analytik der reaktiven 1,2-Dicarbonylverbindungen in komplexen biologischen Proben 

oder Lebensmitteln erfordert allgemein eine Derivatisierung, um diese in stabile 

Reaktionsprodukte umzuwandeln. Hierbei sind in der Literatur zahlreiche 

Derivatisierungsreagenzien beschrieben, welche z.B. Hydrazin-, Hydroxylamin- oder Amin-

Derivate darstellen. Die entsprechenden Produkte können dann mit verschiedenen 

chromatographischen Analysemethoden quantifiziert werden.49,50 Eine weit verbreitete 

Strategie ist die Kondensationsreaktion von 1,2-Dicarbonylen mit o-Phenylendiamin unter 

Ausbildung stabiler Chinoxaline, welche mittels high performance liquid chromatography 

(HPLC) gekoppelt mit UV- (λmax=312 nm) oder massenspektrometrischer Detektion erfasst 

werden können.49,50 Das Spektrum an bekannten 1,2-Dicarbonylen umfasst heutzutage eine 

Fülle von Isomerisierungs-, Dehydratisierungs- und Fragmentierungs-Produkten von Mono- 

und Disacchariden. Die Analytik dieser Strukturen lieferte einen wichtigen Beitrag zum 

Verständnis von mechanistischen Zusammenhängen innerhalb der Maillard-Reaktion.51,52 

Trotzdem liegt weiterhin ein Fokus zahlreicher Studien auf der Quantifizierung von 1-DG, 

3-DG, GO sowie MGO, wobei letztere aufgrund ihrer Reaktivität entscheidende Intermediate 

hinsichtlich der Bildung von AGEs darstellen. Unter Verwendung von 

Hochdurchsatzmethoden ist es gelungen sowohl intrinsische als auch technologische 

Einflussfaktoren für die Bildung dieser Leitstrukturen in verschiedenen Produktgruppen 

systematisch zu untersuchen (Tabelle 1).53,54  

Tabelle 1: Konzentrationen von 1,2-Dicarbonylverbindungen in ausgewählten Lebensmittel-Matrices.  

Lebensmittel GO MGO 3-DG Literatur 

 [mg/kg], [mg/L]  

Gebratenes Hackfleisch1 (Schwein/Rind) 1,0 ± 0,15 2,9 ± 0,62 0,55 ± 0,02 
53 

Gebratene Hamburger1 2,6 ± 0,06 3,9 ± 0,22 0,62 ± 0,19 

Brötchen1 2,0 ± 0,3 4,1 ± 0,5 38 ± 3 55 

Brot 2 n.b.4 3,0 (n.w.5 -28) 45 (13-619) 

54 Kekse2 n.b. 8,3 (1,8-68) 129 (8,5-385) 

Bier 2 n.b. 0,5 (n.w.-1,0) 34 (18-54) 

Kekse2 16,4 (4,8-20,5) 16,6 (3,7-78) n.b. 56 

Bier3 0,29-0,42 0,12-0,25 8,6-17,2 57 

Honig2 1,7 (n.w.-4,6) 3,1 (n.w.-5,7) 342 (119-1451) 
58 

Manuka Honig3 0,7-7,0 38-761 563-1060 

Manuka Honig2 n.b. 356 (66-684) n.b. 59 

1Mittelwert ± Standardabweichung, 2Median (Konzentrationsspanne), 3Konzentrationsspanne, 4nicht bestimmt, 5nicht 

nachweisbar 

Aus quantitativer Sicht stellte 3-DG in kohlenhydratreichen Lebensmitteln hierbei in der Regel 

die bedeutendste 1,2-Dicarbonylverbindung dar. Die steady-state Konzentrationen von 

1,2-Dicarbonylen sind jedoch von dem Verhältnis der Neubildungen sowie der 

Folgereaktionen abhängig, welche durch individuelle Reaktivitätsunterschiede maßgeblich 

beeinflusst werden. Dies wird allgemein durch die parallele Analyse von Markersubstanzen 
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für proteingebundene 1,2-Dicarbonylverbindungen berücksichtigt. Zusammengefasst können 

1,2-Dicarbonyle somit gleichermaßen während der Fermentation, Lagerung oder unter 

harschen Prozessierungs-Bedingungen wie Braten, Frittieren und Backen von Lebensmitteln 

gebildet, als auch durch weitere Folgereaktionen abgebaut werden.55,60 Der Nachweis von 

MGO in Lebensmitteln erlangte durch den neuseeländischen Manuka Honig eine höhere 

Aufmerksamkeit. Dieser zeichnet sich durch eine antibakterielle Wirkung aus, welche auf die 

hohen Konzentrationen von MGO (38,4-761 mg/kg) zurückgeführt wurde und damit 

quantitativ die Schwankungsbreiten der verschiedenen Lebensmittelgruppen zum Teil um 

Zehnerpotenzen übersteigen.58,59 Von einer mechanistischen Sichtweise aus wurden diese 

hohen Gehalte an MGO durch die Bildung aus Dihydroxyaceton erklärt, welches im Nektar 

der Blüten des Manuka Baums (Leptospermum scoparium) enthalten ist und während der 

Lagerung nicht-enzymatisch zu MGO umgewandelt wird.61,62  

2.1.2 Lipidperoxidation und die Bildung von Sekundärprodukten 

2.1.2.1 Grundlegende Reaktionsmechanismen der Lipidperoxidation 

Neben dem Kohlenhydratabbau stellt die Lipidperoxidation einen weiteren wichtigen 

Bildungsweg für Carbonyl-Strukturen sowohl in Lebensmitteln als auch in vivo dar.63 Hierbei 

stehen ungesättigte Fettsäuren wie Linolsäure, Linolensäure oder Arachidonsäure im Fokus, 

welche radikalisch oder photochemisch zu Hydroperoxiden oxidiert werden können. Wie in 

Abbildung 2 beispielhaft anhand der radikalischen Autoxidation von Linolsäure dargestellt 

wird, erfolgt zunächst die bevorzugte Abspaltung eines Wasserstoffatoms an Position 11.64 

Diese Abstraktion ist energetisch bevorzugt, da das entsprechende Radikal innerhalb eines 

1,4-Pentadien-Systems durch Resonanz stabilisiert wird. Die nachfolgende Anlagerung von 

Sauerstoff erfolgt gleichermaßen an Position 9 und 13.64 Die so gebildeten Peroxyradikale der 

Linolsäure führen den radikalischen Kettenmechanismus durch die Abstraktion von weiteren 

Wasserstoffatomen fort und werden dadurch in die entsprechenden Hydroperoxide überführt 

(Abbildung 3). Prinzipiell sind auch die initialen Abspaltungen der α-ständigen 

Wasserstoffatome an Position 14 und 8 möglich, jedoch sind diese aus energetischen 

Gesichtspunkten ungünstiger und treten mengenmäßig deutlich zurück. Die folgend 

gebildeten 8-, 10-, 12- bzw. 14-Hydroperoxide beschreiben aus quantitativer Sicht nur etwa 

4% der gebildeten Hydroperoxide, während der größte Teil gleichermaßen auf die 

entsprechenden 9- und 13-Hydroperoxide zurückgeführt werden kann.64,65 

Abbildung 2: Radikalische Oxidation von Linolsäure und Ausbildung von Hydroperoxiden.   



 
7 2 Theoretischer Hintergrund 

Kettenwachstum  Kettenverzweigung  Kettenabbruch 

R. + O2 → RO2
.  ROOH → RO. + OH.  2 R. → 

Nicht -

radikalische 

Produkte 

RO2
. + RH → ROOH+ R.  2 ROOH → RO2

.+ RO. + H2O  R. + RO2
. → 

RO. + RH → ROH + R.      2 RO2
. → 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des radikalischen Kettenmechanismus der Autoxidation von Lipiden. 

Die Hydroperoxide stellen die zentralen Intermediate der Lipidperoxidation dar und neigen zu 

weiteren Fragmentierungen. Das gebildete Produktspektrum ist maßgeblich von der 

entsprechenden Position der initial gebildeten Hydroperoxide und damit direkt von der 

eingesetzten Fettsäure abhängig. Die Vielschichtigkeit der möglichen Hydroperoxide geht mit 

einem facettenreichen Produktspektrum an sekundären Carbonylverbindungen 

unterschiedlicher Kettenlänge einher, die in die Strukturklassen der Kohlenwasserstoffe, 

Carbonsäuren, Alkanale, α-substituierte Alkanale, Alkenale, Alkadienale, 4-Hydroxy-2-

alkenale sowie Dicarbonylen weiter unterteilt werden können (Abbildung 4).66,67 Besonders 

die kurzkettigen, flüchtigen Carbonyl-Strukturen beeinflussen entscheidend die sensorischen 

Eigenschaften und die damit verbundene Qualität von Lebensmitteln.68 Auf der anderen Seite 

sind Reaktionen dieser Carbonylverbindungen mit Bestandteilen von Makromolekülen wie 

z.B. den nucleophilen Seitenketten von Proteinen (Kapitel 2.4) oder den Basen der DNA 

bekannt. Dies brachte Sie auch in den Fokus von toxikologischen Untersuchungen sowie in 

Diskussion über deren kanzerogene oder mutagene Eigenschaften.69–73  

 

Abbildung 4: Darstellung einer Auswahl an Carbonyl-Strukturen, welche im Zuge der Lipidperoxidation gebildet 

werden. 

Eine in der Literatur oftmals vorgeschlagene mechanistische Erklärung für die 

Fragmentierungsreaktionen von Hydroperoxiden stellt die α-Fragmentierung dar.1 Hierbei 

erfolgt zunächst die Bildung eines intermediären Alkoxy-Radikals, welche durch Metallionen 

katalysiert werden kann. Anschließend kommt es zur Spaltung der α-ständigen 

Kohlenstoffatome unter Ausbildung eines Aldehyds, sowie eines reaktiven Alkylradikals. 

Prinzipiell kann die Carbonylgruppe sowohl auf Seite des carboxyterminalen als auch des 

endständigen Teils durch die Fragmentierung hervorgehen (Abbildung 5).63,65 Die energetisch 
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bevorzugte Ausbildung von konjugierten Carbonylverbindungen gibt jedoch den jeweiligen 

dominierenden Fragmentierungsweg vor. Beispielhaft wird die α-Fragmentierung des 

9-Hydroperoxids der Linolsäure in Abbildung 5 dargestellt, wobei der bevorzugte 

Fragmentierungsweg (B) 2,4-Decadienal ergibt.1,65  

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Mechanismus der α-Fragmentierung am Beispiel des 

9-Hydroperoxids der Linolsäure. 

Die so gebildeten ungesättigten Carbonyl-Strukturen wie z.B. 2,4-Decadienal stellen oftmals 

keine stabilen Produkte dar und neigen zu weiteren oxidativen Fragmentierungsreaktionen 

unter Ausbildung von Tertiärprodukten, welche das Produktspektrum nochmals deutlich 

auffächern. Beispielsweise führte die Fragmentierung von 2,4-Decadienal zur Bildung von 

Hexanal oder GO.74 Die diskutierte radikalische Reaktionsfolge kann gleichermaßen auf alle 

ungesättigten Fettsäuren unter Ausbildung von entsprechenden Hydroperoxiden übertragen 

werden. Die Position der gebildeten Hydroperoxide folgt der jeweils energetisch bevorzugten 

initialen Abspaltung der Wasserstoffatome.1 So gehen aus Ölsäure zu nahezu gleichen Teilen 

die entsprechenden 8-, 9-, 10- und 11-Hydroperoxide hervor, während aus Linolensäure 9-, 

12-, 13-, und 16-Hydroperoxide gebildet werden.1,75 Daneben gehen Hydroperoxide auch 

durch einen zweiten photochemischen Bildungsweg hervor. Aufgrund des unterschiedlichen 

Bildungsmechanismus führt die Fotooxidation von ungesättigten Fettsäuren jedoch zu einem 

anderen Produktspektrum an Hydroperoxiden.1 Beispielsweise stellen die 9- und 10-

Hydroperoxide die einzigen Produkte der Fotooxidation der Ölsäure dar, während die 

Bildungen der 9-, 10-, 12- und 13-Hydroperoxide durch die Linolsäure sowie 9-, 10-, 12-, 13-, 

15-, 16-Hydroperoxide aus Linolensäure verstanden sind.1 Die entsprechenden 

Fragmentierungsmöglichkeiten der gebildeten Hydroperoxide, als auch der daraus folgenden 

Sekundärprodukte erklären das komplexe Produktspektrum der Lipidperoxidation. 

Zusätzliche Reaktionswege der Hydroperoxide wie beispielsweise Cyclisierungen oder 

alternative Fragmentierungsmechanismen bieten weitere mechanistische Erklärungen für die 

Ausbildung einzelner Fragmentierungs-Produkte.63 Die in Abbildung 5 dargestellte 9-Oxo-

nonansäure stellt die Grundstruktur eines Vertreters der glycerol-bound oxidized fatty acids 

(GOFAs) dar, bei denen die ausgebildeten Funktionalitäten innerhalb der Seitenkette des 
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Triglycerids Angriffspunkte für entsprechende Modifikationsmöglichkeiten mit z.B. Proteinen 

darstellen.76 Die vorliegende Arbeit setzt ihren Fokus hingegen auf die Darstellung der freien 

Sekundärprodukte der Lipidperoxidation.  

2.1.2.2 Bildung von Alkanalen und Alkenalen 

Das umfangreiche Produktspektrum an Alkanalen und Alkenalen kann über den Mechanismus 

der β-Fragmentierung der initial gebildeten Hydroperoxide gebildet werden. Dies erklärt auch 

das unterschiedliche Produktportfolio ausgehend von Omega-6- und Omega-3-Fettsäuren. 

Beispielsweise wird Hexanal direkt aus dem 13-Hydroperoxid der Linolsäure sowie dem 

15-Hydroperoxid der Arachidonsäure gebildet und stellt eine wichtige oxidative 

Markersubstanz für den Fortschritt der Lipidperoxidation von Omega-6-Fettsäuren dar.77 

Propanal entspricht dem mechanistischen Pendant aus Omega-3-Fettsäuren wie 

Linolensäure.63 Wie bereits beschrieben, stellen die Folgereaktionen von ungesättigten 

Alkenalen unter weiterer Fragmentierung einen zweiten wichtigen Bildungsweg von 

Alkanalen dar.63 Das Spektrum von Alkanalen und Alkenalen wird überwiegend durch 

Grundkörper mit drei bis zehn Kohlenstoffatomen beschrieben, die in zahlreichen 

Modellinkubationen unter Beteiligung von einzelnen Fettsäuren als auch Speiseölen 

quantifiziert wurden. Hierbei stellen einzelne Carbonylverbindungen auch spezifische Marker 

für die Lipidperoxidation von Omega-3- bzw. Omega-6-Fettsäuren dar.78–80 Letztlich wird das 

Analyt-Spektrum auch durch unterschiedliche Flüchtigkeiten sowie Folgereaktionen von 

Alkanalen und Alkenalen beeinflusst, wobei einzelne Strukturen akkumulieren können. 

Beispielsweise können Alkanale wiederum zur entsprechenden Säure oxidiert werden, die 

zusammen mit den Präkursoren auftreten.81,82 Den flüchtigen Säuren kommt auch eine 

wichtige analytische Bedeutung im Zuge der Racimat-Methode zu Teil, bei welcher die 

Oxidationsstabilität von Ölen über die Freisetzung von flüchtigen Komponenten 

konduktometrisch bestimmt wird.83 Allgemein sind Alkanale als aromapotente Moleküle 

verstanden. Beispielsweise stellt 2,4-Decadienal eine erwünschte Aromakomponente in 

einigen frittierten Produkten wie Kartoffelchips oder Pommes frites dar (Tabelle 2). Die 

Bildung von 2,4-Decadienal ist stark von der Fettsäurezusammensetzung des verwendeten Öls 

abhängig, sodass Linolsäure-reiche Öle wie Sonnenblumenöl zu höheren Gehalten an 

2,4-Decadienal in Kartoffelchips führten.84 Die Oxidation von Omega-3-Fettsäuren führte 

hingegen zu 2,4-Heptadienal.80  
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Tabelle 2: Konzentrationen von Hexanal, 2,4-Decadienal, Propanal und 2,4-Heptadienal in Modellsystemen der 

Lipidperoxidation sowie in Lebensmitteln. 

Matrix Bedingungen Hexanal 2,4-Deca-

dienal1 

Propanal 2,4-Hepta-

dienal 

Literatur 

  [mg/kg]  

Zubereitetes Fleisch 

(Schwein, Hühnchen, 

Rind) 

verschiedene 

Kochbedingungen 

0,13-0,50 n.w.-0,22 n.b. n.b. 

85 
gelagert (4°C) und 

zubereitet 

0,23-5,87 0,01-0,29 n.b. n.b. 

Hühnchen 116°C, 30 min 1,59 0,33 n.b. n.b. 

86 Hühnchen 70°C, 30 min nach 

Lagerung (4°C) 

11,33 0,07 n.b. n.b. 

Sonnenblumenöl 180°C, 12 h 2,41 57,9 n.b. n.b. 87 

Sonnenblumenöl 

62°C, 15 Tage 

966,8 210,7 n.w n.w. 

88 Rapsöl 46,7 n.w. 22,1 25,8 

Sojaöl 530,0 158,8 78,8 49,3 

Kartoffelchips, 

frittiert 

180°C, 2,5 min 

Sonnenblumenöl  

n.b. 4,7 n.b. n.b. 

84 

 Kokosfett n.b. 0,40 n.b. n.b. 

Margarine  150°C, 7 min n.b. 21,3 n.b. n.b. 89 

Arachidonsäure 

10 mM 

(NH4)2Fe(SO4)2 

37°C, 1 h 

1408,5 24,0 n.w. n.w. 

80 

Docosapentaensäure 

(n-6) 

1327,7 26,3 n.w. n.w. 

Eicosapentaensäure 1,1 n.w 626,2 130,6 

Docosapentaensäure 

(n-3) 

n.w. n.w. 492,5 65,6 

Docosahexaensäure n.w. n.w. 681,4 90,2 

1Summe der (E/E)- und (E/Z)-Isomere. 

Acrolein und Crotonaldehyd stellen die kürzesten 2-Alkenal-Strukturen dar, welche im Zuge 

der Lipidperoxidation gebildet werden. Großtechnisch dient Acrolein als Ausgangsstoff für 

die Produktion von Acrylsäure, die für die weitere Polymersynthese von Acrylaten genutzt 

wird.90 Daneben wird Acrolein allgemein bei Verbrennungsvorgängen, als auch bei der 

Erhitzung von Ölen gebildet.90 Acrolein ist aufgrund des starken elektrophilen Charakters im 

Fokus von Forschungsarbeiten. Beispielsweise reagierte Glutathion (GSH) mit Acrolein etwa 

hundertmal schneller als mit Crotonaldehyd oder 4-Hydroxynonenal (4-HNE).91 Acrolein 

konnte in thermischen Inkubationen von Trioleat, Trilinoleat und Trilinolenat nachgewiesen 

werden und die Ausbeuten korrelierten hierbei mit dem Grad der Unsättigung der eingesetzten 

Fettsäuren.92,93 Diese Ergebnisse wurden auch in eiseninduzierten Modellinkubationen 

bestätigt, bei denen oxidierte Linolensäure höhere Mengen an Acrolein und Crotonaldehyd 

bildete als Linolsäure.94 Auch in thermischen Oxidationsexperimenten von verschiedenen 

Pflanzenölen korrelierte der Gehalt an Acrolein mit der Unsättigung sowie der Temperatur 

(Tabelle 3).93 Ein möglicher Bildungsmechanismus von Acrolein wurde ausgehend von einer 

weiteren Oxidation von 2,4-Decadienal sowie nachfolgender α-Fragmentierung postuliert.92 

Daneben wurde die Bildung direkt aus dem intakten Gerüst des oxidierten 
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Linolsäuremethylesters durch die Fragmentierung von Dihydroperoxiden sowie Hydroperoxy-

epidioxiden vermutet.93 Unabhängig davon ist die Bildung von Acrolein durch die 

Dehydratisierung von Dihydroxyaceton und Glycerin verstanden und somit auch Teil des 

Kohlenhydratabbaus.95 Die Bildung von Acrolein könnte bei der Triglycerid-Struktur von 

Lipiden somit sowohl aus dem Grundgerüst von Glycerin als auch aus den (mehrfach) 

ungesättigten Fettsäureresten erfolgen. Der direkte Vergleich unter Verwendung von 

isotopenmarkierten Triglyceriden zeigte jedoch, dass beim Erhitzen (4 h, 140°C) der Beitrag 

von Glycerin vernachlässigbar ist und Acrolein nahezu vollständig aus mehrfach ungesättigten 

Fettsäuren stammte.92 

Tabelle 3: Konzentrationen von Acrolein und Crotonaldehyd in Modellsystemen sowie in Lebensmitteln. 

Matrix Bedingungen Acrolein Crotonaldehyd Literatur 

  [mg/kg]  

Leinöl  180°C, 2-24 h 94,1-207,8 n.b. 
96 

Kokosfett 180°C, 2-24 h 1,3-8,1 n.b. 

Leinöl  180°C, 24 h 51,7 34,2 
97 

Kokosfett  180°C, 24 h 0,62 0,32 

Maiskeimöl  130°C, 4,6 h 154 n.b. 
98 

Maiskeimöl  210°C, 1,6 h 648 n.b. 

Donuts, frittiert  180°C, 9 min 0,011-0,016 n.b. 
84 

Pommes Frittes, frittiert  180°C, 4 min 0,012-0,022 n.b. 

Arachidonsäure 

10 mM 

(NH4)2Fe(SO4)2 

37°C, 1 h 

803,4 1,2 

80 

Docosapentaensäure n-6 1005,4 1,6 

Eicosapentaensäure 959,3 29,9 

Docosapentaensäure n-3 2143,5 47,9 

Docosahexaensäure 1735,5 33,5 

 

2.1.2.3 Bildung von 4-Hydroxyalkenalen und 2-Hydroxyalkenalen 

Innerhalb der Strukturklasse der 4-Hydroxyalkenale stellt 4-HNE die bekannteste Marker-

Struktur für die Lipidperoxidation dar. Der Bildungsmechanismus beinhaltet die Inkorporation 

der endständigen Methylgruppe, welche die selektive Bildung von 4-HNE aus Omega-6-

Fettsäuren sowie 4-Hydroxyhexenal (4-HHE) aus Omega-3-Fettsäuren erklärt.77,99,100 Für 

4-HNE wurden gleich mehrere Bildungswege vorgeschlagen.73,99,101 Pryor et al. postulierte 

anhand des 11-Hydroperoxids der Arachidonsäure die Cyclisierung des zunächst gebildeten 

Alkoxyl-Radikals unter Ausbildung eines Sechsrings. Die weitere Oxygenierung und 

α-Fragmentierung führt dann zu 4-HNE.102  

Ein weiterer Bildungsweg von 4-HNE verläuft über die Reduktion von 

4-Hydroperoxy-2-nonenal (4-HPNE). Die nicht-enzymatische Bildung von 4-HPNE kann 

ausgehend von Linolsäure sowohl aus der 9-Hydroperoxy-(10E,12Z)-octadecadiensäure 

(9-HPODE) als auch der 13-Hydroperoxy-(9Z,11E)-octadecadiensäure (13-HPODE) über 

unterschiedliche Mechanismen erfolgen. 9-HPODE wird zunächst durch eine Hock-Spaltung 
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zu Nonenal abgebaut, welches folgend zu 4-HPNE oxidiert wird.103 Der Reaktionsweg über 

13-HPODE erfolgt zunächst durch eine weitere Oxygenierung an Position 10, welche zu 

einem instabilen doppelten Hydroperoxid führt. Anschließend ergibt die säurekatalysierte 

Hock-Umlagerung sowie Spaltung direkt 4-HPNE.103  

2-Hydroxyheptanal wird aus Omega-6-Fettsäuren wie Arachidonsäure und Linolsäure 

gebildet.104,105 In einer durch Eisen-Ascorbat getriggerten Oxidation von Linolsäure wurde 

2-Hydroxyheptanal als eines der Hauptprodukte mit einer Ausbeute von 0,8 mol-% 

quantifiziert, während auch kleine Mengen an 2-Hydroxyhexanal nachgewiesen wurden.104 

Allgemein lagen die Konzentrationen von 2-Hydroxyheptanal in den Inkubationen von 

Arachidonsäure und Linolsäure in einem Größenordnungsbereich mit 4-HNE.104,105 

2-Hydroxybutanal geht hingegen aus der Lipidperoxidation von Omega-3-Fettsäuren wie 

Docosahexaensäure oder Linolensäure hervor.67,106 In Rinderleber konnten 2-Hydroxybutanal 

(0,16 mg/kg Fett), 2-Hydroxyhexanal (0,66 mg/kg Fett) und 2-Hydroxyheptanal 

(2,39 mg/kg Fett) als auch geringe Mengen von 2-Hydroxyoctanal und 2-Hydroxynonanal 

nachgewiesen werden.107 Letztere Strukturen stellten Oxidationsprodukte der Ölsäure dar.107 

2-Hydroxyheptanal wurde auch in oxidierten low density lipoprotein (LDL) sowie high denisty 

lipoprotein (HDL) nachgewiesen.108 Es sind auch kurzkettige (n-1)-Hydroxy-n-oxo-

Fettsäuren bekannt, welche als Fragmentierungs-Produkte unter Erhalt des C-Terminus 

GOFAs darstellen und in geringen Mengen auch in Rinderleber nachgewiesen werden 

konnten.105,107,109  

2.1.2.4 Bildung von 4,5-Epoxy-2-alkenale 

Ein postulierter Bildungsweg von 4,5-(E)-Epoxy-2-(E)-decenal (EP-decenal) verläuft durch 

die Fragmentierung der C8-C9 Bindung von 12,13-(E)-Epoxy-9-hydroperoxy-10-

octadecensäure, welche direkt aus der initialen 13-HPODE gebildet wird.110 Ein zweiter 

Bildungsmechanismus geht von 9-HPODE aus, welche in Modellsystemen einen noch 

effizienteren Präkursor für EP-decenal darstellte.89 Dieser alternative Bildungsweg verläuft 

zunächst über 2,4-Decadienal, welches aus 9-HPODE hervorgeht (Abbildung 5) und unter 

weiterer Oxidation zu EP-decenal führt.89 In Untersuchungen von aufgereinigten 

Hydroperoxiden des Linolensäuremethylesters konnte hingegen die Bildung von 4,5-(E)-

Epoxy-2-(E)-heptenal (EP-heptenal) als eine Minorkomponente mittels Pyrolyse-

Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC-MS) nachgewiesen werden.111 

Im Kontext der Aromaextrakt-Verdünnungsanalyse wurde EP-decenal als eine 

Aromakomponente in Brot, Fleisch und Butter nachgewiesen, die zum Teil auch zu 

unerwünschten sensorischen Eindrücken führte.112,113 Daneben wurde EP-decenal in erhitzter 

Margarine (150°C, 7 min) in einem Konzentrationsbereich von 0,1 mg/kg quantifiziert.89 
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2.1.2.5 Bildung von GO und MGO  

Die ersten grundlegenden Arbeiten zur Aufklärung der Bildungsmechanismen von GO im 

Zuge der Lipidperoxidation erfolgten vor mehr als 50 Jahren, wobei der Fokus zunächst auf 

der Bildung durch die weiteren Fragmentierungen von Alkenalen lag. Lillard et al. 

identifizierte GO nach Derivatisierung mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) in 

Inkubationen von 2,4-Heptadienal und 2-Nonenal bei 45°C.114 2,4-Decadienal führte bei 25°C 

und unter Einleiten von Sauerstoff zu 0,04 mol-% GO.74 Nahezu zeitgleich konnte Michalski 

et al. in der Inkubation von Sojaöl, welches mit 14C-markiertem 2,4-Decadienal dotiert wurde, 

bei 25°C die Bildung von markiertem Malondialdehyd (MDA) und GO nachweisen.81 

Daneben konnte GO auch direkt in unterschiedlichen Inkubationen von Linolsäure bzw. 

Arachidonsäure in geringen Ausbeuten (0,008-0,06 mol-%) quantifiziert werden.104,105,115 Bei 

der Oxidation von Linolsäuremethylester konnten auch kleine Mengen an MGO 

(0,0005 mol-%) nachgewiesen werden.115 Die Bildungen von GO und MGO im Zuge der 

thermisch induzierten Lipidperoxidation konnten durch zahlreiche weitere Beispiele 

manifestiert werden (Tabelle 4). Jiang et al. berichtete hingegen von der Bildung von GO als 

auch MGO aus überwiegend gesättigten Fetten wie Butter oder Margarine, deren Gehalte nach 

1 h bei 200°C die von Distelöl überstiegen, allgemein aber unterhalb von 2 mg/kg quantifiziert 

wurden.116 Die genauen mechanistischen Hintergründe für die Bildung der 1,2-Dicarbonyle 

im Zuge der thermischen Lipidperoxidation sind hingegen nicht abschließend aufgeklärt und 

für MGO gibt es bisher keine bekannten direkten Vorläuferstrukturen. Aus quantitativer Sicht 

lagen die Konzentrationen von GO und MGO in den verschiedenen Inkubationen jedoch 

unterhalb von MDA oder Acrolein.80,98,117 Als direktes Reaktionsprodukt von GO mit Lysin 

konnte N6-Carboxymethyllysin (CML) in verschiedenen weiteren Oxidationssystemen von 

ungesättigten Fettsäuren (37-95°C) in Gegenwart von Proteinen bzw. Lysin quantifiziert 

werden.118–122 Die Bedeutung der Lipidperoxidation hinsichtlich der Bildung von CML wird 

im direkten Vergleich zu Maillard-Reaktionswegen kontrovers diskutiert.118–122 

Daneben ist auch die photochemische Bildung von GO und MGO bekannt. Im Kontext der 

Atmosphärenchemie wurden die ungesättigten 1,4-Dicarbonyle 4-Oxo-2-pentenal und 

Butendial als Vorläuferstrukturen für MGO und GO vorgestellt.123 Onyango postulierte 

Bildungswege von 4-Oxo-2-pentenal und Butendial innerhalb der Lipidperoxidationskaskade 

von Omega-3-Fettsäuren, deren weiterer Abbau auch zu GO und MGO führen soll. Die 

Bedeutung dieser Reaktionswege ist jedoch unklar.124 Beim Bestrahlen der Ethylester von 

Linolsäure, Linolensäure und Arachidonsäure bei einer Wellenlänge im UV-Bereich 

(λ=300 nm) für 6 h korrelierte die Bildung von Carbonyl-Strukturen direkt mit dem Grad der 

Unsättigung. So konnten neben GO (0,6-2,9 g/kg), MGO (0,06-0,52 g/kg) auch MDA 

(0,6-4,3 g/kg) und Acrolein (0,03-0,09 g/kg) quantifiziert werden.125  
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Tabelle 4: Bildung von GO und MGO im Zuge der Lipidperoxidation in verschiedenen Modellsystemen. 

