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Maillard-Reaktion

Die 1912 erstmals von dem franzosischen Biochemiker Louis-Ca-
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mille Maillard beschriebene Reaktion reduzierender Kohlenhydrate

mit Aminokomponenten ist verantwortlich fiir den Geruch, den Ge-
schmack und das Aussehen thermisch verarbeiteter Lebensmittel. Die
Erkenntnis, dass entsprechende nicht-enzymatische Umsetzungen
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menschlichen Korper diskutiert. In unserem Aufsatz geben wir einen

Uberblick zu den wichtigsten Erkenntnissen der Maillard-Forschung
seit threr Erstbeschreibung und zeigen, dass die komplexe Reaktion
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auch nach iiber hundert Jahren nichts an interdisziplindrer Aktualitiit

verloren hat.

1. Einleitung

Louis-Camille Maillard (1878-1936) entdeckte im Jahre
1912 eher durch Zufall, dass sich Gemische aus Aminosduren
und Kohlenhydraten beim Erhitzen intensiv braun firben.!!
Er legte damit die Grundlagen zum Verstindnis der beim
Kochen, Braten und Backen von Lebensmitteln ablaufenden
nicht-enzymatischen Briaunungsreaktionen, iiber die bis
dahin nur spekuliert worden war.>%! Nach iiber 100 Jahren
Forschung, tiber 50000 wissenschaftlichen Publikationen und
11 internationalen Symposien zur Maillard-Reaktion soll in
diesem Aufsatz weniger die Chemie, sondern die Geschichte
der Forschung zur Maillard-Reaktion thematisiert werden.
Vor dem Hintergrund zahlreicher Ubersichtsartikel zu ein-
zelnen Aspekten der Maillard-Reaktion, seien es chemi-
sche,*"1  lebensmitteltechnologische,'>'*!  physiologi-
sche, I aber auch historisch orientierte,[">'7 '8! erhebt der
vorliegende Beitrag keinen Anspruch auf wissenschaftshis-
torische Vollstidndigkeit. Vielmehr wird versucht, im Rahmen
eines historischen Abrisses die Stromungen und Tendenzen
der Maillard-Forschung der vergangenen 100 Jahre anhand
der jeweiligen Forschungsschwerpunkte deutlich zu machen
und darzustellen, wann und wie Antworten auf zentrale wis-
senschaftliche Fragen erhalten wurden. Dabei orientieren wir
uns an der nach wie vor akzeptierten Einteilung der Maillard-
Reaktion in verschiedene Stadien (,,frithe®, ,fortgeschritte-
ne“ und ,,finale“ Phase), die — wie nachfolgend ausgefiihrt
wird — jeweils durch charakteristische Reaktionsprodukte
gekennzeichnet sind. Wir werden erkennen, dass sich auch die
Geschichte der Maillard-Forschung in nach- und nebenein-
ander einsetzende und ablaufende Phasen und ,,Bewegun-
gen® einteilen ldsst — und dass die komplexe Reaktion auch
iiber hundert Jahre nach ihrer Entdeckung nichts an Aktua-
litat verloren hat.
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2. Erste Phase: Maillard Reaktion — unde venis?
2.1. Maillard und ,seine“ Reaktion

Zu Beginn des 20.Jahrhunderts gelang Emil Fischer
erstmals die chemische Synthese eines Dipeptids.'”! Es
wurden in der Folge Verfahren ausgearbeitet, mit denen
Aminoséduren linear zu Peptiden verkniipft werden konnten;
die hierfiir notige Aktivierung erforderte jedoch relativ
drastische chemische Bedingungen. Der franzosische Bio-
chemiker Louis-Camille Maillard suchte nach alternativen
Wegen, die auch in physiologischen Systemen ablaufen
konnten, erforschte also als einer der ersten die Proteinbio-
synthese. Maillard wurde am 04.02.1878 in Pont-a-Mousson
im Nordosten Frankreichs geboren und hatte in Nancy Me-
dizin und Naturwissenschaften studiert.'”? Wihrend der Ar-
beiten zu seiner zweiten Promotion erhitzte er verschiedene
Aminoséuren in Glycerin und stellte fest, dass sich tatsachlich
Peptide bildeten. Er postulierte, dass die bei 170°C ablau-
fende Reaktion durchaus von Enzymen in vivo katalysiert
werden konnte, indem intermediir Aminosidureester des
Glycerins gebildet werden.” In einer weiteren Versuchsreihe
setzte Maillard statt Glycerin Glucose als Polyalkohol ein,
stellte dabei jedoch fest, dass sich nicht die von ihm erwar-
teten Peptide bildeten. Vielmehr nahm die Reaktion auf-
grund der Reaktivitdt der Aldehydgruppe einen vollig uner-
warteten Verlauf: Die Reaktionsmischung fiarbte sich beim
Erhitzen in kurzer Zeit braun, und es bildete sich Kohlendi-
oxid."! Maillard stellte fest, dass die Reaktion nicht auf Glycin
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und Glucose beschrinkt ist, sondern dass weitere Amino-
sduren, Peptide, Peptone und Zucker in gleicher Weise, wenn
auch unterschiedlichem AusmaB, reagieren.”!! Vor allem
zwischen einzelnen Zuckern zeigten sich erhebliche Reakti-
vitdtsunterschiede. So reagierten Pentosen schneller als
Hexosen und Hexosen schneller als Disaccharide. Saccharose
reagierte {iberhaupt nicht.?!! Die Bildung von CO, fiihrte
Maillard auf die Decarboxylierung der Aminosiure zuriick,
nachdem er die Inkubation in verschiedenen Gasatmospha-
ren (O,, N,, H,) durchgefiihrt hatte. Maillard konnte aus den
Reaktionsmischungen jedoch keine definierten Strukturen
isolieren.”"

Maillards Erkenntnisse waren insofern fundamental, als
nunmehr mit Aminosduren und Zuckern Ausgangsverbin-
dungen identifiziert waren, die wegen ihrer weiten Verbrei-
tung in der Natur praktisch iiberall miteinander reagieren
konnen, ndmlich, wie Maillard bereits postulierte, ,,nicht nur
in der Humanphysiologie und -pathologie, sondern auch in der
Pflanzenphysiologie (...), Agronomie (...) und Geologie“."
Unter den tiber 100 Publikationen Maillards beschéftigen sich
dennoch nur acht mit der Briunungsreaktion.'”! Maillard
nahm als Freiwilliger am Ersten Weltkrieg teil und litt nach
1916 schwer an den Folgen einer Paratyphus-Infektion, die
seine wissenschaftliche Leistung deutlich einschrénkte. Nach
seinem Wechsel an die Universitdt Algier wurden von ihm
keine weiteren Untersuchungen zur nicht-enzymatischen
Braunung durchgefiihrt. Maillard starb am 12.05.1936 in
Paris."”

2.2. Wissenschaftliche Rezeption der Erkenntnisse Maillards

Anders als allgemein angenommen, wurde die Bedeutung
der Erkenntnisse Maillards bereits unmittelbar nach ihrer
Veroffentlichung von anderen Forschern aufgegriffen und
diskutiert. So lieferte Maillard™ mit seinen Beobachtungen
Beitrdge zur Einordnung der Bildung so genannter ,,Mela-
noidine“, indem er die bei der sauren Hydrolyse zu beob-
achtende Briaunung® auf die Reaktion von Aminosiuren
und Zuckern zuriickfithrte. Mit Bezug auf Maillard wurde
diese Melanoidinbildung den Abbaureaktionen des Trypto-
phans zugeschrieben.™ Maillard vermutete, dass Umsetzun-
gen von Aminosduren mit Zuckern auch fiir die Bildung
braun geféarbter Substanzen bei der Humusbildung wesentlich
seien.’!! Diese Sichtweise wurde bereits von Zeitgenossen
Maillards kritisiert® und gilt heute als iiberholt, da Maillard

Thomas Henle promovierte 1991 und habili-
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Miinchen. Seit 1998 ist er Inhaber der Pro-
fessur fiir Lebensmittelchemie an der Techni-
schen Universitit Dresden. Seine For-
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fikationen und natiirliche Nanostrukturen in
Lebensmitteln.
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beispielsweise mikrobiologische Vorgidnge sowie die Rolle
des Lignins und der Chinonkondensation nicht in seine Be-
trachtungen mit aufgenommen hatte.*”!

