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Zum EinfluB 
von Maillard-Reaktionsprodukten 
auf Enzymreaktionen 

The influence 
of maillard reaction products 
on enzyme reactions 

Zusammenfassung Im vorliegen- 
den Artiket werden zun/ichst ausge- 
wfihlte Kenntnisse zur Maillard- 
Reaktion in vivo vorangestellt, wo- 
bei Glycosylierungsreaktionen yon 
verschiedenen Geweben sowie das 
Auffinden verschiedener Intermedia- 
te und Folgeprodukte der Maillard- 
Reaktion skizziert werden. Einen 
besonderen Schwerpunkt bildet der 
Einflug von MRP auf die Verdau- 
ung. MRP werden in unterschiedli- 
chem Mage resorbiert und ausge- 
schieden und beeinflussen 
demzufolge den Organismus in viel- 
f~iltiger Weise. Die Wechselwirkun- 
gen definierter MRP, glycosylierter 
Proteine und Melanoidine mit Gly- 
cosidasen und Proteasen werden be- 
schrieben. Die dadurch ausgel6sten 
Effekte sind sowohl vom untersuch- 
ten Enzym als auch vom eingesetz- 
ten MRP abh~ingig. Im Organismus 
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kommt den ct-Dicarbonylverbindun- 
gen (Ketoaldehyde), wie sie auch 
als Schl/isselverbindungen im Ver- 
lauf der Maillard-Reaktion auftre- 
ten, eine besondere Bedeutung zu. 
Die M6glichkeiten der Umsetzung 
dieser Verbindungen durch Reducta- 
sen wird vorgestellt. 

Struktur und Aktivit~it von Enzy- 
men werden durch die Maillard- 
Reaktion dieser Funktionsproteine 
mit reduzierenden Kohlenhydraten 
beeinfluf3t. Durch kovalente Modifi- 
zierung proteingebundener Amino- 
sguren sowie durch inter- und intra- 
molekulares cross linking kann sich 
die Enzymaktivit~it ver~indern. 
Schliel31ich wird der Einsatz yon 
Enzymen und monoklonalen Anti- 
k6rpern zum Nachweis von definier- 
ten MRP angesprochen. 

Summary In this article current 
knowledge about the Maillard reac- 
tion in vivo is described first, espe- 
cially the glycosylation reactions of  
various tissues and the identifica- 
tion of  different final products and 
intermediates of  Maillard reaction. 

The influence of  MRP on 
digestion is o f  significant import- 
ance. These products are absorbed 
in different ways and are excreted 
in various amounts. Hence, the 
organism is variably influenced by 
MRP. 

The influence of  defined MRP, 
of  glycosylated proteins and of  
melanoidines on glycosidases and 

proteases is described. The effects 
produced depend on the enzyme 
and on the used MRP. Reactive 
c~-dicarbonyl compounds play an 
important role in the organism. 
Further possible reactions of  these 
compounds caused by reductases 
are discussed. 

The protein structure of  
enzymes is changed by Maillard 
reaction. Thereby the enzyme 
activity is influenced by covalent 
modifications of  different amino 
acids and by inter- and 
intramolecular crosslinking. 

Finally, the use of  enzymes and 
monoclonale antibodies for 
detection of MRP is discussed. 

Schliisselwiirter Maillard-Reak- 
tionsprodukte - Glycosylierung, 
enzymatischer Abbau - Mela- 
noidine - Verdauungsenzyme 

Key words Maillard reaction pro- 
ducts - glycosylation - enzymatic 
degradation - melanoidins - 
digestive enzymes 

Abbreviation index AGE = Ad- 
vanced Glycosylation Endproducts, 
Endprodukte der Glycosyliernng • 
H M W  = High Molecular Weigth, 
Produkte mit hohem Molekularge- 
wicht • L M W  = Low Molecular 
Weigth, Produkte mit niedrigem 
Molekulargewicht • MRP = Mail- 
lard Reaktion Products, Produkte 
der Maillard-Reaktion 
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Einleitung 

Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) sind das Ergebnis ei- 
ner Vielzahl von Folge- und Parallelreaktionen zwischen 
Aminos~iuren bzw. Proteinen und reduzierenden Zuckern. 
Die Art und Geschwindigkeit dieser nichtenzymatischen 
Br~unungsreaktion wird sensibel durch die Qualit~it und 
Quantit~it der Edukte sowie durch die Parameter des Re- 
aktionsmilieus wie Temperatur, pH-Wert oder aw-Wert 
beeinfluI3t. Die Maillard-Reaktion tritt wiihrend der Le- 
bensmittelproduktion, Lebensmittellagerung, aber auch 
im lebenden Organismus auf. Dabei bewirken die MRP 
differenzierte physiologische und metabolische Effekte 
und k6nnen in sehr unterschiedlichem Mal3e enzymati- 
sche Reaktionen beeinflussen. Aus ern/ihrungsphysiolo- 
gischer Sicht verursacht die Maillard-Reaktion vor allem 
unerwfinschte Wirkungen wie beispielsweise die Herab- 
setzung der Bioverffigbarkeit von N/ihr- und Mineralstof- 
fen durch Vergnderung der Resorption (3, 81), Wachs- 
tumsinhibierungen (86), Organvergnderungen, ~_nderun- 
gen von Enzymaktivit~iten, Mutagenit/it (94, 102, 96) und 
letztlich auch Kanzerogenit~it (106). Zu den erwfinschten 
physiologischen Wirkungen z/ihlen cholesterinsenkende 
(79, 67) und antioxidative Wirkungen der MRP. In die- 
sem Zusammenhang ist auf grundlegende Arbeiten fiber 
physiologische und ern~ihrungsphysiologische Aspekte 
der Maillard-Reaktion von Ledl et al. (57), Finot (25), 
Dyer et al. (19), Erbersdobler et al. (22) und Schleicher 
(82) zu verweisen. Damit rficken zunehmend auch Pro- 
bleme der Maillard-Reaktion in vivo in den Mittelpunkt 
des Interesses (56), womit auch den Untersuchungen zur 
Beeinflussung von enzymatischen Reaktionen durch MRP 
eine besondere Bedeutung zukommt. Schwerpunktmggig 
werden im vorliegenden Artikel folgende Themen ange- 
sprochen: die enzymatische Abbaubarkeit yon Substraten 
nach deren Vergnderung durch die Maillard-Reaktion, 
z.B. infolge Glycosylierung, der Einflug der MRP auf die 
Aktivit~it ausgew~ihlter Enzyme, die Veriinderung der En- 
zymproteinstruktur durch Beteiligung an der Maillard-Re- 
aktion und eine damit verbundene Beeinflussung der En- 
zymaktivit/it und schliel31ich ausgew~ihlte Nachweise von 
MRP mit Hilfe von Enzymen. 