Matrix Bedingungen GO MGO Literatur 

  [mg/kg]  

Sardinenöl 37°C, 15 Tage 1,9 n.b. 126 

Ölsäuremethylester 80°C, 15 h 2,3 4,8 
127 

Linolensäuremethylester  80°C, 20 h 4,7 7,0 

Arachidonsäure 

10 mM 

(NH4)2Fe(SO4)2 

37°C, 1 h 

108,4 1,1 

80 

Docosapentaensäure n-6 147,4 1,2 

Eicosapentaensäure 109,8 1,3 

Docosapentaensäure n-3 518,5 1,0 

Docosahexaensäure 207,8 1,6 

Butter 200°C, 1 h 0,17 0,66 
116 

Distelöl 200°C, 1 h 0,15 0,03 

Maiskeimöl 130°C, 4,6 h 10,9 0,13 
98 

 210°C, 1,6 h 22,0 5,0 

Maiskeimöl 200°C, 1 h 1,61 0,381 
117 

Lebertran 60°C, 7 Tage 5,91 2,01 

1Angabe der Konzentration in parts per million (ppm) 

2.1.2.6 Bildung MDA 

 

 

Abbildung 6: Darstellung der Keto-Enol-Tautomerie von MDA. 

MDA stellt eine etablierte Markersubstanz für die fortgeschrittene Phase der 

Lipidperoxidation in vivo, als auch in Lebensmitteln dar.128 Die freie Dicarbonylform von 

MDA steht mit der Enolform im Gleichgewicht, welche bei pH-Werten größer des pks-Wertes 

von 4,5 nahezu vollständig in der unreaktiven Form des Enolat-Ions vorliegt (Abbildung 6).77 

MDA neigt in saurer Lösung zu weiterer Oligomerisierung, welche zu Farbbildung führt und 

durch Aldolreaktionen erklärt werden kann.129,130 Dies begrenzt auch die Lagerfähigkeit von 

MDA als authentisches Referenzmaterials, welches entweder in Form des Enolat-Anions 

lagerstabil ist oder durch eine unmittelbare Hydrolyse eines Tetraacetals in situ erzeugt wird.77 

Die Bildung von MDA erfolgt insbesondere durch die Fragmentierung von ungesättigten 

Fettsäuren mit drei oder mehr Doppelbindungen. Dies lässt sich mit einem von Pryor und 

Stanley postulierten Bildungsweg über ein bicyclisches Endoperoxid erklären, welches aus 

ungesättigten Fettsäuren mit drei oder mehr Doppelbindungen nicht-enzymatisch gebildet 

werden kann und thermisch bzw. säurekatalytisch zu MDA fragmentiert (Abbildung 7).131 Um 

diesen Reaktionsweg mechanistisch zu verifizieren, war zunächst die Isolation des 

bicyclischen Endoperoxids nötig. Erste indirekte spektroskopische Hinweise für die Bildung 

entsprechender Endoperoxide ergaben sich in einer aufgereinigten Fraktion von oxidierter 

Linolensäure, welche zuvor mittels Zinn(II)-chlorid reduziert wurde um die potentiell 
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gebildeten Endoperoxide in entsprechend stabile Triolsysteme zu überführen. Eine 

abschließende Strukturaufklärung war zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht möglich.132 In 

nachfolgenden Arbeiten gelang dann die Isolierung von zwei Bicycloendoperoxid-Isomeren 

aus einer Inkubation von Linolensäuremethylester, welcher mittels Lipoxygenase oxidiert 

wurde.133 Frankel et al. inkubierte ein isoliertes Hydroperoxy-Biscycloendoperoxid bei 

Raumtemperatur in wasserfreiem und salzsaurem Methanol in Gegenwart von 

Trimethylorthoformat. Unter diesen Bedingungen wurden 0,8% (w/w) in MDA umgewandelt, 

welches als Tetramethylacetal gaschromatographisch analysiert wurde.134 Ähnliche 

Ausbeuten ergaben Reaktionen mit 1,08% (w/w) Hydroperoxy-bis-epidioxid während die 

entsprechenden Monohydroperoxide von Linolsäure und Linolensäuren hingegen nur 

0,04-0,10% (w/w) zeigten.134 

 

Abbildung 7: Postulierter Bildungsmechanismus von MDA durch Fragmentierung eines bicyclischen 

Endoperoxids. 

Esterbauer et al. postulierte zwei weitere Reaktionsmechanismen, welche durch die doppelten 

α-Fragmentierungen von Arachidonsäure zu MDA führen sollen und grundsätzlich auf alle 

Fettsäuren mit mehr als zwei Doppelbindungen übertragbar sind.77 Die erste Möglichkeit ging 

von der initialen Bildung des 15-Hydroperoxids der Arachidonsäure aus, welches nach 

α-Fragmentierungen zu der entsprechenden 14-Keto-5,8,11-triensäure überführt wurde. Die 

weitere Oxygenierung an Position 12 gefolgt von der α-Fragmentierung würde folglich MDA 

bilden. Der zweite postulierte Bildungsweg verlief über das 5-Hydroperoxid der 

Arachidonsäure, dessen weiterer Abbau zu einem Acrolein-Radikal führte und nach Reaktion 

mit einem Hydroxyl-Radikal MDA ergeben soll.77 Die enzymatische Bildung von MDA 

erfolgte in vitro und in Zellkultur aus dem biogenen Amin Spermin über das intermediäre 

3-Aminopropanal unter Beteiligung der Polyamin- und Diaminoxidase.135 Daneben wird 

MDA als ein Nebenprodukt der Thromboxan-Synthase verstanden.136 Im Zuge der 

Untersuchung der enzymatischen Oxidation von Fettsäuren und der Prostaglandinbildung 

nutzte Hamberg et al. eine mit Tritium markierte Eicosa-8,11,14-triensäure und konnte die 

Bildung von markiertem MDA im Bereich von C9-C11 sowie die Bildung der 12-Hydroxy-

heptadeca-8,10-diensäure als entsprechendes Gegenstück identifizieren.137 
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Obwohl MDA eine etablierte Markersubstanz für die Lipidperoxidation darstellt, wurde sie 

auch im Kontext des photochemischen Kohlenhydratabbaus beschrieben. So wurde MDA in 

wässriger Lösung aus Glucose, Fructose oder Saccharose gebildet, wenn diese bestrahlt 

wurden. Die freigesetzte Menge korrelierte mit der eingesetzten Strahlendosis.138 

Mechanistisch betrachtet sollen Hydroxyl-Radikale für die Fragmentierung des 

Kohlenstoffgrundgerüsts unter Bildung von MDA verantwortlich sein.139 Dieser 

Reaktionsweg könnte eine Bedeutung bei der Bestrahlung von zuckerhaltigen Lebensmitteln 

haben. Beispielsweise führte die ionisierende Bestrahlung von Apfelsaft zu einer 

dosisabhängigen Bildung von MDA.140 Daneben wurde MDA aus 2-Desoxyzuckern gebildet, 

wenn diese unter definierten Bedingungen mit Periodat oxidiert wurden. Die nachfolgende 

Farbreaktion mit 2-Thiobarbitursäure (2-TBA) wurde von Waravdekar zur indirekten 

Quantifizierung der 2-Desoxyzucker analytisch genutzt.141 Die Bildung von MDA wurde auch 

ausgehend von 2-Desoxyzuckern unter Beteiligung von Hydroxyl-Radikalen und Metallionen 

beschrieben.142,143 Daneben soll MDA auch aus Acetaldehyd unter Beteiligung von Glucose, 

Fructose und Saccharose während des Erhitzens im sauren Milleu unter Anwesenheit von 

2-TBA hervorgehen. Die mechanistischen Zusammenhänge sind hierbei jedoch unklar.143  

In einem Eisen-Ascorbat-Oxidationssystem bei 37°C korrelierte die Anzahl der 

Doppelbindungen der eingesetzten Fettsäuren (Docosahexaensäure, Arachidonsäure und 

Linolsäure) mit dem Gehalt an thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).144 Dies 

konnte auch direkt für MDA gezeigt werden. So gingen die molaren Ausbeuten von MDA in 

Modell-Oxidationen von Linolsäure (0,5%), γ-Linolensäure (4,9%), Arachidonsäure (4,7%) 

und Docosahexaensäure (7,6%) mit der Anzahl der Doppelbindungen einher, wobei dies auch 

in nachfolgenden Arbeiten bestätigt wurde.145,146 Diese Ergebnisse konnten auch auf 

thermische Inkubationen übertragen werden, bei denen im Vergleich zu Linolsäure um 

Faktoren von 5-14 (Arachidonsäure) bzw. 2-6 (Linolensäure) höhere Gehalte an MDA 

bestimmt wurden.147  
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2.1.2.7 Quantifizierung von MDA 

 

Abbildung 8: Darstellung verschiedener Derivatisierungensreaktionen für MDA. 

Die Derivatisierung mittels 2-TBA stellt die wohl bekannteste Derivatisierungsstrategie zur 

quantitativen Bestimmung von MDA dar und ist auf eine Vielzahl von Matrices anwendbar 

(Abbildung 8). Hierbei kondensiert MDA unter sauren Reaktionsbedingungen mit zwei 

Molekülen 2-TBA zu einem pinken Chromophor, welches sowohl UV/VIS- (λmax=532 nm), 

als auch Fluoreszenz (FLD) -spektrometrisch (λex =525 nm, λem=560 nm) analysiert werden 

kann.148,149 Zeitgleich reagiert 2-TBA jedoch auch mit gesättigten Aldehyden unter 

Ausbildung von gelben Strukturen mit einem Absorptionsmaximum im Bereich von 

λmax=450 nm.150 Daneben führten die Reaktionen von 2-TBA mit Alkanalen, 2-Alkenalen, 

2,4-Alkadienalen, 4-Hydroxy-2-enalen, MGO und GO zu verschiedenen roten Pigmenten, 

welche mit dem Maximum des MDA-TBA2-Komplexes (λmax=532 nm) interferierten.127,151–153 

In Modellsystemen, die verschiedene Alkanale und 2-TBA enthielten, konnten zunächst 

farblose Verbindungen isoliert werden, welche oxidativ aus 2-TBA und den entsprechenden 

Alkanalen vermutlich durch Aldolkondensation und Cyclisierung gebildet wurden. Unter den 

Bedingungen des 2-TBA-Assays wurden diese in ein rotes Pigment umgewandelt, welches 

wie auch die entsprechenden Reaktionsprodukte von 2-Alkenalen nahezu identische 

spektroskopische, als auch chromatographische Eigenschaften wie der MDA-TBA2-Komplex 

zeigten.154,155 Nachfolgende Untersuchungen mit 2,4-Hexadienal und 2-TBA verifizierten, 

dass es sich bei den ausgebildeten roten Pigmenten um MDA-TBA2 handelte.156 In 

verschiedenen Inkubationen von isolierten Aldehyden zeigte sich jedoch, dass der molare 

Extinktionskoeffizient der resultierenden 2-TBA-Addukte bei einer Wellenlänge von 532 nm 

um Größenordnungen (102-103) kleiner im Vergleich zu MDA-TBA2 war.127,151–153 Aufgrund 

der genannten Nebenreaktionen wird das Ergebnis einer reinen photometrischen Messung 

nach Derivatisierung einer Probe mit 2-TBA als TBARS bezeichnet, während für eine 
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spezifische Analytik von MDA eine vorherige chromatographische Abtrennung der 

Nebenprodukte nötig ist. Der Methodenvergleich von TBARS gegenüber MDA war 

Gegenstand zahlreicher Studien und spiegelte im Grunde das relative Verhältnis von MDA zu 

weiteren Matrixsubstanzen wider, welche ebenfalls mit 2-TBA reagierten. Hierbei konnte 

gezeigt werden, dass beide Methoden äquivalent waren,149 jedoch konnten in den meisten der 

untersuchten Matrices nur ein Teil der TBARS auf MDA zurückgeführt werden.157–160 Eine 

Quantifizierung von MDA mittels UV-Assay erfordert somit für jede Matrix eine 

vorausgehende Validierung mithilfe chromatographischer Referenzmethoden. Unabhängig 

von der gewählten Analysemethode kann die Hydrolyse von kovalent gebundenem MDA 

während der Probenaufarbeitung zu einer Überschätzung der quantifizierten Menge an MDA 

führen. Dies spielt insbesondere unter sauren Reaktionsbedingungen, bei denen die Proben in 

Anwesenheit von Proteinen und Lipiden erhitzt werden, eine Rolle. Die Hydrolyse von 

proteingebundenem MDA könnte auch die Variationen der freien MDA-Konzentrationen in 

Plasma zwischen verschiedenen Studien erklären (Tabelle 5). Nachfolgende Untersuchungen 

differenzierten dann grundsätzlich zwischen dem freien und gebundenen Anteil von MDA, 

wobei bei Letzteren die Proben gezielt sauer oder alkalisch hydrolysiert wurden. 

Systematische Untersuchungen zeigten beispielsweise, dass in Plasmaproben 90% des 

alkalisch hydrolysierbaren MDAs aus Proteinen stammte, während der Rest auf die 

Lipidfraktion zurückzuführen war.161 Im Vergleich zum freien MDA, liegt der Anteil des 

gebundenen MDAs je nach Studie zwischen 64-99%, wobei die große Variation durch 

unterschiedliche Hydrolyse-Bedingungen begründet wurden.161–167 Der hohe Anteil des 

gebundenen MDAs gibt hierbei einen Hinweis auf den Modifikationsgrad von 

Plasmaproteinen durch MDA, jedoch ist über die beteiligten Aminosäuren und ausgebildeten 

Strukturelemente wenig bekannt (Kapitel 2.4.2).  

Für die Derivatisierung von MDA sind neben 2-TBA zahlreiche weitere Möglichkeiten in der 

Literatur beschrieben, welche allgemein unspezifisch Carbonylverbindungen erfassen und 

somit stets in Verbindung mit chromatographischen Kopplungen genutzt wurden 

(Abbildung 8). Die Derivatisierung von Aldehyden mittels DNPH führt zu stabilen 

Hydrazonen oder Pyrrolen, welche nach flüssigchromatographischer Trennung mittels UV- 

oder massenspektrometrischer Detektion erfasst werden können.161,168 Weiterhin wurde MDA 

in Plasmaproben durch die Derivatisierung mit Fluorenylmethoxycarbonyl-Hydrazin (Fmoc-

Hydrazin) oder Diaminonaphtalen (DAN) mittels HPLC gekoppelt mit Fluoreszenz-Detektor 

(HPLC-FLD) bzw. Diodenarray-Detektor (HPLC-DAD) quantifiziert.162,163 Eine 

gaschromatographische Analyse von MDA ist nach einer Derivatisierung unter milden 

Bedingungen (25-50°C) mittels Phenylhydrazin (PH), Pentafluorphenylhydrazin, 

2,4,6-Trichlorophenylhydrazin oder 2-Hydrazinbenzothiazol beschrieben. Die 

Quantifizierung der gebildeten Pyrazole kann hierbei unter Verwendung eines 
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Elektroneneinfang- Stickstoffphosphor- oder Massenspektrometrischen-Detektors 

erfolgen.169–172 Alternativ hierzu kann MDA auch unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen 

durch O-(2,3,4,5,6-Pentafluorbenzyl)hydroxylamin oder Pentafluorbenzylbromid in die 

entsprechenden flüchtigen Oxim- bzw. Pentafluorbenzyl-Derivate überführt werden.173,174  

Tabelle 5: Konzentrationen des freien sowie gebundenen MDAs in Plasmaproben von gesunden Probanden.  

Analytik  Derivatisierung Hydrolysebedingung Freies MDA Gesamt-MDA  Literatur 

   [µM] / [Anteil%1] [µM]  

  saure Hydrolyse    

HPLC-FLD 2-TBA 0,29 M H3PO4, 60 min n.b. 0,69 175 

HPLC-FLD Fmoc-Hydrazin 0,18 M H2SO4, 60 min, 

Raumtemperatur 

0,15 / (36%) 0,43 
162 

HPLC-DAD DAN pH 0,8, 37°C, 180 min, DAN 0,02 / (15%) 0,16 163 

  alkalische Hydrolyse    

GC-MS  PH 0,5 M NaOH, 60°C, 30 min 0,14 / (23%) 0,6 164 

GC-MS PH 1 M NaOH, 60°C, 60 min 0,14 / (11%) 1,3 164 

GC-MS  PH 1 M NaOH, 60°C, 60 min 0,45 / (26%) 1,70 165 

HPLC-UV 2-TBA 0,5 M NaOH, 60°C, 30 min 0,04 / (11%) 0,43 166 

HPLC-UV 2-TBA 0,4 M NaOH, 60°C, 30 min 0,07 / (5%) 1,45 167 

UHPLC-

HRMS2 

DNPH 1 M NaOH, 60°C, 30 min 0,12 / (2%) 6,7 
161 

HPLC-UV DNPH 1 M NaOH, 60°C, 30 min n.b. 2,2 168 

HPLC-UV DNPH 1 M NaOH, 60°C, 60 min n.b. 13,8 176 

1 prozentualer Anteil des freien MDA bezogen auf Gesamt-MDA, 2Ultra-Hochleistungsflüssigchromatographie gekoppelt mit 
hochauflösender Massenspektrometrie 

Die Bildungen von MDA sowie von weiteren sekundären Produkten der Lipidperoxidation 

wurden auch in Lebensmitteln und Speiseölen untersucht.177–180 Papastergiadis et al. 

quantifizierte MDA, 4-HNE und 4-HHE in einer Reihe von Speiseölen, Nüssen, Fleisch-, 

Fisch- sowie frittierten Produkten, wobei MDA die Gehalte von 4-HNE und 4-HHE deutlich 

überstieg.177 Die höchsten Konzentrationen wurden für alle freien Aldehyde in rohen und 

gepökelten Fleischprodukten sowie Nüssen nachgewiesen (Tabelle 6). In prozessierten 

Fleischprodukten lagen die Konzentrationen hingegen um Faktoren von 5-16 niedriger. Dies 

könnte durch Folgereaktionen der Aldehyde mit Proteinen bei höheren Temperaturen erklärt 

werden.178 Offensichtlich überstiegen Abbaureaktionen während der Prozessierung die 

Neubildungen. So zeigte Globisch et al., eine sechsfache Zunahme der Konzentration von 

4-HNE beim Erhitzen von purem Erdnussöl, während in Erdnüssen die Konzentration von 

4-HNE nach gleicher Röstzeit und Temperatur um etwa 80% abnahm.178 Die Analytik von 

freien Aldehyden berücksichtigt somit grundsätzlich keine Reaktivitätsunterschiede und das 

damit verbundene individuelle Verhältnis von freier und an Makromolekül gebundener Form 

von Aldehyden.   
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Tabelle 6: Konzentrationen von MDA, 4-HNE und 4-HHE in verschiedenen Lebensmitteln und Ölen. 

Matrix Bedingungen MDA 4-HNE 4-HHE Literatur 

  [mg/kg]  

Fleischprodukte roh 1,6 0,5 0,05 

177 
Fleischprodukte zubereitet 0,1 0,1 0,005 

Nüsse  1,6 0,3 0,008 

Pflanzenöle  0,08 0,04 0,02 

Erdnussöl 170°C, 20-40 min n.b. 0,2-1,0 n.b. 178 

Leinöl 60°C, 12 Tage 1,3 2,7 9,7 
179 

Leinöl 60°C, 24 Tage 2,0 8,0 43,5 

Leinöl 180°C, 5 h 5,8 2,8 6,0 180 

 

2.2 Bildung von Aromakomponenten 

Beim Strecker-Abbau werden α-Aminosäuren unter Beteiligung von 1,2-Dicarbonylen nach 

Decarboxylierung und Deaminierung in aromapotente Aldehyde überführt, welche einen 

wichtigen Beitrag zu den sensorischen Eigenschaften von prozessierten Lebensmitteln 

einnehmen (Abbildung 9). Die zeitgleich gebildeten 1-Amino-2-carbonyl-Strukturen ergeben 

nach weiterer Kondensation verschiedene heterocyclische Alkylpyrazine, welche ebenfalls 

potente Aromakomponenten in prozessierten Lebensmitteln darstellen.181 Hidalgo et al. zeigte 

anhand von 4,5-Epoxy-2-alkenalen einen Abbauweg von Phenylalanin bei 37°C, der im 

Ergebnis zu dem entsprechenden Streckeraldehyd führte. Als Konkurrenzreaktionen hierzu 

bilden 4,5-Epoxy-2-alkenale mit Amin-Verbindungen jedoch auch N-substituierte Pyrrole 

sowie 2-(1-Hydroxyalkyl)-Pyrrole aus (Abbildung 23).182  

 

Abbildung 9: Strecker-Abbau von Aminosäuren durch 1,2-Dicarbonyle (A). Abbaumechanismus von 

Aminosäuren durch 4,5-Epoxy-2-alkenalen unter Bildung von Strecker-Aldehyden (B). 
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2.3 Bildungswege von Advanced Glycation End Products 

Wie bereits beschrieben bezeichnen AGEs stabile Proteinmodifikationen, welche aus dem 

Abbau von Kohlenhydraten stammen. In Analogie werden respektive Produkte aus der 

Lipidperoxidation oftmals als ALEs bezeichnet.7,183 Grundsätzlich gibt es 

Proteinmodifikationen, die spezifisch dem Abbau von Kohlenhydraten oder Lipiden 

zugeordnet werden können, jedoch ist eine klare Abtrennung nicht immer möglich. 

Beispielsweise lassen sich GO und MGO gleichermaßen durch die Fragmentierung von 

Kohlenhydraten als auch Lipiden erklären. Gerade im Hinblick auf die Analogien der 

Grundstrukturen und Bildungsmechanismen der ausgebildeten Proteinmodifikationen, sollten 

beide Reaktionswege in Lebensmitteln gleichermaßen betrachtet werden.7 Die Einteilung von 

nicht-enzymatischen Proteinmodifikationen kann aufgrund der beteiligten Aminosäuren und 

der ausgebildeten Strukturelemente sowie aufgrund der mechanistischen Zusammenhänge von 

Vorläuferstrukturen und Folgereaktionen erfolgen. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt lassen sich 

nicht-enzymatische Proteinmodifikationen im Wesentlichen durch drei grundlegende 

Mechanismen formulieren: (I) Kondensation von Carbonylverbindungen mit Protein-

Seitenketten und anschließende Isomerisierungen, Cyclisierungen und/oder Oxidationen zu 

stabilen Produkten.6,12 (II) (Oxidative) Fragmentierung von Polyhydroxycarbonyl-

verbindungen unter Beteiligung von Amin-Komponenten.41 (III) Direkte Übertragung von 

Acyl-Resten auf Protein-Seitenketten durch aktivierte Carbonsäurederivate.184 In komplexen 

Matrices laufen diese Reaktionen für einzelne Proteinmodifikationen auch parallel ab, wobei 

dies die Interpretation der mechanistischen Zusammenhänge erschwert. Die umfassende 

Analytik des Produktspektrums innerhalb einer Bildungskaskade sowie der Abgleich der 

relativen Konzentrationsverhältnisse gegenüber Modellinkubationen eröffnet jedoch eine 

Möglichkeit, die quantitativ bedeutendsten Reaktionswege in einem entsprechenden 

Lebensmittel abzuschätzen. Die grundlegenden Bildungsmechanismen von AGEs bzw. ALEs 

werden folgend anhand ausgewählter Beispiele dargestellt. 

2.3.1 Fragmentierungsreaktionen 

Von einem modernen Verständnis her ist die β-Fragmentierung (Abbildung 10) sowie in 

geringerem Maße die oxidative α-Spaltung für die Bildung von AGEs von Bedeutung. Beide 

Reaktionswege führen zu kurzkettigen Carbonsäuren, welche als mengenmäßig bedeutende 

und stabile Endprodukte der Maillard-Reaktion verstanden sind.185,186 Während beide 

Fragmentierungswege grundsätzlich über einen Hydrolyse-Mechanismus verlaufen, bewies 

Smuda et al., dass sowohl die β-Fragmentierung als auch die oxidative α-Spaltung zusätzlich 

amininduziert zur Ausbildung von respektiven Amid-AGEs führen.41 Dies hatte eine 

fundamentale Bedeutung für das Verständnis der Bildung von Amid-AGEs direkt aus 

Fragmentierungsreaktionen innerhalb der Kohlenstoffgerüste von reduzierenden Zuckern.11   
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2.3.1.1 Amininduzierte β-Fragmentierung 

Smuda et al. etablierte den Mechanismus der amininduzierten β-Fragmentierung anhand von 

Inkubationsversuchen mit 1-DG.11 Dieses isomerisiert zunächst entlang des Kohlenstoffs-

Skeletts zu den entsprechenden 1-Desoxy-β-Dicarbonylverbindungen. Die nachfolgende 

β-Fragmentierung der verschiedenen Isomere erklärt dann die respektiven Amid-AGEs 

N6-Acetyllysin, N6-Glycerinyllysin, N6-Lactoyllysin und N6-Formyllysin. Nachfolgende 

Untersuchungen zeigten, dass dieser Fragmentierungsmechanismus auch auf die 

Dehydroascorbinsäure übertragbar ist. So führt die Fragmentierung der 2,4-Diketogulonsäure 

unter physiologischen Bedingungen zu N6-Oxalyllysin sowie Erythrulose als Nebenprodukt 

(Abbildung 10).187 

 

Abbildung 10: Bildung von Amid-AGEs im Zuge der amininduzierten β-Fragmentierung von 1-Desoxy-

glucoson (A) bzw. Dihydroascorbinsäure (B). 

2.3.1.3 Oxidative α-Spaltung 

Am Beispiel der Fragmentierung der 2,3-Diketogulonsäure wird die Bildung von Amid-AGEs 

verdeutlicht (Abbildung 11). So führt die amininduzierte oxidative α-Spaltung zu 

N6-Oxalyllysin und N6-Threonyllysin, wobei letztere eine für die Ascorbinsäure 

charakteristische Marker-Struktur darstellt. Dies ermöglichte erstmalig den spezifischen 

Einfluss der Ascorbinsäure in Gegenwart von reduzierenden Zuckern auf die Modifikation 

von Proteinen zu bewerten.187 Daneben führte eine Decarboxylierung und anschließende 

Isomerisierung zu 2,3-Xylodiulose, welche zu N6-Glykoyllysin (GALA) und 

N6-Glycerinyllysin fragmentierte.187  
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Abbildung 11: Bildung von Amid-AGEs durch die amininduzierte α-Spaltung der 2,3-Diketogulonsäure und 

2,3-Xylodiulose. 

2.3.1.4 Bildung von stabilen Proteinmodifikationen aus Amadori-Produkten 

Die oxidative Spaltung des Amadori-Produkts führt gleichermaßen zur Bildung von CML und 

Erythronsäure als Nebenprodukt (Abbildung 12).188,189 Erfolgt eine weitere Addition von 

Lysin an die freie Carbonylgruppe des Amadori-Produkts kann in Analogie die Bildung von 

glyoxal lysine amide (GOLA) erklärt werden.12  

 

Abbildung 12: Bildung von AGEs durch die Fragmentierungen von Amadori-Produkten.  

Im Gegensatz hierzu wird Furosin direkt aus Amadori-Produkten während der sauren 

Proteinhydrolyse (6 M HCl, 110°C) gebildet und kann als eine indirekte Marker-Struktur für 

die Anfangsphase der Maillard-Reaktion herangezogen werden (Abbildung 12). Die 

Ausbeuten waren in Modelluntersuchungen von den Hydrolyse-Bedingungen sowie den 

entsprechenden eingesetzten Amadori-Produkten abhängig und lagen im Bereich von ca. 

30-50%.190 Über einen empirisch ermittelten Korrekturfaktor ist es möglich, über Furosin auf 

die Konzentration der Amadori-Produkte rückzuschließen.190 Als weiteres Nebenprodukt wird 

Pyridosin gebildet.190 
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2.3.2 Acylierung durch aktivierte Acyl-Carbonylverbindungen 

 

Abbildung 13: Mechanismus der enzymatischen und nicht-enzymatischen Acylierung von Lysin (A) und 

Darstellung ausgewählter Amid-AGEs (B).  