Interessanterweise hat Maillard bei der Diskussion zur
Bedeutung ,seiner® Reaktion Lebensmittel nicht er-
wihnt.?!! Ein Zeitgenosse von Maillard, C.J. Lintner aus
dem gdrungschemischen Laboratorium der damaligen ko-
niglich-technischen Hochschule Miinchen, schrieb jedoch der
Reaktion zwischen Aminosiduren und Zuckern eine immense
technologisch-funktionelle Bedeutung im Darr- und Brau-
prozess und bei der Aromabildung zu.”” Lintners Mitarbeiter
Ruckdeschel postulierte, dass sich wiahrend der ,,Maillard-
schen Reaktion® das Malzaroma vor allem durch Umset-
zungen der Aminosiure Leucin bildet.”” In diesem Zusam-
menhang entdeckte Akabori®! im Jahre 1927, dass bei der
Decarboxylierung von Aminosduren in Gegenwart von Glu-
cose in hohen Ausbeuten Aldehyde gebildet werden. Andere
Carbonylverbindungen wie etwa Glyoxal, Methylglyoxal
oder Diacetyl fiihrten ebenso zur Aldehydbildung.””! Akabori
bezweifelte, dass die Glucose unverindert aus dieser Reak-
tion hervorgeht, fiihrte hierzu jedoch keine systematischen
Studien durch.P” Erst Schénberg und Moubacher zeigten,
dass fiir die Aldehydbildung immer vic-Dicarbonylverbin-
dungen nétig sind, die wéhrend der Maillard-Reaktion in-
termediir entstehen.'! Diese Abbaureaktion wird seit 1948
nach ihrem Entdecker Adolph Strecker ,,Strecker-Abbau®
genannt.”!! Somit lief sich das Postulat von Ruckdeschel
bestédtigen, da aus Leucin wéhrend des Strecker-Abbaus 3-
Methylbutanal gebildet wird (Schema 1), das ein wichtiger
Aromastoff in Malz ist.*?

2.3. Amino-Carbonyl-Reaktion und Amadori-Umlagerung

Unabhéngig von Forschungen zur Briunungsreaktion
Maillards versuchte der italienische Chemiker Mario Ama-
dori in den 1920er Jahren, iltere Arbeitent 3! iiber Kon-
densationsreaktionen aromatischer Amine mit Glucose ex-
perimentell nachzuvollziechen.”™ Dabei erhielt er beispiels-
weise fiir p-Toluidin aufler einem schon friither beschriebenen
,stabilen Produkt“P*3* noch ein weiteres, , labiles Produkt*.
Amadori ordnete dem labilen Produkt die Struktur eines N-
Glucosids und dem stabilen Produkt die einer Schiff-Base
zu In der Arbeitsgruppe des osterreichisch-deutschen
Nobelpreistriagers Richard Kuhn wurde zwar die Struktur des
labilen Produktes bestitigt,* nicht jedoch die des stabilen.

% . Michael Hellwig studierte Lebensmittelche-
; mie an der Technischen Universitit Dresden
und promovierte 2011 im Arbeitskreis von T.
Henle. Sein Forschungsinteresse gilt Glykie-
rungs- und Oxidationsreaktionen in Lebens-
mitteln in préiparativer und analytischer
Hinsicht sowie ihrer Relevanz im Metabolis-
mus.
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Schema 1. Strecker-Abbau von Aminosiuren und Beispiele fiir Strecker-Al-
dehyde in Lebensmitteln.

Zum einen sprach gegen die Zuordnung als Schiff-Base die
Stabilitdt der Verbindung in Gegenwart von Sduren, zum
anderen bildete sich bei der Hydrierung statt eines Glucitol-
amins ein Mannitolamin, sodass eine Umlagerung am Zu-
ckerrest stattgefunden haben musste (Schema 2).*”! Durch
dieses Reaktionsverhalten unterscheiden sich a-Hydroxyal-
dehyde, zu denen die Aldosen gehoren, fundamental von
gewohnlichen Aldehyden. Die Umlagerung der labilen N-
Glycoside wurde von Kuhn und Weygand ,,Amadori-Umla-
gerung” genannt, und die 1-Amino-1-desoxy-2-ketosen
wurden spdter als ,,Amadori-Produkte“ bezeichnet.
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Schema 2. Umlagerung des p-Tolyl-N-glucosids zum Amadori-Produkt.

Die Ergebnisse lieBen sich auf die Reaktion von Koh-
lenhydraten mit o-Aminosduren in Lebensmitteln iibertra-
gen. Beispielsweise wurde unter Verwendung von Polarime-
trie und Kryoskopie festgestellt, dass die Reaktion der
Zucker mit den freien Aminogruppen aliphatischer Amino-
sduren im Verhiltnis 1:1 ablduft und im Basischen beschleu-
nigt ist.’**! Es gelang jedoch lange nicht, entsprechende
Reaktionsprodukte zu isolieren, sodass bis 1951 die Ansicht
vorherrschte, dass die Amadori-Umlagerung auf die N-Gly-
coside aromatischer Amine beschrinkt sei.™*! Die in Le-
bensmitteln wichtigen Amadori-Produkte aliphatischer
Amine oder Aminosduren wurden erst in den 1950er Jahren
zuginglich.™*J Die beiden Isomere des fiir die Proteinche-
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mie sehr wichtigen Fructoselysins (N-a- und N-g-Fructo-
selysin) wurden 1962 erstmals durch Anwendung der To-
nenaustauschchromatographie isoliert.*!

Kurt Heyns, Chemiker am Chemischen Institut der
Universitdt Hamburg, beobachtete die Bildung von D-
Glucosamin bei der Umsetzung von Fructose mit Ammo-
niak.*! Kurz darauf wurde die Reaktion von Carson!*! und
auch von Heyns et al.*! auf Derivate aliphatischer Amine
und Aminoséduren iibertragen. Die der Amadori-Umlage-
rung analoge Bildung von Aldosederivaten aus Amino-
sduren und Ketosen wird heute Heyns-Umlagerung ge-
nannt. Amadori- und Heyns-Umlagerung haben auch
priparative Bedeutung,[*’!

3. Zweite Phase — die Maillard-Reaktion in Lebens-
mitteln

3.1. Brdunung — erwiinscht oder unerwiinscht?

Bis in die 1940er Jahre wurde nur punktuell versucht, die
Bedeutung der Maillard-Reaktion fiir die chemischen Ver-
anderungen wéhrend der Herstellung, Verarbeitung und La-
gerung von Lebensmitteln zu beschreiben. Wihrend des
Zweiten Weltkrieges stieg jedoch der Bedarf an ldnger halt-
baren getrockneten oder hitzebehandelten Lebensmitteln
stark an, und damit auch das Interesse an der Braunungsre-
aktion.®*] Die Bezeichnung , Maillard-Reaktion“ wird seit
den 1940er Jahren in der lebensmittelchemischen Literatur
ohne Zitat verwendet.***! Vor allem aus industrieller Sicht
bestand ein starkes Interesse an einer Hemmung uner-
wiinschter Brdunungsreaktionen etwa in Trockenfriichten
oder Milchpulver.” In solchen Produkten wurde die Was-
seraktivitdt als entscheidende Stellschraube im Reaktions-
verlauf erkannt.? Hieraus folgten direkt Mafnahmen zum
Erhalt des Nahrwertes der Lebensmittel, indem beispiels-
weise die Walzentrocknung von Milch zur Milchpulverher-
stellung weitgehend zuriickgedréngt wurde. Erst in neuerer
Zeit wird die Maillard-Reaktion auch genutzt, um die Funk-
tionalitdt von Proteinen in Lebensmitteln fiir technologische
Anwendungen gezielt zu beeinflussen.”)

Die Streitfrage, ob die ersten stabilen Produkte der
Maillard-Reaktion in Lebensmitteln Glycosylamine oder
Amadori-Produkte sind,>**7 entschied sich Anfang der
1950er Jahre zugunsten der Amadori-Produkte, nachdem
deren unabhiingige Synthese gelungen war.[*'**! Basierend
darauf legte John E. Hodge, Chemiker am Northern Regional
Research Institute in Peoria (Illinois, USA), 1953 im ersten
Band des Journal of Agricultural and Food Chemistry eine
umfassende schematische Darstellung der Reaktion vor, die
bis heute grundlegend geblieben ist. Hodge schrieb der
Amadori-Umlagerung eine Schliisselrolle im Reaktionsge-
schehen zu und teilte die Reaktion in eine frithe Phase (Bil-
dung der Amadori-Produkte), eine fortgeschrittene Phase
(Abbau der Amadori-Produkte) und eine spite Phase (Bil-
dung der Melanoidine) ein (Schema 3).! Es gelang ihm, die
Gemeinsamkeiten mehrerer Reaktionswege (Amino-Carbo-
nyl-Reaktionen, Karamellisierung, oxidative Reaktionen)
herauszuarbeiten und sie als ,,partielle Mechanismen* unter
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Schema 3. Maillard-Reaktion an Proteinen.

dem Dach einer einzigen Braunungsreaktion zu vereinigen.
Hodge fiihrte die ,,katalytische Rolle*,** die Amine beim
Zuckerabbau spielen, auf die Bildung und den anschlieen-
den Abbau des Amadori-Produktes zuriick. Dabei geht das
Amin zunichst wieder unverédndert hervor, kann spéter aber
einer Reaktion mit den Zuckerabbauprodukten, etwa dem
Strecker-Abbau, unterliegen.