Die MaUlard-Reaktion in vivo 

In jfingerer Zeit haben Untersuchungen zur Mailtard-Re- 
aktion in vivo, vor allem wegen ihrer Auswirkungen auf 
Enzyme, besondere Bedeutung erlangt, so dab zu Beginn 
dieses Beitrages kurz auf die Reaktion im biologischen 
System eingegangen werden sotl. Im menschtichen K6r- 
per beispielsweise kann die Maillard-Reaktion bei Tem- 
peraturen um 37°C fiber die gesamte Lebenszeit ablaufen. 
D-Glucose oder andere reduzierende Zucker, wie z.B. 
D-Ribose, reagieren mit freien Aminogruppen der Pro- 
teine unter intermedi/irer Bildung von N-Glycosiden und 

nachfolgender Amadori-Umlagerung zu den relativ stabi- 
ten 1-Amino-l-deoxyketosen (1) (vgi. Abb. 1). Diese 
Reaktion wird als nichtenzymatische Glycosylierung 
(Glucosilierung) bezeichnet und ist im medizinischen 
Sprachgebrauch auch ats ,,Fructosylierung" oder ,,Glyca- 
tion" bekannt. 

Im Proteinverband werden vor allem freie e-Amino- 
gruppen von Lysinresten, beim Hiimoglobin beispielswei- 
se auch die Aminogruppen des N-terminalen Valins der 
13-Kette (52), glycosyliert. Im allgemeinen kann eine re- 
lative Spezifit/it des Glycosylierungsortes beobachtet wer- 
den, die mit der Basizit~it der N-Verbindung und mit 
sterischen Effekten erkl~rt werden kann. Bei Gewebepro- 
teinen h~ingt der Glycosylierungsgrad vonder  Saccharid- 
konzentration in den Zellen (57) bzw. dem Zutritt von 
D-Glucose zu den Proteinen und reaktiven freien Amino- 
gruppen ab. Im gesunden Organismus betr~igt die Blut- 
glucosekonzentration in der Regel 5 mmol/1, kann aber 
z.B. bei Diabetes mellitus bis auf Werte von 30 mmol/1 
ansteigen. Dies ist unter anderem die Voraussetzung da- 
ffir, dab bei einer Reihe yon langlebigen Proteinen wie 
Augenlinsenproteinen (69, 6, 15, 26) oder Kollagen (27, 
57, 58), aber auch H/imoglobin (51, 6, 93, 9, 5), Albumin 
(85, 92), Erythrozytenmembranprotein (84), Lipopro- 
teinen (17, 83, 107) und Immunglobulin G (57) nichten- 
zymatische Glycosylierungsreaktionen nachgewiesen wer- 
den konnten. 

Nach den Ergebnissen von Ledl und Schleicher (57) 
korrelieren die Glycosylierungsgrade verschiedener Ge- 
webe gut miteinander, und Patienten mit einer hohen 
Glycosylierung der Sehnenproteine weisen ebenso hohe 
Glycosylierungsraten anderer Gewebe auf. Ebenso stimmt 
der mittlere BlutglucosespiegeI in der Regel gut mit dem 
Glycosylierungsgrad der Gewebe fiberein. 

Als Carbonylkomponente reagieren auger D-Glucose 
auch andere Saccharide wie D-Fructose, D-Xylose, D- 
Threose (74), D-Ribose, Glycerinaldehyd und phosphory- 
lierte Zucker (70). Pentosen und D-Fructose zeigen oft 
eine h6here ReaktiviNt der Vernetzung zwischen den 
Proteinen als D-Glucose (10, 70). 