Die Acetylierung von Histon-Proteinen durch Acetyl-Coenzym A (CoA) hat einen 

entscheidenden Einfluss auf die Chromatinstruktur sowie Genexpression.191,192 Die 

Acetylierung von Lysin wird in vivo enzymatisch durch Acetyltransferasen katalysiert 

(Abbildung 13).193 Fortschritte in den massenspektrometrischen Analysemethoden 

ermöglichten die Identifizierung einer Reihe von weiteren Histon-Modifikationen, während 

für die Breite dieser neuartigen Lysin-Acylierungen ein enzymatischer Bildungsmechanismus 

zunächst unbekannt war.184,194 Dies brachte die Suche nach alternativen Bildungswegen mit 

sich. Ausgehend von Inkubationsversuchen mit Lysin, Peptiden, Proteinen und den 

respektiven CoA-Thioestern konnte die Hypothese eines zusätzlichen nicht-enzymatischen 

Bildungswegs in zahlreichen Modellsystemen bewiesen werden. Beispielsweise führte die 

nicht-enzymatische Reaktion von Lysin mit Acetyl-, Propionyl-, Butyryl-, Crotonyl-, 

Malonyl-, Succinyl-, Glutaryl- und β-Hydroxybutyryl-CoA in vitro zu den entsprechenden 

stabilen Lysin-Acylierungen (Abbildung 13).195–198 Die Ausbeuten korrelierten hierbei mit 

einem steigenden pH-Wert, welcher mit dem zunehmenden Anteil von deprotonierten und 

somit reaktiven N6-Aminogruppen von Lysin einhergeht.195,196 Dieser nicht-enzymatische 

Acylierungsmechanismus könnte in vivo in besonderem Maße in Mitochondrien relevant sein, 

welche im Vergleich zu den übrigen zellulären Organellen einen physiologisch bedingten 

höheren pH-Wert von ca. 8 sowie relativ hohe endogen vorhandene Konzentrationen von 

Acyl-CoA Thioester haben. Beispielsweise sind für Acetyl-CoA Konzentrationen im Bereich 

von 0,1-1,5 mM beschrieben.196 Hinsichtlich der nicht-enzymatischen Acylierung nahmen 

Succinyl-CoA und Glutaryl-CoA innerhalb der bisher in der Literatur beschrieben Acyl-CoA 

Thioester eine Sonderstellung ein und zeigten besonders hohe Reaktivitäten. Dies ließ sich 

mechanistisch jeweils auf die intramolekulare Kondensation unter Bildung eines 

intermediären cyclischen Anhydrids zurückführen, welches die Reaktivität des 

entsprechenden Thioesters nochmals überstieg.195,198 Zum gegenwärtigen Zeitpunkt sind eine 

Vielzahl von CoA-Thioestern als Schlüsselintermediate für biologische Prozesse, wie 
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beispielsweise im Metabolismus von Aminosäuren, Lipiden und im Citratzyklus bekannt.199 

Die nicht-enzymatische Acylierung ist nicht auf die entsprechenden Acyl-CoA Thioester 

begrenzt und kann grundsätzlich auch durch andere aktivierte Carbonylverbindungen 

erfolgen. So kann die Bildung von N6-Acetyllysin sowohl durch S-Acetylglutathion als auch 

durch Acetyl-Phosphat, welches eine wichtige Donorsubstanz für die Acetylierung in 

Bakterien darstellt, erklärt werden.200–202 Von einer modernen Sichtweise aus wird das 

Spektrum an bekannten Lysin-Acylierungen in vivo sowohl durch enzymatische als auch 

nicht-enzymatische Reaktionswege abgebildet.184 Die Identifikation von neuartigen Lysin-

Acylierungen in verschiedenen Matrices trägt fortlaufend zu einem besseren Verständnis der 

allgemeinen Bedeutung dieses Bildungsmechanismus bei. Beispielsweise konnten die in 

Abbildung 13 gezeigten Lysin-Modifikationen massenspektrometrisch in Organen von 

Mäusen nachgewiesen und quantifiziert werden, wobei N6-Acetyllysin und N6-Formyllysin 

die bedeutendsten Acylierungen darstellten.203 Nachfolgende Arbeiten zeigten, dass die 

Gehalte von N6-Formyllysin, N6-Propionyllysin, N6-Butyryllysin und N6-Succinyllysin in 

cytosolischen- sowie Histon-Proteinen auch mit dem Alter zunahmen.32  

In physiologischen Systemen erfolgt die Regulation der Lysin-Acylierung durch eine Reihe 

von Histondeacetylasen (HDAC), welche anhand ihres Cofaktors in die Zn2+-abhängigen 

HDAC der Klasse I, II und IV (HDAC 1-11) und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-abhängige 

Klasse III (Sirtuine, SIRT 1-7) unterteilt werden.199,204 Entgegen des historisch gewachsenen 

Namens umfasst das Substratspektrum der HDAC jedoch neben der Acetylierung nahezu die 

gesamte Breite der bisher bekannten Lysin-Acylierungen und ist auch nicht auf Histon-

Proteine begrenzt. Innerhalb der Unterklassen gibt es hingegen eine Abgrenzung hinsichtlich 

des Substratspektrums als auch der zellulären Lokalisation der individuellen Deacetylasen. 

Beispielsweise sind in Mitochondrien bei Säugetieren SIRT3, SIRT4 und SIRT5 vorhanden. 

Die Acetylierung wird überwiegend durch SIRT3 reguliert während SIRT5 nur eine schwache 

Deacetylase-Aktivität zeigt, jedoch effektiv die Abspaltung der sauren Modifikationen 

N6-Malonyllysin, N6-Succinyllysin und N6-Glutaryllysin katalysiert.205–207 Neue Erkenntnisse 

erweitern fortlaufend das Verständnis um die Substratspezifität der HDAC. Beispielsweise 

wird auch die Deacylierung von N6-Lactoyllysin oder N6-Pyruvoyllysin, welche aus MGO und 

Lysin gebildet werden (Abbildung 14), durch Sirtuine bzw. HDAC katalysiert.208,209 Insgesamt 

kommt diesem enzymatischen Deacylierungsmechanismus eine große Bedeutung hinsichtlich 

der Integrität von Proteinfunktionalitäten in vivo bei.204 Insbesondere bei der Zubereitung von 

Lebensmitteln, bei dem dieser Deacylierungsmechanismus durch Denaturierungseffekte 

verhindert wird, könnten endogen vorhandene reaktive Acyl-Thioester nicht-enzymatisch und 

irreversibel mit Proteinen kondensieren.  
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2.3.3 Isomerisierungs- und Cyclisierungsreaktionen  

Für die Bildungen von AGEs sind Reaktionen der Protein-Seitenketten von Lysin und Arginin 

mit GO sowie MGO von besonderer Bedeutung. Daneben gehen auch die nucleophilen 

Protein-Seitenketten von Cystein oder Histidin Reaktionen mit Carbonylverbindungen und 

reduzierenden Zuckern ein.210–212 Die entsprechenden Reaktionsprodukte von Histidin und 

Cystein sind strukturell nicht abschließend aufgeklärt und die quantitative Bedeutung dieser 

Proteinmodifikationen wenig erforscht. In Lebensmitteln werden die Reaktionen noch 

komplexer, da eine breite Klasse an sekundären Pflanzeninhaltsstoffen, Vitaminen, freien 

(nicht)-proteinogenen Aminosäuren und Peptiden ebenfalls mit 1,2-Dicarbonylen reagieren. 

Der gezielte Einsatz dieser Strukturen zum Abfangen von 1,2-Dicarbonylverbindungen unter 

Erhalt der Integrität der nativen Proteinstrukturen stellt hierbei ein aktuelles Forschungsfeld 

dar.213–217 

Die bisher bekannten stabilen Proteinmodifikationen, welche sich aus den Reaktionen von GO 

und MGO mit Lysin- und Arginin-Seitenketten der Proteine ergeben, werden in Abbildung 14 

dargestellt. GO kondensiert mit Arginin zunächst unter Bildung eines kinetisch kontrollierten 

Dihydroxyimidazolinons, welches unter Ringöffnung langsam in die einzige stabile und 

offenkettige Struktur N7-Carboxymethylarginin (CMA) hydrolysiert. Beide Strukturen werden 

jedoch unter stark sauren Bedingungen in Glyoxal-Hydroimidazolon 3 (G-H3) überführt, 

welches als ein Summenparameter für CMA und Dihydroxyimidazolinons analytisch genutzt 

wird.8 Die Reaktion von MGO ist deutlich komplexer und die strukturell analoge Struktur 

N7-Carboxyethylarginin (CEA) stellt ein Intermediat zwischen dem zunächst gebildeten und 

kinetisch kontrollierten endocyclischen Methylglyoxal-Hydroimidazolon 3 (MG-H3) und der 

thermodynamisch stabilen exocyclischen Struktur Methylglyoxal-Hydroimidazolon 1 

(MG-H1) dar (Abbildung 14).13,218,219 Innerhalb dieses Reaktionsschemas wurden zusätzlich 

Argpyrimidin und Tetrahydropyrimidin identifiziert, welche mechanistisch ausgehend von 

MG-H3 unter Implementierung von weiteren MGO zurückgeführt wurden.13,220,221 Die 

Reaktion von GO mit Lysin führt zu einem GO-Imin, welches nach Reduktion mittels 

Natriumborhydrid (NaBH4) indirekt über das gebildete N6-Hydroxyethyllysin quantifiziert 

werden kann.35 Ausgehend von diesem GO-Imin, lässt sich die Bildung von CML durch die 

weitere Addition von Wasser unter Bildung eines Hydrates und anschließender Umlagerung 

zu der entsprechenden Carbonsäure erklären. Diese intramolekulare Redoxreaktion ähnelt im 

Ergebnis einer Cannizzaro-Reaktion, bei der ein Hydrid-Ion übertragen wird.12 Innerhalb 

dieser sogenannten CML-Isomerisierungskaskade kann auch die Bildung der Amid-Struktur 

GALA über ein intermediäres Halbaminal formuliert werden, welches alternativ nach 

Oxidation zu N6-Glyoxyllysin führt.10  

Analog zu diesem Reaktionsmechanismus führen die Reaktionen von weiteren Aminosäuren 

zur Ausbildung von quervernetzenden Proteinmodifikationen, welche auch als 
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crosslink-AGEs bezeichnet werden. Die direkte Kondensation von Arginin mit GO-Imin führt 

zu glyoxal-derived imidazoline crosslink (GODIC), während die Addition von Lysin an die 

freie Carbonylfunktion eines GO-Halbaminals zu GOLA führt.12,222 Ein Sonderfall stellt die 

Imidazol-Struktur glyoxal lysine dimer (GOLD) dar, welche nach Addition eines zweiten GO-

Moleküls und nach Abspaltung von Ameisensäure gebildet wird.223 Die Reaktionsschemata 

konnten auch auf MGO-Imin unter Bildung der entsprechenden strukturell analogen AGEs 

N6-Carboxyethyllysin (CEL), N6-Lactoyllysin, N6-Pyruvoyllysin, methylglyoxal lysine amide 

(MOLA), methylglyoxal lysine dimer (MOLD) und methylglyoxal-derived imidazoline 

crosslink (MODIC) übertragen werden.10,55,222,224 Die grundlegenden Bildungsmechanismen 

von AGEs sollten somit für Reaktionen von Lysin und Arginin mit 1,2-Dicarbonylen 

allgemein gültig sein. 

 

Abbildung 14: Bildung von GO- und MGO-AGEs durch Isomerisierungs- sowie Cyclisierungsreaktionen.  
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Beispielsweise sind in Teilen die entsprechenden Isomerisierungsprodukte auch für 

langkettige 1,2-Dicarbonylverbindungen bekannt. So lassen sich die Bildungen von 

3-deoxyglucosone-derived imidazoline crosslink (DODIC), 3-Desoxyglucoson-

Hydroimidazolon 1 (3-DG-H1) und 3-deoxyglucosone lysine dimer (DOLD) direkt aus den 

Reaktionen von Arginin bzw. Lysin mit 3-DG formulieren.225–227 Weiterführende 

Untersuchungen identifizierten vier weitere AGEs mit einem Imidazolinon-Grundkörper, 

welche aus Desoxysonen von Pentosen, als auch aus Fragmentierungs-Produkten der 

L-Dehydroascorbinsäure gebildet wurden.226,228 Diese langkettigen Imidazolinon-Derivate 

können oxidativ unter Ausbildung von fünf- oder sechsgliedrigen Spiro-Verbindungen 

intramolekular kondensieren, welchen in physiologischen Systemen jedoch kaum Bedeutung 

zugeschrieben wurden.229,230 Weitere quantitativ bedeutende Strukturen stellen hingegen 

Hydroxymethylfurfural (HMF) sowie die entsprechende Lysin-Analoge Struktur Pyrralin dar, 

welche sich aus 3-DG ergeben. HMF wird säurekatalysiert aus verschiedenen Hexosen nach 

Dehydratisierung sowie Cyclisierung gebildet und dient als ein Qualitätsparameter z.B. in 

Honig oder Fruchtsäften.231,232 Die Pendants aus 3-Desoxypentoson (3-DP) stellen Formylin 

und Furfural dar (Abbildung 15).233  

 

Abbildung 15: Bildungen von Pyrralin, Hydroxymethylfurfural, Furfural und Formylin aus den Reaktionen von 

3-Desoxyzuckern mit und ohne Beteiligung von Lysin.  

In vitro wurde die weitere Verknüpfung der Hydroxymethylenfunktion von Pyrralin mit 

Nucleophilen unter Ausbildung von quervernetzenden Ether- und Thioethergruppen 

beschrieben. Über eine Relevanz entsprechender crosslink-AGEs ist jedoch nichts bekannt.234  

Aus den Amadori-Produkten von Hexosen und Pentosen lassen sich die Bildungen der 

crosslink-AGEs Glucosepan und Pentosidin erklären (Abbildung 16).6,235 Durch 

Dehydratisierungen und nachfolgende Isomerisierungen innerhalb der Kohlenstoffskelette 

werden die respektiven Lederer‘s Glucosone bzw. Pentosone gebildet, welche nach einer 

intramolekularen Cyclisierung eine Aldimin-Partialstruktur ausbilden können. Diese 

heteroanalogen 1,2-Dicarbonylverbindungen können folgend mit Arginin unter Ausbildung 

von bicyclischen Strukturen kondensieren. Zur Ausbildung der aromatischen und 

fluoreszierenden AGE-Modifikationen Pentosidin sind hingegen zusätzliche 
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Dehydratisierungen sowie eine Oxidation nötig.6,226,236 Die ebenfalls fluoreszierende 

Verbindung Vesperlysin A, welches auch unter LM1 bekannt ist, stellt prinzipiell ein 

strukturelles Pendant zu Pentosidin unter Beteiligung von zwei Lysin-Resten dar. Über den 

Reaktionsmechanismus ist wenig bekannt, jedoch wird die Beteiligung der Ascorbinsäure, 

Hexosen, Pentosen, Tetrosen sowie verschiedener kurzkettiger Carbonyl-Strukturen 

kontrovers diskutiert.237–239  

 

Abbildung 16: Bildung von Glucosepan aus dem Lederer’s Glucoson (A) bzw. Pentosidin aus dem Lederer’s 

Pentoson (B). 

2.4 Bildung von Advanced Lipoxidation End Products 

2.4.1 Bildung von Amid-Proteinmodifikationen  

Im Zuge der Lipidperoxidation wurden zwei grundsätzlich verschiedene 

Reaktionsmechanismen für die Bildung von Amid-Proteinmodifikationen postuliert. Jedoch 

können Hydroperoxide in beiden Reaktionswegen Schlüsselintermediate darstellen.240 Neben 

den metallkatalysierten Fragmentierungsreaktionen von Hydroperoxiden unter Beteiligung 

von Amin-Verbindungen, können auch kurzkettige Aldehyde direkt mit Aminen unter 

Ausbildung von Schiffschen Basen kondensieren und folgend zu stabilen Amid-Strukturen 

oxidiert werden.241,242 

2.4.1.1 Bildung von Amid-Proteinmodifikationen direkt aus der Fragmentierung von 

Hydroperoxiden 

In Inkubationen von Linolsäure, Docosahexaensäure und Arachidonsäure mit Pyridoxamin 

konnten zunächst entsprechende Succinyl-, Azelainyl-, Hexanonyl-, Formyl- sowie Glutaryl- 

modifizierte Pyridoxamin-Strukturen identifiziert werden.144,243,244 Am Beispiel der Linolsäure 

wurde ein Reaktionsmechanismus postuliert, der die Bildung des entsprechenden Hexanoyl-
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Pyridoxamins und Azelainyl-Pyridoxamins aus 13-HPODE bzw. 9-HPODE erklärte 

(Abbildung 17).243 Während ein mechanistischer Beweis für diesen Bildungsweg fehlte, 

konnte Kato et al. aus einer Modellreaktion, die ein N2-blockiertes Lysin-Derivat sowie 

13-HPODE enthielt, auch N6-Hexanoyllysin nachweisen.241 Nachfolgende Inkubationen 

verschiedener Fettsäuren mit Lysin-Derivaten sowie Proteinen verifizierten N6-Propionyllysin 

und N6-Hexanoyllysin als Marker-Strukturen für die Oxidationen von Omega-3- bzw. Omega-

6-Fettsäuren. Die Bildungen von N6-Succinyllysin, N6-Glutaryllysin und N6-Azelainlysin 

wurden hingegen ausgehend von den Fragmentierungen unter Beteiligung des 

carboxyterminalen Teils erklärt und diese ALEs sind somit den GOFAs zuzuordnen 

(Tabelle 7).245 Darüber hinaus ging aus einer Inkubation von Phosphatidylethanolamin mit 

13-HPODE das entsprechende N-Hexanoylethanolamin-Derivat hervor, welches auch in 

oxidierten LDL indirekt nach enzymatischer Hydrolyse massenspektrometrisch quantifiziert 

werden konnte.246  

Tabelle 7: Bildung von Amid-AGEs in Oxidations-Modellsystemen von ungesättigten Fettsäuren.  

Modifikation beteiligte Fettsäuren Literatur 

N6-Propionyllysin Docosahexaensäure, Eicosapentaensäure  247 

N6-Hexanoyllysin Linolsäure, Arachidonsäure  247 

N6-Succinyllysin Docosahexaensäure 144,245 

N6-Glutaryllysin Eicosapentaensäure, Arachidonsäure 245 

N6-Azelainlysin Linolsäure 245 

 

Abbildung 17: Postulierter Bildungsmechanismus von stabilen Amid-Strukturen aus Pyridoxamin und 

13-Hydroperoxid (A) bzw. 9-Hydroperoxid (B) der Linolsäure. 

2.4.1.2 Bildung von Amid-Strukturen aus Alkanalen 

In nachfolgenden Untersuchungen von Ishino et al. wurde für N6-Hexanonyllysin ein 

zusätzlicher oxidativer Bildungsmechanismus unter direkter Beteiligung von Hexanal 

postuliert, welches zunächst reversibel zur Schiffschen Base reagierte. Die Oxidation zur 

stabilen Amidstruktur N6-Hexanonyllysin erfolgte direkt durch Wasserstoffperoxid (H2O2) 

(Abbildung 18).242 Dieser Mechanismus konnte in Modellsystemen von 
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N2-Benzoylglycyllysin und H2O2 auf die homologe Reihe der Alkanale (C1-C6) unter 

Ausbildung der entsprechenden stabilen Lysin-Amid-Strukturen übertragen werden.242 

 

Abbildung 18: Postulierter oxidativer Bildungsmechanismus von Amid-AGEs aus den Reaktionen von 

Alkanalen mit Lysin. 

Auf der anderen Seite wurde auch N6-Formyllysin in wässrigen Reaktionen von Lysin mit 

Formaldehyd nachgewiesen, wobei der postulierte Oxidationsmechanismus unter der 

Beteiligung eines zweiten Formaldehyd-Moleküls formuliert wurde.248 Spätere Experimente 

mit isotopenmarkierten Formaldehyd zeigten auch eine biologische Bedeutung von 

Formaldehyd hinsichtlich der Bildung von N6-Formyllysin in Zellkulturen und Rattengewebe 

an.249–251 Über die generelle quantitative Bedeutung der Bildung dieser Lysin-Acylierung im 

Zuge der Lipidperoxidation ist wenig bekannt. Jedoch konnten in der thermischen Inkubation 

von Sojaöl in Gegenwart von Lysin N6-Formyllysin, N6-Acetyllysin, N6-Propionyllysin und 

N6-Hexanonyllysin semiquantitativ als bedeutendste Modifikationen massenspektrometrisch 

nachgewiesen werden, während in geringerem Maße N6-Butyryllysin, N6-Pentanoyllysin und 

N6-Octanoyllysin identifiziert wurden.252 Ein ähnlicher oxidativer Bildungsmechanismus 

wurde für die Carbonsäure α-Aminoadipinsäure formuliert, welche in Analogie zu den Amid-

Strukturen über einen Oxidationsmechanismus der Carbonylgruppe von Aminoadipin mittels 

H2O2 erfolgen soll.253 Die Nachweise beider Lysin-Derivate in gebratenem Fleisch geben 

hierbei erste Hinweise für eine Bedeutung des beschriebenen oxidativen 

Bildungsmechanismus unter typischen Prozessierungs-Bedingungen von Lebensmitteln.253 

Die Bildungen der Amid-AGEs ausgehend von Aldehyden und Hydroperoxiden sind 

mechanistisch noch nicht abschließend geklärt. Dennoch konnte die bisher lediglich über 

diesen Reaktionsweg beschriebene Marker-Struktur N6-Hexanonyllysin 

massenspektrometrisch in menschlichem Urin quantifiziert werden und zeigte eine 

Korrelation mit oxidativen Stressmarkern.247,254 Das zeitgleich quantifizierte 

N6-Propionyllysin überstieg N6-Hexanoyllysin um das Neunfache. Die höheren 

Konzentrationen von N6-Propionyllysin könnten jedoch auch durch den zusätzlichen 

Bildungsweg über Propionyl-CoA erklärt werden.247,255  

2.4.2 Proteinmodifikationen durch MDA 

Produkte, welche sich aus den Reaktionen von MDA mit Lysin und Arginin ergeben, sind in 

Abbildung 19 dargestellt. Die einfache Kondensation von MDA mit Lysin führt zur 

Ausbildung von N6-Propenal-Lysin (MDA-Lys).256 In Modellreaktionen konnte dieses Addukt 

auch am N-Terminus der eingesetzten Aminosäuren nachgewiesen werden.256 Aufgrund der 

zusätzlichen Carbonyl-Funktionalität wird die weitere Reaktion mit einem Lysin-Rest forciert, 



 
32 2 Theoretischer Hintergrund 

welche zur Ausbildung der vinylogen Amidin-Struktur N6-(1-Amino-3-iminopropen)-Lysin 

(MDA-Lys2) führt.257 

 

Abbildung 19: Darstellung ausgewählter MDA-Proteinmodifikationen. 

Im Gegensatz zu einfachen Schiffschen Basen sind MDA-Lys und MDA-Lys2 durch 

Konjugation stabilisiert, welche die allgemeine Möglichkeit des direkten Nachweises beider 

Moleküle in wässrigen Systemen begründet.258 MDA-Lys2 wurden zunächst fluoreszierende 

Eigenschaften und daraus abgeleitet eine Bedeutung in Alterungspigmenten wie Lipofuszin 

zugeschrieben, jedoch widerlegten nachfolgende Untersuchungen dies.258,259 Auf der anderen 

Seite modifizierte MDA in Modellreaktionen die Amingruppen von Aminosäuren durch 

Bildung einer 4-Methyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarbaldehyd (MDHDC)-Grundstruktur, 

welche fluoreszierende Eigenschaften aufwies (λex=386 nm, λem=454 nm).260 Die Bildung der 

Dihydropyridine benötigt Acetaldehyd, welches unter sauren Reaktionsbedingungen auch 

direkt aus der Fragmentierung von MDA unter Beteiligung von Aminen stammen kann.77,261 

Die direkte Zugabe von Acetaldehyd lenkte jedoch in Modellsystemen das Produktspektrum 

stark auf die Seite der Dihydropyridine.260 Prinzipiell können auch weitere Aldehyde als 

Reaktionspartner dienen, welche das mögliche Produktspektrum weiter auffächern.260 Die 

freien Carbonylgruppen von MDHDC konnten in Modellinkubationen mit weiteren 

Nukleophilen unter Ausbildung von Schiffschen Basen kondensieren. Über eine 

physiologische Bedeutung und Stabilität dieser crosslink-Strukturen ist nach aktuellem Stand 

der Literatur jedoch nichts bekannt.262,263 Zusätzlich wurde in einer Modellreaktion von 

Propylamin und MDA eine weitere potentielle crosslink-Imin-Struktur beschrieben, welche 

einen Pyridin-Grundkörper aufwies.129 Allgemein sind Imine in wässrigen Systemen jedoch 

nicht stabil und werden leicht zu der entsprechenden Carbonyl-Struktur hydrolysiert.264 Eine 

stabile crosslink-Pyridin-Struktur stellt hingegen 4-Pyrimidyl-1,4-dihydropyridine-3,5-

dicarbaldehyde (PDHDC) dar, welcher ebenfalls fluoreszierende Eigenschaften 
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zugeschrieben werden.265 Die Nachweise der MDHDC-Addukte erfolgte 

massenspektrometrisch in Modellsystemen mittels Proteomics. Die Inkubationen von MDA 

mit Insulin B oder Peptiden aus Sojaprotein und β-Lactoglobulin führten unter 

physiologischen Bedingungen (pH 7,2-7,4, 37°C) zu den nominalen Massenzunahmen von 

+54 und +134 an Lysin-Resten, welche auf die Ausbildung von MDA-Lys bzw. MDHDC 

zurückgeführt werden konnten.266–268 Beide Modifikationen wurden am N-Terminus der 

Proteine sowie an Lysin-Seitenketten gefunden, während die vinyloge Schiffsche Base auch 

an Histidin-, Arginin-, Glutamin- und Asparagin-Resten detektiert wurde.266–268 In der 

Inkubation von Humanalbumin mit annährend äquimolarer MDA-Konzentration wurde 

hingegen lediglich die respektive Massenzunahme von MDA-Lysin gefunden.269 Unter sauren 

Reaktionsbedingungen konnte auch die Indol-Gruppe von Tryptophan durch MDA unter 

Ausbildung der vinylogen Schiffschen Base modifiziert werden.270 Ein weiterer Bildungsweg 

von MDA-Proteinmodifikationen konnte in Modellinkubationen von N2-Acetyllysin und 

Adeninpropenal nachgewiesen werden. Hierbei kam es zunächst zu einer Anlagerung von 

Lysin unter Ausbildung einer Schiffschen Base, welche unter Freisetzung von Adenin 

entweder mit einem weiteren Lysin-Rest zu MDA-Lys2 reagierte oder nach hydrolytischer 

Spaltung MDA-Lys ergab (Abbildung 19).271 Der Nachweis des analogen Glycin-Addukts in 

vorhergehenden Reaktionen von Glycin und Adeninpropenal bestätigte hierbei den 

Reaktionsmechanismus.257 In Inkubationen von Adeninpropenal mit N2-Acetylcystein konnte 

auch erstmalig S-Oxopropenylcystein nachgewiesen werden.271 Entsprechende 

Modifikationen der Imidazol- oder Guanidin-Gruppe von N2-Acetyl-Histidin bzw. N2-Acetyl-

Arginin konnten unter diesen Reaktionsbedingungen hingegen nicht identifiziert werden.271 

Dies deckte sich auch mit vorherigen wässrigen Inkubationsversuchen (pH 4,2, 

Raumtemperatur) von Arginin und Histidin mit MDA, welche zu einer selektiven 

Modifikation des N-Terminus führten.256 Unter stark sauren Reaktionsbedingungen wurde 

hingegen die Kondensation von MDA mit Arginin beschrieben, welche nach Cyclisierung zu 

N5-2-Pyrimidylornithin (NPO) führte.272 Diese Reaktion wurde auch für den direkten 

Nachweis von MDA unter Verwendung von Arginin oder N2-modifizierten Derivaten nach 

Ionenaustausch oder RP-HPLC beschrieben und diente als eine selektive Alternative für den 

TBARS-Assay.137,273 Auf der anderen Seite wurden auch die stark basischen 

Guanidinfunktionen von argininhaltigen Peptiden im Rahmen von massenspektrometrischen 

Untersuchungen gezielt mit MDA modifiziert. Hierbei führte die ausgebildete unpolare 

2-Pyrimidyl-Struktur zu verbesserten chromatographischen- sowie Fragmentierungs-

eigenschaften.274,275 NPO konnte auch im menschlichen Hautgewebe nach einer sauren 

Proteinhydrolyse nachgewiesen werden, obwohl dieses unter den gewählten experimentellen 

Bedingungen vermutlich zum größten Teil bereits im Zuge der Aufarbeitung hydrolysiert 

wurde.272,276 Die in Abbildung 19 dargestellte crosslink-Modifikation von Arginin und Lysin 
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(19 A) wurde hingegen lediglich auf Grundlage eines Artefakts postuliert, welches aus 

Modellreaktionen nach alkalischer Hydrolyse isoliert wurde. Ein direkter Nachweis dieser 

Struktur erfolgte jedoch nicht.277 Die Quantifizierung der MDA-Addukte fokussierte sich 

bisher vor allem auf physiologische Systeme und die Modifikationen von Lysin. Die Analytik 

entsprechender Proteinmodifikationen in Lebensmitteln hingegen beschränkten sich auf die 

Untersuchungen von Piche et al., welche MDA-Lys als Hauptstruktur des gebundenen MDAs 

nach einer enzymatischen Hydrolyse in Fleisch- sowie Fischprodukten nachgewiesen 

haben.278 Dieses einfache 1:1 Addukt konnte auch im Urin von Menschen und Ratten 

identifiziert werden.279 Nachfolgende Arbeiten zeigten unter Verwendung von 

isotopenmarkiertem MDA-Lys, dass dieses in Ratten resorbiert und anschließend 

ausgeschieden wurde.280 Daneben konnte auch N2-Acetyl-N6-Propenal-Lysin als ein Metabolit 

in Ratten nachgewiesen werden, wobei die Konzentration mit der Zufuhr von MDA-

modifizierten Proteinen korrelierte.281 Auf der anderen Seite lieferten die Nachweise von 

N2-Propenalethanolamin und N2-Propenalserin in menschlichem als auch in Rattenurin erste 

Hinweise für die Modifikationen von Phospholipiden durch MDA.282,283 Prinzipiell bestätigen 

diese Nachweise die grundlegende Bedeutung von Propenal-Amin-Addukten sowie deren 

Stabilität in physiologischen Systemen, wobei in Modellsystemen MDA-Lys auch resistent 

gegenüber Proteasen war.284 MDA-Lys und MDA-Lys2 konnten indirekt nach Reduktion und 

saurer Proteinhydrolyse in nativen sowie oxidierten LDL quantifiziert werden.285 In 

Thrombozyten von Probanden wurde hingegen MDA-Lys2 (3,38 ± 1,43 mg/kg Protein) direkt 

nach einer enzymatischen Hydrolyse quantifiziert.263 In einer Reihe von verschiedenen 

Gewebeproben wurde MDA-Lys nach Reduktion und saurer Hydrolyse mittels GC-MS 

analysiert. Die Gehalte von MDA-Lys waren hierbei im direkten Vergleich zu etablierten 

AGEs um Faktoren von 2,2-10,7 (CML) bzw. 1,1-3 (CEL) geringer (Tabelle 8).286–293 

Tabelle 8: Konzentrationen von proteingebundenen MDA-Lys, CML und CEL in Gewebeproben sowie Plasma.  

Gewebeprobe MDA-Lys CML CEL Literatur 

 [µmol/mol Lysin]  

Plasma (Probanden) 19 90 n.b. 
286 

Plasma (urämische Patienten) 37 313 n.b. 

Rattenniere 228 1595 384 287 

Rattenleber 184 536 412 288 

Mitochondrien aus Rattenherz  166 1785 185 289 

Mitochondrien aus Rattenleber  136 770 410 290 

Mäuseherz 558 1459 565 291 

Schweinemuskel 240 780 680 292 

Mäusegehirn 380 930 460 293 
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2.4.3 Proteinmodifikationen durch 4-HNE 

 

Abbildung 20: Bildung von stabilen Lysin-Modifikationen durch die Reaktionen von Lysin mit 4-HNE und 

4-Oxononenal.  