3.2. Abbau der Amadori-Produkte und Aromabildung

Basierend auf dem Ubersichtsartikel von Hodge!® wurden
in der Folge zahlreiche Untersuchungen zum Abbau der
Amadori-Produkte durchgefiihrt. In den 1950er bis 1970er
Jahren bildeten sich dabei zwei wesentliche Stromungen,
einmal zur Aufkldrung der Lysinblockierung und einmal zur
Untersuchung der Aromabildung. Wihrend zunéchst die
Beschreibung der Produktfiille im Vordergrund stand,””
wurden spéter einzelne Reaktionswege genauer betrachtet

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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und unter lebensmittelrelevanten Bedingungen analy-
siert.’®% Als Schliisselverbindungen im Abbau der Amadori-
Produkte wurden vic-Dicarbonylverbindungen identifiziert,
insbesondere solche, die eine Reduktonstruktur (a-Ketoen-
diolstruktur, vgl. Ascorbinsiure 11) aufweisen.”>>*! Reduk-
tone wie 12 und 13 konnen sich aus Amadori-Produkten
direkt bilden, wihrend die Pyrrolinonderivate 14 aus primé-
ren Aminen erst durch Reaktion mit dem Zuckerabbaupro-
dukt 1-Desoxyglucodiulose (1-DG, 15) entstehen.*? Die
leichte Oxidierbarkeit der Reduktone kann einen Teil der
antioxidativen Eigenschaften von Melanoidinen erklédren
(Schema 4).1%%!

0 OH OH 0
OQK(OH — OWOH — Hoj\’//o — Hoykfo
R R R R

Schema 4. Reduktone in Lebensmitteln und Modellansitzen. Tautome-
re Strukturen und relevante Verbindungen.

In den fiir Lebensmittel wichtigen pH-Wertbereichen
verlduft der Abbau auf mehreren Wegen iiber charakteristi-
sche Verbindungen mit zwei vicinalen Carbonylgruppen (vic-
Dicarbonylverbindungen) als Zwischenprodukte.®! Die
quantitativ wichtigste Verbindung ist hierbei das 3-Desoxy-
glucoson (3-DG, 16; Schema 3), das in Zuckerabbaureaktio-
nen schon von Wolfrom et al.’ postuliert und von Anet 1960
erstmals isoliert und charakterisiert wurde.”! Damit wurde
erkannt, dass sich Hydroxymethylfurfural (HMF, 17) nicht
direkt am Protein bildet, sondern erst nach Abspaltung der
Vorstufe 3-DG. vic-Dicarbonylverbindungen wie 12 und 15
wurden erst in den 1980er Jahren der Analytik zuginglich
gemacht, nachdem Moree-Testa und Saint-Jalm die aus der
Synthesechemie bekannte Bildung von Chinoxalinen aus
Dicarbonylverbindungen und o-Phenylendiamin zur Analytik
dieser Produkte in Zigarettenrauch eingesetzt hatten.®
Diese Derivatisierungsmethode wird seitdem zur Aufkldarung
von Reaktionswegen im Zuckerabbaul®*" und zur Analyse
der Verbindungen in Lebensmitteln und physiologischen
Medien angewendet.***! Die vic-Dicarbonylverbindungen
konnen zu kiirzerkettigen Carbonsduren, Carbonyl- und Di-
carbonylverbindungen fragmentieren, die selbst aromaaktiv
sein konnen, wie das nach Butter riechende Diacetyl (2).
Wichtiger als ihr eigener Beitrag zum Aroma ist jedoch ihre
Rolle beim Strecker-Abbau. Dariiber hinaus bilden sich aus
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den vic-Dicarbonylverbindungen Homo- und Heterocyclen,
unter denen sich wichtige Aromastoffe finden: Pyrazine, Py-
ranone wie Maltol (18), Furane, Furanone, Pyrrole und
schwefelhaltige Verbindungen wie Thiophene und Thiazo-
le."™ Das Aroma einzelner erhitzter Lebensmittel lisst sich
dabei nie durch nur einen einzigen Aromastoff hinreichend
imitieren. Zur Aufkldrung des Aromaprofils wurde in den
1980er Jahren die Kopplung der GC mit der Olfaktometrie
(GC-0) entwickelt,”" bei der der GC-Effluent von Proban-
den abgerochen wird. Mit dieser Methode wurden beispiels-
weise in der Arbeitsgruppe von Grosch an der Deutschen
Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Garching der
Erdbeeraromastoff Furaneol (19) und das Pyrazin DEMP
(20) neben Methional (4) in gebratenem Fleisch sowie
Sotolon (21) und 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin in gerostetem
Kaffee™ als aus der Maillard-Reaktion stammende Verbin-
dungen mit starkem Einfluss auf das Aroma nachgewiesen
(Schema 5). Interessanterweise wurde auch die ,,Erdbeerno-

OH OH

o N\ o 0 OH
— LT e X -
(o] N (o] N

Furaneol DEMP
19 20 21 22 23

©
@
jé? HO \N
O“ )ﬁ(OH Alapyridain

o 26
Schema 5. Wihrend der Maillard-Reaktion oder Karamellisierung ent-
stehende Aroma- und Geschmacksstoffe.

Sotolon 2-Acetyl-1-pyrrolin ~ Cycloten

24R=H
25R=0H

te“ als Fremdaroma in Wein auf Furaneol zuriickgefiihrt."

Wichtigster Aromastoff in Weilbrotkruste ist das 2-Acetyl-1-
pyrrolin (22; Popcornaromal!”™). Typische Karamellaromen,
die auch in Abwesenheit von Aminen entstehen, sind Fura-
neol (19) und Cycloten (23).7°!

Aufler diesen erwiinschten Aromen bilden sich wihrend
der Maillard-Reaktion auch Fehlaromen wie Bitterstoffe, was
in der Arbeitsgruppe von Belitz an der TU Miinchen am
Beispiel der aus ,,gerosteten” Prolin-Saccharose-Mischungen
isolierten substituierten Aminohexosereduktone 24 und 25
gezeigt wurde."” In jiingerer Zeit wurde mit dem Alapyri-
dain (26) ein Maillard-Produkt be-
schrieben, das geschmacksver-

Angewandte

o} o}
|
A N-r / ||
HO N
R N
OH R
28 29

27
27aR = Nle 28aR=Nle  29aR =Nle
S}
a e 0 ool
“R R
e G RS
|
OH R HO R
30 31 32 33
30-33R =Nle
N R? HO
X ) N
lo | D—NH HOW(I S—NH
NN NN R
R’ h1
34 35
o)
N N
N |Jg7 )fgzo
HN
HZN)\N\ HN" N
NH R2 R?
RZ
36 37 38

34-38 R" = Nle, R2 = Nva

Schema 6. Strukturen ausgewihlter Produkte der fortgeschrittenen
Maillard-Reaktion (advanced glycation end products). Nle=Norleucin,
Nva = Norvalin.

und dem Strecker-Abbau wurden hierbei die Bildung N-
carboxyalkylierter Aminosduren 27 und N-heterocyclischer
Systeme (beispielsweise 28, 29) erkannt,”® die sich aus
Reaktionen mit vic-Dicarbonylverbindungen ergeben
(Schema 6). In Gegenwart von Disacchariden resultieren, wie
bei der Karamellisierung,® spezifische Produkte wie die
Pyridinone 29 (Tabelle 1).5?