Die Konzentration an Amadori-Verbindungen (1, vgl. 
Abb. 1), den ersten stabilen Intermediaten der friihen 
Phase der Maillard-Reaktion, bleibt w/ihrend der Alterung 
des Menschen in etwa konstant. Dies bedeutet, dab Ama- 
dori-Verbindungen entweder reversibel wieder in ihre 
Ausgangsstoffe gespalten werden k6nnen oder aber bei 
stetiger Bildung in kontinuierliche Abbaureaktionen ein- 
miinden. Als Folgeprodukte dieser Verbindungen (1) wer- 
den ct-Dicarbonylverbindungen (1-, 3- und 4-Deoxyosu- 
losen) gebildet, die im Organismus u.a. in Pyrralin (Pyr- 
rolaldehyd) (2) (35), Carboxymethyllysin (3) (2), Carbox- 
ymethylhydroxylysin (4) (19), Carboxylactyllysin (g) (19) 
und Pentosidin (6) (90) umgewandelt werden. In Abb. 2 
ist eine Auswahl der in vivo nachgewiesenen, relevanten 
Verbindungen mit ihren chemischen Strukturen angege- 
ben. W/ihrend die Derivate der Carboxylysine (3-5) aus 
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Abb. 1 Glycosylierung von proteingebundenem Lysin durch 
D-Glucose. 

der oxidativen Spaltung von Amadori-Verbindungen des 
Lysins mit D-Glucose hervorgehen k6nnen, RiBt sich die 
Struktur des Pentosidins (6) durch eine Quervemetzung 
(cross-linking) von proteingebundenem Lysin und Argi- 
nin mit einem Zucker (bevorzugt Pentosen) oder Zucker- 
derivaten erklgren (69). 

Als irreversible Folgeprodukte entstehen sogenannte 
AGE-Produkte (advanced glycosylation endproducts), die 
einen Komplex verbrfickter hochmolekularer und h~iufig 
fluoreszierender Proteine darstellen. 

Von praktischer Bedeutung ist die in-vivo-Hemmung 
der Bildung dieser AGE-Produkte dutch Aminoguanidin 
HzN-NH-C(=NH)NH2 (8, 14, 13). Beispielsweise wird 
die Bildung yon AGE-H~imoglobin dutch Aminoguanidin 
signifikant inhibiert (66), aber auch die Verringerung der 
Albuminurie durch Aminoguanidin konnte gezeigt wer- 
den (41). 

Fluoreszierende Verbindungen wurden auch bei der 
Reaktion yon Nucleins~iuren oder Nucleotiden mit redu- 
zierenden Zuckem beobachtet (70, 58, 36), auf die im 
Rahmen dieser Arbeit aber nicht n~iher eingegangen wer- 
den soll. 

EinfluB von MaUlard-Reaktionsprodukten auf die 
Verdauung 

Resorption von Maillard-Reaktionsprodukten 

Die in der frtihen Phase der Maillard-Reaktion gebildeten 
Amadori-Verbindungen werden im Vergleich mit Amino- 
sguren nur langsam resorbiert (91, 20, 21). Untersuchun- 
gen an Ratten zeigten, dab die Resorptionsgeschwindig- 
keit von freien Fructosylaminos~iuren in der Reihenfolge 
e-Fructosyllysin, Fructosylmethionin, ct-Fructosyllysin 
abnimmt (21). Fructosylleuein wird nut zu 60 % und 
Fructosyltryptophan sogar nur zu 10 % von Ratten resor- 
biert (91). Der Hauptteil an freien Fructosylaminos/iuren 
wird dabei fiber das Colon aufgenommen und zu 60-70 % 
(e-Fructosyllysin) unvergndert tiber den Urin und zu 8- 
10 % (e-Fructosyllysin) tiber die Faeces ausgeschieden. 
Eine Ansammlung yon Fructosylaminos~iuren in Muskel- 
zellen ist sehr gering, schon h6her ist ihre Aufnahme in 
der Leber (21). Caseingebundenes e-Fructosyllysin wird 
vom Humanorganismus zu 2,7 % tiber den Urin und zu 
1 %  tiber die Faeces als monomeres e-Fructosyllysin 
ausgeschieden (62). Vergleichsweise dazu scheiden Rat- 
ten caseingebundenes e-Fructosyllysin zu 9,7 % tiber den 
Urin und zu 1,5 % fiber die Faeces aus. Der Verbleib des 
restlichen e-Fructosyllysins ist nicht v611ig gekt~irt. Es ist 
jedoch bekannt, dab e-Fructosyllysin von Mikroorganis- 
men im Intestinaltrakt gespalten werden kann (100, 91, 
62). Daneben wird e-Fructosyllysin unter physiologischen 
Bedingungen zu Carboxymethyllysin, Glucoson, 3-Deo- 
xyhexosulose sowie einer Reihe von Pentosen und Tetro- 
sen abgebaut (108). Die Resorption yon Amadori-Verbin- 
dungen wird damit durch verschiedene Faktoren wie ihre 
Konstitution, ihre Bindung an Proteine und durch die Art 
des resorbierenden Organismus beeinflugt. 

5-Hydroxymethyl-2-furfural (HMF), ein typisches Ab- 
bauprodukt der Zucker infolge Karamelisierung oder 
Maillard-Reaktion, wird yon Ratten vollst~indig resorbiert 
und nach Oxidation zu 5-Hydroxymethylfuran-2-carbon- 
s~iure restlos tiber den Urin ausgeschieden (23). 

Niedermolekulare Reaktionsprodukte der Finalphase 
(low molecular weigth products, LMW) der Maillard- 
Reaktion (dialysierbare Melanoidine) werden yon Ratten 
teilweise resorbiert, (40 % nach (77) und 23-30 %) nach 
(24), jedoch nicht vollst~indig mit dem Urin ausgeschie- 
den, so dab es nach Finot (25) zu einer Ansammlung im 
K6rper kommen kann. Die Menge an resorbierten LMW- 
Melanoidinen ist stark von den Edukten und den Reak- 
tionsbedingungen bei ihrer Bildung abh~ingig. 