4-HNE kann mit den proteingebundenen Aminosäuren Cystein, Histidin und Lysin im Sinne 

einer Michael-Reaktion reagieren, wobei aufgrund der vorhandenen Hydroxygruppe die 

initialen Produkte als cyclische Halbacetale stabilisiert werden können (Abbildung 20).294–297 

Allgemein ist die Bildung der Michael-Addukte von Lysin reversibel und insbesondere die 

stark sauren Bedingungen einer Proteinhydrolyse forcieren einen Abbau.298 Eine Möglichkeit 

für den indirekten Nachweis auf Ebene der freien modifizierten Aminosäuren ergibt sich durch 

die reduktive Stabilisierung unter Ausbildung der entsprechenden Alkohol-Derivate.296 Eine 

alternative Methode wurde durch die reduktive Aminierung der freien Carbonylgruppe von 

4-HNE unter Verwendung eines fluoreszierenden Amins beschrieben, welche eine indirekte 

Möglichkeit zur Analyse von Michael-Addukten verschiedener Proteine nach saurer 

Hydrolyse mittels HPLC-FLD eröffnete.299 Der massenspektrometrische Nachweis der 

proteingebundenen Michael-Addukte kann auch indirekt über die nominale Massenzunahme 

von +154 an den entsprechenden nucleophilen Aminosäuren erfolgen.300 Die zusätzliche 

Kondensation von Lysin an die Carbonylgruppe von 4-HNE würde zu einem crosslink-Addukt 

führen, welches bisher jedoch nur in Modellsystemen unter Beteiligung von Butylamin in 

organischen Lösungsmitteln nachgewiesen werden konnte.294 In wässrigen Systemen sind 

diese Strukturen hingegen nicht stabil.294 Eine stabile und fluoreszierende crosslink-

Modifikation (λex=362 nm, λem=436 nm) stellt hingegen 2-Alkyl-2-hydroxy-1,2-

dihydropyrrol-3-on iminium dar, welche aus einer Inkubation von Lysin mit 4-HNE isoliert 

wurde.301 Der postulierte Bildungsmechanismus erfordert eine Oxidation, wobei die Bildung 

der fluoreszierenden Substanz auch direkt aus 4-Oxononenal (4-ONE) sowie 

3,4-Dioxononenal erfolgen kann.302,303 Die charakteristische Fluoreszenz wurde genutzt um in 
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Inkubationen von RNAse mit 4-HNE einen Modifikationsgrad von ca. 1,8% des Lysins 

abzuschätzen.303 Eine strukturell analoge Struktur wurde in Modellsystemen auch für 4-HHE 

beschrieben.302,303 Eine zweite stabile Proteinmodifikation stellt 2-Pentylpyrrol (2-PPL) dar, 

welche sich nach Dehydratisierung von 4-HNE und Lysin ableitete und in gerösteten 

Erdnüssen nach enzymatischer Proteinhydrolyse im Bereich von 0,30-0,47 mg/kg Protein 

quantifiziert werden konnte.304 Diese Proteinmodifikation beschrieb jedoch nur 1% bzw. 2% 

der Konzentrationsabnahme von 4-HNE während des Röstprozesses mit einer Dauer von 

20 min bzw. 40 min.178 Daneben wurde in einer Inkubation von 4-HNE mit N2-Acetyllysin die 

Ausbildung einer Pyridin-Modifikation auf Grundlage des massenspektrometrischen 

Zerfallsspektrums postuliert.178 Eine strukturell analoge Pyridin-Struktur konnte bereits aus 

Inkubationen von 4-Hydroxypentenal mit Glycin isoliert und strukturell charakterisiert 

werden.305 Über die Reaktionen von Arginin mit 4-HNE ist hingegen wenig bekannt. Jedoch 

wurde die Ausbildung von 2-PPL an Arginin-Resten von Cytochrom c, welches zuvor mit 

4-HNE inkubiert wurde, auf Grundlage von massenspektrometrischen Experimenten 

postuliert. Eine finale Strukturaufklärung erfolgte jedoch nicht.306 Andere Autoren zeigten 

hingegen, dass die Guanidingruppen verschiedener Peptide inert gegenüber Reaktionen mit 

4-HNE waren.297,300 Dies wurde auch in Inkubationen von Erdnussproteinen mit verschiedenen 

molaren Verhältnissen von 4-HNE (pH 7,4, 37°C, 24 h) bestätigt, bei der es zu keiner 

Konzentrationsabnahme von Arginin kam, während bis zu 25% der Lysin-Reste modifiziert 

wurden.178  

2.4.4 Proteinmodifikationen durch 4-ONE 

 

Abbildung 21: Bildung stabiler Aminosäure-Modifikationen durch die Reaktionen von Aminosäuren mit 4-ONE. 

4-ONE stellt formal ein Oxidationsprodukt von 4-HNE sowie die deutlich reaktivere Spezies 

dar. Dies ist auf die bevorzugte Hydratisierung von Aldehydgruppen in wässrigen Systemen 

zurückzuführen. Während die Hydratisierung bei 4-HNE zu einer Maskierung des 
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1,2-ungesättigten Carbonyl-Systems führt, kann dieses bei 4-ONE durch die weitgehend nicht-

hydratisierte Keto-Funktion weiterhin ausgebildet werden.300 Die Geschwindigkeits-

konstanten k4ONE/k4HNE variierten im Bereich von 110-153 bzw. 6-10 für Reaktionen mit Thiol- 

bzw. Amin-Verbindungen.297 Die Reaktionen von 4-ONE mit Peptiden, welche Cystein, Lysin 

und Histidin enthielten, führten zu nominalen Massenzunahmen von +154. Dies wurde 

zunächst durch die Ausbildung der Michael-Addukte erklärt, welche an Position C2 oder C3 

erfolgen kann.297,307 Die weitere Addition eines Lysin-Restes an die freie Aldehydgruppe 

führte nach einer Paar-Knorr-Kondensation zur Ausbildung von 2,3- und 2,4-substituierten 

Pyrrolen, welche in Modellinkubationen nachgewiesen wurden.307–310 Auf der anderen Seite 

gingen hierbei auch Furan-Derivate hervor, welche sich durch die Cyclisierung der Michael-

Addukte ergaben.307,311 Nachfolgende Arbeiten von Zhu und Sayre identifizierten zusätzlich 

ein stabiles 4-Oxo-(N-5-amino-5-carboxypentyl)-nonansäureamid (4-Ketoamid), welches 

durch die Isomerisierung der initial gebildeten Schiffschen Base erklärt wurde.310,312 In 

Inkubationen von 6-Amino-2-[(2-benzamidoacetyl)amino]-hexansäure (Hippuryl-Lysin) und 

4-ONE wurde diese 4-Ketoamid-Modifikation nach zwei Tagen Inkubationszeit mit einer 

Ausbeute von ca. 1% gebildet, während die Schiffsche Base und das entsprechende Michael-

Addukt instabil waren.312 In Plasma HDL wurde 4-Ketoamid (15,3 ± 5,6 pmol/mg Protein) 

mittels LC-MS/MS quantifiziert und war bei Patienten mit familiärer Hypercholesterinämie 

erhöht.313 Daneben konnte die 4-Ketoamid-Modifikation indirekt nach Reduktion mittels 

NaBH4 in enzymatisch hydrolysierten Gewebeproteinen von Mäusen mit einer Apolipoprotein 

E Defizienz nachgewiesen werden.314 In Zellkultur wurden Lysin-Reste von Histon-Proteinen 

durch 4-Ketoamid modifiziert, wobei SIRT 2 eine Deacylase-Aktivität gegenüber dieser 

Modifikation in vitro zeigte.315,316  

 

Abbildung 22: Bildung stabiler Lysin-Modifikationen durch die Reaktion von Lysin mit 4-HPNE. 

4-Hydroxy-2(Z)-nonenyllysin stellt eine strukturell ähnliche 4-Ketoamid-Struktur dar, welche 

direkt aus der Reaktion von 4-HPNE mit Lysin hervor ging (Abbildung 22). Die Bildung soll 

ausgehend von der Schiffschen Base über eine Bayer-Villinger-Oxidation erfolgen.317 Analog 

hierzu verläuft der postulierte Bildungsmechanismus von N6-4-hydroxynonanoic acid-lysine 

(HNA-Lysin) über das initiale Michael-Addukt.317  
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Die physiologische Bedeutung von Arginin-Modifikationen von 4-ONE sind hingegen unklar 

und die Identifikation von einzelnen Strukturelementen beschränkte sich bisher vollständig 

auf Modellreaktionen. So führte die Inkubation von N2-Boc-Arginin mit 4-ONE zu einer 

cyclischen Halbaminal-Struktur, welche nach Erhitzen (80°C, 4 h) nahezu quantitativ in eine 

stabile Imidazol-Struktur dehydratisierte und im Ergebnis den Kondensationsprodukten von 

Arginin und 1,2-Dicarbonylen ähnelte (Abbildung 21).318 Die Dehydratisierung erfolgte in 

nachfolgenden Arbeiten auch bei 37°C über einen längeren Zeitraum.319 Die entsprechende 

Imidazol-Struktur wurde auch indirekt an der Guanidin-Gruppe von Arginin in Inkubationen 

von 4-ONE mit Peptiden bzw. Angiotensin massenspektrometrisch nachgewiesen.318,319  

2.4.5 Proteinmodifikationen durch 4,5-Epoxy-2-alkenale 

 

Abbildung 23: Bildung stabiler Lysin-Modifikationen durch die Reaktion von Lysin mit EP-decenal und EP-

heptenal. 

Im Grunde gehen aus den Reaktionen von 4,5-Epoxy-2-alkenalen mit Aminen drei 

verschiedene monomere Pyrrol-Derivate hervor.320 In Modellreaktionen von EP-heptenal mit 

Butylamin und Glycinmethylester stellten die initial gebildeten 1-Alkyl-2-(1-Hydroxyalkyl)-

Pyrrol-Strukturen keine stabilen Produkte dar und neigten zu weiterer Polymerisierung unter 

Ausbildung von Farbe sowie Fluoreszenz (λex=350 nm, λem=440 nm).321 Nachfolgende 

Inkubationen von Lysin mit EP-heptenal führten zu ε-Pyrrolylnorleucin, dessen postulierter 

Bildungsmechanismus mit der Freisetzung von Propanal begleitet war (Abbildung 23).322 

Dieses Pyrrol-Derivat wurde auch in einer Reihe von Lebensmitteln nach alkalischer 

Hydrolyse im Konzentrationsbereich von 0,24-6,36 µmol/g Lebensmittel mittels Kapillar-

Elektrophorese quantifiziert.323 Daneben kann die Bildung von ε-Pyrrolylnorleucin jedoch 

auch auf die Reaktionen von Lysin mit GO und GA zurückgeführt werden.324 In 

Modellsystemen von Phenylalanin mit EP-heptenal und EP-decenal wurden auch die 

entsprechenden N-substituierten 2-Ethyl- bzw. 2-Pentylpyrrol-Derivate nachgewiesen, 

während zeitgleich 2-Alkylfurane gebildet wurden.325 

2.4.6 Proteinmodifikationen durch 2-Hydroxyalkanale 

2-Hydroxyalkanale können als die kleinste Einheit von reduzierenden Zuckern aufgefasst 

werden. Dies ermöglicht neben den Kondensationen mit Aminen unter Ausbildung von 
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Schiffschen Basen auch die nachfolgenden Umlagerungen zu entsprechenden 1-Amino-2-

keto-Verbindungen, welche strukturell den Amadori-Produkten gleichen.326–328 In 

Inkubationen von N2-Hippuryl-Lysin und 2-Hydroxyheptanal konnte eine Pyridin-Struktur 

charakterisiert werden, welche die nahezu zeitgleich publizierten Ergebnisse von Liu und 

Sayre bestätigten.328 Letztere konnten in Modellreaktionen von 2-Hydroxybutanal und 

2-Hydroxyheptanal mit verschiedenen primären Aminen als auch N2-Benzyloxycarbonyl-

Lysin (N2-Cbz-Lysin) die stabilen und fluoreszierenden (λex=327 nm, λem=390 nm) 

4,5-dialkylierten-3-Oxo-Pyridin-Strukturen isolieren (Abbildung 24). Der postulierte 

Reaktionsmechanismus beinhaltete zunächst die Ausbildung eines Di-Amadori-Produkts, 

welches nach Cyclisierung und Oxidation zur stabilen Pyridin-Struktur führen sollte.326 Die 

Inkubationen von 2-Hydroxyheptanal mit 4-Alkylimidazol und N-Alkylguanidin-Derivaten, 

welche Modellsubstanzen für Reaktionen der Protein-Seitenketten von Histidin und Arginin 

darstellten, ergaben hingegen keine Bildungen von stabilen oder fluoreszierenden 

Substanzen.326 In Modellreaktionen von 2-Hydroxyheptanal mit RNAse konnte anhand der 

UV-Absorption abgeschätzt werden, dass etwa 3,8% der Lysin-Reste durch die entsprechende 

Pyridin-Struktur modifiziert waren. Der hohe Modifikationsgrad von Lysin (~75%) im 

Allgemeinen muss dabei überwiegend durch die Ausbildung von anderen Strukturelementen 

wie beispielsweise der einfachen Amadori-Produkte erklärt werden.307  

 

Abbildung 24: Bildung stabiler Lysin-Pyridin-Strukturen im Zuge der Lipidperoxidation (A) sowie Maillard-

Reaktion (B). Abkürzungen: 2-Ammonio-6-(3-oxidopyridinium-1-yl)hexanoat (OP-Lysin); lactaldehyde-derived 

pyridinium-type lysine adduct (LAPL), glyceraldehyde-derived pyridinium (GLAP) – 2-Ammonio-6-[4-

(hydroxymethyl)-3-oxidopyridinium-1-yl]-hexanoate (HOP), 1-(5-Amino-5-carboxypentyl)-3-(5-amino-5-

carboxy-pentylamino)pyridinium salt (meta-DLP), lactaldehyd-derived lysine dimer (LAK2).  
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Prinzipiell steht die Ausbildung der Pyridin-Proteinmodifikationen ganz im Einklang mit dem 

Reaktionsverhalten von Lactaldehyd und GA, welche ebenfalls als α-Hydroxy-

Carbonylverbindungen unter Beteiligung von Lysin sowie weiteren (Hydroxy-) Carbonylen 

zu einer Reihe von strukturell analogen Pyridin-Strukturen cyclisieren (Abbildung 24).14,329-332 

Darüber hinaus konnte in einer Modellinkubation von 6-Aminocapronsäure und 

2-Hydroxyheptanal auch ein 4-Pentylimidazol-Derivat isoliert werden, dessen 

Strukturelement unter Beteiligung von Lysin auch für die Quervernetzung von RNAse nach 

Inkubation mit 2-Hydroxyheptanal verantwortlich sein könnte.326  

2.4.7 Proteinmodifikationen durch Alkanale, 2-Alkenale und 2,4-Alkendienale 

Einfache Alkane können mit Lysin zunächst reversibel unter Ausbildung von Schiffschen 

Basen reagieren. Stabile Produkte gehen hingegen erst nach weiteren Reaktionen wie 

beispielsweise durch die bereits beschriebene Oxidation zu Amid-Strukturen hervor 

(Kapitel 2.4.1). Allgemein eröffnet eine Reduktion mittels Natriumcyanoborhydrid 

(NaBH3CN) jedoch eine analytische Möglichkeit für den indirekten Nachweis der 

entsprechenden Schiffschen Base über das stabile Amin. Beispielsweise ging N6-Hexyllysin 

in Modellsystemen aus Hexanal und Lysin nach Reduktion hervor.333 Auf der anderen Seite 

konnten in Modellsystemen, bei denen Propanal, Butanal und Hexanal mit Aminosäuren sowie 

primären Aminen reagierten, verschiedene substituierte Pyridin-Strukturen isoliert und 

charakterisiert werden.334,335 Nachfolgende Arbeiten identifizierten dann auch eine 

entsprechende 1,2,3,5-substituierte Lysin-Pyridin-Modifikation in verschiedenen 

Modellsystemen unter Beteiligung von Hexanal, wobei der postulierte Bildungsmechanismus 

drei Moleküle Hexanal beinhaltet und über mehrere Aldol-Kondensationen sowie 

Oxidationsreaktionen verlaufen soll (Abbildung 25).336 Die Reaktionen von Alkenalen mit 

Nucleophilen sind überwiegend durch die initialen Reaktionen unter Ausbildung der Michael-

Addukte sowie der Schiffschen Basen verstanden, welche bereits in Kapitel 2.4.3 diskutiert 

wurden.337 Insbesondere freie Cystein-Reste von Modellpeptiden reagierten mit Acrolein unter 

Ausbildung labiler Michael-Addukte, wobei dies auch die Reaktivität für die nachfolgende 

Ausbildung einer Schiffschen Base erhöhte.337 Der Nachweis von Michael-Addukten von 

2-Alkenalen erfolgte in enzymatisch hydrolysierten Proteinen von Gewebeproben. Hierbei 

wurden die freien Carbonylgruppen der Seitenkettenmodifikationen der Proteine mittels 

Biotin-Tags modifiziert, welcher die nachfolgende Affinitätsreinigung in Kombination mit der 

massenspektrometrischen Analyse ermöglichte. In Mitochondrien, welche aus Herzen von 

Ratten isoliert wurden, konnten 85% der Modifikationen auf Cystein, 12% auf Histidin und 

nur 3% auf Lysin zurückgeführt werden.338 Innerhalb dieser modifizierten Protein-

Seitenketten wurde der überwiegende Teil durch Acrolein (84%) hervorgehoben, während zu 

geringeren Teilen Peptide durch Crotonaldehyd, 4-HHE, 4-HNE oder 4-ONE modifiziert 

wurden.338 Auf der anderen Seite könnten Aldehyde, welche cyclische Halbacetale der 
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entsprechenden Michael-Addukte ausbilden, im Zuge der Aufarbeitung deutlich diskriminiert 

worden sein.339 Die Gehalte an Michael-Addukten von Cystein und Acrolein korrelierten im 

Tiermodell auch mit oxidativem Stress und waren gegenüber der Kontrollgruppe erhöht.339 

Auf der anderen Seite war N7-(3-Propanal)-Histidin in oxidierten LDL für etwa 10% der 

Abnahme von Histidin verantwortlich.340 Daneben waren auch die Bildungen von Pyridin-

Proteinmodifikationen aus den Reaktionen von 1,2-ungesättigten Carbonylverbindungen mit 

Lysin verstanden. So wurden entsprechende Pyridin-Derivate von Acrolein, Crotonaldehyd, 

2-Hexenal, 2-Heptenal, 2-Octenal, 2-Nonenal und 2,4-Decadienal bereits in verschiedenen 

Modellsystemen beschrieben (Abbildung 25).341-346 Beispielsweise wird N6-(3-

Methylpyridinium)-Lysin (MP-Lysin) aus der Reaktion von Lysin mit zwei Molekülen 

Acrolein gebildet.341 Analog zu diesem Mechanismus cyclisiert das Lysin-Crotonaldehyd-

Addukt zu dem strukturellen Pendant N6-(5-Ethyl-2-methylpyridinium)-Lysin (EMP-

Lysin).342 Weitere Beispiele für Alkyl-Pyridin-Proteinmodifikationen stellen N6-[(3-Hept-1-

enyl)-4-hexylpyridinium]-Lysin (HHP-Lysin) und N6-[(3-Pent-1-enyl)-4-butylpyridinium]-

Lysin (BBP) dar, welche aus den Reaktionen von Lysin mit 2-Nonenal bzw. 2-Heptenal 

hervorgehen.343,344  

Darüber hinaus konnten einige Strukturen in Lebensmitteln oder in physiologischen Systemen 

nachgewiesen werden. MP-Lysin wurde in Erdnüssen quantifiziert und die Bildung korrelierte 

mit der Röstzeit.347 In Modellsystemen beschrieb MP-Lysin bei geringer Acrolein-

Konzentration nahezu quantitativ die Lysin-Modifikationen von Erdnussproteinen, während 

die Bedeutung bei höheren Konzentrationen von Acrolein deutlich zurücktrat.347 Eine zu MP-

Lysin strukturell analoge Verbindung, welche aus Carnosin und Acrolein hervorging, konnte 

in menschlichem Urin quantifiziert werden und könnte eine Bedeutung hinsichtlich der 

Detoxifikation von freiem Acrolein in vivo haben.348 Hingegen konnte MP-Lysin auch direkt 

in oxidierten LDL identifiziert werden.340 Daneben konnten die cis- und trans-Isomere der 

Pyridin-Strukturen aus 2-Nonenal in Gewebeproben von Mäusen nachgewiesen werden, 

welche zuvor durch einen intraperitoneal injizierten Komplex aus Eisenionen (Fe3+) und 

Nitrilotriessigsäure oxidativen Stress ausgesetzt wurden.343 Ein direktes Folgeprodukt des 

Michael-Addukts von Lysin und Acrolein stellt die heterocyclische Verbindung 

N6-(3-Formyl-3,4-dehydropiperidino)-Lysin (FDP-Lysin) dar, welche sich nach einer 

weiteren Michael-Addition sowie Aldol-Reaktion und Dehydratisierung ergibt 

(Abbildung 25). Dieses konnte bereits in oxidierten LDL nachgewiesen werden.90 Eine 

entsprechende analoge Struktur von Crotonaldehyd stellt Dimethyl-FDP-Lysin dar.342,349 Aus 

der Reaktion von Acrolein und N2-t-Boc-Arginin ging ein cyclisches Produkt hervor, welches 

in Modellsystemen nachgewiesen wurde.350 In Inkubationen von Erdnussproteinen mit 

Acrolein wurden jedoch die Seitenketten von Lysin und Histidin deutlich stärker modifiziert, 

als die entsprechenden Guanidingruppen von Arginin.347 Dies deckte sich auch mit 
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Modellreaktionen von Humanalbumin mit Acrolein, wobei bevorzugt Lysin- und Histidin-

Seitenketten strukturell verändert wurden, während Arginin inert war.351 Auch für mehrfach 

ungesättigte Alkenale sind Reaktionen mit Aminosäuren bekannt. Beispielsweise reagierte 

2,4-Decadienal in Inkubationen mit Lysin unter Ausbildung der Schiffschen Basen, während 

Cystein und Histidin entsprechende Michael-Addukte bzw. Enamine ausbildeten.352,353 In 

Inkubationen von RNAse und β-Lactoglobulin führte 2,4-Decadienal zu einem ähnlichen 

Ausmaß an Proteinquervernetzungen, wie durch 4-HNE oder 4-ONE. Über den Strukturtyp 

ist jedoch nichts bekannt.307  

 

Abbildung 25: Bildung von heterocyclischen Lysin-Modifikationen aus den Reaktionen von Lysin mit Acrolein 

und Crotonaldehyd (A), 2-Hexenal, 2-Heptenal und 2-Nonenal (B) sowie Hexanal (C). 

2.5 Proteinquervernetzungen in Lebensmitteln 

2.5.1 Bildung von Isopeptidbindungen durch Transaminierung 

Neben der Maillard-Reaktion und der Lipidperoxidation führen weitere Bildungswege zu 

Quervernetzungen von Proteinen in Lebensmitteln. So katalysiert die Transglutaminase die 

Ausbildung einer Isopeptidbindung zwischen proteingebundenem Glutamin und Lysin 

(Abbildung 26). Hierbei wird die Amid-Bindung von Glutamin unter Bildung eines 

proteingebundenen Thioesters aktiviert, welcher folgend entsprechend des bereits diskutierten 

Acylierungsmechanismus mit Lysin kondensiert.354 Der gezielte Einsatz der Transglutaminase 

wird z.B. bei der Herstellung von Fleisch-, Soja- oder Getreideerzeugnissen 

lebensmitteltechnologisch genutzt.17,355 Nur unter drastischer Temperaturführung (130°C, 1 h) 
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kann eine Isopeptidbindung auch durch eine direkte nicht-enzymatische Reaktion von Lysin 

mit Glutamin bzw. Asparagin ausgebildet werden.356,357 N6-Glutamyllysin konnte in 

Lebensmitteln nach enzymatischer Proteinhydrolyse im Konzentrationsbereich von 

0,5-371 mg/kg Protein quantifiziert werden. Hierbei zeigten verschiedene Fleisch- 

(37-197 mg/kg Protein) und Fischprodukte (30-143 mg/kg Protein) im Mittelwert die höchsten 

Konzentrationen, während Milchprodukte kein N6-Glutamyllysin enthielten.358 Es gibt 

Hinweise darauf, dass höhere Organismen N6-Glutamyllysin enzymatisch metabolisieren 

können. So katalysiert beispielsweise die γ-Glutamylamin-Cyclotransferase die Freisetzung 

von Lysin und in Fütterungsexperimenten konnten Ratten modifiziertes Casein, welches zuvor 

mit einer Transglutaminase behandelt wurde, als Lysin-Quelle nutzen.359,360  

 

Abbildung 26: Ausbildung von Isopeptidbindungen zwischen Glutamin und Lysin katalysiert durch die 

Transglutaminase. 

2.5.2 Proteinmodifikationen ausgehend von Dehydroalanin  

Unter alkalischen Bedingungen werden Dehydroalanin-Strukturen ausgehend von der 

β-Eliminierung von Cystein, Serin oder den entsprechenden substituierten Derivaten gebildet 

(Abbildung 27). Für die Eliminierung wurde sowohl ein einstufiger als auch ein zweistufiger 

Mechanismus vorgeschlagen. Bei Letzterem kommt es zunächst zu einer Abstraktion des 

α-Protons unter Ausbildung eines Carbanions, welches prinzipiell reversibel und unter 

Racemisierung rückreagieren kann.361 In einem zweiten Schritt wird dann die Dehydroalanin-

Struktur durch eine Eliminierung der entsprechenden Abgangsgruppen gebildet. Im Sinne 

eines einstufigen Mechanismus verläuft hingegen die Abstraktion des Protons und die 

Eliminierung der entsprechenden Abgangsgruppe in einem Schritt.361 Prinzipiell geht die 

Bildungseffizienz von Dehydroalanin-Strukturen mit der Qualität der Abgangsgruppe einher, 

sodass insbesondere die in Casein vorkommenden Phospho- und Glyko- modifizierten Serin-

Reste deutlich bessere Abgangsgruppen als die Hydroxygruppe des nativen Serins 

darstellen.362 Die gezielte Hydrolyse von Phosphoserin durch den Einsatz von Phosphatasen 

kann der Bildung von Dehydroalanin sowie der nachfolgenden Reaktionsprodukte deutlich 

entgegenwirken.363,364 Grundsätzlich steht Dehydroalanin den weiteren Reaktionen mit 

Nucleophilen wie Histidin-, Cystein-, Ornithin- oder Lysin-Resten zur Verfügung. Dies führt 

zur Ausbildung der stabilen crosslink-Proteinmodifikationen Histidinoalanin, Lanthionin, 

Ornithinoalanin und Lysinoalanin (LAL) (Abbildung 27).361 Strukturell analoge 

Verbindungen ergeben sich nach Addition der entsprechenden Aminosäuren an die Methyl-

Dehydroalanin-Struktur, welche nach einer Eliminierungsreaktion aus Threonin hervorgeht.361 

Die Proteinquervernetzung durch LAL und Histidinoalanin wurde vorallem in 
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Milchprodukten beschrieben (Tabelle 9), wobei letzteres ein Verhältnis der N-τ- und N-π-

Isomere von etwa 8:1 zeigte. N-τ-Histidinoalanin wurde im Bereich von 50-1800 mg/kg 

Protein in einer Reihe von Milchprodukten quantifiziert und lag somit in einer Größenordnung 

mit LAL.365 Die Identifizierung der entsprechenden Lysinomethylalanin- und 

Histidinomethylalanin-Derivate begrenzte sich jedoch auf Modellreaktionen, während diese 

in Milchprodukten nicht nachweisbar waren.366 In ultrahocherhitzter Milch (UHT-Milch) lag 

der Median von LAL (~28 mg/kg Protein) in der Größenordnung von CML 

(~34 mg/kg Protein).367  

 

Abbildung 27: Bildung stabiler Proteinmodifikationen durch die Reaktionen von Dehydroalanin mit Aminosäuren.  

Tabelle 9: Konzentrationen von Histidinoalanin, LAL und Lanthionin in Lebensmitteln. 

Matrix Behandlung Histidinoalanin LAL Lanthionin Literatur 

  [mg/kg Protein]  

Magermilch  100°C, 30-120 min 450-2022 630-1430 n.b 

365 
Kondensmilch   950-1800 410-660 n.b. 

Natriumcaseinat   50-550 50-2200 n.b. 

Säuglingsnahrung   n.w. n.w.-180 n.b. 

Casein-Lösung 140°C, 60 s 

140°C, 150 s 

91 

149 

165 

310 

n.b. 
368 

Milch sterilisiert n.b 224-653 n.b. 
369 

 pasteurisiert n.b. 17-47 n.b. 

Milch UHT n.b. 22-37 n.b. 
367 

Säuglingsnahrung  n.b. 39-166 n.b. 

Gebackene Brezeln 250°C, 3 min und 135°C, 10 min n.b 2097 10400 370 

Milch UHT n.b. 253  21  371 
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3 Zielstellung 
 

Die Maillard-Reaktion führt zu Modifikationen der proteinogenen Aminosäuren Lysin und 

Arginin, welche insbesondere bei der Zubereitung von Lebensmitteln forciert werden. Die so 

gebildeten AGEs stellen eine strukturell heterogene Gruppe an irreversiblen 

Proteinmodifikationen dar, deren Gehalte stark von den Prozessierungs-Bedingungen 

abhängig sind. Die Frage der ernährungsphysiologischen Wertigkeit von entsprechend 

modifizierten Proteinen geht auch mit einer Struktur-Wirkungsbeziehung einher, die auf einer 

validen Strukturaufklärung sowie Analytik einzelner AGEs basieren muss. Trotz der 

umfangreichen Untersuchungen von Lebensmitteln innerhalb der letzten drei Jahrzehnte wird 

das Ausmaß von Proteinmodifikationen in Lebensmitteln auf Grundlage von nur wenigen 

ausgewählten AGEs beschrieben. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war der analytische Transfer von GO- und MGO-AGEs, welche 

aus Modellinkubationen von GO und MGO mit Lysin oder Arginin bekannt waren, auf zwei 

Lebensmittelmatrices. Hierbei lag der Fokus auf den Untersuchungen von Fleisch sowie 

Backwaren, welche eine wichtige Rolle in der westeuropäischen Diät einnehmen. Neben der 

reinen Identifizierung sollten deren Bildungen mit intrinsischen als auch exogenen 

Einflussfaktoren in Verbindung gebracht werden. Im Hinblick auf die analytischen 

Herausforderungen, die sich aus den komplexen Matrices und den geringen Konzentrationen 

ergeben, stellt die Hochleistungs-Flüssigchromatographie mit gekoppelter Tandem-

Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) die Methode der Wahl dar. Insbesondere über die 

Bedeutung von crosslink-AGEs war bisher in Lebensmitteln wenig bekannt, obwohl diese 

durch intra- und intermolekulare Proteinquervernetzung in einem besonderen Maße zu 

veränderten physikochemischen Eigenschaften der Proteine führen können. In diesem Kontext 

ist auch die Identifikation von völlig neuen Strukturelementen wichtig. Eine Arbeitshypothese 

lag bei der Ausbildung von Amidin-AGEs während der Zubereitung von Lebensmitteln, 

welche aus den Reaktionen von Lysin mit GO und MGO hervorgehen sollen. Für den Beleg 

dieser These ist zunächst die Entwicklung einer organischen Synthesestrategie sowie die 

umfassende spektroskopische Charakterisierung der authentischen Referenzstrukturen nötig. 