Als die Maillard-Reaktion im menschlichen Korper ab
Anfang der 1980er Jahre intensiver untersucht wurde (siche
Abschnitt 4), stieg auch das Interesse an der Bildung prot-
eingebundener Maillard-Produkte in Lebensmitteln. Hier
treten die Reaktionen am N-Terminus in den Hintergrund,
und es reagieren vor allem die nucleophilen Seitenketten von
Aminosduren, besonders die e-Aminogruppe des Lysins
sowie die Guanidinoseitenkette des Arginins. Die Reaktivitét

Tabelle 1: Gehalte ausgewihlter Maillard-Reaktionsprodukte in Lebensmitteln.

stirkend auf verschiedene Ge-

. [78] Lebensmittel ARPI 84 CMLE 2 Pyrralin®®’! Pentosidin!® AGEP!

schmacksarten wirkt. [gkg ] (mgkg ] (mgkg ] —— (MU ke]

Die in der fortgeschrittenen g*e g*e g*e g*e g
Phase gebildeten, hoch reaktiven Milch, pasteurisiert ca. 0.1 0.2-0.5 n.n. n.n. 0.01-00.1"
Zwischenprodukte reagieren in der andensmdch 7-18 46 0.4-3.2 0.02-0.04 -
finalen Phase der Reaktion zu sta- 1 5%re" 1719 24-3.0 n.n-2 i 7

: : Brot 6-7 3-40 6-69 - 1.1-15

bilen Endprodukten. Angriffspunkt  groyryste - 37-46 60-240 0.03-0.18 0.4-0.7
fiir die sehr elektrophilen Dicarbo-  Fleisch, gebraten - 2-20 _ _ 47-100
nylverbindungen sind wiederum Butter - 0.3-0.4 - - 233-265
freie Aminogruppen. Als besonders ~ Kaffee, geréstet - - - 1.0-4.0 -

wichtige Reaktionswege aufler der
Bildung des Amadori-Produktes

Angew. Chem. 2014, 126, 1048210496

[a] Amadori-Produkt berechnet als Fructoselysin. [b] Art der Hitzebehandlung nicht angegeben. n.n.:

nicht nachweisbar, —: keine Werte verfuigbar.
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einzelner Proteine ist dabei abhingig von der Aminosiure-
zusammensetzung, Primér-, Sekundiar- und Tertidrstruktur
und insbesondere von der Gegenwart des Cysteins.”™ Fiir
diese sich an Proteinen anreichernden Aminosidurederivate
wurde der Begriff ,,advanced glycation end products®
(AGEs) geprigt.” Als erste Struktur wurde das aus der
Reaktion von Lysinresten mit 3-DG entstehende Pyrralin
(28a)? aufgeklirt, spiter Carboxymethyl- (27a)“ und
Carboxyethyllysin (30),’ Amide 31! Pyridiniumbetaine
des Typs 32! und Pronyllysin (33).”” Die Glykierung von
Aminogruppen in Aminophospholipiden (Phosphatidyletha-
nolamin und -serin) fiihrt zu dhnlichen Produkten.’>! Unter
den AGE:s finden sich auch die Vernetzungsprodukte Pen-
tosidin (34)"°! und Glucosepan (35).1°0 Proteingebundenes
Arginin reagiert mit 1,2-Dicarbonylverbindungen vor allem
zu Hydroimidazolonen (Schema 6). Die Blockierung des
Arginins mit Cyclohexandion wurde in den 1960er Jahren
verwendet, um bei der tryptischen Hydrolyse von Proteinen
lingere oder iiberlappende Peptide zu generieren.'"” Die
analog aus Methylglyoxal entstehende Verbindung MG-H1
(36) wurde 1994 erstmals beschrieben und in Lebensmitteln
nachgewiesen.'"”! AuBer der 8-N-exocyclischen Struktur 36
konnen auch die Verbindungen MG-H2 (37) und MG-H3
(38) entstehen, wenn die Dicarbonylverbindung am §-N-
Atom des Arginins angreift. Diese Strukturen resultieren
analog auch aus anderen 1,2-Dicarbonylverbindungen.

Finige der genannten Verbindungen bilden sich auch
direkt aus dem Amadori-Produkt, wenn bei dessen Abbau die
Aminbindung (zunichst) erhalten bleibt. Dabei konnen sich
Reduktonstrukturen wie 12 bilden. In solchen Strukturen sind
Wanderungen der Carbonylgruppe durch den gesamten Zu-
ckerrest beschrieben, die sich auf konsekutive Keto-Enol-
Tautomerisierungen zuriickfithren lassen.'! CML (27a)
kann sich einerseits oxidativ aus der Schiff-Base (,,Namiki-
Weg®),'l andererseits durch Baeyer-Villiger-Oxidation aus
dem Amadori-Produkt bilden.'" Unterschiede in der Briu-
nungsaktivitit der Amadori-Produkte wurden auf die unter-
schiedliche Stabilitédt cyclischer Formen zuriickgefiihrt, die
durch die Substitution an der C-4-Position entscheidend be-
einflusst werden.""”

Viele an der Seitenkette glykierte Aminosduren wurden
bereits mithilfe chromatographischer Methoden in Lebens-
mitteln nachgewiesen (Tabelle 1). Bei einer typischen ,,Wes-
tern diet” werden vom Menschen téglich ca. 1000 mg Ama-
dori-Produkte und 25-75 mg AGEs, vor allem 27a und 28a,
aufgenommen."”® AuBer der chromatographischen Analytik
werden bisweilen auch immunchemische Verfahren zur
Quantifizierung von AGEs in Lebensmitteln herangezo-
gen.® So wurden mithilfe eines Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA), der vor allem das CML erfassen soll,
Werte ermittelt, die in deutlichem Gegensatz zu Ergebnissen
stehen, die mit strukturbasierten Analysenmethoden gewon-
nen wurden (Tabelle 1). Interessanterweise korreliert der mit
ELISA gemessene CML-Gehalt stirker mit dem Fett- als mit
dem Kohlenhydratgehalt,'” was erhebliche Zweifel an der
Spezifitat des Antikorpers und der Identitdt der damit ge-
messenen Strukturen aufwirft.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

T. Henle und M. Hellwig

3.3. Melanoidine

Fiir die braun bis schwarz gefiarbten Endprodukte der
Reaktion hat Maillard den Begriff ,,Melanoidine* geprégt
und fiir ihre Struktur einen heterocyclischen Charakter pos-
tuliert. Erste Erkenntnisse zum Aufbau der Melanoidine
wurden aus Pyrolyse- und photometrischen Studien gewon-
nen, aus denen auf das Auftreten von Pyridin-, Pyrrol- und
Furanringen geschlossen wurde.**! Damals wurde versucht,
tiber die Ermittlung von Summenformeln und Molmassen
eine definierte Struktur abzuleiten.*! Fiir die Melanoidine
wurden zunichst Molmassen von 1000 bis 2000 Da erwartet,
die nach Anwendung der Gelpermeationschromatographie
deutlich nach oben korrigiert wurden.''”! Heute wird von
Massen bis iiber 100 kDa ausgegangen.''!l Die strukturelle
Charakterisierung der Melanoidine wird dadurch erschwert,
dass auch andere Nahrungsbestandteile, vor allem phenoli-
sche Substanzen, in das Geriist eingebaut werden koénnen. M
Ein Nachweis definierter funktioneller Gruppen gelang erst
in den 1980er Jahren durch Anwendung zweidimensionaler
NMR-Spektroskopietechniken."™ Hinsichtlich der Struktur
der Melanoidine wird heute angenommen, dass dehydrati-
sierende und kondensierende Kohlenhydrate die Farbe be-
dingen und diese Aggregate iiber nucleophile Gruppen an
Proteine gebunden sind.'"® Dabei wird auch postuliert, dass
durch den Kohlenhydratabbau sich wiederholende Struktu-
ren (repeating units), vor allem mit Furan- und Pyrrolkernen,
entstehen, die bisher jedoch nur in Modellsystemen be-
schrieben wurden.""*!5! Nucleophile Aminosiureseitenket-
ten an Proteinen, aber auch N-Termini und das Proteinriick-
grat sollten damit , Keime* darstellen, an denen sich diese
wiederkehrenden Einheiten gruppieren konnen. Die Isolie-
rung immer komplexerer Addukte aus Maillard-Reaktions-
ansétzen fiihrte in den 1980er Jahren zur Synthese definierter
farbiger Verbindungen wie 39 und 40 (Schema 7),'%"7! die
Grundbausteine hoherpolymerer Melanoidine darstellen
konnen. Mit dem Furfural-Additionsprodukt 41 wurde 1998
das erste proteingebundene gefirbte Lysinderivat isoliert.!'¥!

HO OH o}

39 40 41 R =Nle

Schema 7. Aus Modellsystemen isolierte farbige Verbindungen.