Hochmolekulare Melanoidine (high molecular weight 
products, HMW) dialysieren nicht, k6nnen aber naeh ih- 
rer L6slichkeit unterschieden werden. Schon aus Unter- 
suchungen von Nair et al. (71) geht hervor, dab sowohl 
16sliche als auch unl6sliche HMW-Melanoidine aus der 
Umsetzung zwischen Lysin und D-Glucose (24h, 
100 °C) yon Ratten nicht resorbiert und vollstgndig fiber 
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Abb. 2 Proteingebundene 
Maillard-Prodnkte aus in-vivo- 
Reaktionen. 
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die Faeces ausgeschieden werden. Die undialysierbaren 
HMW-Melanoidine aus der Umsetzung von Glycin mit 
D-Glucose (7 h, I00 °C) wurden zu 79,6 % im Faeces 
und zu 1,8 % im Urin von Ratten nachgewiesen (37). Zu 
/ihnlichen Ergebnissen gelangte auch Finot (25), der bei 
Fiitterungsversuchen mit HMW-Melanoidinen aus der Re- 
aktion zwischen Casein und D-Glucose, eine Ausschei- 
dung yon 2-6 % fiber den Urin und von 90-93 % fiber 
die Faeces der Ratten ermittelte. Ffir die Resorption der 
HMW-Melanoidine sind demnach neben den Reaktions- 
bedingungen der Maillard-Reaktion (T, pH, aw) auch die 
Edukte der Umsetzung yon entscheidender Bedeumng. 

Durch die Aufnahme von HMW-Melanoidinen ist au- 
13erdem eine Reduzierung der Resorption von Mineralien 
(23) und von Cholesterol (67) bekannt. 

Weitere physiologische Effekte, die mit der Aufnahme 
von HMW-Melanoidinen (Glycin/D-Glucose, 0,t mol 
Na2CO3, 96 h, 90 °C) verbunden sind, betreffen die 
Verringerung der gastrointestinalen Transitzeit von N~ihr- 
stoffen, die auf die bevorzugte hydrophile Eigenschaft der 
Melanoidine zurfickgeffihrt wird und sich im Anstieg des 
Wassergehaltes der melanoidinhaltigen Ausscheidungs- 
produkte zeigte (31). Darfiber hinaus verursachten nicht- 
dialysierbare Glycin/D-Glucose-Melanoidine aufgrund 
des niedrigen pH-Wertes im Magen eine mit der Ver- 
festigung des Mageninhaltes einhergehende Gelbildung 
als akuten Effekt. In dessen chronischer Folge traten dann 
Nekrose und eine Verarmung an Epithelzellen der Mu- 

cosamembran auf, die schlieBlich eine Reduktion der 
Magen-Oberfl/iche bewirkten (67, 31). 

Einflufl der Maillard-Reaktionsprodukte auf 
Giycosidasen 

Nach ersten Untersuchungen zur Beeinflussung von glu- 
canspaltenden Enzymen durch MRP konnte nachgewiesen 
werden, dab Glycosidasen durch Amadori-Verbindungen 
gehemmt werden. So unterliegt beispielsweise (x-Gluco- 
sidase einer kompetitiven Hemmung durch die Amadori- 
Verbindung Fructosyl-L-tryptophan (60). 

Systematische Untersuchungen an oligomeren Amado- 
ri-Verbindungen zeigten, dab die Aktivit/iten yon (z-Glu- 
cosidase und Glucoamylase durch Fructosyl- und Maltu- 
Iosylglycin kompetitiv gehemmt werden. Die gleichen 
Amadori-Verbindungen (Fructosyl- und Maltulosyl- 
glycin) hatten dagegen keinen EinfluB auf die Aktivit/it 
yon a-Amylase (aus Schweinepankreas). Die N-glucosi- 
dische Bindung des Fructosylglycins wird durch die 
untersuchten Enzyme oc-Glucosidase, Glucoamylase und 
a-Amylase nicht hydrolysiert. Dagegen wird Malmlosyl- 
glycin durch ct-Gtucosidase zu D-Glucose und Fructosyl- 
glycin abgebaut. Maltotriulosylglycin, ein um eine Glu- 
coseeinheit verlgngertes Oligomer, wird durch die ct-Glu- 
cosidase um den Faktor 10 schneller als Malmlosylglycin 
hydrolysiert. Die Enzyme Glucoamylase und or-Amylase 
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katalysieren nur die Spaltung yon Maltotriulosylglycin, 
wobei D-Glucose und Maltulosylglycin, nicht aber Fruc- 
tosylglycin gebildet werden (87, 89). 

DaB Glycosylamine auch als Inhibitoren fiir Glycosida- 
sen eingesetzt werden k6nnen, zeigen beispielsweise aktu- 
elle Untersuchungen von Kolarova et al. (54), die die Hem- 
mung von Diglucosylamin auf B-Glucosidasen untersuchten. 

Bei der Verftitterung yon Eialbumin oder Aprikosen- 
pulver, das durch eine thermische Reaktion mit Kohlen- 
hydraten gebrgunt wurde, konnten an den Versuchsratten 
eine signifikante Absenkungen der Lactase-, Saccharase- 
und Maltaseaktivit~it gegentiber der Kontrollgruppe beob- 
achtet werden, obwohl nur die mit Lactose umgesetzten 
Proteine als Substrat ffir Lactase fungieren sollten (59, 
60). Zu ~ihnlichen Resultaten gelangten auch andere Au- 
toren, die eine deutlich emiedrigte Maltaseaktivit~it bei 
Ratten registrierten, wenn diese 18 Monate lang mit MRP 
aus der Umsetzung von Eialbumin mit D-Glucose geftit- 
tert wurden (79). Erfolgte jedoch vor der Br~iunung des 
Eialbumins eine ttydrolyse durch Pepsin, blieben sowohl 
die Maltase- als auch die Saccharaseaktivit~it konstant. 
Wird anstelle des Eialbumins Casein mit D-Glucose um- 
gesetzt und an Ratten verfiittert, wird keine Ver~inderung 
der Saccharaseaktivitgt beobachtet. 