Nachfolgend muss eine Kompatibilität mit den bereits etablierten Verfahren zur 

Proteinisolierung sowie Proteinhydrolyse evaluiert werden und schließlich alle Analyten in 

eine chromatographische Methode eingebunden werden. In einem zweiten Teil der 

vorliegenden Arbeit sollten dann Proteinmodifikationen in Lebensmitteln nachgewiesen 

werden, die spezifische Markerstrukturen für das Lipidperoxidationsprodukt MDA darstellen 

und deren quantitative Bedeutungen in Lebensmitteln bisher völlig unbekannt sind. Die 

Etablierung analytischer Methoden zur Quantifizierung dieser Markersubstanzen eröffnet eine 

Möglichkeit für den direkten Vergleich zwischen Maillard-Reaktion und Lipidperoxidation 
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hinsichtlich der Bildung von Proteinmodifikationen während der Zubereitung von 

Lebensmitteln. Neben der reinen Analytik einzelner AGEs sollte die vorliegende Dissertation 

auch zu einem besseren mechanistischen Verständnis der entsprechenden Bildungswege in 

Lebensmitteln beitragen. Allgemein wird dies durch die parallelen Bildungsmöglichkeiten von 

AGEs erschwert, welche auch unabhängig von 1,2-Dicarbonylverbindungen verlaufen. Der 

gezielte Einsatz von Modellinkubationen eröffnet jedoch eine Möglichkeit die Bedeutung 

einzelner Reaktionswege abzuschätzen. Die prozessbegleitende Analytik von verschiedenen 

AGE-Präkursoren während der Zubereitung von Lebensmitteln ist somit für das Verständnis 

der mechanistischen Hintergründe der AGE-Bildung essentiell. Während grundsätzlich in der 

Literatur bereits analytische Methoden zusammen mit entsprechenden Strategien der 

Derivatisierung für verschiedene Carbonylverbindungen beschrieben sind, müssen die exakten 

Reaktionsbedingungen zusammen mit matrixangepassten Aufarbeitungsmethoden 

hinsichtlich eines hohen Probendurchsatzes entwickelt werden. Daneben sollten in den 

verschiedenen Matrices jeweils der mechanistische Ursprung von 1,2-Dicarbonylen 

abgeschätzt werden, welcher durch verschiedene Reaktionswege wie beispielsweise dem 

Abbau von Kohlenhydraten oder Lipiden erklärt werden könnte.   
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4 Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 
 

4.1 Bildung von AGEs durch das Erhitzen von Schweinefleisch  

 

4.1.1 Vergleichende Analyse von GO- und MGO-AGEs in gebratenem 

Schweinefleisch 

Fleisch ist ein fett- sowie proteinreiches Lebensmittel (Tabelle 10), welches während der 

entsprechenden Zubereitung wie beispielsweise Braten, Backen oder Grillen Temperaturen 

von 150°C-200°C ausgesetzt wird. Dies forciert grundsätzlich zum einen die Oxidation von 

Lipiden und zum anderen den Abbau von Kohlenhydraten, wobei beide Reaktionswege im 

Ergebnis zu der Ausbildung von stabilen Proteinmodifikationen (AGEs bzw. ALEs) führen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Bratzeit auf die Bildung von stabilen GO- 

und MGO-AGEs sowie Intermediaten der Maillard-Reaktion umfassend analysiert. Hierbei 

wurde Schweinehackfleisch gewählt, welches in einem Bratversuch in Form von definierten 

Patties mit einer Dicke von jeweils 1 cm mit einem Kontaktgrill bei 200°C für je 3,5 und 8 min 

gebraten wurde. Die Kerntemperatur erreichte nach 5 min 95°C und blieb folgend konstant 

(Abbildung 28). Aufgrund des steigenden Bratverlusts mit fortlaufender Bratzeit wurden die 

Proben für eine Standardisierung der späteren Analysen lyophilisiert und entfettet.   

 

Abbildung 28: Veränderung der Kerntemperatur (A) sowie des Bratverlusts (B) beim Grillen (200°C) von 

Schweinehackfleisch. 

Tabelle 10: Nährstoffzusammensetzung von rohem Schweinehackfleisch. 

Wasser Fett Protein Asche Hydroxyprolin pH-Wert 

[g/100g Fleisch] (-) 

66,2 ± 0,7 15 ± 2 18 ± 2 0,90 ± 0,02 0,17 ± 0,02 6,0 

 

Die vorliegende Arbeit setzte ihren Fokus auf die massenspektrometrische Quantifizierung 

von AGEs in Fleisch, welche aus den Isomerisierungsreaktionen von GO und MGO mit Lysin 

hervorgehen. Die Analyse von proteingebundenen AGEs erforderte das Vorliegen der 

einzelnen (modifizierten) Aminosäuren und damit verbunden die vorhergehende Spaltung der 



 
48 4 Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 

Peptidbindungen. Neben der salzsauren Proteinhydrolyse (6 M HCl, 110°C, 20 h) stellt die 

(mehrstufige) enzymatische Hydrolyse eine Alternative dar, welche beim Nachweis von 

säurelabilen AGEs Anwendung findet.372 Die Etablierung einer enzymatischen 

Proteinhydrolyse von komplexen Lebensmitteln gelang bisher jedoch nur wenigen 

Arbeitsgruppen.55,217 Dies begrenzte somit auch das AGE-Spektrum in Fleisch überwiegend 

auf die säurestabilen Proteinmodifikationen CML und CEL (Tabelle 11). In der vorliegenden 

Arbeit trug die erfolgreiche enzymatische Proteinhydrolyse mittels Endo- und Exopeptidasen 

hingegen wesentlich zum mechanistischen Verständnis der nicht-enzymatischen 

Proteinmodifikation in Fleisch bei. So wurden in der vorliegenden Arbeit zusätzlich neben den 

säurelabilen Amid-Strukturen GALA und N6-Lactoyllysin auch die crosslink-

Proteinmodifikationen GOLA, MOLA, GOLD, MOLD sowie die neuartigen Amidin-AGEs 

glyoxal lysine amidine (GLA) und methylglyoxal lysine amidine (MGLA) erstmalig in Fleisch 

quantifiziert.373 Die Bedeutung dieser crosslink-AGEs in Lebensmitteln wird speziell in 

Kapitel 4.3 diskutiert.  

 

Abbildung 29: Bildung von GO- und MGO-AGEs während des Grillens von Schweinehackfleisch. 

In rohem Fleisch stellte CML die quantitativ bedeutendste AGE-Proteinmodifikation dar und 

überstieg mit 3,0 mg/kg die Gehalte von CEL (0,9 mg/kg) etwa um das Dreifache. Das Braten 

führte zu einer Zunahme von beiden AGEs, welche sich durch die thermisch induzierten 

Kondensationen von 1,2-Dicarbonylen mit Lysin erklärten. Die von MGO abgeleitete Lysin-

Modifikation CEL stieg steil an und erreichte nach 8 min Bratzeit ca. 40 mg/kg, während CML 

nur einen moderaten Anstieg verzeichnete und nach 5 min Bratzeit bei einem Gehalt von ca. 

9 mg/kg konstant blieb (Abbildung 29). In der Literatur wurde das relative Verhältnis von 

CML zu CEL in zubereitetem Schweinefleisch kontrovers diskutiert, wobei die in der 

vorliegenden Arbeit ermittelten Absolutwerte mit den bisher bekannten Schwankungsbreiten 

vergleichbar waren (Tabelle 11). Während einige Autoren von doppelten bis dreifach höheren 

Konzentrationen von CML gegenüber CEL berichteten, führten andere nahezu umgekehrte 

Verhältnisse auf.374–377 Dies wurde auf die grundsätzlich unterschiedlichen Bedingungen der 

Prozessierung wie Temperatur und Zeit sowie die Art des verwendeten Fleisches 



 
49 4 Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 

zurückgeführt. Beispielsweise zeigte Yu et al., dass Sterilisieren (121°C, 30 min) zu einem 

Verhältnis von CML zu CEL von ca. 1:2 führte, während es nach einer Pasteurisierung (85°C, 

4 h) nahezu umgekehrt war. Bei ca. 60% der Fleischprodukte, welche von Scheijen et al. 

analysiert wurden, waren die Gehalte von CEL größer als von CML.15 Ein klarer 

mechanistischer Hintergrund für diese unterschiedlichen Verhältnisse von GO- und MGO-

AGEs wurde in der Literatur bisher jedoch nicht dargelegt. In der vorliegenden Arbeit wurde 

das Verhältnis von CML gegenüber CEL von 3:1 (rohes Fleisch) durch das Grillen deutlich 

auf die Seite von CEL verschoben, sodass nach 8 min ein Verhältnis von 1:5 resultierte. Die 

Bildung von CML erfolgt neben der Kondensation von Lysin mit GO zusätzlich aus der 

oxidativen Fragmentierung von Amadori-Produkten, während MGO bisher die einzige 

quantitativ bedeutende Vorläuferstruktur von CEL darstellte (Kapitel 2.3). Interessanterweise 

ging CEL auch in einem Silica-Modellsystem aus der Reaktion von Lysin mit Lactat beim 

quasi wasserfreien Erhitzen (180°C) hervor, jedoch sind diese drastischen 

Reaktionsbedingungen nicht mit den üblichen Prozessierungs-Bedingungen von 

Lebensmitteln vergleichbar.378 

Die nachfolgende Analyse der für GO und MGO charakteristischen Amid-Strukturen GALA 

und N6-Lactoyllysin, als auch der crosslink-AGEs (Kapitel 4.3.2.2) bestätigten den steileren 

Kurvenverlauf von MGO-AGEs während des Bratprozesses (Abbildung 29), welcher durch 

eine deutlich höhere Bildung von MGO gegenüber GO erklärt werden muss.  

Tabelle 11: Konzentrationen von CML und CEL in rohem sowie zubereitetem Fleisch.  

Matrix Prozessierung rohes Fleisch prozessiertes Fleisch Literatur 

  CML CEL CML CEL  

  [mg/kg]  

Rindfleisch Sterilisieren (121°C, 10 min) 4,4 3,9 13,0 11,7 

374 Schweinefleisch 2,9 1,7 9,5 3,5 

Hühnchen 2,5 1,3 7,7 3,7 

Rindfleisch Grillen (232°C, 16 min) 2,1 n.b 21,8 n.b. 

375 
Backen (177°C, 45 min) 14,3 

Schweinefleisch Grillen, (232°C, 14 min) 2,0 n.b. 20,4 n.b. 

Backen (177°C, 35 min) 12,5 

Schweinefleisch Sterilisieren (121°C, 10 min) 
2,3 1,6 

11,7 5,9 
376 

 Sterilisieren (121°C, 30 min)  17,0 8,7 

Schweinefleisch Pasteurisieren (85°C, 4 h) 
6,2 2,3 

22,3 9,9 
377 

Sterilisieren (121°C, 30 min) 18,4 32,7 

 

Bisher war in der Literatur nur wenig über die Konzentrationen von GO und MGO in 

Fleischprodukten sowie deren Veränderungen während der Zubereitung bekannt. Roldan et al. 

untersuchte Maillard-Reaktionsprodukte in zubereiteter Lammlende, jedoch lagen GO und 

MGO unterhalb der Nachweisgrenze von 1 mg/kg.379 Maasen et al. hingegen quantifizierte in 

einer Reihe von Fleischprodukten höhere Gehalte an MGO (1,6-3,9 mg/kg) im direkten 
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Vergleich zu GO (0,3-2,6 mg/kg), wobei dies durch die vorliegende Arbeit bestätigt werden 

konnte.53 

Für ein weitergehendes Verständnis wurden in der vorliegenden Arbeit die Gehalte an MGO 

und GO mittels HPLC-MS/MS untersucht. Die Analytik dieser 1,2-Dicarbonyl-Strukturen 

wird durch deren Reaktivität erschwert und erfordert allgemein eine Derivatisierung der 

entsprechenden wässrigen Lebensmittel-Extrakte, welche in der vorliegenden Arbeit mittels 

o-Phenylendiamin unter Ausbildung der respektiven stabilen Chinoxaline erfolgte. Die direkte 

Quantifizierung der 1,2-Dicarbonylverbindungen in den Fleischproben bestätigte auch direkt 

die stärkere Zunahme von MGO gegenüber GO beim Erhitzen (Abbildung 30). Während in 

rohem Fleisch ein Verhältnis von GO zu MGO von ca. 4:1 vorlag, führte das Braten zu einer 

Abnahme von GO um ca. 30%, welche durch die Folgereaktionen sowie der Ausbildung von 

AGEs erklärt werden kann. Prinzipiell geht MGO gleichermaßen Reaktionen mit 

beispielsweise Proteinen ein, dennoch war ein nahezu linearer Anstieg von MGO während der 

gesamten Bratzeit feststellbar. Dies muss durch die Neubildungen von MGO aus Präkursoren 

erklärt werden, welche die Folgereaktionen deutlich überstiegen. Nach 8 min Bratzeit wurde 

etwa die doppelte Menge MGO gegenüber GO quantifiziert. In den gebratenen Fleischproben 

lagen die Gehalte von GO hingegen stets unterhalb der Anfangskonzentration des rohen 

Fleisches, wodurch auch ein geringerer Anteil für Folgereaktionen mit Proteinen unter 

Ausbildung von AGEs zur Verfügung stand.  

 

Abbildung 30: Veränderungen der Konzentrationen von 1,2-Dicarbonylen (A) sowie Kohlenhydraten (B) während 

des Grillens von Schweinehackfleisch. 

Beide 1,2-Dicarbonylverbindungen werden durch die Maillard-katalysierten 

Fragmentierungen von Zuckern gebildet, wobei für ein weitergehendes Verständnis die 

Kohlenhydrate in rohem und gebratenem Fleisch analysiert wurden. Hierbei wurden wässrige 

Extrakte der Fleischproben mittels 1-Naphtylamin reduktiv behandelt, wobei die 

Carbonylgruppen der vorhandenen Zucker so durch einen unpolaren, als auch 

fluoreszierenden Rest modifiziert wurden.380 Dies ermöglichte die parallele Analytik mittels 

reversed phase (RP)-HPLC sowohl mit Fluoreszenz- als auch massenspektrometrischer 

Detektion. In Übereinstimmung mit der Literatur stellten Glucose, Glucose-6-phosphat und 
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Ribose die quantitativ bedeutendsten Kohlenhydrate in rohem Schweinehackfleisch dar 

(Abbildung 30).381–383 Verschiedene Reaktionsprodukte aus Ribose und Cystein ergeben in 

gebratenem Fleisch die produkttypischen Aromakomponenten.384,385 Die Bildung von Ribose 

im Fleisch lässt sich mechanistisch aus Adenosintriphosphat erklären, welches während der 

Fleischreifung durch eine Reihe von enzymatischen Dephosphorylierungs- und 

Deaminierungsreaktionen zu Inosin-Monophosphat umgewandelt wird. Die anschließende 

Hydrolyse führt zur Bildung von Ribose-5-phosphat bzw. Ribose, wobei grundsätzlich beide 

Strukturen potente Reaktionspartner hinsichtlich der Maillard-Reaktion darstellen.386,387 Die 

Bildung von Glucose-6-phosphat erfolgt hingegen in der Initialphase der Glykolyse, bei der 

Glucose durch die Hexokinase zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert wird, welches über die 

Hexosephosphat-Isomerase mit Fructose-6-phosphat im Gleichgewicht steht.388 Das Braten 

führte gleichermaßen zu einer Abnahme von Glucose, Ribose und Glucose-6-phosphat auf ca. 

30% der Anfangskonzentrationen. Für einen direkten Vergleich der Ausbeuten von CML und 

CEL, welche letztlich beide aus aminkatalysierten Abbaureaktionen von Kohlenhydraten 

hervorgehen, wurden verschiedene Zucker mit N2-t-Boc-Lysin bei 50°C in Phosphatpuffer 

(pH 7,4) inkubiert. Die Reaktivität von Kohlenhydraten ist von der Verfügbarkeit der 

offenkettigen Struktur abhängig, wobei für die Bildung von AGEs galt 

Pentosen > Hexosen >> Dissacharide.389 In allen Modellsystemen unter Beteiligung von N2-t-

Boc-Lysin und den entsprechenden reduzierenden Zuckern zeigte CML jedoch durchwegs 

eine schnellere Bildungskinetik gegenüber CEL (Tabelle 12). Unter der Voraussetzung, dass 

die grundsätzlichen Reaktivitätsunterschiede auch auf die Reaktionen im Fleisch während des 

Grillens übertragbar sind, lässt sich alleinig durch die Fragmentierung von Ribose oder 

Glucose nicht der Konzentrationsunterschied zwischen CEL und CML erklären. Die Zunahme 

von CEL bzw. MGO während des Bratens muss somit auf einen alternativen Bildungsweg 

zurückgeführt werden.  

Tabelle 12: Bildung von CML und CEL in den Inkubationen von 40 mM N2-t-Boc-Lysin mit verschiedenen 

Zuckern (100 mM) in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 50°C nach 48 h.  

Analyt Ribose Glucose Maltose 

 [mmol/mol Lysin] 

CML 37,8  6,8  3,0  

CEL 2,6  0,2  0,003  

 

In Lebensmitteln stellen DHAP und G3P, welche als Schlüsselintermediate der Glykolyse 

verstanden sind, wichtige Vorläuferstrukturen für MGO dar und werden beispielsweise 

während fermentativer Vorgänge im Zuge des Metabolismus von Hefen gebildet.55 Von einer 

mechanistischen Sichtweise aus verläuft die Bildung von MGO hierbei durch die nicht-

enzymatische Phosphatelimierung des Enolisierungsprodukts 3-Phospho-1,2-endiol 
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(Abbildung 31). Prinzipiell korrelierte die Bildung von MGO mit der Geschwindigkeit der 

Enolisierung, wobei diese bei G3P ca. 13 mal schneller verläuft als bei DHAP.47 In einem 

wässrigen Modellsystem konnten beispielsweise 90% von G3P und 15% von DHAP bereits 

nach 2 h bei 37°C in Phosphatpuffer (pH 7,4) abgebaut werden.47 In der Literatur wurden beide 

Triosephosphate bereits in Fleisch quantifiziert.390,391 Über deren Veränderungen während der 

Zubereitung von Fleisch war bisher jedoch nichts bekannt. Im Gegensatz zu den in der 

Literatur oftmals vorgestellten enzymatischen Methoden wurden G3P und DHAP in der 

vorliegenden Arbeit durch die bereits beschriebene selektive und sensitive 

massenspektrometrische Analyse nach reduktiver Aminierung mittels 1-Naphtylamin 

quantifiziert. In rohem Fleisch lag die Summe der Triosephosphate bei ca. 40 µmol/kg 

fettfreier Trockenmasse und das Grillen führte nach 8 min zu einem quantitativen Abbau. 

Unter der Annahme einer quantitativen Umwandlung von G3P und DHAP in MGO, könnten 

somit ca. 50% der freien MGO-Konzentrationen nach 8 min Bratzeit durch den Abbau der 

Triosephosphate erklärt werden (Abbildung 31). 

 

Abbildung 31: Veränderungen der Konzentrationen der Triosephosphate G3P und DHAP sowie Bildung von 

MGO beim Grillen von Schweinehackfleisch (A). Schematische Darstellung der Bildung von MGO aus 

Triosephosphaten (B). 

Neben dem Abbau von Kohlenhydraten stellt die Lipidperoxidation in fettreichen 

Lebensmitteln wie Fleisch einen weiteren potentiellen Bildungsweg für GO und MGO dar 

(Kapitel 2.1.2.5). Beispielsweise führte das Erhitzen von einer Reihe an Fetten, inklusive 

Butter und Margarine bei Temperaturen von 200°C zu der dreifachen Menge an MGO im 

Vergleich zu GO.116 Dies gab einen ersten Hinweis darauf, dass die Lipidperoxidation eine 

weitere Erklärung für die höheren Gehalte von MGO in gebratenem Fleisch liefern könnte. 

Diese Hypothese konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit widerlegt werden. Der Beitrag der 

Lipidperoxidation hinsichtlich der Bildung von GO und MGO wurde umfassend in 

eigenständigen Experimenten evaluiert, welche in Kapitel 4.2.1 vorgestellt werden. 

Zusammengefasst korrelierte der Abbau der Triosephosphate direkt mit der Freisetzung von 

MGO sowie der Bildung von MGO-AGEs in gebratenem Fleisch. Die Fragmentierung von 

G3P und DHAP stellten vermutlich den zentralen Bildungsweg von MGO in Fleisch dar und 
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prägten somit entscheidend das Glykierungsmuster von Fleischproteinen. Variierende Gehalte 

an endogen vorhandenen Triosephosphaten zwischen verschiedenen prozessierten 

Fleischprodukten könnte somit auch eine Erklärung für die bisher kontrovers diskutierte 

Bedeutung von MGO-AGEs in Fleisch sein.  

4.1.2 Neuartiger Bildungsweg von N6-Lactoyllysin durch S-Lactoylglutathion in 

Fleisch  

Innerhalb der in der vorliegenden Arbeit quantifizierten AGEs stellte N6-Lactoyllysin nach 

8 min Bratzeit mit 186 mg/kg die bedeutendste Lysin-Modifikation dar und überstieg die 

Gehalte von CEL um das Fünffache. Dies stand in einem Widerspruch mit den relativen 

Konzentrationsverhältnis von CEL und N6-Lactoyllysin von etwa 10:1, welche sich aus 

wässrigen Modellsystemen von Lysin und MGO ergaben und auch auf Backwaren übertragbar 

war.55 Während CEL bevorzugt durch die Kondensation von Lysin an die Keto-Funktion des 

Monohydrates gebildet wird, erfordert die Bildung von N6-Lactoyllysin hingegen einen 

Angriff auf die freie 1,2-Dicarbonyl-Struktur (Abbildung 40). MGO liegt in wässrigen 

Systemen jedoch überwiegend in Form des Monohydrats (56-70%) sowie Dihydrats (29-44%) 

vor, während die reaktive Dicarbonyl-Struktur nur zu etwa 1% vorhanden ist.392,393 Diese 

limitierte Verfügbarkeit der freien Dicarbonyl-Struktur von MGO könnte somit die geringeren 

Ausbeuten von N6-Lactoyllysin gegenüber CEL begründen. Die völlig unterschiedlichen 

Verhältnisse in gebratenem Fleisch deuteten hingegen darauf hin, dass der Großteil von 

N6-Lactoyllysin durch einen zusätzlichen Mechanismus gebildet werden muss. Hingegen 

könnte nur ein kleinerer Teil von N6-Lactoyllysin direkt auf die Reaktion von Lysin mit MGO 

zurückgeführt werden. Bisher waren die Modifikationen von Plasma-, Augenlinsen- und 

Lebensmittel-Proteinen durch N6-Lactoyllysin bekannt, welche überwiegend durch die 

Reaktionen von MGO mit Lysin-Seitenketten erklärt wurden.11,30,31,394 Die amininduzierte 

β-Fragmentierung von Kohlenhydraten stellt einen zweiten bekannten Bildungsweg von 

N6-Lactoyllysin dar, welcher jedoch gegenüber der Bildung aus MGO quantitativ eine deutlich 

geringere Bedeutung hat.30 Prinzipiell liegen in Muskeln post-mortem relativ hohe Gehalte 

von L-Lactat vor, welche bis zu 0,1-0,8% erreichen.391,395 Formal stellt L-Lactat eine potentielle 

Vorläuferstruktur von N6-Lactoyllysin dar. Die thermodynamisch ungünstigen direkten 

Kondensationen von Carbonsäuren und Aminen unter Ausbildung von Amid-Strukturen 

wurden jedoch nur unter quasi wasserfreien Bedingungen und hohen Temperaturen 

beschrieben, während in verdünnten wässrigen Systemen grundsätzlich kein Reaktionsumsatz 

stattfand.11,396 Beispielsweise wurde die Bildung von N2-Lactoylphenylalanin aus 

Phenylalanin und Lactat bei 100°C in konzentrierter wässriger Lösung beschrieben.397 Im 

Hinblick auf die Kerntemperatur von 95°C sowie die deutliche Aufkonzentrierung der 

nichtflüchtigen Inhaltstoffe während des Bratens (Abbildung 28) könnte auch die Acylierung 

von Lysin durch Lactat in einem sehr geringen Maße zu N6-Lactoyllysin im Fleisch geführt 
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haben. Diese direkte Kondensationsreaktion wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht 

untersucht. Auf der anderen Seite wurden aromapotente N2-Lactoyl-Aminosäurederivate in 

fermentierten Produkten wie Käse, Sauerkraut oder gereiften Schinken nachgewiesen, welche 

keine Prozessierung durch hohe Temperaturen durchliefen. Die Bildungen dieser Aminosäure-

Modifikationen sind mechanistisch nicht abschließend verstanden, jedoch sind vermutlich 

mikrobielle Enzyme für die enzymatisch katalysierte Acylierung von freien Aminosäuren 

durch Lactat verantwortlich.398–402 In vivo wurde die Bildung von N2-Lactoylphenylalanin 

hingegen auf die enzymatische Aktivität der cytosolic nonspecific dipeptidase 2 (CNDP2) 

zurückgeführt, welche im Sinne einer umgekehrten Proteolyse die Verknüpfung von Lactat 

und Phenylalanin katalysiert.403 In physiologischen Systemen soll N6-Lactoyllysin auch aus 

den Reaktionen von aktivierten Lactoyl-Thioestern mit Lysin hervorgehen. Hierbei wurden 

zwei unterschiedliche Reaktionswege postuliert: (I) Bildung von S-D-Lactoylglutathion aus 

MGO und (II) Bildung von L-Lactoyl-CoA aus L-Lactat (Abbildung 32).394,404 

 

Abbildung 32: Bildungswege von N6-Lactoyllysin durch die Reaktionen von Lysin mit MGO bzw. Milchsäure. 

Die Acylierungen von Lysin durch Acyl-CoA Thioester stellen einen der wichtigsten 

Bildungsmechanismen für Lysin-Amid-Proteinmodifikationen in physiologischen Systemen 

dar und erfolgen durch parallele enzymatische und nicht-enzymatische Reaktionswege 

(Kapitel 2.3.2).184 In Analogie zu dieser Reaktionsfolge würde Lactoyl-CoA mit Lysin direkt 

zu N6-Lactoyllysin kondensieren, jedoch ist über die Bedeutung dieses Reaktionswegs in 

Lebensmitteln nichts bekannt. Lactoyl-CoA kann in vitro aus Lactat und Acetyl-CoA durch 

bakterielle Lactat CoA-Transferasen gebildet werden und findet auch biotechnologisch bei der 

Herstellung von Lactat-Copolymeren Anwendung.405,406 In vitro katalysierten p53 und p300 

die enzymatische Acylierung von Histon-Proteinen durch L-Lactoyl-CoA und in Zellkultur 

konnte unter Verwendung von isotopenmarkiertem L-Lactat dieses zweifelsfrei als eine 

Vorläuferstruktur für N6-Lactoyllysin bestätigt werden.394 Der genaue enzymatische 

Aktivierungsmechanismus von Lactat ist bisher jedoch immer noch ungeklärt. Der erstmalige 

direkte Nachweis von Lactoyl-CoA in Gewebeproben erfolgte in Mäuseherzen, jedoch waren 
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die gemessenen Konzentrationen (0,0172 nmol/g Feuchtgewicht) im Vergleich zu Acetyl-

CoA (5,77 nmol/g) bzw. Propionyl-CoA (0,476 nmol/g) um Faktoren von 335 bzw. 27 

geringer.407 S-D-Lactoylglutathion wird hingegen enzymatisch aus GSH und MGO unter 

Beteiligung von Glyoxalase 1 gebildet, wobei dieses Enzym die stereoselektive 

Isomerisierung des zunächst nicht-enzymatisch gebildeten Thiohalbacetals katalysiert. 

Glyoxalase 2 hydrolysiert anschließend diesen Thioester unter Freisetzung von D-Lactat 

(Abbildung 33).408 Beide Enzymkomplexe zusammen stellen das Glyoxalase-System dar, 

welches eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Detoxifikation von MGO in vivo einnimmt. 

Es weist ein breites Substratspektrum auf und kann neben MGO auch weitere 1,2-Dicarbonyle 

metabolisieren.409,410 Das intermediär gebildete S-D-Lactoylglutathion wurde bereits in 

Gewebeproben von Ratten im Bereich von 2,8-8,7 nmol/g sowie in Blutproben von gesunden 

Menschen (~12-16 µM) bzw. Ratten (~3,5-5,2 µM) quantifiziert und zeigte in der diabetischen 

Gruppe eine Zunahme um Faktoren von 1,3-1,7 im Vergleich zur Kontrollgruppe.411–413 In 

Zellkultur führte der knockout von Glyoxalase 2 zu einer Akkumulation von 

S-D-Lactoylglutathion, welche direkt eine gesteigerte Modifikation von Proteinen durch 

N6-Lactoyllysin zur Folge hatte.404 Auf Grundlage von Modellinkubationen wäre 

gleichermaßen die (nicht-enzymatische) Bildung von N6-Lactoyllysin durch Lactoyl-CoA als 

auch durch S-D-Lactoylglutathion erklärbar.394,404 Die vorliegende Arbeit fokussierte sich auf 

die Untersuchung der Lysin-Acylierung durch S-D-Lactoylglutathion. 

 

Abbildung 33: Darstellung der enzymatischen und nicht-enzymatischen Reaktion von MGO mit GSH.  