3.4. Erndhrungsphysiologische Bewertung der Maillard-Reaktion

Die Tatsache, dass die biologische Wertigkeit von Ma-
germilchpulver durch Erhitzung vermindert wird, ist seit
langem bekannt.' Es wurde jedoch erst in den 1930er
Jahren durch Fiitterungsexperimente erkannt, dass diese
NéhrwerteinbuBlen durch Zugabe der essentiellen Amino-
sdure Lysin oder intakter Proteine ausgeglichen werden
konnen.'”'?l Die hitzeinduzierte Wertminderung von Ma-
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germilchpulver wurde erstmals von Henry et al.™” auf die
Maillard-Reaktion und die damit zusammenhéngende irre-
versible Modifizierung von Lysinresten zuriickgefiihrt. Zur
gleichen Zeit wurde erkannt, dass aufler Lysin auch andere
proteinogene Aminosduren wie Arginin, Tryptophan und
Methionin wihrend der Reaktion mit Zuckern abgebaut
werden.'”1%] Die schlechtere Verwertbarkeit hitzegeschi-
digter Proteine kann zum Teil auf eine Verminderung der
Verdaubarkeit zuriickgefiihrt werden.'**1! Es soll an dieser
Stelle jedoch nicht unerwéhnt bleiben, dass sich durch die
Erhitzung der Ndahrwert von Proteinen auch verbessern kann,
indem beispielsweise Enzyminhibitoren inaktiviert werden
oder durch Denaturierung die Verdaubarkeit verbessert
Wird.[124’126]

Wegen der bedeutenden Rolle der essentiellen Amino-
sdure Lysin fiir den Nahrwert von Proteinen wurden in der
Folge chemische Methoden zur Beschreibung der Lysinblo-
ckierung etabliert. So wurde das urspriinglich zur Bestim-
mung N-terminaler Aminosduren in Polypeptidketten ver-
wendete 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol'?! (Sanger-Reagens) seit
Ende der 1950er Jahre zur Bestimmung des chemisch reak-
tiven und damit ,verfiigbaren“ proteingebundenen Lysins
eingesetzt."® Bei bekanntem Ausgangsgehalt an Lysin
konnte indirekt auf den Anteil des blockierten Lysins ge-
schlossen werden.'”) Eine direkte Messung der Lysinblo-
ckierung wurde erst Ende der 1960er Jahre nach Entdeckung
des Furosins moglich.™®*13 Fructoselysin und andere le-
bensmittelrelevante Amadori-Produkte des Lysins, wie Lac-
tuloselysin und Maltuloselysin, setzen sich unter den Bedin-
gungen der sauren Hydrolyse in reproduzierbarem Ausmal in
die Produkte Furosin, Pyridosin und CML um; daneben
kommt es auch zur Riickbildung von Lysin.[*>1%] Mit dem
Furosin stand erstmals ein Parameter zur Verfiigung, der eine
summarische Bestimmung der Amadori-Produkte des Lysins
ermoglichte. Furosin wird seitdem als Qualitdtsparameter fiir
verarbeitete Lebensmittel eingesetzt.®** Die o-Amino-
gruppen freier Aminosduren sowie die N-Termini von Poly-
peptiden und Proteinen reagieren &dhnlich schnell zu den
Amadori-Produkten wie die e-Aminogruppe des Lysins,'*!
sind aber quantitativ nicht so bedeutsam. Bei der sauren
Hydrolyse setzen sich diese Amadori-Produkte analog zu den
N-(2-Furoylmethyl)-Aminosduren um.”"! Gehalte von
Heyns-Produkten in Lebensmitteln wurden bisher nicht pu-
bliziert. Auch ist iiber die Rolle der Heyns-Produkte im
Glykierungsgeschehen in vitro und in vivo bisher vergleichs-
weise wenig bekannt.

4. Dritte Phase — die Maillard-Reaktion in vivo
4.1. Glykierung des Hdmoglobins

Bereits Maillard!! hatte erkannt, dass ,,seine“ Reaktion
zwischen Glycin und Glucose auch bei 37°C stattfindet und
dass letztlich — nach ausreichender Inkubationszeit — die
analogen Reaktionsprodukte wie beim starken Erhitzen ge-
bildet werden. In der Folgezeit wurde eine mogliche Bedeu-
tung der Reaktion fiir physiologische Prozesse vielfach dis-
kutiert,**! jedoch bedurfte es zunichst effektiver Analysen-

Angew. Chem. 2014, 126, 10482 —10496

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

methoden zum eindeutigen Nachweis einer in vivo ablau-
fenden Maillard-Reaktion. 1955 wurde bei elektrophoreti-
schen Untersuchungen des humanen Hé&moglobins eine
unbekannte Variante des Blutproteins beschrieben,*® die
Samuel Rahbar am Albert-Einstein-College of Medicine in
New York 1968 erstmals mit Diabetes mellitus in Verbindung
brachte.” Man erkannte, dass in dieser als HbA . bezeich-
neten Hamoglobinvariante der N-terminale Valinrest der {3-
Kette als Amadori-Produkt vorliegt, gebildet {iber die aus
Lebensmitteln bekannte nichtenzymatische Umsetzung mit
Glucose.*1%] Der HbA,-Wert wird heute in der klinischen
Chemie als wichtiger Parameter zur retrospektiven Beurtei-
lung der mittleren Blutglucosekonzentration bei Diabetikern
verwendet."™ Die Aufklirung der Struktur von HbA,. bil-
dete den Ausgangspunkt fiir die Erforschung der Maillard-
Reaktion in physiologischen Systemen, fiir die zunéchst der
Begriff ,nichtenzymatische Glykosylierung“ und spéter
,»Glycation* (,,Glykierung*) geprigt wurde. Wegen ihrer in-
terdisziplindren Bedeutung werden seit 1979 regelmiBig
eigene Symposien zur Maillard-Reaktion abgehalten. Seit
2005 werden diese von der International Maillard Reaction
Society (IMARS) organisiert.

Eine Besonderheit der Glykierung in vivo ist das Auftre-
ten hoch reaktiver Stoffwechselintermediate wie Glycerinal-
dehyd-3-phosphat oder Dihydroxyacetonphosphat.'*!! Be-
sonders an Proteinen mit geringem , Turnover* wie dem
Collagen im Bindegewebe oder den a-Kristallinen der Au-
genlinse, die praktisch lebenslang der Glykierung ausgesetzt
sind, lieBen sich zahlreiche AGEs wie CML" und Pentosi-
din™ nachweisen. Die Gehalte der AGEs in Kérperprotei-
nen steigen mit dem Alter an."*? Bei gesunden Erwachsenen
tragen etwa 2% der Korperproteine eine Modifizierung an
Lysin- oder Argininresten, was vergleichbar ist mit dem
Glykierungsgrad von Milchproteinen nach Pasteurisation.!'*!
Die Korperproteine von Diabetikern sind wegen des erhoh-
ten Blutzuckerspiegels 2-3-mal so stark glykiert wie jene von
Normoglykiamikern."¥! Hauptprodukte der Glykierung
in vivo sind die Hydroimidazolone MG-H1 (36) und 3DG-H
sowie Fructoselysin!'*! und Glucosepan (35).'"!! Dass gerade
die Glucose im Laufe der Evolution zum universellen Ener-
gietrdager in lebenden Systemen geworden ist, wird darauf
zuriickgefiihrt, dass sie unter den Hexosen in Losung den
geringsten Anteil an offenkettiger Aldehydform und damit
die geringste Reaktivitit in der Maillard-Reaktion auf-
weist.[14°]