Bei der Verabreichung yon autoklavierter Trockenma- 
germilch (121 °C; 30 bzw 45 min) sinkt die Amylaseak- 
tivit~it im Diinndarm yon Versuchsratten auf 75-80 % 
(86). Auch die Verffitterung eines bei 35 °C thermisch 
sehr schonend behandelten Casein/D-Glucose-Reaktions- 
gemisches ffihrte zu einer Erniedrigung der Amylaseakti- 
vit/it, die nur teilweise dutch die Zuffitterung yon Lysin 
zum Maillard-Casein aufgehoben werden konnte. 

Aber nicht nur glycosylierte Proteine haben einen Ein- 
fluB auf die Glycosidaseaktivit/it, sondern auch Melanoi- 
dine, die h~iufig stark gef~irbten Endprodukte der Mail- 
lard-Reaktion, beeinflussen die kohlenhydratspaltenden 
Enzyme. Bei einem Zusatz von 5-10 mg/ml LMW-Frak- 
tion aus einer Lysin/D-Glucose-Reaktion (100 °C; pH 
6,5; Oste et al. (75)) werden die Disaccharidasen Maltase, 
Trehalase, Invertase und Lactase kompetitiv oder nach 
einem gemischten Hemmtyp inhibiert. Die HMW-Frak- 
tion der gleichen Reaktion inhibierte diese Disaccharida- 
sen bereits ab einer Konzentration yon 1,4-2,8 mg/ml, 
vermutlich nach einem gemischten Hemmtyp (76). Ein 
ebenfalls gemischter Hemmtyp kann bei Untersuchungen 
zum enzymatischen Abbau der HMW-Fraktion aus einer 
Glycin/D-Glucose-Reaktion (170 °C; 40 min; quasi was- 
serfrei) durch Maltase beobachtet werden (88, 55). Ob 
hier die Adsorption des Enzymproteins an das Melanoidin 
oder die von Oste et al. (76) vermutete Hemmung der 
Disaccharidase-Aktivit~it durch Polyole verantworttich ist, 
muB durch weitere Untersuchungen gekl/irt werden. 

Speichel-c~-Amylase wird in vitro weder durch die 
LMW- (5 mg/ml) noch durch die HMW-Fraktion (0,8 
mg/ml) der MRP aus der Lysin/D-Glucose-Reaktion in- 
hibiert (76). 

Im Unterschied zu den in-vitro-Versuchen zeigen in- 
vivo-Experimente, dab Lactase und Invertase durch die 
LMW-, nicht aber durch die HMW-Fraktion aus der oben 
genannten Br/iunungsreaktion (75) inhibiert werden. 

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse bleibt zu bemer- 
ken, daB Glycosidasen bei den in-vitro-Untersuchungen 
in der Regel frei vorliegen, in vivo aber an der Bfirsten- 
saummembran der Duodenalmucosa tokalisiert sind und 
die Substrate ggf. durch die Epithelzellmembran diffun- 
dieren mtissen. 

Verdaulichkeit yon Maillard-Reaktionsprodukten 
durch Proteasen 

Einflufl definierter Maillard-Reaktionsprodukte auf 
Proteasen 

Mit dem EinfluB definierter MRP auf Proteasen besch~if- 
tigte sich eine Arbeit von Oste et al. (78), die verschie- 
dene, zum Teil fliichtige MRP hinsichtlich ihrer Inhibi- 
torwirkung auf Carboxypeptidase A und Aminopeptidase 
N (Membran-Alanyt-Aminopeptidase) untersuchten. Un- 
terschiedlich substituierte Furane und Pyrrole, die aus der 
Maillard-Reaktion bekannt sind, inhibierten die unter- 
suchte Carboxypeptidase A, wobei eine st~irkere Hem- 
mung durch carboxylierte Furane wie beispielsweise 5- 
Hydroxymethylfuran-2-carbons~iure oder Furan-2-carbon- 
siiure zu finden ist. 2-Formyl-5(hydroxymethyl)pyrrol-1- 
norleucin hemmte Carboxypeptidase A auch in vivo. Die 
Aminopeptidase N wurde von N-substituierten Pyrrolen 
wie N-Carboxymethylpyrrol und N-Carboxymethyl-2,5- 
dimethylpyrrol kompetitiv gehemmt. Fructosyl-L-lysin in- 
hibierte weder die Carboxypeptidase A noch die Amino- 
peptidase N (78). 