Tatsächlich konnte S-D-Lactoylglutathion erstmalig massenspektrometrisch in wässrigen 

Extrakten von rohem Hackfleisch nachgewiesen sowie quantifiziert werden. Entgegen der 

Erwartung nahm die Konzentration dieses Thioesters während des Bratens jedoch zu und es 

konnte zusätzlich ein zweiter Peak mit identischen Fragment-Spektrum identifiziert werden 

(Abbildung 34). Der enzymatisch katalysierte Bildungsweg durch Glyoxalase 1 konnte hierbei 

jedoch ausgeschlossen werden, da unter den harschen Bedingungen des Bratens grundsätzlich 

alle Proteine und Enzyme denaturiert wurden. In der Literatur wurde bereits die nicht-

enzymatische Reaktion von MGO mit N2-Acetylcystein beschrieben, welche zunächst zur 

Ausbildung eines Thiohalbacetals führte. Dieses isomerisierte folgend zu dem 
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S-Lactoylcystein-Derivat, wobei dies entsprechend der nicht-enzymatischen Reaktion jedoch 

nicht stereoselektiv verlaufen müsste.414,415 In Analogie könnte S-Lactoylglutathion auch über 

einen nicht-enzymatischen Reaktionsweg gebildet werden, der zur Ausbildung der S-D- als 

auch S-L-Lactoylglutathion-Isomere führen würde (Abbildung 33). Eine analytische Trennung 

von diesen Diastereomeren sollte auch auf achiralen Chromatographiesäulen möglich sein und 

würde das Auftreten des zweiten Peaks im Chromatogramm erklären.416 Die Identität des 

potentiellen S-L-Lactoylglutathions konnte durch weitere Inkubationsexperimente (50°C, 

100 mM Phosphat, pH 6,0) mit GSH und MGO sowie D- bzw. L-Methyllactat auf Grundlage 

von massenspektrometrischen Untersuchungen bestätigt werden. In rohem Fleisch lag 

erwartungsgemäß lediglich das S-D-Lactoylglutathion-Isomer vor, welches in den ersten 

Minuten abreagierte, während folgend beide Diastereomere gleichermaßen nicht-enzymatisch 

nachgebildet wurden (Abbildung 34).  

 

Abbildung 34: Darstellung eines HPLC-MS/MS Chromatogramms [m/z 380 → 233 (M+H+)] eines wässrigen 

Extraktes von rohem (A) und 5 min gegrilltem Schweinehackfleisch (B). Einfluss der Bratzeit auf die 

Konzentrationen von Lactoylglutathion-Isomeren in Schweinehackfleisch (C).   

Nachfolgend wurden in Modellsystemen (pH 7,4 und 50°C) äquimolare Mengen MGO oder 

S-D-Lactoylglutathion mit N2-t-Boc-Lysin inkubiert und die Effizienz beider Strukturen 

hinsichtlich der Bildung von N6-Lactoyllysin verglichen. S-D-Lactoylglutathion führte 

gegenüber MGO zu etwa 90-fach höheren Konzentrationen an N6-Lactoyllysin 

(Abbildung 35), wobei dies die bisher in der Literatur beschriebene hohe Reaktivität von 

S-D-Lactoylglutathion gegenüber Lysin bestätigte.404 In einer zweiten Modellinkubation 

wurde der pH-Wert (6,0) sowie die relativen Konzentrationsverhältnisse von MGO oder 

S-D-Lactoylglutathion von 22:1 vorgegeben, um direkt die relativen Verhältnisse dieser 

Strukturen in 5 min gegrilltem Fleisch abzubilden. Trotz der deutlich geringeren eingesetzten 

Menge an S-D-Lactoylglutathion wurde in der vergleichenden Modellinkubation etwa die 

achtfach höhere Menge an N6-Lactoyllysin quantifiziert (Abbildung 35). Um nachfolgend 

auch zusätzlich den Beitrag des potentiellen S-L-Lactoylglutathions zur Bildung von 

N6-Lactoyllysin zu berücksichtigen, wurden in parallelen Inkubationen ein Verhältnis von 
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S-D-Lactoylglutathion gegenüber MGO von 1:12 eingestellt. Dies führte im direkten 

Vergleich zur MGO-Kontrollinkubation zu etwa dreizehnfach höheren Gehalten an 

N6-Lactoyllysin. Unter der Annahme, dass die allgemeinen Reaktivitäten zwischen den 

Modellinkubationen und dem Grillen von Fleisch vergleichbar sind, könnte dieser neuartige 

Acylierungsmechanismus die hohen Konzentrationen von N6-Lactoyllysin (186 mg/kg) im 

Fleisch weitestgehend mechanistisch erklären. Der Großteil von N6-Lactoyllysin (173 mg/kg, 

93%) ginge so durch die bisher im Fleisch unbekannten Reaktionen von Lysin mit S-D- und 

S-L-Lactoylglutathion hervor, während nur etwa 13 mg/kg auf die direkten Reaktionen von 

Lysin mit MGO zurückgeführt werden könnte.  

 

Abbildung 35: Bildung von N6-Lactoyllysin durch die Reaktion von Lysin mit MGO bzw. S-D-Lactoylglutathion. 

Inkubation von 40 mM N2-t-Boc-Lysin in 100 mM Phosphat (pH 7,4) mit 8 mM MGO bzw. 8 mM S-D-

Lactoylglutathion bei 50°C (A). Inkubation von 40 mM N2-t-Boc-Lysin in 100 mM Phosphat (pH 6,0) mit 1,45 mM 

MGO bzw. 0,065 mM (22:1) und 0,118 mM (12:1) S-D-Lactoylglutathion bei 50°C (B).  

Die durch Thiol-Verbindungen katalysierte nicht-enzymatische Bildung von N6-Lactoyllysin 

wurden in nachfolgenden Experimenten nochmals bestätigt, wobei auch unterschiedliche pH-

Werte und Temperaturen untersucht wurden. In Inkubationen von N2-t-Boc-Lysin mit MGO 

erhöhte der Zusatz von N2-Acetyl-Cystein oder GSH in parallel durchgeführten Experimenten 

gleichermaßen die Ausbeuten von N6-Lactoyllysin (Tabelle 13).  

Tabelle 13: Bildung von N6-Lactoyllysin in Inkubationen von 40 mM N2-t-Boc-Lysin in 100 mM Phosphatpuffer 

unter Zusatz von 8 mM N2-Acetyl-Cystein bzw. GSH nach 24 h.  

 Inkubations-System 

 8 mM MGO 8 mM MGO  

+ 0,8 mM GSH 

8 mM MGO  

+ 0,8 mM N2-Acetyl-Cystein 

 N6-Lactoyllysin [µmol/mol Lysin] 

pH 7,4, 37°C 47 ± 3 80 ± 2 70 ± 1 

pH 6,0, 50°C 39 ± 5 59 ± 8 56 ± 11 

 

Der katalytische Effekt von N2-Acetylcystein hinsichtlich der Modifikation von Lysin durch 

GO wurde auch in Modellsystemen beschrieben, welche gleichzeitig Lysin und Arginin 
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enthielten.417 In Inkubationen ohne N2-Acetylcystein wurde überwiegend Arginin modifiziert. 

Hingegen forcierte der Zusatz der Thiol-Verbindung die Bildung von CML, während Arginin 

dabei nahezu unmodifiziert blieb.417 Nachfolgende Arbeiten müssen nun den Einfluss der 

Thiol-Katalyse auf die nicht-enzymatische Proteinmodifikation evaluieren. Die in der 

vorliegenden Arbeit vorgestellten katalysierten Bildungen von Proteinmodifikationen durch 

Thiol-Verbindungen müssen jedoch im Kontext der Lebensmittel-Prozessierung betrachtet 

werden. In physiologischen Modellsystemen hingegen konnte beispielsweise GSH in 

Verbindung mit Glyoxalase 2 auch den Proteinmodifikationen durch Acetyl-CoA oder 

Succinyl-CoA entgegenwirken.200 Dies wurde durch die initiale Umacylierung von z.B. 

Acetyl-CoA auf GSH unter Bildung von Acetyl-Glutathion erklärt, welches dann als Substrat 

von Glyoxalase 2 hydrolysiert werden kann. Diesem Mechanismus könnte eine Rolle bei der 

nicht-enzymatischen Regulation der Lysin-Acylierung zu Teil sein.200  

Zusammengefasst konnte N6-Lactoyllysin als die bisher quantitativ bedeutendste Lysin-AGE-

Proteinmodifikation in Fleisch quantifiziert werden. Eine mechanistische Erklärung des 

Hauptbildungswegs lieferte die nicht-enzymatische Lysin-Acylierung durch 

S-Lactoylglutathion, welches ebenfalls durch die nicht-enzymatische Reaktion von GSH mit 

MGO hervorging.  
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4.2 Beitrag der Lipidperoxidation zur Proteinmodifikation bei der Zubereitung 

von Lebensmitteln  

4.2.1 Bildung von GO und MGO durch die Lipidperoxidation von ungesättigten 

Triglyceriden 

Prinzipiell gehen GO und MGO sowohl aus Fragmentierungsreaktionen von Kohlenhydraten 

als auch Lipiden hervor. Die quantitative Bedeutung der Lipidperoxidation hinsichtlich der 

Bildung von GO und MGO im direkten Vergleich zur Maillard-Reaktion ist ein in der Literatur 

kontrovers diskutiertes Themenfeld. In verschiedenen wässrigen Systemen wurden die 

Ausbeuten von CML aus der Kohlenhydrat-Fragmentierung sowie Lipidperoxidation in 

Gegenwart von Lysin verglichen. So zeigte Lima et al., dass in den vergleichenden 

Inkubationen von Casein mit Arachidonsäure bzw. Glucose bei 95°C die Gehalte von CML 

bei letzteren um Faktoren von etwa 15 höher waren.120 Weitere Studien von Yu et al. zeigten 

deutlich höhere Gehalte von CML durch den Abbau von Glucose im Vergleich zu Linolsäure, 

wobei jeweils dieselben Massen mit Fleischproteinen bei 50°C bzw. 37°C inkubiert 

wurden.119,122 Von einer mechanistischen Sichtweise aus geht CML in Inkubationen von 

Lipiden tatsächlich spezifisch aus der Reaktion von Lysin mit GO hervor, welches durch die 

Lipidperoxidation gebildet wurde. Die Fragmentierung von Amadori-Produkten stellt 

hingegen einen zusätzlichen Hauptbildungsweg von CML beim Maillard-katalysierten Abbau 

von Kohlenhydraten dar (Kapitel 2.3.1.4). Die alleinige Quantifizierung von CML ermöglicht 

somit keinen direkten Rückschluss auf die GO-Bildung in Kohlenhydrat-Inkubationen.189 

Umso erstaunlicher waren die Ergebnisse von Fu et al., welche von etwa 25-fach höheren 

Gehalten an CML in Inkubationen von RNAse mit Arachidonsäure bei 37°C im direkten 

Vergleich zu äquimolaren Mengen an Glucose berichteten.118  

Tabelle 14: Fettsäurezusammensetzung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pflanzenöle sowie der 

Lipidfraktion des Mehls. 
Fettsäure Leinöl 

 

Sonnenblumenöl 

 

Kokosfett 

 

Mehl1 

 Anteil der Fettsäure (%) 

Laurinsäure  < LOD2 < LOD 43,0 0,1 

Myristinsäure 0,5 0,5 19,5 0,4 

Palmitinsäure 6,1 7,1 10,6 16,7 

Stearinsäure 5,1 4,5 9,7 0,1 

Ölsäure 18,6                                                                                                                                                        26,8 2,1 9,7 

Linolsäure 12,5 58,4 0,6 56,3 

Linolensäure 54,4 0,9 0,6 3,5 

Arachidonsäure < LOD < LOD < LOD 0,1 

1 
Fettsäurezusammensetzung der Lipidfraktion des Weizenmehls, 2limit of detection, Nachweisgrenze  

In der vorliegenden Arbeit wurden in verschiedenen Modellsystemen die Bildungen von GO, 

MGO, MDA sowie abgeleiteter Aminosäure-Addukte während der thermisch induzierten 

Lipidperoxidation von Leinöl, Sonnenblumenöl sowie Kokosfett untersucht. Die Auswahl der 

Öle erfolgte aufgrund des unterschiedlichen Anteils an ungesättigten Fettsäuren, wobei in der 
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Literatur bereits die Bildung von GO, MGO und MDA direkt mit der steigenden Unsättigung 

der Fettsäuren in verschiedenen Modellsystemen korreliert wurden (Kapitel 2.1.2.5 und 

Kapitel 2.1.2.6). Die Fettsäurezusammensetzung der entsprechenden Triglyceride wurde nach 

Derivatisierung mittels Trimethylsulfoniumhydroxid gaschromatographisch bestimmt 

(Tabelle 14). In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl rein thermische Inkubationen (150°C, 

6 h), als auch wässrige Emulsionen (50°C, 96 h) als stark vereinfachte Modellsysteme genutzt. 

Daneben wurde auch die Fettsäurezusammensetzung von Teigen moduliert, mit welchen 

Waffeln gebacken wurden. Letzterer Ansatz diente als ein komplexes Lebensmittelmodell, 

welches unter streng definierten Bedingungen durchgeführt werden konnte. Dies war für die 

Interpretation der mechanistischen Zusammenhänge essentiell. Der experimentelle Aufbau 

sowie die wissenschaftliche Diskussion wurden ausführlich in J. Agric. Food Chem. 2022, 70 

(33), 10271-10283 beschrieben und folgend werden nur Teile der Ergebnisse vorgestellt.418 

Allgemein korrelierte die gebildete Menge der Carbonylverbindungen mit dem Anteil an 

ungesättigten Fettsäuren der entsprechenden Lipide 

(Leinöl >> Sonnenblumenöl > Kokosfett), welche mit der bevorzugten radikalischen 

Oxidation von hoch ungesättigten Fettsäuren wie Linolensäure (~54% in Leinöl) einhergeht 

(Kapitel 2.1.2). Eine zentrale Fragestellung war, welchen Beitrag die Lipidperoxidation auf 

die Bildung von stabilen Proteinmodifikationen hat. Prinzipiell kann sich diese auf zwei Arten 

darstellen: (I) Bildung der 1,2-Dicarbonylverbindungen GO und MGO und Erhöhung der 

steady-state Konzentrationen und folgend auch AGEs oder (II) Fragmentierung zu 

verschiedenen (lipidspezifischen) Carbonyl-Strukturen, welche in Konkurrenzreaktionen mit 

Ersteren um nucleophile Protein-Seitenketten treten.  

In einem ersten Modell wurden die verschiedenen Öle thermisch bei 150°C für bis zu 6 h 

inkubiert. Aufgrund der Flüchtigkeit von Carbonyl-Strukturen in quasi wasserfreien Systemen 

wurde in der vorliegenden Arbeit die Oxidation in geschlossenen Glasgefäßen durchgeführt. 

Der sauerstoffhaltige Luftraum war somit von der Geometrie der verwendeten Gefäße 

bestimmt. Nach einer definierten Inkubationszeit (20-300 min) erfolgte eine wässrige 

Extraktion der Lipidphase, wobei die wässrige Phase nach entsprechender Derivatisierung mit 

o-Phenylendiamin hinsichtlich des Gehalts an 1,2-Dicarbonylen mittels HPLC-MS/MS 

untersucht wurde. GO und MGO stellen etablierte Produkte der Lipidperoxidation dar 

(Kapitel 2.1.2.5), wobei in der vorliegenden Arbeit die Bildung von GO stets MGO in den 

Modellsystemen überstieg. Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist es somit unwahrscheinlich, 

dass ein bedeutender Teil der Zunahme von MGO während des Bratens von Fleisch auf die 

Lipidperoxidation zurückgeführt werden könnte (Kapitel 4.1). Das Maximum an GO 

(~2 mg/kg) und MGO (~0,8 mg/kg) wurde in den Leinöl-Inkubationen bereits nach 40 min 

erreicht (Abbildung 36). Nach Durchschreiten des Maximums zeigten beide 1,2-Dicarbonyl-

Strukturen gleichermaßen eine stetige Abnahme, welche auf Folgereaktionen wie Oxidationen 
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oder Kondensationsreaktionen mit reaktiven Verbindungen erklärt werden könnte. 

Sonnenblumenöl zeigte einen analogen Kurvenverlauf und erreichte im Vergleich zu Leinöl 

zeitverzögert annährend gleiche Gehalte an GO (~1,8 mg/kg), während MGO (~0,3 mg/kg) 

weniger als die Hälfte erreichte. Kokosfett hingegen zeigte nur Spuren von GO, während 

MGO eine geringe Zunahme zeigte. Dies bestätigte nochmals die Bedeutung von ungesättigten 

Strukturelementen hinsichtlich der Bildung dieser 1,2-Dicarbonylverbindungen. Dennoch ist 

der mechanistische Ursprung von MGO aus überwiegend gesättigten Lipiden bisher nicht 

abschließend verstanden, wobei in zukünftigen Experimenten neben den Fettsäureresten auch 

der Glycerin-Grundkörper betrachtet werden sollte.419 

 

Abbildung 36: Bildung von GO (A) und MGO (B) beim wasserfreien Erhitzen von Leinöl, Sonnenblumenöl und 

Kokosfett bei 150°C.  

In einem zweiten experimentellen Aufbau wurde ein wässriges Inkubations-System gewählt, 

welches die Komplexität des Oxidationsmodells durch den Zusatz von N2-t-Boc-Lysin sowie 

eines Phosphatpuffers erweiterte. Zeitgleich erlaubte der experimentelle Aufbau die Analyse 

von entsprechend abgeleiteten GO- und MGO-AGEs. Ein ähnliches heterogenes wässriges 

System wurde bereits in der Literatur als Modell für die Lipidperoxidation genutzt.118 Unter 

diesen Bedingungen verlief die Lipidperoxidation deutlich kontrollierter ab und im Zeitraum 

von 96 h kam es zu einer stetigen Zunahme der 1,2-Dicarbonylverbindungen (Tabelle 15). 

Nach 4 Tagen Inkubationszeit resultierten aus Leinöl wieder die höchsten Gehalte an GO 

(~0,16 mg/kg), während MGO (~0,05 mg/kg) in geringerem Maße gebildet wurde. Im 

Unterschied zu den Ergebnissen der zuvor beschriebenen Inkubationen bei 150°C erreichte 

Sonnenblumenöl hingegen deutlich geringere Gehalte sowohl an GO (~0,02 mg/kg) als auch 

an MGO (~0,01 mg/kg). Eine mögliche Erklärung stellte hierbei der vergleichsweise hohe 

Anteil an α-Tocopherol (590 mg/kg Fett) in Sonnenblumenöl dar, welches dem radikalischen 

Kettenmechanismus der Lipidperoxidation unter diesen milderen Reaktionsbedingungen 

vermutlich effizient entgegenwirkte.420  
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Tabelle 15: Bildung von GO und MGO in wässrigen Emulsionssystemen in Gegenwart von N2-t-Boc-Lysin in 

100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 50°C.   

Inkubationszeit GO und GO-AGEs  MGO und MGO-AGEs 

 GO CML GALA  MGO CEL 

[h] [µmol/mol Lysin] 

Leinöl       

48 3,75 ± 0,90 1,84 ± 0,27 0,12 ± 0,02  1,62 ± 0,20 0,37 ± 0,04 

96 7,87 ± 2,79 4,46 ± 0,57 0,37 ± 0,05  2,03 ± 0,27  0,56 ± 0,12 

Sonnenblumenöl       

48 0,77 ± 0,29 0,50 ± 0,09 0,050 ± 0,007  0,37 ± 0,10 0,21  ± 0,02 

96 1,09 ± 0,54 0,93 ± 0,08 0,083 ± 0,007  0,46 ± 0,07 0,25  ± 0,03 

Ribose       

48 n.b 37795 ± 3213 435 ± 28  n.b. 2555 ± 96 

96 n.b. 45722 ± 1003 630 ± 13  n.b. 3080 ± 77 

Glucose       

48 n.b. 6792 ± 533 91 ± 4  n.b. 190 ± 17 

96 n.b. 14665 ± 3993 187 ± 60  n.b. 786 ± 239 

Maltose       

48 n.b. 3045 ± 147 20 ± 2  n.b 4 ± 2 

96 n.b. 4714 ± 605 41 ± 3  n.b. 12 ± 2 

 

Die Gehalte der Lysin-AGEs von GO (CML, GALA) und MGO (CEL) korrelierten direkt mit 

der Bildung der freien Carbonyl-Strukturen und nahmen somit ebenfalls nahezu linear mit der 

Inkubationszeit zu. Für eine direkte quantitative Bewertung des Beitrags der Lipidperoxidation 

hinsichtlich dieser Aminosäure-Modifikationen wurden parallel äquimolare Stoffmengen von 

verschiedenen reduzierenden Zuckern inkubiert und GO- sowie MGO-AGEs analysiert. Es 

zeigte sich, dass der Hauptbildungsweg von CML, GALA und CEL durch die Fragmentierung 

von Kohlenhydraten verlief, während der Beitrag der Lipidperoxidation in diesem wässrigen 

Modellsystem marginal war. Verdeutlicht wurde dies beispielsweise in den vergleichenden 

wässrigen Inkubationen von Glucose und Leinöl, wobei letztere um Größenordnungen 

(~102-104) geringere AGE-Gehalte aufwiesen (Tabelle 15). Innerhalb der Reihe an inkubierten 

Zuckern wurden aus Maltose zwar deutlich geringere Mengen an CEL gebildet, welche 

trotzdem die Ausbeuten von Leinöl um einen Faktor von 24 überstiegen. In einem dritten 

Experiment wurde das Backen von Waffeln aus Teigen mit unterschiedlicher 

Fettsäurezusammensetzung gewählt. Im Gegensatz zu der reinen Analyse eines fettreichen 

Lebensmittels wie Fleisch sollten die gewählten experimentellen Bedingungen eine klare 

analytische Auswertung der Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen der Modulation der 

Fettsäurezusammensetzung und den Gehalten an freien Carbonyl-Strukturen sowie stabilen 

Proteinmodifikationen ermöglichen. Bei einem signifikanten Beitrag der Lipidperoxidation 

zur Bildung von GO und MGO unter diesen Modellbedingungen sollte der Anteil von 

ungesättigten Fettsäuren mit dem Gehalt an Carbonyl-Strukturen korrelieren. Die Analyse der 

1,2-Dicarbonylverbindungen in den Waffeln erfolgte massenspektrometrisch 

(HPLC-MS/MS) nach wässriger Extraktion und Derivatisierung mittels o-Phenylendiamin. 
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Die Gehalte an GO (4-6 mg/kg) und MGO (2-4 mg/kg) zeigten gleichermaßen eine Zunahme 

mit der Backzeit. Im Gegensatz zu den bisher diskutierten Oxidationsexperimenten von reinem 

Leinöl, Sonnenblumenöl und Kokosfett wiesen die entsprechend dotierten Waffeln hingegen 

innerhalb einer Zeitstufe annährend gleiche Gehalte an GO und MGO auf (Abbildung 37). 

Offensichtlich müssen deren Bildungen in den Waffeln überwiegend durch die Maillard-

katalysierten Fragmentierungen von Kohlenhydraten aus dem Mehl erklärt werden.55 

Hingegen kann ein bedeutender Beitrag der Lipidperoxidation unter diesen experimentellen 

Bedingungen ausgeschlossen werden. Für eine weitere Verifizierung dieser These wurden die 

Proteinfraktionen der verschiedenen Waffeln isoliert und anschließend sowohl salzsauer als 

auch enzymatisch hydrolysiert. Dies ermöglichte die Quantifizierung eines breiten AGE-

Portfolios, von dem eine Auswahl an GO- und MGO-Proteinmodifikationen in Abbildung 37 

dargestellt wird. 

 

Abbildung 37: Zeitabhängige Veränderungen von GO (A) und MGO (B) während des Backens von Waffeln. 

Gehalte an GO-AGEs (C) und MGO-AGEs (D) in Waffeln, welche für 10 min für 150°C gebacken wurden. 

Die Gehalte der GO-AGEs CML und GALA überstiegen hierbei die MGO-Pendants CEL und 

N6-Lactoyllysin und korrelierten somit direkt mit den freien Konzentrationen der 

entsprechenden 1,2-Dicarbonylen. Die Modulation der Fettsäurezusammensetzung der 

verschiedenen Teige führte jedoch auch nicht zu einer signifikanten Zunahme von GO- oder 

MGO-AGEs (Abbildung 37). Beispielsweise trug selbst die Lipidperoxidation von Leinöl, 

welches bis zu 54% Linolensäure beinhaltete, weder wesentlich zur Bildung von GO und 

MGO noch zu entsprechend abgeleiteten stabilen Proteinmodifikationen in den 
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kohlenhydratreichen Waffeln bei. Gleichzeitig verdeutlichten die völlig unterschiedlichen 

AGE-Muster in Fleisch- (Abbildung 29) sowie Waffelproteinen (Abbildung 37) die 

Herausforderungen zur Beschreibung der AGE-Gehalte von verschiedenen Lebensmitteln auf 

Grundlage von nur einzelnen AGE-Marker-Strukturen. Dennoch zeigten sich innerhalb einer 

Matrix mechanistische Gesetzmäßigkeiten, welche grundsätzlich auch durch vereinfachte 

Modellinkubationen abgebildet werden können. Beispielsweise zeigten Backwaren, welche 

keine Fermentation durchliefen, nahezu identische relative Verhältnisse von GO- und MGO-

AGEs im Vergleich zu den Waffeln.55 Zusammengefasst wurden in thermischen 

Oxidationssystemen von Ölen wie Sonnenblumenöl oder Leinöl die 1,2-Dicarbonyl-

verbindungen GO und MGO nur in sehr geringen Mengen gebildet. In Gegenwart von 

reduzierenden Zuckern war der Beitrag der Lipidperoxidation zur Bildung dieser 

1,2-Dicarbonyle unter den gewählten experimentellen Bedingungen vernachlässigbar. 

4.2.2 Bildung von MDA-Proteinmodifikationen in Lebensmitteln 

Wie in Kapitel 2.1.4 vorgestellt wurde, führten die Fragmentierungen von ungesättigten 

Fettsäuren zu einer Reihe an kurzkettigen Aldehyden, welche in ihrer freien Form bereits in 

Lebensmitteln nachgewiesen wurden. Über die Bedeutung von abgeleiteten 

Proteinmodifikationen (Kapitel 2.4) in Lebensmitteln ist jedoch wenig bekannt. Die 

vorliegende Arbeit setzte ihren Fokus auf den Nachweis des freien sowie proteingebundenen 

MDAs, welches als ein bedeutendes Produkt der Lipidperoxidation verstanden wird 

(Kapitel 2.1.2.6). Die spezifische Analytik von MDA erfolgte nach wässriger Extraktion und 

2-TBA-Derivatisierung mittels HPLC-FLD. Beispielsweise wurde die quantitative Bedeutung 

von MDA in den Inkubationen der reinen Öle bei 150°C verdeutlicht (Abbildung 38). 

Entsprechend der Erwartung zeigte Leinöl die höchsten Ausbeuten an MDA, welche zum 

einen durch die höhere Oxidationsneigung von mehrfach ungesättigten Fettsäuren erklärt 

werden kann (Kapitel 2.1.2). Zum anderen wird MDA bevorzugt aus ungesättigten Fettsäuren 

gebildet, welche drei und mehr Doppelbindungen beinhalten (Kapitel 2.1.2.6).131 Wie auch 

bereits für die Bildungen von GO und MGO beschrieben wurde, erreichte auch MDA nach 

40 min ein Maximum, wobei aus den Inkubationen von Leinöl (75 mg/kg) deutlich höhere 

Gehalte im Vergleich zu Sonnenblumenöl (10 mg/kg) hervorgingen. Nachfolgend kam es bei 

Leinöl zu einer Abnahme von MDA, während Sonnenblumenöl gleichbleibende 

Konzentrationen zeigte. Kokosfett war hingegen in allen Modellsystemen inert gegenüber der 

Bildung von MDA. In Leinöl-Inkubationen (150°C) überstiegen die Ausbeuten von MDA 

somit aus quantitativer Sicht die von GO und MGO um Faktoren von 30 bzw. 100.  

Prinzipiell wurden diese Ergebnisse auch für die wässrigen Inkubationen in Gegenwart von 

Lysin bei 50°C bestätigt. So ging aus der Inkubation von Leinöl wieder die höchsten Gehalte 

an MDA hervor (Abbildung 38), welche auch direkt mit der Zunahme von MDA-Lys 

korrelierten (Tabelle 16). Die Konzentrationen von MDA blieben hingegen bei den 
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Reaktionen von Sonnenblumenöl innerhalb der ersten 48 h Inkubationszeit konstant und 

erreichten nach 96 h ca. 10-17-fach geringere Gehalte an MDA und MDA-Lys. Die Gehalte 

des freien MDAs überstiegen in Leinöl-Inkubationen nach 96 h die Konzentrationen von GO 

und MGO um Faktoren von 10 bzw. 40. Dies ging auch mit dem deutlich höheren Anteil an 

Lysin-gebundenem MDA einher, welches durch das Verhältnis von MDA-Lys zu CML und 

CEL von 40:1 bzw. 333:1 beschrieben wurde.  

 

Abbildung 38: Veränderungen der MDA-Gehalte in den Inkubationen von Leinöl, Sonnenblumenöl und 

Kokosfett. Emulsionssystem in Gegenwart von N2-t-Boc-Lysin in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 50°C (A) 

sowie Inkubation der reinen Öle bei 150°C (B).  

Tabelle 16: Bildung von MDA-Lys in wässrigen Emulsionssystemen in Gegenwart von N2-t-Boc-Lysin in 

100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 50°C.   

Zeit  Leinöl Sonnenblumenöl Kokosfett 

(h) [µmol MDA-Lys/mol Lysin] 

0 < LOD < LOD < LOD 

24 11,8 ±1,3 < LOD < LOD 

48 43,2 ± 9,5 6,7  ± 0,5 < LOD 

96 187,3 ± 41,4 19,7 ± 8,6 < LOD 

 

In der Backreihe der Waffeln konnten für alle verwendeten Teige zunächst nach 3 min eine 

Abnahme von MDA auf ca. 50% der Ausgangskonzentration gemessen werden. Mit 

fortschreitender Backzeit kam es lediglich bei Waffeln, welche mit Leinöl dotiert wurden, zu 

einer signifikanten Bildung von MDA, sodass nach 10 min ca. 90% der 

Ausgangskonzentration erreicht wurden (Abbildung 39). Waffeln mit einem Zusatz von 

Sonnenblumenöl oder Kokosfett zeigten hingegen nur eine geringe Steigerung des Gehalts 

von freiem MDA mit einer längeren Backzeit, verblieben jedoch deutlich unterhalb der 

Ausgangskonzentration. Die Abnahme von freien Carbonyl-Strukturen während der 

thermischen Prozessierung könnte auf die Kondensationsreaktionen mit nucleophilen 

Aminosäuren zurückgeführt werden.178 Ein erster indirekter Hinweis für die quantitative 

Bedeutung des proteingebundenen MDAs in den Waffeln ergab sich in der vorliegenden 

Arbeit durch die fünf bis achtfache Zunahme der Konzentrationen von MDA, wenn die 

Waffeln zuvor mittels Natriumhydroxid hydrolysiert wurden (Abbildung 39). Diese Methode 
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fand bereits vielfach Anwendung zur indirekten Bestimmung des proteingebundenen Anteils 

von MDA in Plasma (Tabelle 5), jedoch wurden die so hydrolysierten MDA-

Proteinmodifikationen bisher nicht gezielt strukturell untersucht. Tatsächlich enthüllte die 

alkalische Hydrolyse von Waffeln mit einem Zusatz von Leinöl den linearen Zusammenhang 

zwischen der Konzentration an MDA und der Backzeit. Auch wenn MDA aus der 

Lebensmittelmatrix nicht zweifelsfrei quantitativ freigesetzt wurde,164 verdeutlichte der hohe 

Anteil an gebundenem MDA im rohen Teig dessen Reaktivität gegenüber Makromolekülen. 