4.2. Pathophysiologie der Glykierung in vivo

Einschriankungen der Sehfihigkeit durch eine Triibung
der Augenlinse (Katarakt, grauer Star) zdhlen zu den hiu-
figsten Spétfolgen des Diabetes. Cerami und Monnier zeigten,
dass sich die spektroskopischen Verdnderungen der Augen-
linse von Diabetikern induzieren lassen, wenn o-Kristalline
mit reduzierenden Zuckern oder Zuckerphosphaten inku-
biert werden.'*! Bestimmte Formen des grauen Stars gehen
sogar mit einer deutlichen Gelb- bis Braunfirbung einher.!*”
In den 1980er Jahren wurde die Beeintriachtigung der funk-
tionellen Eigenschaften von Proteinen und Enzymen durch
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die Derivatisierung von Lysin- und Argininresten sowie
Proteinvernetzungsreaktionen wihrend der Glykierung als
Hauptursache fiir Diabetes-Spitfolgen angesehen.’!l Ver-
schiedene Folgeerscheinungen einer Diabeteserkrankung
entsprechen typischen ,,Alterskrankheiten®, die bei Diabetes
in deutlich fritherem Lebensalter auftreten. Vor dem Hin-
tergrund der neu erkannten Rolle der Maillard-Reaktion
in vivo und den damit erkldrbaren Kohlenhydrat-induzierten
»Alterungsreaktionen“ von Proteinen wurde versucht, die
Glykierung auch unmittelbar fiir das menschliche Altern
verantwortlich zu machen (glycation hypothesis of
ageing"**!). Demzufolge soll sich der ,,Phinotyp“ des Alterns
vor allem durch die Akkumulation und den Funktionsverlust
glykierter Proteine bilden. So attraktiv diese Hypothese des
,allméhlichen Verzuckerns® im Laufe des Lebens auch sein
mag — konkrete molekulare Belege fiir die Auslosung pa-
thophysiologischer Prozesse durch die Maillard-Reaktion
in vivo stammen bislang iiberwiegend aus Untersuchungen
mit Modellsystemen. So konnte beispielsweise der Verlust der
katalytischen Aktivitit der Ribonuclease A wéhrend der
Glykierung direkt auf die Modifizierung zweier entschei-
dender Lysinreste im aktiven Zentrum zuriickgefiihrt
werden.™ Methylglyoxal kann Argininreste in Integrin-
Bindungsmotiven des Collagen und anderer Proteine der
extrazellularen Matrix zum MG-H1 (36) modifizieren und
damit ,,unkenntlich® machen, sodass die dadurch beein-
trachtigte Zell-Zell-Interaktion zu einer vaskuldren Dys-
funktion bei Diabetes beitragen kann.l'"> ) Untersuchungen
an Modellorganismen konnten zukiinftig konkretere Hin-
weise auf einen Zusammenhang zwischen Glykierungspro-
dukten und Alterungsprozessen liefern. So wurde fiir Cae-
norhabditis elegans gezeigt, dass die durch hohe Glucose-
konzentrationen im Medium induzierte Verringerung der
Lebensspanne des Fadenwurms mit einer Akkumulation von
AGESs an mitochondrialen Proteinen, verbunden mit erhoh-
tem oxidativem Stress, einhergeht."" Eine Verfiitterung von
kohlenhydratmodifizierten Proteinen an Drosophila mela-
nogaster fithrte ebenfalls zu einer Verkiirzung der Lebenszeit,
hier begleitet von einer Verringerung der Proteaseaktivititim
Proteasom der Tiere.!'”’]

Findeutige Belege fiir eine ursidchliche Rolle der Gly-
kierung fiir Diabetes-Spitfolgen blieben bisher aus. Neuere
Arbeiten machen die Uberproduktion reaktiver Sauerstoff-
spezies, die durch die Uberlastung der Elektronentransport-
kette in der Mitochondrienmembran wegen des gesteigerten
Glucosemetabolismus in Insulin-unempfindlichen Zellen be-
dingt ist, als primére Ursache verantwortlich. In der Folge soll
es durch die Inhibierung der Glyceraldehyd-3-phosphat-De-
hydrogenase als zentralem Enzym der Glycolyse zur ,,Um-
leitung® der Glucose in andere Stoffwechselwege und zur
Anreicherung von Triosephosphaten kommen, aus denen sich
wiederum 1,2-Dicarbonylverbindungen bilden konnen,!**! die
dann eine verstirkte Glykierung bedingen.

Vlassara et al. zeigten 1985, dass AGE-modifizierte Pro-
teine von einem speziellen Rezeptor (receptor for advanced
glycation end products, RAGE) gebunden werden
konnen.'™ Der Rezeptor wurde 1992 zum ersten Mal klo-
niert und charakterisiert.'*! Eine Bindung von Liganden an
den membranstdndigen Rezeptor 16st an Endothelzellen in-
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trazelluldr eine Signalkaskade aus, die unter anderem zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B fiihrt, der eine
Schliisselrolle in den molekularen Mechanismen inflamma-
torischer Reaktionen spielt.'” Durch NF-xB-abhingige
Prozesse wird beispielsweise die Endotheloberflidche so ver-
indert, dass koagulative Vorginge begiinstigt werden.**! Als
Liganden fiir RAGE wurden zunidchst AGE-modifizierte
Proteine in die Diskussion gebracht. Insbesondere protein-
gebundenes Carboxymethyllysin (27a) sollte fiir die Bindung
glykierter Proteine an den Rezeptor verantwortlich sein,™!
womit die in vivo zirkulierenden AGESs urséchlich an Spét-
folgen des Diabetes oder der Urdmie beteiligt sein konnten.
RAGE hat zwar unbestritten eine Bedeutung in der Atiologie
vaskuldrer Krankheiten,'! neuere Studien stellen jedoch
infrage, ob die Aktivierung von RAGE tatsichlich durch
AGE-modifizierte Proteine erfolgt.!®"

Bislang ist es noch nicht gelungen, eindeutige Struktur-
Wirkungs-Beziehungen fiir die Bedeutung individueller
Glykierungsprodukte in definierten pathophysiologischen
Prozessen in vivo aufzuzeigen. Die Frage, ob AGEs Ursache
oder Folge (Epiphdnomene) pathologischer Prozesse sind,
bleibt damit weiterhin offen. Konkret belegt ist die Toxizitét
reaktiver Dicarbonylverbindungen nur bei Urdmie, und hier
im Speziellen bei einer Behandlung durch Peritonealdialy-
se.l'?l 1 2-Dicarbonylverbindungen, in der Nephrologie auch
als ,,urimische Toxine“!'! bezeichnet, reichern sich bei ge-
storter Nierenfunktion im Plasma an, konnen aber auch in
groBen Mengen bei der Sterilisation glucosereicher Perito-
nealdialysefliissigkeiten entstehen.'**1%] Aus diesem Grunde
wurden Minimierungsstrategien erarbeitet, die in der Ein-
fithrung von Mehrkammersystemen miindeten, bei denen
Glucose getrennt von den anderen Inhaltsstoffen sterilisiert
wird. 18]

4.3. Pharmazeutische Intervention gegen die Glykierung

Wegen der postulierten pathophysiologischen Effekte der
Glykierung in vivo wird bereits seit den 1980er Jahren ver-
sucht, die im Korper ablaufende Maillard-Reaktion medika-
mentos zu hemmen."”! In der Tat konnte in zunichst sehr
vielversprechenden Tierstudien die Verabreichung grofler
Mengen an Aminoguanidin (42; Schema 8) Spitfolgen des
Diabetes verhindern.'®! Es wurde vermutet, dass Amino-
guanidin Dicarbonylverbindungen iiber die Bildung von
Triazinen abfangen und so die Bildung von AGEs an Pro-
teinen verzogern kann. Klinische Studien an Diabetikern
waren letztlich aber enttduschend: Wegen massiver Neben-

NH, o)
N)Y\NJ\’/\/OP
HN H | ~. S 0 _N®
YN\ )\N Ko r
HoN 2 s
: o N-Phenacyl-
Aminoguanidin Benfotiamin thiazoliumbromid
43 44
42

Schema 8. Strukturen von AGE-Inhibitoren und ,,AGE-Brechern®.
P,=anorganisches Phosphat.
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wirkungen musste die Vision einer ,,Droge gegen das Altern®
zunichst aufgegeben werden.!'®”!

Auch Pyridoxamin (Vitamin By), Thiamin (Vitamin B,)
und Benfotiamin (43) konnen Glykierungsreaktionen inhi-
bieren.'"!"!l Eine weitere pharmakologische Strategie er-
offnete sich mit der Entdeckung von ,,AGE-Brechern“ wie
dem N-Phenacylthiazoliumbromid (44), die vernetzende
Strukturen in Proteinen spalten sollten.'’? Allerdings werden
auch die bisherigen Ergebnisse dieser pharmazeutischen
Inhibierung der AGE-Bildung invivo derzeit als wenig
iiberzeugend angesehen.'”” Neueren Untersuchungen zufol-
ge lassen sich die Effekte zahlreicher Verbindungen vor allem
darauf zuriickfiihren, dass die meisten AGE-Inhibitoren und
,AGE-Brecher* chelatisierend wirken und somit Autoxida-
tionsreaktionen hemmen konnen, die mit der Glykierung
einhergehen. Demgemal3 wird eine Chelattherapie zur sym-
ptomatischen Behandlung des Diabetes vorgeschlagen.’