Zu den definierten Reaktionsprodukten der Umsetzung 
von Proteinen mit Kohlenhydraten z/ihlen auch glycosy- 
lierte Proteine, die durch gezielte Reduktion der Kohlen- 
hydratkomponente stabilisiert werden k6nnen (11). Unter- 
suchungen zum enzymatischen Abbau dieser glycosylier- 
ten Proteine zeigen, dab die Anfangshydrolysegeschwin- 
digkeit der durch ot-Chymotrypsin verursachten Abbaure- 
aktion bis zu einer Konzentration von 50 mol D-Galac- 
tose/mol Legumin deutlich ansteigt und bei h6herem Gly- 
cosylierungsgrad wieder sinkt. Diese Ergebnisse werden 
mit Strukturver~inderungen am Protein diskutiert, bei de- 
nen infolge der Glycosylierung die tertifire Struktur des 
Proteins entfaltet und dadurch eine Verbesserung der pro- 
teolytischen Abbaubarkeit erreicht wird. Durch eine m6g- 
liche Freilegung von Peptidbindungen, an denen Tyrosin, 
Tryptophan und Phenylalanin beteiligt sind, verbessern 
sich infolge der Glycosierung die Angriffsm6glichkeiten 
ffir ~t-Chymotrypsin, belegbar durch die analytisch fest- 
gestellte Zunahme von Tyrosylresten an der Oberfl/iche 
des glycosylierten Legumins. Im Gegensatz zu ct-Chymo- 
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trypsin wird die durch Trypsin erreichte Anfangshydroly- 
segeschwindigkeit bei geringen Glycosylierungsgraden 
des Legumins nicht erh6ht, sondem herabgesetzt. Wahr- 
scheinlich sind die f/ir die katalytische Wirkung des Tryp- 
sins notwendigen basischen Seitenketten der Aminosgu- 
ren im Protein durch die Glycosyliemng blockiert (12). 

Die Reduzierung der Anfangshydrolysegeschwindig- 
keit des Proteins ist auch vom reagierenden Saccharid- 
molekiil abh~ingig. So hemmt beispielsweise das lactosy- 
lierte Legumin-Derivat Trypsin am st~irksten und das ga- 
lactosylierte Derivat am schwgchsten (12). In diesem Zu- 
sammenhang zeigten Waniska und Kinsella (105), dab 
das mit Maltose oder Glucosamin (2-Amino-2-deoxy-D- 
glucose) derivatisierte ~-Lactoglobulin durch Trypsin und 
a-Chymotrypsin mit einer h6heren Anfangshydrolysege- 
schwindigkeit gegentiber dem unmodifizierten Protein ge- 
spalten wird. Wie beim Erbsenlegumin ist die Hydroly- 
segeschwindigkeit des glycosylierten Proteins dutch ct- 
Chymotrypsin bedeutend h6her als dutch Trypsin. Die 
Modifizierung des ]3-Lactoglobulins mit Glucosamin er- 
gab erst bei einer gr6geren Anzahl glycosylierter Amino- 
gruppen im Protein eine Erh6hung der Anfangshydroly- 
segeschwindigkeit. Dagegen lag der Endhydrolysegrad 
bei Maltosyl- und Glucosamin-13-1actoglobulin sowohl bei 
ot-Chymotrypsin als auch bei Trypsin niedriger als beim 
unmodifizierten Protein, was letztlich bedeuten kann, dab 
die Hydrolyseprodukte des glycosylierten [3-Lactoglobu- 
lins die in-vitro-Verdaulichkeit reduzieren. 

EinfluJ3 von Zwischenprodukten der Maillard-Reaktion 
aus Kohlenhydraten und Proteinen sowie Melanoidinen 
auf Proteasen 

Werden reduzierende Kohlenhydrate mit Proteinen zur 
Reaktion gebracht, bilden sich am Protein die schon im 
Kapitel 2 (siehe Abb. t) ert/iuterten Umlagerungsprodukte 
der Zucker, die relativ stabilen I-Amino-l-deoxyketosen. 
Die Reaktion bleibt jedoch nicht auf dieser Stufe stehen, 
sondem es laufen in Abh~ingigkeit yon Reaktionszeit und 
-temperatur weitere Reaktionen ab, in deren Folge es 
zur Bildung verschiedener Kohtenhydratabbauprodukte 
kommt, bis schliel31ich die braun bis schwarz gefiirbten 
Melanoidine gebildet werden. Gegenw/irtig k6nnen je- 
doch weder die Intermediate des Zuckerabbaus am Pro- 
tein noch die Melanoidine genau definiert werden. Die 
enzymatischen Untersuchungen zum Abbau der gebr/iun- 
ten Proteinproben schliegen also in der Regel mehrere 
Reaktionsprodukte bzw. unterschiedliche Stufen der Mail- 
lard-Reaktion am Protein ein. 

Ein schlfissiger Zusammenhang besteht aber often- 
sichtlich in der Reaktion reduzierender Zucker mit der 
~-Aminogmppe des proteingebundenen Lysins und der 
Aktivit~it einiger Proteasen, wie z.B. dem Trypsin. Infolge 
des durch die Maillard-Reaktion modifizierten Substrates 
wird die Affinitiit des Enzyms gegen/iber diesen Protein- 

derivaten vergndert und damit die Verdaulichkeit beein- 
flul3t. Das ftihrt beispielsweise bei Sojaprotein, Rinderse- 
mmalbumin, B-Lactoglobulin und Gt-Lactoalbumin, die 
mit 0,5 mol D-Fructose umgesetzt werden, zu einem 
Lysinverlust und einer damit verbundenen Verringemng 
der in-vitro-Verdaulichkeit (16). Vergleichbar sind diese 
Ergebnisse mit einer von Hansen et al. (32, 33) an er- 
hitztem Weizenmehl gefundenen verringerten in-vitro- 
Proteinverdaulichkeit durch die Enzyme Pepsin, Trypsin 
und Carboxypeptidase B, deren Ursache wieder in der 
Inhibierung der Enzyme durch eine Reaktion des protein- 
gebundenen Lysins und D-Glucose gesehen wird. 