Die strukturellen Charakterisierungen von MDA-Proteinmodifikationen im Teig sowie in den 

verschiedenen Waffeln waren Gegenstand von nachfolgenden Experimenten.  

 

Abbildung 39: Analyse von MDA in wässrigen Extrakten von Waffeln, welche mit unterschiedlichen Ölen dotiert 

wurden, nach Derivatisierung mittels 2-TBA. Zeitabhängige Konzentrationsänderungen von MDA in nativen 

Waffelextrakten (A) und alkalisch hydrolysierten Waffeln (B).  

In Vorversuchen wurden N2-t-Boc-Lysin sowie N2-t-Boc-Arginin zunächst mit MDA 

inkubiert. Das Produktspektrum wurde vor und nach der alkalischen Hydrolyse mittels HPLC-

Analytik verglichen sowie einzelne modifizierte Aminosäuren massenspektrometrisch 

charakterisiert. Dies gab einen ersten Hinweis darauf, dass vermutlich MDA-Lys und MDA-

Lys2 Hydrolyse empfindliche Strukturen darstellen und für die Freisetzung von MDA unter 

diesen Bedingungen verantwortlich sind. In der vorliegenden Arbeit wurden neben der 

Arginin-Modifikation NPO die beiden Lysin-Modifikationen MDA-Lys und MDA-Lys2 als 

authentische Referenzstrukturen synthetisiert und dienten als Markersubstanzen für 

proteingebundenes MDA. Dies stellte die Grundlage für die nachfolgende Entwicklung eines 

Aufarbeitungsprotokolls und der chromatographischen sowie massenspektrometrischen 

Methoden dar. In einem ersten Teil wurde die Stabilität unter den Bedingungen der alkalischen 

Proteinhydrolyse evaluiert. Während unter diesen Bedingungen die authentischen 

Referenzstrukturen MDA-Lys und MDA-Lys2 quantitativ hydrolysiert wurden, blieb NPO 

nahezu stabil. Im Hinblick auf die freigesetzte Menge von MDA unter den Bedingungen der 

alkalischen Hydrolyse könnte so ein Großteil von MDA in Waffeln gebunden an Lysin-Resten 

vorliegen. Bisher erfolgte die Quantifizierung von MDA-Lys, MDA-Lys2 und NPO in der 

Literatur nach einer salzsauren Proteinhydrolyse (6 M HCl, 110°C, 20 h), wobei die Lysin-
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Addukte zusätzlich durch vorherige Reduktion mittels NaBH4 in die stabilen Amin-Derivate 

überführt werden mussten. Ein Nachteil dieser Methode besteht in der Instabilität von NPO 

unter den salzsauren Bedingungen, während die quantitative Reduktion der Lysin-Addukte 

durch den vinylogen Carboxyl-Charakter von MDA-Lys und MDA-Lys2 deutlich erschwert 

ist.272,285 Um beide Nachteile gleichermaßen zu umgehen, wurde in der vorliegenden Arbeit 

der direkte Nachweis der MDA-Addukte nach einer enzymatischen Hydrolyse der 

Waffelproteine etabliert. Tatsächlich ermöglichte dies den parallelen Nachweis sowie die 

Quantifizierung von NPO, MDA-Lys und MDA-Lys2 in den Waffelproben, wobei die 

Bedeutung von MDA-Lys2 gesondert im Kontext von Proteinquervernetzungen in 

Kapitel 4.3.2 behandelt wird. Die Relevanz einzelner MDA-Proteinmodifikationen in 

Lebensmitteln war bisher unbekannt. Im Allgemeinen bestätigte die Quantifizierung der 

MDA-Proteinmodifikationen die Ergebnisse des freien MDAs in den Waffeln. So führte der 

Zusatz von Leinöl in den Waffeln auch zu den höchsten Konzentrationen von MDA-Lys 

(Tabelle 17), welches nach 10 min Backzeit etwa 23,5 mg/kg erreichte und somit zu einem 

bedeutenden Teil Lysin-Reste modifizierte. Im Gegensatz hierzu zeigten Waffeln, welche mit 

Sonnenblumenöl und Kokosfett dotiert wurden, um Faktoren von 21-47 geringere Mengen an 

MDA-Lys. Der Großteil der Zunahme von MDA nach einer alkalischen Hydrolyse könnte so 

durch MDA-Lys erklärt werden, welches in matrixfreien Modell-Systemen unter den 

gewählten Hydrolyse-Bedingungen quantitativ MDA freisetzte. Im Gegensatz hierzu spielte 

die Modifikation von Arginin durch MDA unter Bildung von NPO in Waffeln 

(n.w.-0,78 mg/kg) aus quantitativer Sicht nur eine untergeordnete Rolle. Hingegen reagierten 

1,2-Dicarbonyle bevorzugt mit Arginin. Beispielsweise zeigte CEA und MGH1/MGH3 etwa 

achtfach höhere Konzentrationen als CEL (Abbildung 37). Dies unterstreicht die 

unterschiedlichen Reaktivitäten von 1,2-Dicarbonylen und MDA gegenüber Arginin. Die 

geringe Bedeutung von NPO wurde in der vorliegenden Arbeit auch am Beispiel der 

enzymatisch hydrolysierten Fleischproteine (Kapitel 4.1) bestätigt. So wurden nach 8 min 

Bratzeit Gehalte von 1,58 ± 0,35 mg/kg gebildet, welche deutlich unterhalb von CML 

(9 mg/kg) und CEL (40 mg/kg) lagen.  

Tabelle 17: Bildung von MDA-Proteinmodifikationen beim Backen von Leinöl-Waffeln  

 Teigzusatz [mg AGE/kg Waffel]/ Backzeit [min] 

 LS1  

/0 min 

LS1 

/5 min 

SB2 

/5 min 

KO3 

/5 min 

LS1 

/10 min 

SB2 

/10 min 

KO3 

/10 min 

MDA-Lys 7,8 ± 2,4 15,0 ± 5,1 0,7 ± 0,3 0,4 ± 0,1 23,5 ± 7,2 0,6 ± 0,2 0,5 ± 0,1 

MDA-Arginin 0,09 ± 0,05 0,23 ± 0,11 < LOD < LOD 0,73 ± 0,14 < LOD < LOD 

1Zusatz von Leinöl, 2 Zusatz von Sonnenblumenöl, 3 Zusatz von Kokosfett 

Die bisher in der Literatur beschriebenen stabilen ALEs, welche aus den Reaktionen von Lysin 

mit Carbonyl-Strukturen wie Alkanalen, 2-Alkenalen, 2-Hydroxyalkenalen und 4-Hydroxy-

2-alkenalen hervorgehen, können überwiegend in die Strukturklassen der Pyridin-, Furan-, 
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Pyrrol- sowie Amid-Strukturen klassifiziert werden (Kapitel 2.4). Ausgehend von dem 

aktuellen Stand der Literatur sind hingegen Modifikationen von Arginin durch 

Sekundärprodukte der Lipidperoxidation in Lebensmitteln quantitativ nicht von Bedeutung. 

Dies deckte sich beispielsweise auch mit Modellreaktionen von 4-HNE, MDA oder Acrolein 

bei denen die Guanidin-Funktion von Arginin inert war oder nur eine geringe Reaktivität 

zeigte.178,256,297,347,351 Somit kann vermutlich der größte Teil der Arginin-Modifikationen in 

lipid- sowie kohlenhydratreichen Lebensmitteln tatsächlich auf die Reaktionen mit 

1,2-Dicarbonylverbindungen zurückgeführt werden. Hingegen treten letztere mit Carbonyl-

Strukturen, welche aus der Lipidperoxidation hervorgehen, in Konkurrenzreaktion um die 

Modifikation von Lysin. Erste indirekte Hinweise für die Bedeutung der Reaktionen von 

sekundären Produkten der Lipidperoxidation mit Lysin ergaben sich aus Modellinkubationen, 

bei denen prozessbegleitend indirekt der Modifikationsgrad durch die Quantifizierung von 

nativem Lysin abgeschätzt wurde. Die entsprechende Abnahme von Lysin wurde auf 

verschiedenste Modifikationen zurückgeführt, welche allgemein jedoch nicht charakterisiert 

wurden. Beispielsweise war diese in den vergleichenden Inkubationen von Casein mit 

Linolensäure (65%) und Arachidonsäure (83%) höher als bei einer äquimolaren Menge 

Glucose (54%).120 Daneben konnten nur etwa 10% der Modifikationen von Lysin während des 

Röstens von Erdnüssen auf die Bildungen von CML, Pyrralin und N6-Fructosyllysin 

zurückgeführt werden.421 In gerösteten Erdnüssen wurden in nachfolgenden Arbeiten 

erstmalig MP-Lysin sowie 2-PPL quantifiziert, wobei beide Strukturen gleichermaßen nur zu 

einem kleinen Teil die Modifikationen von Lysin erklären konnten.178,347 Zusammengefasst ist 

die Bedeutung der nicht-enzymatischen Proteinmodifikation durch Sekundär- und 

Tertiärprodukte der Lipidperoxidation in Lebensmitteln zum gegenwärtigen Zeitpunkt nur zu 

einem kleinen Teil verstanden. Ausgehend von Modellsystemen ist ein breites Portfolio an 

ALEs aufgeklärt sowie deren grundlegenden Bildungsmechanismen verstanden (Kapitel 2.4). 

Auf der anderen Seite ist davon auszugehen, dass die Produktvielfalt in heterogenen Systemen 

weiter aufgefächert wird. Beispielsweise wurde in einer Modellinkubation ein Pyrrol-Derivat 

nachgewiesen, welches aus der kombinierten Reaktion von Ethylamin mit 4-HNE und 

Acrolein hervorging.298 In der vorliegenden Arbeit wurden NPO, MDA-Lys und MDA-Lys2 

erstmalig massenspektrometrisch in Lebensmitteln quantifiziert, wobei MDA-Lys eine 

bedeutende Leitstruktur für MDA-Proteinmodifikationen darstellte. Bereits der Zusatz von 5% 

Leinöl führte in den kohlenhydratreichen Waffeln zu einem signifikanten Beitrag von MDA 

zur Proteinmodifikation. Für ein weitergehendes Verständnis müssen nun weitere Strukturen 

in das Analyseportfolio einfließen und gezielt verschiedene fettreiche Lebensmittel untersucht 

werden.   
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4.3 Proteinquervernetzung durch die Prozessierung von Lebensmitteln 

4.3.1 Amidine sind neuartige Advanced Glycation End Products  

 

 

Abbildung 40: Bildung von AGEs durch Reaktion von GO und MGO mit Lysin. 

1,2-Dicarbonyle stellen wichtige Präkursoren für die Bildungen von crosslink-AGEs dar. Die 

grundlegenden Reaktionen mit Proteinen wurden bereits in Kapitel 2.3.3 diskutiert und in 

Abbildung 14 vereinfacht graphisch dargestellt. In wässrigen Systemen liegen 

1,2-Dicarbonyle überwiegend in der hydratisierten Form vor, welche in einem Gleichgewicht 

mit der reaktiven und freien Carbonylgruppe steht. In dem vorliegenden Kapitel wird der 

Isomerisierungsmechanismus nochmals unter besonderer Berücksichtigung der hydratisierten 

1,2-Dicarbonylverbindungen dargestellt. Die Reaktion des GO-Monohydrats mit Lysin führt 

zunächst zu einem GO-Imin-Monohydrat, welches sich durch die nachfolgende 

Isomerisierung unter Bildung von CML stabilisieren kann (Abbildung 40). Im Grunde stellt 

dieser Mechanismus eine intramolekulare Redox-Reaktion dar, die in ihrem Ergebnis einer 

Cannizzaro-Reaktion gleicht.12 Zusätzlich erklärt diese durch die Leitstruktur namentlich 

geprägte CML-Isomerisierungskaskade die Bildung von drei weiteren AGEs, welche jedoch 

im Gegensatz zu CML alle das Vorliegen der freien 1,2-Dicarbonyl-Struktur von GO 

erfordern. Innerhalb dieser Isomerisierungskaskade wurde die Bildung von Amidin-AGEs 

2001 durch die weitere Addition von Lysin an die Imin-Funktion des GO-Imins postuliert. Die 

gebildete Aminal-Struktur könnte dann zu GLA isomerisieren.12 Tatsächlich beschrieb Gupta 

et al. bereits die Modifikation der Fructose-1,6-disphosphat-Aldolase durch eine Amidin-

crosslink-Struktur, welche mit einem Funktionsverlust des Enzyms in Verbindung gebracht 

wurde.422 Grundsätzlich konnte der formulierte Reaktionsmechanismus auch bereits 

vollständig auf die von MGO abgeleiteten strukturellen Pendants CEL, N6-Lactoyllysin, 
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MOLA und MOLD übertragen werden und sollte somit für die Reaktionen von Lysin mit 

1,2-Dicarbonylen allgemein gültig sein.423 In der vorliegenden Arbeit wurde zeitgleich die 

Bedeutung der potentiell gebildeten Amidin-Struktur MGLA untersucht, welche aus MGO 

und Lysin hervorgehen sollte. Die reaktionsmechanistischen Hintergründe der Bildung der 

Amidin-AGEs wurden jedoch zunächst auf Grundlage der Reaktionen von GO mit Lysin 

untersucht.  

 

Abbildung 41: Synthesestrategie der Amidin-AGEs GLA und MGLA. 

Für weitergehende Untersuchungen waren die Synthesen der authentischen 

Referenzstrukturen GLA und MGLA nötig, welche ausgehend von N2-tert-Butoxycarbonyl-

N6-Benzyloxy-Lysin (N2-t-Boc-N6-Cbz-Lysin) (1) und der entsprechenden Säurekomponente 

(Glykolsäure oder Milchsäure) (2) in jeweils einer fünfstufigen Synthesestrategie erfolgreich 

war (Abbildung 41). Zunächst wurde N2-t-Boc-N6-Cbz-Lysin (1) durch 4-(Dimethyl-

amino)pyridin (DMAP), Di-tert-butyldicarbonat und tert-Butanol in den entsprechenden N2-t-

Boc-N6-Cbz-Lysin-tert-Butylester überführt. Anschließend wurde die Cbz-Schutzgruppe 

hydrogenolytisch unter Freisetzung von N2-t-Boc-Lysin-tert-butylester (3) abgespalten. Die 

entsprechenden Carbonsäuren (2) wurden zunächst mit 3,4-Dihydropyran (DHP) umgesetzt, 

wobei die Alkoholgruppen in Form der entsprechenden Acetale (4) vor unkontrollierten 

Nebenreaktionen geschützt wurden. Anschließend wurden diese mit (3) unter Katalyse von 

Carbonyldiimidazol (CDI) umgesetzt. Die so erhaltenen Amid-Strukturen (5) wurden mittels 

Triethyloxoniumtetrafluoroborat in situ O-alkyliert und die intermediär gebildeten Imidat-

Salze mit einem weiteren äquivalent (3) versetzt. Die schließlich gebildeten Amidin-

Strukturen (6) führten nach säurekatalytischer Abspaltung der Schutzgruppen sowie 

mehrstufiger Aufreinigung zu den authentischen Referenzstrukturen GLA (7) und MGLA (8), 

deren Identität spektroskopisch bestätigt werden konnte.9,373  
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Der erstmalige Nachweis von GLA erfolgte in Inkubationen bei 37°C, welche in 

Phosphatpuffer (pH 7,4) mit äquimolaren Konzentrationen von GO und N2-t-Boc-Lysin 

durchgeführt wurden. Diese Inkubationsbedingungen wurden bereits vielfach für 

reaktionsmechanistische Untersuchungen der Maillard-Reaktion genutzt.10–12,35 Hierbei kam 

es zu einer linearen Zunahme von GLA mit der Reaktionszeit (Tabelle 18). Die 

massenspektrometrische Quantifizierung von GLA erforderte hierfür eine 

chromatographische Trennung zu GOLA, welche in der vorliegenden Arbeit unter 

Verwendung einer RP-HPLC in Kombination mit Heptafluorbuttersäure (HFBA) als 

Ionenpaarreagenz gelang. Im direkten Vergleich zu GOLA waren die Konzentrationen von 

GLA nach 7 Tagen Inkubationszeit etwa um einen Faktor von 23 geringer. Die Bildung von 

monovalenten AGEs war hingegen gegenüber den respektiven crosslink-AGEs deutlich 

favorisiert und spiegelte sich in dem Verhältnis von CML/GOLA (90:1) und GALA/GLA 

(108:1) wider. Parallel durchgeführte aerobe und anaerobe Inkubationen von GO mit N2-t-

Boc-Lysin zeigten annährend gleiche Ausbeuten an GLA und bestätigte den nicht-oxidativen 

Bildungsmechanismus von GLA. Dies galt gleichermaßen für CML, GALA, GOLA und 

GOLD, deren Bildungen ebenfalls durch die nicht-oxidative CML-Isomerisierungskaskade 

formuliert wurden (Tabelle 18). 

Allgemein waren die Bildungen der AGEs stark vom pH-Wert der Inkubationslösung 

abhängig, wobei dies auf die Abhängigkeit der Reaktivität der N6-Aminogruppe von Lysin 

von dem pH-Wert des Mediums zurückgeführt werden konnte. Dies wird allgemein über den 

pks-Wert (~10,3) der N6-Aminogruppe von Lysin beschrieben, welche bei pH-Werten kleiner 

des pks-Wertes zu einem überwiegenden Anteil in der protonierten und somit unreaktiven 

Form vorliegen. Erwartungsgemäß korrelierte die Erhöhung des pH-Wertes von 7,4 auf 10 

direkt mit einer um Faktor 2,7 bzw. 4 gesteigerten Bildung von CML und GLA. Hingegen 

waren bei pH 4,5 nur geringe Mengen von CML quantifizierbar und GLA nicht nachweisbar.  

Ein alternativer Bildungsweg von GLA könnte sich durch die Reaktion von Lysin mit GA 

ergeben. In Modellsystemen konnte GA unter Beteiligung von Sauerstoff und Aminen leicht 

zu GO oxidiert werden und somit GO-AGEs ausbilden.35 Neben dem Bildungsweg über GO 

wurde speziell für CML auch ein alternativer Reaktionsmechanismus ausgehend von GA und 

Lysin formuliert, welcher über ein 1,4-Dialkyl-1,4-dihydropyrazin-Intermediat verlaufen 

soll.35 Obwohl sich die Bildungskinetiken von CML in den vergleichenden Inkubationen von 

GA und GO deutlich unterschieden, führten beiden Carbonyl-Strukturen nach 7 Tagen 

Inkubationszeit im Ergebnis jedoch zu vergleichbaren Mengen von CML.35 In der 

vorliegenden Arbeit erreichte die Konzentration von GLA hingegen in der aeroben Inkubation 

von GA nach 7 Tagen im direkten Vergleich zu einer parallel durchgeführten GO-Inkubation 

nur etwa 16% (~1,5 µmol/mol Lysin), während die Bildung unter anaeroben Bedingungen 

komplett inhibiert wurde. Die Bildung von GLA aus GA erfordert vermutlich zunächst eine 
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vorhergehende Oxidation zu GO, während ein alternativer Bildungsmechanismus im Hinblick 

auf die geringen Ausbeuten ausgeschlossen werden kann.  

Tabelle 18: Bildung von AGEs in den Inkubationen von 40 mM N2-t-Boc-Lysin mit 40 mM GO in 100 mM 

Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 37°C.  

Inkubationszeit CML GALA GOLD  GOLA GLA 

[h] [mmol/mol Lysin]  [µmol/mol Lysin] 

pH 7,4, aerob       

24 3,6 0,1 0,7  80,9 1,4  

72 8,6 0,4 1,0  132,9 4,6  

120 13,6 0,7 1,2  148,6 7,5  

168 18,0 1,0 1,4  202,3 9,1  

pH 7,4, anaerob       

168  17,0 0,9 1,5  202,5 8,5  

pH 4,5, aerob       

168  0,5 n.w. n.w.  n.w. n.w. 

pH 10, aerob       

168 48,2 6,8 2,2  326,4 35,7 

 

GLA konnte in verschiedenen Modellreaktionen von reduzierenden Zuckern, welche mit N2-t-

Boc-Lysin unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4, 37°C) für 21 Tage inkubiert wurden, 

quantifiziert werden. Die Ausbeuten folgten den bereits diskutierten Reaktivitätsunterschieden 

von Pentosen, Hexosen sowie Disacchariden. Die Inkubationen von Ribose zeigten folglich 

die höchsten Konzentrationen von GLA und CML, während die Ausbeuten in Systemen mit 

Glucose oder den entsprechenden Disacchariden um Faktoren von 7-8 bzw. 17-46 geringer 

waren (Tabelle 19). Im direkten Vergleich zu den bereits diskutierten Ergebnissen der GO-

Inkubationen, wurde CML in den Zuckerinkubationen in nochmals deutlich höheren 

Ausbeuten gebildet. Dies führte zu einem noch größeren Konzentrationsunterschied zwischen 

CML und GLA. Beispielsweise wurden in Ribose-Inkubationen gegenüber der reinen GO-

Inkubationen um Faktor 7 mehr CML als GLA gebildet. Dies kann durch den zusätzlichen 

Bildungsweg von CML über die oxidative Fragmentierung des Amadori-Produkts erklärt 

werden und wurde bereits durch die direkte Inkubation des Amadori-Produkts bestätigt.189 

Dieser von GO unabhängige Bildungsweg konnte jedoch für GLA aufgrund der geringen 

Ausbeuten (~0,1 µmol/mol Lysin) ausgeschlossen werden. Die Bildung von GLA in den 

Inkubationen des Amadori-Produkts müssen hingegen auf GO zurückgeführt werden, welches 

unter diesen Reaktionsbedingungen aus der Fragmentierung des Amadori-Produkts 

hervorging. Zusammengefasst konnte ausgehend von verschiedenen Modelluntersuchungen 

die Bildung von GLA mechanistisch alleinig durch die Reaktion von GO mit Lysin durch 

einen nicht-oxidativen Isomerisierungsmechanismus bestätigt werden.  
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Tabelle 19: Bildung von CML und GLA in den Inkubationen von 100 mM Zucker mit 40 mM N2-t-Boc-Lysin in 

100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 37°C nach 21 Tagen.  

  Amadori-Produkt1 Ribose Glucose Maltose Lactose 

CML [mmol/mol Lysin] 51,3 ± 1,8 46,5 ± 0,3 6,6 ± 0,4 2,6 ± 0,3 1,0 ± 0,6 

GLA [µmol/mol Lysin] 0,09 ± 0,03 3,31 ± 0,27 0,41 ± 0,03 0,19 ± 0,11 0,12 ± 0,06 

1 Glucose-Lysin 

Die Stabilität der Amidin-Bindung gegenüber säurekatalysierter Hydrolyse wird maßgeblich 

von der Substitution der Stickstoffatome beeinflusst, wobei beispielsweise eine N,N‘-

dialkylierte-Polyamidin-Struktur im sauren Medium (pH 1) stabil war.424,425 Tatsächlich war 

auch die Amidin-Bindung von GLA unter den Bedingungen der sauren Proteinhydrolyse stabil 

(Tabelle 20).12 Der parallele Nachweis von GLA nach enzymatischer Hydrolyse schloss 

hierbei gleichzeitig eine reine Artefakt-Bildung des Amidin-AGEs unter den Bedingungen der 

salzsauren Proteinhydrolyse aus. Klassischerweise werden Proteine vor einer sauren 

Hydrolyse mittels NaBH4 reduziert, um eine Artefakt-Bildung des wichtigen AGE-Markers 

CML aus Amadori-Produkten zu verhindern (Kapitel 2.3.1.4).189,426 Im Hinblick auf die 

Verluste von Amidin-Strukturen durch eine entsprechende Reduktion (Tabelle 20), welche auf 

die Bildungen der substituierten Amine zurückgeführt wurden, erfolgte die Quantifizierung 

von GLA und MGLA nach salzsaurer Proteinhydrolyse ohne vorherige Reduktion.427,428 

Tabelle 20: Stabilität von GO-AGEs unter den Bedingungen einer salzsauren Proteinhydrolyse (6 M HCl, 110°C, 

20 h). 

 CML GALA GOLD GOLA GLA 

 Wiederfindung [%] 

Ohne Reduktion 101 ± 4 < LOD 100 ± 2 < LOD 96 ± 3 

Mit Reduktion1 96 ± 5 < LOD 102 ± 3 < LOD 40 ± 4 

1 0,125 g NaBH4/g
 Protein, 1 h, 20°C 

 

Der erstmalige Nachweis von proteingebundenem GLA erfolgte in einer Reihe von 

Modellproteinen, welche zuvor mittels GO inkubiert wurden. Im direkten Vergleich zu den 

bereits beschriebenen Reaktionen des Aminosäure-Derivats N2-t-Boc-Lysin mit GO 

begünstigte die Proteinmatrix in den Modellsystemen die Bildung von crosslink-AGEs und 

tatsächlich war das relative Verhältnis der AGEs maßgeblich von den verwendeten Proteinen 

abhängig (Tabelle 21). Im Gegensatz zu den einfachen 2:1 Reaktionen von N2-t-Boc-Lysin 

mit GO ist die Ausbildung von intra- und intermolekularen Protein-crosslinks deutlich 

komplexer. Auf der einen Seite ist der Abstand zwischen zwei Reaktionspartnern und somit 

die sterischen Anforderungen der elektrophilen Zentren für die Reaktionen mit Nucleophilen 

entscheidend. Auf der anderen Seite werden beispielsweise die Reaktivitäten einzelner Lysin-

Reste auch durch Nachbargruppen-Effekte moduliert, welche sich entweder direkt aus der 

Aminosäuresequenz oder aus der komplexen dreidimensionalen räumlichen Proteinstruktur 

ableiten. Neben der Beeinflussung des pks-Wertes von Lysin konnte am Beispiel des Amadori-
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Produkts gezeigt werden, dass auch Isomerisierungsreaktionen durch benachbarte 

Aminosäuren katalysiert werden können.429,430 Dies erklärt auch das allgemeine Phänomen der 

Protein „Hot-Spots“, welche Aminosäure-Reste bezeichnen, die bevorzugte Orte der 

Glykierung darstellen.431 Diese verschiedenen Effekte müssen sowohl die unterschiedlichen 

Absolutwerte als auch relativen Verhältnisse der einzelnen AGEs zueinander erklären. Im 

direkten Vergleich zu den Ergebnissen der Inkubationen von N2-t-Boc-Lysin mit GO waren 

die Unterschiede jedoch deutlich geringer ausgeprägt. Beispielsweise lag GLA in den 

Proteininkubationen um Faktoren von 7-26 unterhalb von GOLD (Tabelle 21), während in den 

Inkubationen von N2-t-Boc-Lysin mit GO die Gehalte von GOLD gegenüber GLA um 

Faktoren von 150-530 größer waren (Tabelle 18).    

Tabelle 21: Inkubationen von Proteinen (6 mg/mL) mit 40 mM GO in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 37°C 

für 7 Tage. 

Protein CML GALA GOLA GLA GOLD 

 [mmol/mol Lysin] 

BSA 130 ± 20 10 ± 2  2,4 ± 0,4 0,26 ± 0,04 6,9 ± 0,6 

Casein 150 ± 10 n.b. n.b. 0,22 ± 0,01 2,5 ± 1,1 

α-Lactalbumin 180 ± 20  n.b. n.b. 0,71 ± 0,02 4,8 ± 0,2 

β-Lactoglobulin 220 ± 10 n.b. n.b. 1,06 ± 0,07 7,2 ± 1,5 

 

Grundsätzlich sind intramolekulare Quervernetzungen durch Disulfidbrücken für die Faltung 

und Stabilität von Proteinen essentiell. Eine korrekt ausgebildete Tertiärstruktur ist auch 

Voraussetzung für die Entfaltung der charakteristischen funktionellen Eigenschaften von 

Proteinen. Gleichermaßen stabilisieren intermolekulare Quervernetzungen die Organisation 

von komplexeren Proteinaggregaten. In Lebensmitteln haben Proteinquervernetzungen einen 

direkten Einfluss auf deren physikochemischen Eigenschaften. Beispielsweise wurden in 

Modellreaktionen veränderte Wasserbindekapazitäten, Gelbildungseigenschaften, 

Emulsionsfähigkeiten, Schaumstabilitäten oder Löslichkeiten auf die Quervernetzungen von 

Proteinen zurückgeführt.356,432,433 In diesem Kontext sind die unkontrollierten und nicht-

enzymatischen Proteinquervernetzungen, welche durch die Maillard-Reaktion und 

Lipidperoxidation hervorgerufen werden, von besonderer Bedeutung. Hierbei ist auch die 

Betrachtung der Änderungen der Polaritäten von Relevanz. So bringen die stark basischen 

Amidin-AGEs sowie die Imidazol-AGEs einen positiven Ladungsschwerpunkt in die 

Proteinstruktur ein. Von einer mechanistischen Sichtweise aus ist auch die unterschiedliche 

Tendenz zu inter- und intramolekularer Proteinquervernetzungen durch unterschiedliche 

Carbonylverbindungen interessant. Beispielsweise deuteten Modellsysteme unter Beteiligung 

von RNAse darauf hin, dass GA überwiegend intermolekulare crosslink-AGEs ausbildete, 

während GO zu intramolekularen crosslink-AGEs führte.434 Die positionsspezifische 

Bestimmung einzelner crosslink-AGEs innerhalb der Proteinstruktur ist grundsätzlich mittels 

Proteomics möglich und stellt einen wichtigen Aspekt für das tiefere Verständnis der Protein-
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Quervernetzung auf einer molekularen Ebene dar. Aufgrund der komplexen experimentellen 

Herausforderungen beschränkten sich die bisher erhobenen Daten aus der Literatur jedoch auf 

einfache Modellreaktionen.435,436 Das Verständnis der mechanistischen Bildungswege stellt 

auch die Grundlage dar, um die nicht-enzymatischen Proteinquervernetzungen 

lebensmitteltechnologisch zu kontrollieren. Hierbei ist die umfassende Charakterisierung der 

relevanten crosslink-AGEs nötig, wobei die vorliegende Arbeit neben der Quantifizierung 

bereits bekannter Proteinmodifikationen auch zur Etablierung der GO- und MGO-Amidin-

AGEs beitrug. 