4.4. Enzymatische Deglykierung: Reversion der Maillard-
Reaktion in vivo
Fructosylaminoxidasen, die die oxidative Spaltung von

Amadori-Produkten in einigen Bakterien und Pilzen kataly-
sieren (Schema 9), waren bereits 1989 erstmals isoliert und

OH

FAOX o H\R FN3K
“OH  _RNH, OH
HO HO
OH H
\ -RNH;,
2-
HO HO PO, P,

Schema 9. Enzymatischer Abbau von Amadori-Produkten.

charakterisiert worden.'”™ In den 1990er Jahren wurde fest-
gestellt, dass enzymatische Deglykierungsreaktionen auch in
hoheren Organismen ablaufen. Die Arbeitsgruppe von
Szwergold beschrieb erstmals, dass ein Enzym in Erythrocy-
ten mit sehr geringer Affinitdt Fructose zu Fructose-3-phos-
phat umsetzen kann.'"® Die Suche nach dem physiologischen
Substrat miindete in den Jahren 2000 und 2001 in der Isolie-
rung und Klonierung von zwei Ketosaminkinasen (Fructos-
amin-3-Kinase (FN3K) und fructosamine 3-kinase related
protein (FN3K-RP)), die mit hoher Affinitit Amadori-Pro-
dukte an der OH-Gruppe an der C-3-Position unter ATP-
Verbrauch phosphorylieren.'””""! Die instabilen Phospha-
tester zerfallen nichtenzymatisch unter Riickbildung der
Amine (Schema 9). Substrate der Ketosaminkinasen sind vor
allem proteingebundene Amadori-Produkte, sodass iiber
diesen Deglykierungsmechanismus modifizierte Lysinreste
wieder in ihren nativen Zustand zuriickgebracht werden
konnen. Unterschiede zwischen der In-vivo- und der In-vitro-
Glykierung des Hamoglobins™! lieBen sich nun mit der un-
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terschiedlichen Erreichbarkeit einzelner ARP-Reste durch
FN3K erkliren.'® Die Tatsache, dass sich im Laufe der
Evolution ,,Schutzenzyme* fiir glykierte Korperproteine
entwickelt haben, unterstreicht eindrucksvoll, dass es sich bei
der Maillard-Reaktion in vivo um eine ,,natiirliche“ und aus
chemischer Sicht unvermeidliche Reaktion handelt, die
letztlich immer ablduft, wenn Proteine der Gegenwart von
reduzierenden Kohlenhydraten ausgesetzt werden.

5. Vierte Phase — toxikologische Relevanz alimenti-
rer Maillard-Reaktionsprodukte

5.1. Process-induced food toxicants (Prozesskontaminanten)

Krug et al. zeigten 1959 in einer Tierstudie, dass die To-
xizitdt von Aminosiure/Zucker-Mischungen durch Erhitzung
leicht ansteigen kann.'®? Eine toxikologische Relevanz fiir
die Erndhrung insbesondere von Sduglingen wurde aber nicht
gesehen.'™ Ab Ende der 1970er Jahre wurden im Ames-Test
mutagen wirkende Maillard-Verbindungen aus Modellansét-
zen und Lebensmitteln isoliert, darunter heterocyclische
aromatische Amine (HAA), HMF (17) und Pyrralin
(28a).'1 HAA bilden sich wihrend der Maillard-Reaktion
unter Beteiligung des Kreatinins und sind daher praktisch
ausschlieBlich in gebratenem Fleisch zu finden.® Bestimmte
heterocyclische Amine werden als moglicherweise cancero-
gen fiir den Menschen eingestuft. Fiir eine verléssliche Risi-
kobewertung ist jedoch die Datenlage zu Gehalten in Le-
bensmitteln sowie zur Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung
der Produkte noch nicht ausreichend.!'*! Fiir die Mutagenit:t
von 17 wird eine Sulfatierung im hepatischen Phase-II-Me-
tabolismus verantwortlich gemacht."! Aus heutiger Sicht
stellen die aus Lebensmitteln aufgenommenen HMF-Mengen
kein Gesundheitsrisiko dar.!**

2001 wurde im Rahmen arbeitsmedizinischer Untersu-
chungen zur Acrylamidexposition von Bauarbeitern in
Schweden festgestellt, dass auch in der nicht exponierten
Kontrollgruppe Hamoglobinaddukte des Acrylamids (45) im
Blut nachweisbar waren.!'™ Kurz darauf wurde das potenziell
krebserregende Acrylamid (45) in relativ hohen Mengen
erstmals in Lebensmitteln, hier vor allem in stark erhitzten
kohlenhydratreichen Produkten wie Knéckebrot, Kartoffel-
chips und Pommes Frites nachgewiesen.'” Relativ schnell
war klar, dass Acrylamid im Verlauf der Maillard-Reaktion
aus Asparagin entsteht.”1?] Die Bildung erfolgt iiber einen
Mechanismus, der inzwischen auch fiir analoge Verbindungen
wie Styrol (46; aus Phenylalanin) und Pent-4-en-1-amin (47;
aus Lysin)!"*'* beobachtet wurde (Schema 10). Aus Griin-
den des vorbeugenden Gesundheitsschutzes wurden in den
vergangenen zehn Jahren erhebliche Anstrengungen zur
Senkung des Acrylamidgehaltes in Lebensmitteln unter-
nommen (Optimierung der Temperatur/Zeit-Verldufe wih-
rend der Verarbeitung, Nutzung asparaginarmer Kartoffel-
und Getreidesorten, enzymatischer Abbau des Aspara-
gins).””) In zahlreichen epidemiologischen Studien konnte
bislang kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der ali-
mentdren Aufnahme von Acrylamid und einem erhohten
Krebsrisiko gefunden werden.*!
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Schema 10. Acrylamid und strukturanaloge Verbindungen in Lebens-
mitteln und Modellansitzen.

5.2. AGEs als ,,Glycotoxine“

Mithilfe einer immunologischen Methode zeigten Ko-
schinsky etal. 1997, dass alimentédre Glykierungsprodukte
vom Korper aufgenommen werden und abhingig von der
Nierenfunktion mehr oder weniger schnell wieder ausge-
schieden werden. Die Autoren folgerten daraus, dass aus der
Nahrung stammende Verbindungen einen bedeutenden Teil
der in vivo zirkulierenden AGEs ausmachen.'”! Letztlich, so
vermuteten die Autoren, miissen damit auch von alimentiren
AGEs pathophysiologische Effekte ausgehen, was zur Pri-
gung des heute sehr kontrovers diskutierten Begriffes ,,Gly-
cotoxine“!™ gefiihrt hat. Die Aufnahme glycotoxinreicher
Nahrung soll im Korper oxidativen Stress und Entziindungs-
reaktionen auslosen. Diese Hypothesen sind jedoch durchaus
umstritten, da wegen unzureichender analytischer Charakte-
risierung der in den Testmahlzeiten vorhandenen Maillard-
Produkte™'®! sowie moglicher anderer Reaktionen bei der
Lebensmittelerhitzung  (Vitaminabbau, Lipidperoxidati-
on)*1%! die gemessenen physiologischen Effekte bislang
nicht eindeutig den AGEs zugeordnet werden konnten. In
Studien anderer Arbeitsgruppen wurden dagegen keine
nachteiligen Wirkungen AGE-reicher Nahrung gefun-
den.P0201221 Ayf Basis der derzeitigen Studienlage bringt
eine AGE-Restriktion in der Erndhrung von Diabetikern
keinen erkennbaren Vorteil.”*!

5.3. Metabolischer Transit von Maillard-Reaktionsprodukten

Sowohl fiir toxische als auch fiir positive Wirkungen im
Korper miissen AGE-modifizierte Lebensmittelproteine
verdaubar sein und die entstehenden Peptide und Amino-
sduren das Darmepithel passieren konnen. Erste Untersu-
chungen beschiftigten sich in den 1940er Jahren mit der
Verdaubarkeit gebraunter Proteine, die durch die Modifizie-
rung des Lysins und die Proteinvernetzung eingeschrénkt
werden kann.'”?! Bei geringen Glykierungsgraden kann sich
die Freisetzung von Aminosduren — wahrscheinlich aufgrund
denaturierender Effekte — jedoch auch verbessern.!'”!