In-vivo-Versuche an Ratten zeigen, dab nach Verftit- 
temng von autoklaviertem (121 °C, 30 bzw. 45 rain) 
Magermilchpulver die Aktivitgt der Verdauungsenzyme 
Trypsin sowie ct-Chymotrypsin, die mitsamt dem Verdau- 
ungsbrei aus dem Gastrointestinaltrakt der Versuchsratten 
isoliert wurden, gegenfiber Standardsubstraten zun~ichst 
ansteigt. Dabei bewirkt das 30 Minuten erhitzte Mager- 
milchpulver eine st~irkere Aktivit~itserh6hung als die lgn- 
ger erhitzten Magermilchproben (86). Die Verfiittemng 
von Proteinen mit gemindertem N/ihrwert, wie sic in den 
gebr~iunten Produkten vorliegen, induziert nach Schnee- 
man et al. (86) wahrscheinlich eine hormonell bedingte, 
erh6hte Synthese und Ausschiittung von proteolytischen 
Enzymen, die die vefiinderten Enzymaktivit/iten hervor- 
rufen k6nnen. 

LMW-Melanoidine aus einem Lysin/D-Glucose-Reak- 
tionsgemisch vefiindem die Aktivitfit von oc-Chymotryp- 
sin. Trypsin dagegen wurde nur in Abhgngigkeit vom 
eingesetzten Substrat und der Substratkonzentration inhi- 
biert (77). Beim Einsatz von N-Benzoylargininethylester 
als Modellsubstrat unterlag Trypsin einer geringen nicht- 
kompetitiven Hemmtmg, da bei Zusatz von 0,5 mg/ml 
LMW-Fraktion die maximale Geschwindigkeit rmax von 
7.10 -2 auf 5.10 -2 raM/rain gesenkt wurde (77). Gegentiber 
Carboxypeptidase A und B bewirkte die gleiche LMW- 
Fraktion eine reversible Substratfiberschul3hemmung. 
Vergleichend dazu wurde Aminopeptidase N erst bei ei- 
nero Zusatz von 0,25 mg/ml LMW-Fraktion irreversibel 
inhibiert. M6glicherweise setzte sich die LMW-Fraktion 
des untersuchten Lysin/D-Glucose-Melanoidins aus ver- 
schiedenen inhibierenden Verbindungen zusammen, die 
in das enzymatische Abbaugeschehen eingreifen. Eine 
geringe Hemmung durch die LMW-Fraktion (Lysin/ 
D-Glucose) wurde auch bei Glycylleucin-Dipeptidase 
festgestellt. Ffir Aminopeptidase A, Dipeptidylpeptidase 
IV und Alanylprolindipeptidase wurden dagegen keine 
Effekte ermittelt (77). 

Bei Untersuchungen der Proteinverdaulichkeit yon un- 
dialysiertem Melanoidin (Glycin/D-Glucose, 90 °C, pH 
6) konnte von Pitotti et al. (80) keine Inhibierung von 
Pepsin beobachtet werden, c~-Chymotrypsin und Trypsin 
wurden dagegen in entsprechenden in-vitro-Versuchen 
durch das undialysierte Melanoidin schwach gehemmt. 
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Einflu6 von Maillard-Reaktionsprodukten auf Enzyme im 
Organismus (Oxidoreductasen) 

Zwischenprodukte der Maillard-Reaktion wie 3-Deoxy- 
osulosen, Methylglyoxal oder auch Glyoxal sind sehr 
reaktive ot-Dicarbonylverbindungen, die sich bevorzugt in 
die Vernetzungen von Proteinen und die Bildung fluores- 
zierender Verbindungen einschalten k6nnen (47, 42, 95, 
30). Eine besondere Bedeutung kommt nach bisherigen 
Untersuchungen wohl der 3-Deoxyhexosulose zu, die im 
Organismus als Ketoaldehyd intra- und extracellul/ir ge- 
bildet werden kann. Intracellulgr entsteht 3-Deoxy- 
hexosulose w~ihrend der Hydrolyse yon Fructose-3- 
phosphat (97), und sie entsteht extracellul~ir als ein Inter- 
mediat der Maillard-Reaktion zwischen Proteinen und 
Hexosen (43, 45, 35). Knecht et al. (50) konnten 3-De- 
oxyhexosulose in vivo als Zwischenprodukt des Zucker- 
abbaus in Urin und Plasma nachweisen. 

2-Ketoaldehyde wie beispielsweise Methylglyoxal 
hemmen die Mitose (46) und blockieren Thiolgruppen, 
die for die Zellteilung und Proteinsynthese von essentiel- 
ler Bedeutung sind (40). Deshalb haben 3-Deoxyhexosu- 
lose- und Methylglyoxal-metabolisierende Enzyme im 