4.3.2 Proteinquervernetzungen durch GO, MGO und MDA in Lebensmitteln 

Die ersten Nachweise von Maillard crosslink-AGEs wurden in vivo vor etwa 30 Jahren durch 

die Identifikation von Pentosidin, GOLD und MOLD in Plasma- sowie Augenlinsenproteinen 

erbracht.  Hierbei konnte bereits frühzeitig eine stetige Modifikation endogener Proteine durch 

diese crosslink-AGEs mit der Alterung sowie mit verschiedenen pathophysiologischen 

Krankheitsbildern wie Diabetes, Katarakt oder Niereninsuffizienz korreliert werden.437–442 Es 

zeigte sich jedoch, dass auch Plasmaproteine von gesunden Probanden durch GOLD 

(~7-9 mg/kg Protein), MOLD (~11-88 mg/kg Protein) und Pentosidin (~0,4-1 mg/kg Protein) 

modifiziert waren.437–439,442,443 Spätere Untersuchungen erweiterten das Spektrum an crosslink-

AGEs in vivo durch den Nachweis von GOLA, MOLA, GODIC, MODIC, DODIC und 

Glucosepan in Proteinen von verschiedenen Gewebeproben sowie teilweise auch in ihrer 

freien Form in humanem Plasma.12,21,230,423,444 In Kollagen von diabetischen Patienten erreichte 

Glucosepan eine Konzentration von bis zu 1926 mg/kg Protein und überstieg damit weitere 

crosslink-AGEs um Größenordnungen.444 Über die Bedeutung von crosslink-AGEs in 

Lebensmitteln ist jedoch weniger bekannt und die Quantifizierung beschränkte sich im 

Wesentlichen auf Backwaren, Snackprodukte sowie Fleisch (Tabelle 22).16 Biemel et al. 

konnte in einer Reihe von Snackprodukten GOLD und MOLD identifizieren, welche 

gegenüber GODIC und MODIC um Faktoren von ca. 5-10 geringer konzentriert waren.445 

Neuere Untersuchungen konnten in Kartoffelchips m-DLP als einen Vertreter der Pyridin-

crosslink-AGEs identifizieren, wobei sich die Quantifizierung jedoch auf Modellinkubationen 

beschränkte.14 Die Gehalte an Pentosidin hingegen lagen in rohen und gerösteten Mandeln 

unterhalb der Nachweisgrenze.446 
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Tabelle 22: Konzentrationen von GO- und MGO-crosslink-AGEs in Lebensmitteln. 

Matrix AGE AGE-Gehalt 

[mg/kg Protein] 

Literatur 

Brötchen MOLA 2,03 
55 

 DODIC 4,75 

Gerösteter Kaffee  

Pentosidin 

10,8-39,9 

447 
Brezeln  9,3-22,8 

Brot-Kruste  0,4-2,6 

UHT-Milch, gelagert bei 37°C für 12 Wochen 4 

Mariniertes, gebratenes Schweinefleisch  Pentosidin 14,0-26,1 448 

Snackprodukte (Butterkeks, Salzstangen) GODIC 11-57 

445 
 MODIC 44-151 

 DODIC 8-36 

 Glucosepan 8-47 

 

4.3.2.1 Qualitativer Nachweis von Amidin-AGEs 

Der Nachweis von crosslink-AGEs in Lebensmitteln stellt in besonderem Maße eine 

instrumentell-analytische Herausforderung dar. Zum einen werden crosslink-AGEs gegenüber 

monovalenten AGEs quantitativ in deutlich geringeren Konzentrationen gebildet. Zum 

anderen erschwert die allgemein hohe Matrixbelastung in Lebensmitteln die 

massenspektrometrische Quantifizierung von AGEs. Im Gegensatz zu den in der Literatur 

oftmals beschriebenen direkten salzsauren Hydrolysen von verschiedenen Lebensmitteln 

setzte die vorliegende Arbeit ein besonderes Augenmerk auf die Isolationen sowie 

Aufreinigungen der Proteinfraktionen, bevor diese hydrolysiert wurden. Daneben ermöglichte 

der Zusatz von HFBA als Ionenpaarreagenz eine starke Retention von crosslink-AGEs auf 

einer analytischen RP-HPLC-Säule, welche die Ionensuppressionen durch coeluierende 

Aminosäuren deutlich verminderte. In Kombination ermöglichten beide Strategien die 

empfindlichen Quantifizierungen von crosslink-AGEs und bieten eine Erklärungsmöglichkeit 

für die erstmaligen Nachweise verschiedener crosslink-AGEs in den entsprechenden Matrices. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von GO, MGO sowie MDA auf die 

Quervernetzung von Fleisch- als auch Backwarenproteinen untersucht. Die Isolation der 

Proteine erfolgte stets in vollständig homogenisierten Proben, sodass keine Diskriminierung 

oder Selektion von besonders glykierten „Hot-Spots“ erfolgte. Die Varianz wurde durch das 

wiederholte Backen bzw. Braten eines Lebensmittels in Mehrfachbestimmungen vorgegeben 

und es wurden crosslink-AGEs sowohl nach einer sauren als auch enzymatischen 

Proteinhydrolyse analysiert. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten erstmalig 

Amidin-AGEs als eine neue Klasse von crosslink-AGEs in Proteinen von Fleisch als auch 

Backwaren massenspektrometrisch quantifiziert werden. Beispielhaft werden in Abbildung 42 

die charakteristischen Massenspektren von hydrolysierten Proteinen sowie der authentischen 

Referenzstrukturen dargestellt, welche durch collision induced dissociation (CID) 

Experimente erhalten wurden.  
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Abbildung 42: Verifizierung von GLA und MGLA durch massenspektrometrische CID-Spektren. MGLA-

Standard (A), Extrakt von sauer hydrolysierten Fleischproteinen (B), GLA-Standard (C), Extrakt von sauer 

hydrolysierten Butterkeksen (D).  

4.3.2.2 Quantitativer Nachweis von MGO und GO-crosslink-AGEs in Lebensmitteln 

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die bisher bereits strukturell charakterisierten 

crosslink-AGEs, welche sich aus den Isomerisierungs- und Cyclisierungsreaktionen von GO 

und MGO mit Lysin sowie Arginin ergeben, in Proteinen von Fleisch- und Backwaren zu 

quantifizieren. Von einer mechanistischen Sichtweise aus ließ sich somit erstmalig nahezu die 

komplette CML- und CEL-Isomerisierungskaskade (Abbildung 14) in Lebensmitteln 

abbilden. In den Fleischproben zeigten crosslink-AGEs, welche sich aus den Reaktionen von 

MGO ergaben, doppelte bis fünffach höhere Gehalte als die respektiven GO-crosslink-AGEs. 

Dies ließ sich direkt mit den höheren Konzentrationen von MGO gegenüber GO im Fleisch 

erklären und bestätigten die Ergebnisse der Quantifizierung der monovalenten-AGEs, welche 

in Kapitel 4.1 diskutiert wurden. Aus quantitativer Sicht waren die Amid-AGEs GOLA 

(~6 mg/kg Protein) und MOLA (~31 mg/kg Protein) die bedeutendsten crosslink-AGEs. 

Interessanterweise überstiegen die Konzentrationen von MOLA in Fleischproteinen somit 

etwa um Faktor 15 die bisher gemessenen Gehalte in Brötchen (Tabelle 22).55 MODIC und 

MOLD hingegen ergaben nach 8 min Bratzeit von Fleisch mit 3 mg/kg Protein etwa dieselben 

Gehalte, wobei diese deutlich unterhalb der für Snackprodukte beschriebenen Gehalte von 

44-151 mg/kg Protein lagen.445 Hingegen erreichte das GO-Pendant GOLD Konzentrationen 
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von etwa 1,5 mg/kg Protein, während GODIC nicht nachweisbar war. Die Quantifizierung von 

MDA-Lys2 (1,9-8,1 mg/kg Protein) gab hierbei auch einen ersten Hinweis für die Bedeutung 

von crosslink-ALEs in gebratenem Fleisch. 

Tabelle 23: Bildung von crosslink-AGEs durch das Braten von Hackfleisch.  

 Bratzeit 

 Roh 3 min 5 min 8 min 

 [mg AGE/ kg Protein] 

 GO-AGEs 

GLA n.w. n.w. 0,43 ± 0,13 0,70 ± 0,10 

GOLD n.w. n.w. 0,83 ± 0,26 1,53 ± 0,38  

GOLA n.w. 2,7 ± 0,7 5,6 ± 2,1 5,9 ± 1,2  

GODIC n.w. n.w. n.w. n.w. 

 MGO-AGEs 

MGLA n.w. n.w. 0,61± 0,15 0,82 ± 0,17 

MOLD n.w. n.w. 1,27 ± 0,31  2,89 ± 0,51 

MOLA n.w. 4,3 ± 1,1 29,2 ± 11,0 31,4 ± 5,9 

MODIC n.w. 0,4 ± 0,1 3,0 ± 1,1 3,0 ± 0,8 

 

In den Waffeln erfolgte die Bildung der crosslink-AGEs überwiegend innerhalb der ersten 

fünf Minuten des Backens, während mit weiterer Backzeit die Gehalte entweder konstant 

blieben oder nur noch geringfügig zunahmen. Wie auch bereits in Kapitel 4.2.1 für freies GO 

und MGO sowie der abgeleiteten monovalenten AGEs beschrieben wurde, zeigten Waffeln 

mit Zusatz von Leinöl, Sonnenblumenöl oder Kokosfett ein annährend identisches Muster an 

crosslink-AGEs (Tabelle 24). GO- und MGO-AGEs trugen annährend zu gleichen Teilen zur 

Proteinquervernetzung in Waffeln bei. Beispielsweise lagen in den Waffeln die mittleren 

Konzentrationen von GLA (0,28-0,37 mg/kg) und GOLD (1,95-2,35 mg/kg) nach 10 min 

Bratzeit in einer Größenordnung mit MGLA (0,58-0,62 mg/kg) und MOLD 

(2,47-2,88 mg/kg). Innerhalb der quantifizierten crosslink-AGEs stellte GODIC eine 

Ausnahme dar und zeigte eine annährend lineare Zunahme der Konzentration während der 

gesamten Backzeit. Nach 10 min überstiegen die Gehalte von GODIC (8,4-11,8 mg/kg 

Protein) deutlich die Konzentrationen des MGO-Pendants MODIC (3,4-3,9 mg/kg Protein). 

Die Amid-AGEs GOLA und MOLA wurden hingegen in der vorliegenden Arbeit nicht in den 

Waffelproteinen untersucht. Wie bereits in Kapitel 4.2.2 für MDA-Lys und NPO diskutiert 

wurde, korrelierte der Zusatz von Leinöl auch mit der verstärkten Bildung von MDA-Lys2 in 

den Waffeln, welches eine lineare Zunahme mit der Backzeit zeigte. So erreichte MDA-Lys2 

nach 10 min in Leinöl-Waffeln eine Konzentration von ca. 12 mg/kg Protein und überstieg die 

Gehalte von Waffeln mit einem Zusatz von Sonnenblumenöl oder Kokosfett etwa um das 

Vierfache. Trotzdem lag MDA-Lys2 in letzteren Waffeln mit einem Gehalt von 

2,15-2,88 mg/kg im Bereich der einzelnen GO- und MGO-Lysin crosslink-AGEs.   
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Tabelle 24: Bildung von crosslink-AGEs durch das Backen von Waffeln.  

 Art des Teiges / Backzeit 

 LS / 5 min SB / 5 min KO /5 min LS / 10 min SB / 10 min KO / 10 min 

 [mg AGE/ kg Protein] 

GO-AGEs 

GLA 0,27 ± 0,03 0,29 ± 0,05 0,26 ± 0,08 0,28 ± 0,03 0,37 ± 0,02 0,30 ± 0,06 

GOLD 1,61± 0,10 1,80 ± 0,36 1,73 ± 0,13 1,95 ± 0,17 2,35 ± 0,13 2,11 ± 0,17 

GODIC 3,50 ± 0,48 4,28 ± 1,63 5,41 ± 0,93 8,37 ± 3,20 9,45 ± 1,66 11,76 ± 2,29 

MGO-AGEs 

MGLA 0,52 ± 0,07 0,77 ± 0,09 0,52 ± 0,09 0,62 ± 0,09 0,58 ± 0,22 0,61 ± 0,05 

MOLD 1,90 ± 0,08 2,82 ± 0,65 2,15 ± 0,18 2,88 ± 0,54 2,71 ± 0,62 2,47 ± 0,34 

MODIC 2,90 ± 0,21 2,88 ± 0,51 3,41 ± 0,77 3,91 ± 0,91 3,43 ± 0,55 3,97 ± 0,76 

MDA-ALE 

MDA-Lys2 8,33 ± 1,33 2,15 ± 0,76 2,35 ± 0,46 14,34 ± 3,22 2,88 ± 1,03 2,35 ± 0,42 

 

GLA und MGLA zeigten um Faktoren von 2-3,5 (Fleisch) bzw. 3,5-7 (Waffel) geringere 

Gehalte im Vergleich zu GOLD und MOLD. Zwischen diesen Produktgruppen zeigte sich 

auch eine Korrelation der Verhältnisse der Strukturen zueinander sowie der freien gemessenen 

Konzentration an 1,2-Dicarbonylen. Das Verhältnis von GOLD/GLA lag bei ~2 in Fleisch 

(~2,7 mg/kg GO), während in der Waffel (~6 mg/kg GO) um Faktor von ca. 7 mehr GOLD 

als GLA gebildet wurde. Somit kann den Amidin-AGEs insbesondere bei den niedrigen 

1,2-Dicarbonyl-Konzentrationen, welche oftmals in Lebensmitteln vorhanden sind eine 

höhere Bedeutung gegenüber Imidazol-AGEs zugeschrieben werden als in den zuvor 

beschriebenen Modellsystemen.12  

Zusammengefasst nahmen GO und MGO eine äquivalente Bedeutung für Quervernetzungen 

von Proteinen ein, wobei die relativen Verhältnisse direkt von den Konzentrationen der freien 

1,2-Dicarbonylen abhängig waren. Die Proteinquervernetzung in Lebensmitteln kann durch 

verschiedenste Strukturen beschrieben werden, welche sich aus der Maillard-Reaktion, 

Lipidperoxidation sowie weiteren enzymatischen und nicht-enzymatischen Reaktionswegen 

ergeben. Die quantitativen Bedeutungen einzelner AGE- bzw. ALE-Proteinmodifikationen 

sind im Vergleich zu N6-Glutamyllysin (Kapitel 2.5.1), LAL oder Histidinoalanin 

(Kapitel 2.5.2) vergleichsweise gering. Dennoch führt die Maillard-Reaktion und 

Lipidperoxidation zeitgleich zu einer kumulativen Proteinquervernetzung in Lebensmitteln, 

wobei die verantwortlichen crosslink-Strukturen sowie deren mechanistischen Bildungswege 

zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht abschließend aufgeklärt sind. In Ansätzen konnte z.B. die 

GO- bzw. MGO-Isomerisierungskaskade durch den Nachweis von DOLD und DODIC auch 

auf 3-DG übertragen werden.226,227,445 Potentiell ergibt sich in diesem Reaktionsschema 

folgend auch die Bildung von deoxyglucosone lysine amide oder deoxyglucosone lysine 

amidine. Weitere strukturelle Pendants sollten sich aus den Reaktionen von Proteinen mit 

2-Hydroxyalkenalen ergeben, welche leicht zu den entsprechenden 1,2-Dicarbonyl-Strukturen 
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oxidiert werden können. Beispielsweise wurde bereits für 2-Hydroxyheptanal das 

mechanistische Pendant zu den Imidazol-crosslinks in Modellsystemen nachgewiesen.326 Auf 

der anderen Seite sind auch verschiedene Lipid-spezifische crosslink-Proteinmodifikationen 

bekannt, deren Identifizierung sich bisher jedoch lediglich auf Modellsysteme begrenzte. Von 

einem modernen Verständnis aus verlaufen diese nicht-enzymatischen 

Proteinquervernetzungen in Lebensmitteln somit durch zahlreiche parallele Reaktionswege, 

deren individuelle Bedeutungen zum gegenwärtigen Zeitpunkt nur zu einem kleinen Teil 

verstanden sind.  
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5 Zusammenfassung 
 

Im Zuge der Maillard-Reaktion kommt es durch die Reaktionen zwischen 

1,2-Dicarbonylen und den Protein-Seitenketten von Lysin und Arginin zu der irreversiblen 

Ausbildung einer heterogenen Gruppe an stabilen Proteinmodifikationen, welche unter der 

Bezeichnung Advanced Glycation End Products (AGEs) zusammengefasst werden. In 

Analogie hierzu werden auch im Zuge der Lipidperoxidation eine Vielzahl von reaktiven 

Carbonyl-Strukturen gebildet, welche gleichermaßen Proteine nicht-enzymatisch 

modifizieren. Die vorliegende Arbeit setzte ihren Fokus auf die Quantifizierung von 

stabilen Proteinmodifikationen, welche sich aus den Reaktionen von 

Carbonylverbindungen (GO, MGO und MDA) mit den nucleophilen Protein-Seitenketten 

von Lysin und Arginin ergeben. Der Nachweis und die Quantifizierung dieser 

Proteinmodifikationen erfolgte hierbei sowohl nach einer salzsauren als auch 

enzymatischen Hydrolyse von isolierten Proteinfraktionen von Fleisch und Backwaren 

mittels HPLC-MS/MS. Für die Einordnung der mechanistischen Hintergründe der Bildung 

von Proteinmodifikationen wurden parallel Methoden zum Nachweis und der 

Quantifizierung von Carbonylverbindungen sowie verschiedener Metabolite entwickelt.  

In einem ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte in einem Bratversuch gezeigt werden, 

dass die Grillzeit von Fleisch direkt mit strukturellen Veränderungen der N6-Aminogruppe 

von proteingebundenem Lysin korrelierte. Es zeigte sich, dass in gebratenem Fleisch 

Proteine überwiegend durch MGO modifiziert wurden, während GO-

Proteinmodifikationen quantitativ eine deutlich geringere Relevanz hatten. Dies wurde 

durch die unterschiedlichen Bildungswege der 1,2-Dicarbonyle GO und MGO erklärt. 

Während GO durch die Fragmentierung von Kohlenhydraten aus dem Fleisch hervorging, 

wurde der Hauptbildungsweg von MGO auf die Fragmentierung der Triosephosphate G3P 

und DHAP zurückgeführt, welche im Fleisch endogen vorhanden waren. Die vorliegende 

Arbeit enthüllte N6-Lactoyllysin als die bisher quantitativ bedeutendste Lysin-Modifikation 

in gebratenem Fleisch, wobei die hohen Gehalte mit dem bisherigen mechanistischen 

Verständnis nicht durch die direkte Reaktion von MGO mit Lysin erklärt werden konnten. 

Stattdessen wurde auf Grundlage von Modellinkubationen postuliert, dass etwa 90% von 

N6-Lactoyllysin auf die nicht-enzymatische Acylierung von Lysin durch 

S-Lactoylglutathion zurückgeführt werden muss, welches erstmalig in Fleisch quantifiziert 

wurde und nicht-enzymatisch aus MGO und GSH beim Braten gebildet wurde.  

In einem zweiten Teil wurde untersucht, welche quantitative Bedeutung die Oxidationen 

von Lipiden hinsichtlich der Bildung von Carbonyl-Strukturen sowie 

Proteinmodifikationen in Lebensmitteln einnehmen. In unterschiedlich komplexen 
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Modellsystemen wurden zunächst kommerzielle Öle (Leinöl, Sonnenblumenöl, 

Kokosfett), welche sich deutlich in ihrem Anteil an ungesättigten Fettsäuren unterschieden, 

bei 50°C bzw. 150°C erhitzt. Aus den Oxidationen der verschiedenen Öle gingen nur sehr 

geringe Mengen an GO und MGO hervor, welche von MDA um Faktoren von 30-100 

überstiegen wurden. Gleichermaßen war die Fragmentierung von Lipiden im direkten 

Vergleich zu Kohlenhydraten hinsichtlich der Bildung von GO- und MGO-AGEs 

quantitativ nicht von Bedeutung. In einem Lebensmittelmodell wurden direkt die 

qualitativen und quantitativen Anteile von Lipiden in Teigen durch den Zusatz von 

unterschiedlichen Ölen moduliert. Die Stabilität der Lipidfraktion gegenüber Oxidationen 

wurde folgend beim Backen von Waffeln (150°C, 3-10 min) untersucht. Der Anteil an 

ungesättigten Fettsäuren korrelierte direkt mit dem Gehalt des freien sowie 

proteingebundenen MDAs in den Waffeln, wobei MDA-Lys eine quantitativ bedeutende 

MDA-Proteinmodifikation darstellte. Hingegen konnte die Zunahmen von GO, MGO 

sowie abgeleiteten Proteinmodifikationen nicht durch die Lipidperoxidation erklärt werden 

und stattdessen wurden diese überwiegend auf die Maillard-katalysierte Fragmentierung 

von Kohlenhydraten zurückgeführt.  

In dem dritten Teil wurde speziell der Einfluss von GO, MGO und MDA auf die 

Proteinquervernetzung untersucht. Es konnten erstmalig authentische Referenzstandards 

(GLA, MGLA) der neuartigen Klasse der Amidin-AGEs synthetisiert sowie charakterisiert 

werden. Auf Grundlage von Modellinkubationen wurde der Bildungsmechanismus dieser 

Amidin-AGEs auf die nicht-oxidativen Isomerisierungsreaktionen von Lysin mit 

1,2-Dicarbonylen zurückgeführt. Sowohl GLA als auch MGLA konnten in Fleisch- und 

Waffelproteinen quantifiziert werden, wobei die Amidin-AGEs gegenüber den Imidazol-

AGEs GOLD und MOLD um Faktoren von 2-7 geringere Gehalte zeigten. Der individuelle 

Beitrag von GO- und MGO-crosslink-AGEs korrelierte allgemein direkt mit der 

Verfügbarkeit der einzelnen 1,2-Dicarbonylverbindungen und war, wie auch das Verhältnis 

einzelner AGEs zueinander, von der entsprechenden Matrix abhängig. Beispielsweise 

überstiegen in gebratenem Fleisch die MGO-crosslink-AGEs um Faktoren von 1,2-5,3 die 

entsprechenden GO-Pendants. Insbesondere die Amid- und Imidazolinon-AGEs nahmen 

eine wichtige Rolle bei der Proteinquervernetzung in Lebensmitteln ein. Daneben konnten 

in Fleisch- und Waffelproteinen auch erstmalig die für MDA charakteristische crosslink-

Struktur MDA-Lys2 quantifiziert werden, welche in einem Konzentrationsbereich mit GO- 

und MGO-AGEs lag. Es zeigte sich, dass kurzkettige Dicarbonylverbindungen eine 

wichtige Rolle hinsichtlich der Proteinquervernetzung einnehmen, wobei die vorliegende 

Arbeit tiefere Einblicke in die quantitative Bedeutung einzelner Strukturen ermöglichte. 
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6 Summary 
 

1,2-Dicarbonyl compounds are the central intermediates among the Maillard reaction 

cascade. The subsequent condensations of 1,2-dicarbonyl compounds with the protein side 

chains of lysine and arginine lead to the irreversible formation of a heterogeneous group of 

stable protein modifications, which are summarized under the term Advanced Glycation 

End Products (AGEs). Similarly, in the course of lipid peroxidation, a variety of short-

chained and highly reactive carbonyl compounds are formed, which also cause non-

enzymatic protein modification. The present work focuses on the quantitation of stable 

protein modifications resulting from the reactions of selected carbonyl compounds (GO, 

MGO, and MDA) with the nucleophilic protein side chains of lysine and arginine. After 

both hydrochloric acid and enzymatic hydrolysis of isolated proteins from meat and bakery 

products, the detection and quantitation of the aforementioned protein modifications were 

performed using liquid chromatography with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). 

Furthermore, the formation and degradation of carbonyl compounds as well as various 

other metabolites during the processing of foods were analyzed to elucidate underlying 

mechanistic pathways of non-enzymatic protein modifications in foods.  

In the first part of the present work, the formations of AGEs during the grilling of minced 

meat, resulting from the reactions of GO and MGO with lysine, were investigated. In 

particular, MGO-derived non-enzymatic protein modifications increased with prolonged 

grilling times. In contrast, GO-derived AGEs were quantitatively less important, which is 

in line with overall lower yields of free GO compared to MGO in grilled meat. It was 

assumed that glyoxal is mechanistically formed by the Maillard-catalyzed fragmentations 

of carbohydrates. Contrary to that, the main formation pathway of MGO was ascribed to 

fragmentations of triose phosphates G3P and DHAP, which are endogenously present in 

raw meat. From a quantitative point of view, N6-lactoyl lysine was found to be the most 

important AGE in grilled meat. However, the high levels of N6-lactoyl lysine could not be 

mechanistically ascribed to the well-known non-enzymatic reaction of MGO with lysine 

via isomerization. Instead, the present study postulates that about 90% of the protein-bound 

N6-lactoyl lysine may be traced back to the non-enzymatic acylation of lysine via 

S-lactoylglutathion, which was formed non-enzymatically from MGO and GSH during 

grilling of meat.  

In the second part of the present work, the impact of lipid peroxidation on the formation of 

GO and MGO as well as follow-up products was investigated. Model incubations were 

carried out, in which different oils were thermally oxidized at 150°C and 50°C, 

respectively. In both model systems, only small amounts of GO and MGO were formed, 
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which were exceeded by MDA by factors between 30 and 100. On the other hand, the 

fragmentation of lipids was found to be negligible in direct comparison to carbohydrate 

fragmentation concerning the formation of GO- as well as MGO-AGEs in simplified model 

incubations. In a more complex model system, the raw doughs used for baking wafers 

(150°C), were directly doped with different oils. There was a clear correlation between the 

content of unsaturated lipids in the dough and the concentration of free as well as protein-

bound MDA in wafers. In contrast, the increase in GO- and MGO-derived protein 

modifications during the baking of wafers was independent of lipid peroxidation and, 

instead, was solely ascribed to Maillard-catalyzed fragmentation of carbohydrates. 

In the third part, the contributions of GO, MGO, and MDA concerning protein cross-linking 

were investigated. First representatives (GLA, MGLA) of the novel class of amidine AGEs 

were successfully synthesized and structures were verified spectroscopically. Based on 

different model incubations, the formation mechanism of amidine AGEs was ascribed 

exclusively to a non-oxidative isomerization reaction of lysine with 1,2-dicarbonyl 

compounds, which resembles the Cannizzaro reaction in the result. Both GLA and MGLA 

were quantitated in meat and wafer proteins, however, they showed lower levels by factors 

between 2 and 7 in direct comparison to the imidazole structures GOLD and MOLD. 

Overall, GO and MGO take a central role in protein cross-linking in foods. There was a 

clear correlation between the concentrations of the 1,2-dicarbonyl compounds, which are 

different among the foods analyzed, and the formation of respective cross-link-AGEs. For 

instance, in grilled meat, MGO cross-link-AGEs exceeded the corresponding GO structures 

by factors between 1,2 and 5,3. In addition, MDA-Lys2, which is an MDA-specific cross-

link-ALE, was quantitated for the first time in meat and wafer proteins at concentrations 

similar to those of GO- and MGO-cross-links. Short-chained 1,2-dicarbonyl compounds 

are shown to play an important role with respect to protein cross-linking, and the present 

study provides deeper insights into the quantitative significance of individual AGE- as well 

as ALE-cross-links.  
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Figure SI-1 Verification of the fragmentation pattern of GLA by HR-MS 

A) m/z 333.2125 (found), 333.2138 (calculated for C14H29O5N4 [M]+); B) 

m/z 288.1918 (found), 288.1923 (calculated for C13H26O4N3 [M]+); C) m/z 187.1076 

(found), 187.1083 (calculated for C8H15O3N2 [M]+); D) m/z 157.0971 (found), 

157.0977 (calculated for C7H13O2N2 [M]+); E) m/z 130.0860 (found), 130.0868 

(calculated for C6H12O2N [M]+); F) m/z 84.0806 (found), 84.0813 (calculated for 

C5H10N [M]+). 
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Figure SI-2. Structures of selected advanced glycation end products. 
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Figure SI-3. HPLC-Chromatogram of authentic reference standard A and 

constructed chromatogram of protein hydrolysates B. 

Carboxymethyl lysine 1, N6-glycolyl lysine 2, gloxal lysine amide 3, glyoxal lysine amidine 

4, glyoxal lysine dimer 5. Protein incubations were measured in four different dilutions, 

which are given in brackets. A acidic hydrolysis (0.0015 mg/mL), B enzymatic hydrolysis 

(0.0061 mg/mL), C acidic hydrolysis (0.0122 mg/mL), D enzymatic hydrolysis 

(0.4065 mg/mL).  
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Figure SI-4. 1H and 13C NMR spectra of GLA in D2O. 
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Figure SI-5. Total ion chromatogram of m/z 333.1. Authentic reference standard 

GLA A, enriched butter biscuit B. 

The CID spectra of the GLA peak (36.8 min – 38.2 min) of authentic standard and enriched 

butter biscuit are shown in results and discussion section in figure 2. 
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Figure SI-1: Synthesis of MGLA. CDI: 1,1’-carbonyl diimidazole 
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Figure SI-2: 1H-NMR spectrum of MGLA in D2O.  
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Figure SI-3: Changes of the internal temperature during the grilling of meat (A) and 

roasting losses (B). 
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Figure SI-4: Synthesis of S-L-lactoylglutathion. 8 mM L-methyl lactate or 8 mM D-methyl 

lactate and 8 mM glutathione in 500 µL H2O were incubated at pH 6.0 (100 mM phosphate) 

at 50°C for 20h in an oil bath. Each incubation was done independently in triplicate. 

Samples were stored at -18°C and appropriately diluted with H2O before subjection into 

HPLC-MS/MS.   
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Figure SI-5: HPLC-MS/MS chromatogram of the mass trace of m/z 380 and collision 

induced dissociation (CID) spectra. Incubation products of D-methyl lactate and L-methyl 

lactate (A). Methylglyoxal incubation: 40 mM N2-t-Boc-lysine were incubated with 8 mM 

methylglyoxal and 8 mM glutathione in 500 µL H2O at pH 6.0 (100 mM phosphate) at 

50°C for 20h in an oil bath. Samples were stored at -18°C and appropriately diluted with 

H2O before injection into HPLC-MS/MS (B). Meat extract of 5 min grilled patty (C).  
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SUPPORTING INFORMATION 

Figure SI-1. HPLC-Chromatogram, authentic reference standard (A), exemplary 

chromatogram of malondialdehyde from a wafer workup after pre-column derivatization 

with 2-thiobarbituric acid with (B) fluorescence detection (ex 525 nm, em 560 nm) and (C) 

UV-detection at 532 nm.  
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Figure SI-2. Weight losses during the baking of wafers.   
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