Fructoselysin wird von Verdauungsenzymen aus hitzebe-
handelten Milchproteinen fast vollstandig in kurzkettigen
Peptiden freigesetzt;™ es ist jedoch fiir Ratten nicht als
Lysinquelle nutzbar.?™ Werden Ratten mit Proteinen gefiit-
tert, die mit radioaktiv markierter Glucose glykiert wurden,
geht ein Teil der Radioaktivitit in die Zirkulation iiber. Dies
lasst auf eine Bioverfiigbarkeit anderer Substanzen (,,Pri-
melanoidine“) schlieBen.”™ Uber den ,,metabolischen Tran-
sit“ alimentdrer Maillard-Verbindungen im Humansystem
gibt es bislang nur wenige Studien mit analytisch klar defi-
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nierten Verbindungen. Die Bioverfiigbarkeit einzelner Pro-
dukte ist dabei offenbar in entscheidendem MafBe von ihrer
Struktur abhéngig. Der groBte Teil der Maillard-Reaktions-
produkte in Lebensmitteln, die Amadori-Produkte, ist fiir den
Menschen praktisch nicht bioverfiigbar.?*?*®! Die Biover-
fiigbarkeit von HMF (17)%) und CML (27a)'% ist gering.
Uber die Nahrung zugefiihrtes Pyrralin (28a) (Schema 3)
erscheint dagegen fast vollstindig im Urin.””) Diese Unter-
schiede in der Bioverfiigbarkeit lassen sich auf Unterschiede
in den Freisetzungs- und Resorptionseigenschaften zurtick-
fihren: Aminoséduretransporter vermogen keine glykierten
Aminosduren zu transportieren. Glykierte Dipeptide, die
wihrend der luminalen Verdauung entstehen konnen, sind
jedoch zum Teil Substrate des intestinalen Peptidtransporters
PEPT1.”"! Fiir die nicht transportierbaren Amadori-Pro-
dukte wurde bereits gezeigt, dass sie durch die Darm-
mikrobiota abgebaut werden kénnen.?? Ein konkreter Ab-
baumechanismus {iber ein zweistufiges Enzymsystem in
E. coli wurde erstmals 2002 beschrieben.?™!

6. Ausblick: Maillard-Reaktion — quo vadis?

Hinsichtlich eines chemisch-mechanistischen Gesamtbil-
des des Reaktionsverlaufs stellen die Bildung und der Abbau
der Amadori-Produkte den wichtigsten Knotenpunkt der
beginnenden Maillard-Reaktion dar.!! Die Identifizierung
solcher Knotenpunkte im spiteren Verlauf der Reaktion
kann zu einem vertieften Verstandnis der Melanoidinbildung
fiihren. Ahnlich wie bei der strukturellen Charakterisierung
der Huminsduren®* kénnen hier Aspekte der supramole-
kularen Chemie von Bedeutung sein. Es steht zu erwarten,
dass noch eine Fiille bisher unbekannter Glykierungspro-
dukte sowohl aus Modellsystemen isoliert als auch in Le-
bensmitteln und im menschlichen Korper identifiziert und
quantifiziert werden wird.

Von entscheidender Bedeutung fiir zukiinftige physiolo-
gisch-chemische Forschungsarbeiten zur Maillard-Reaktion
ist die Kldrung der nach wie vor offenen Frage, ob die in vivo
messbaren Glykierungsprodukte tatsdchlich die Ursache fiir
definierte pathophysiologische Prozesse bilden oder ob sie
lediglich als Epiphédnomen in deren Verlauf entstehen. Hier
betrachten wir es als unverzichtbar, dass besonders in der
biomedizinisch orientierten Forschung und Literatur che-
misch exakte und analytisch eindeutige Begriffsbestimmun-
gen zur Beschreibung von Maillard-Reaktionsprodukten
verwendet werden. Der Begriff , AGE“ umschreibt, wie in
diesem Aufsatz ausfiihrlich dargestellt, eine nahezu uniiber-
schaubare Vielfalt an individuellen Verbindungen. Entspre-
chend sind Angaben zum ,,AGE-Gehalt“ sowie Studien zu
»durch AGEs induzierte Effekte” ohne Konkretisierung der
zugrundeliegenden Chemie fiir eine Ableitung von Struktur-
Eigenschafts-Beziehungen letztlich wenig aussagekraftig. Um
die Relevanz der Maillard-Reaktion fiir bestimmte Erkran-
kungen eindeutig aufzuzeigen, miissen physiologische Effekte
in In-vivo-Studien auf chemisch definierte und analytisch
eindeutig erfassbare Strukturen zuriickgefiihrt werden. Dabei
gilt es auch, Metabolite von Maillard-Reaktionsprodukten zu
betrachten, die beispielsweise in Leber und Niere oder durch
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die Darmmikrobiota gebildet werden. Ahnlich wie beim oben
beschriebenen Acrylamid (45) muss in diesem Zusammen-
hang die mogliche Toxizitdt alimentidrer Glykierungspro-
dukte beurteilt werden. Eine fundierte Risikobewertung
einzelner Verbindungen wird damit zur interdisziplindren
Herausforderung fiir die priaparative und analytische Chemie,
die Biologie und Medizin.”"!

Aus lebensmittelwissenschaftlicher Sicht beschéftigt sich
der tiberwiegende Teil der jiingeren Literatur zur Maillard-
Reaktion mit Glykierungsprodukten als Prozesskontami-
nanten, also als ,,unerwiinschte®, weil potenziell toxische oder
den Néhrwert verringernde Verbindungen. Oftmals weniger
beachtet werden dabei Publikationen gerade der letzten
Jahre, in denen interessante positive Wirkungen von Mail-
lard-Reaktionsprodukten diskutiert werden.”'®! So wurde
beispielsweise in mehreren Studien gezeigt, dass Melanoidine
in vitro und in vivo antioxidativ wirken und als Pribiotika die
Zusammensetzung der Darmmikrobiota positiv beeinflussen
konnen. 72181 Nach der Verfiitterung von Brotkruste oder
Malz mit definiertem Gehalt an Pronyllysin (33 in Schema 6)
an Ratten wurde eine erhohte antioxidative Kapazitdt im
Plasma der Versuchstiere, bedingt durch die Aktivierung
potenziell ,chemopréventiver Enzymsysteme wie der
Glutathion-S-transferase (GST) und der UDP-Glucuronyl-
transferase (UDP-GT), beobachtet.”"! Aus Modellansitzen
isolierte und als chromophore Vorstufen fiir die Bildung von
Melanoidinen identifizierte Furanone, Pyranone und Cyc-
lopentenone wirkten in mikromolaren Konzentrationen in-
hibierend auf das Wachstum von Tumorzellen in vitro, mog-
licherweise aufgrund einer Hemmung der Phosphorylierung
des Transkriptionsfaktors Elk-1.2%?211 Kaffeemelanodine
sind in physiologisch relevanten Konzentrationen effiziente
Inhibitoren fiir bestimmte Matrixmetalloproteinasen, denen
eine zentrale Rolle in der Pathogenese kolorektaler Krebs-
erkrankungen zugeschrieben wird.”?!

Aktuelle Literaturberichte lassen darauf schlieBen, dass
die Menschheit bereits vor etwa einer Million Jahren das
Feuer kontrollieren konnte™! und dieses vermutlich bereits
zur thermischen Behandlung von Lebensmitteln einsetzte —
und so letztlich auch die Maillard-Reaktion nutzte. Die mit
der Erhitzung von Lebensmitteln einhergehende Verbesse-
rung von Haltbarkeit, Verdaubarkeit, Geruch und Ge-
schmack ist unbestritten. Einer aktuellen Theorie der an-
thropologischen Forschung nach war die Nutzung des Feuers
zur Lebensmittelzubereitung der entscheidende evolutiondre
Vorteil in der Entwicklung des Menschen. Geht man
davon aus, dass die Nahrung der Menschheit seit mehreren
Hunderttausend Jahren erhebliche Anteile verarbeitungsin-
duzierter Maillard-Produkte enthilt, stellen sich fast
zwangsldufig Fragen nach einer moglichen evolutionsbiolo-
gischen Relevanz dieser Nahrungsbestandteile. Hat sich der
Metabolismus des Homo sapiens an eine biologische Ver-
wertung von Glykierungsprodukten adaptiert? Verfiigen wir
iiber ,,artspezifische” Entgiftungssysteme beispielsweise fiir
hochreaktive Dicarbonylverbindungen (siche Schema 3)?
Sind alimentidre Aminosdurederivate der Maillard-Reaktion
im Zusammenspiel oder im Wettbewerb mit den ,,konven-
tionellen“ Aminosduren fiir Signaltransduktionswege von
Bedeutung? Hat sich die Mikrobiota des Dickdarms an die
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Verwertung der im Diinndarm nicht resorbierten Maillard-
Produkte adaptiert, und sind die entsprechenden Verbin-
dungen damit als pribiotisch wirksame Strukturen fiir die
Integritit der humanen Darmflora von Bedeutung?

Die grundlegende Bedeutung seiner Beobachtungen er-
kennend, war Maillard selbst tiberrascht, , dass sie [die Re-
aktion] nicht lingst in ihren kleinsten Details bekannt ist.“!"
Wir sind davon iiberzeugt, dass die Maillard-Reaktion auch
nach iiber hundert Jahren Forschung noch viele Uberra-
schungen bereithalten wird.

Eingegangen am 9. Oktober 2013,
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