Organismus auch eine wichtige Funktion im Stoffwech- 
sel. Sie organisieren den ,,Selbstschutz" der Zellen gegen 
die Maillard-Reaktion in vivo (65) und sorgen f'tir den 
Abbau reaktiver Produkte aus diesen Umsetzungen (104). 
Die wesentlichen auch in vivo auftretenden Enzyme 
(Reductasen), die an den besagten Abbaureaktionen der 
a-Dicarbonylverbindungen beteiligt sein k6nnen, sind 
Alkohol-Dehydrogenase (NADP+), Aldehyd-Reductase, 
2-Oxoaldehyd-Dehydrogenase (NAD +) und 2-Oxoalde- 
hyd-Dehydrogenase (NADP+). Alle genannten Enzyme 
sind Aldo/Keto-Reductasen, die NAD + oder NADP + als 
Coenzym ben6tigen und sich in ihrer Substratspezifitgt 
unterscheiden. In Tabelle 1 sind die Aktivithten der En- 
zyme gegen/iber einigen ausgew~ihlten Substraten darge- 
stellt. Alkohol-Dehydrogenase ist inaktiv gegeniiber 3-De- 
oxyhexosulose, aber hochaktiv gegeniiber Acetaldehyd, 
Propanal und Methylglyoxal. 2-Oxoaldehyd-Dehydroge- 
nase (NADP +) zeigt eine hohe Aktivit~it gegentiber 2-Ke- 
toaldehyden wie 3-Deoxyhexosulose, Methylglyoxal und 
Phenylglyoxal sowie gegeniiber hydrophilen Monoalde- 
hyden wie Glucuronat, Pyridin-3-aldehyd und Glycerinal- 
dehyd. Dabei werden beispielsweise 3-Deoxyhexosulose 
zur 3-Deoxyglucose oder -fructose und Methylglyoxal 

Tab. 1 Relative Aktivit~iten yon Aldo- und Keto-Reduktasen gegeniiber ausgewiihlten Substraten 

Carbonyl- Alkohol- 2-Oxoaldehyd- 2-Oxoaldehyd- Aldehyd- 
verbindung Dehydrogenase Dehydrogenase (NADP +) Dehydrogenase Reduktase4, 6 

(NADP+) 2'6 Schweine- Peter- (NAD+) s (NADP +) 
leberl.Z. 6 siliel.~ 

3-Deoxyhexosulose 0 100,0 100,0 3,6 
Methylglyoxal 91,4 76,2 40,8 100,0 
Phenylglyoxal 20,0 115,0 98, t 34,8 
Glucoson - 31,3 51,6 - 
Glyceraldehyd - 20,7 39,7 32,1 
Glyoxal 7,1 20,7 19,4 3,6 
Diacetyl - 4,6 0 0 
Propanal 100,0 1,5 1,9 - 
Acetaldehyd 85,7 1,3 0,4 85,7 
D-Fructose - 0 0 - 
D-Glucose - 0 0 - 
Benzaldehyd - t 7,1 2,7 - 
Gtutaraldehyd 

- 17,9 112,9 
Dihydroxyaceton - 2,6 0 0 
Hydroxyaceton - - - 0 
2.3-Pentandion 

- 12,1 4,1 
Pyridin-3 -aldehyd - 95,6 - - 
4-Carboxybenzaldehyd - 19,0 - - 
Butyraldehyd - 7,5 - _ 
Glucuronat - 58,7 - _ 
Formaldehyd - 0,5 - _ 

100,0 
132,9 
180,9 
36,3 
69,7 

1,2 
1,2 
1,1 
1,1 

17,4 
5,6 

141,9 
12,1 

0 (45) 2)(64) 3) (44) 4)(65) s)(46) 6)(48) 
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Katalytische Wirkung yon 2-Oxoaldehyd-Reductase. 

zum Lactaldehyd reduziert. In Abb. 3 ist beispielhaft die 
Wirkung der 2-Oxoaldehyd-Reductase unter katalytischer 
Beteiligung yon NADPH2 auf 3-Deoxyhexosulose unter 
Bitdung von 3-Deoxyglucose gezeigt. Der bei der Reduk- 
tion yon Methylglyoxal gebildete Lactaldehyd ist eben- 
falls in der Lage, Proteine zu modifizieren (103), kann 
aber auch fiber eine Keto-Enol-Tautomerie zu Acetol rea- 
gieren. 2-Oxoaldehyd-Dehydrogenase wird speziell in der 
Leber aktiv, um dort das Niveau an 2-Ketoaldehyd im 
Gewebe zu regulieren (34). Gegentiber Alkanalen wie 
Acetaldehyd und Propanal weist dieses Enzym nur eine 
geringe Aktivitfit auf. 

2-Oxoaldehyd-Dehydrogenase (NAD +) bevorzugt als 
Substrate Aldehyde wie Acetaldehyd und Glutaraldehyd 
sowie Methylglyoxal, hat aber nur eine geringe Aktivitgt 
gegentiber 3-Deoxyhexosulose. 

Die Aldehyd-Reductase schliel31ich zeigt die h6chste 
Aktivitfit gegenfiber 2-Ketoaldehyden und Dihydroxyace- 
ton, aber eine sehr geringe Aktivit~it gegentiber D-Glu- 
cose. 

Untersuchungen zur Vernetzung yon glycosyliertem 
Lysozym durch 2-Oxoaldehyd-Reductase zeigen, dal3 die- 
ses cross-linking erfolgreich unterbunden werden kann, 
wenn die reaktiven Carbonylverbindungen durch die Re- 
ductasen inaktiviert (reduziert) werden (64, 48). 

Die ffir die fortgeschrittene Phase der Maillard-Reak- 
tion typische Bildung fluoreszierender Verbindungen 
wurde bei glycosyliertem Rinderserumalbumin, das mit 
2-Oxoaldehyd-Reductase (NAD ÷) inkubiert wurde, deut- 
lich reduziert (73). 

Aus diesen Ergebnissen kann formal eine Hemmung 
der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion durch 
Dehydrogenasen abgeleitet werden, die in der katalysier- 
ten Reduktion reaktiver Carbonylverbindungen bestehen 
sollte. 

Aldehyd-Reductase, die die Umwandlung von Aldosen 
und anderer Aldehyde in die entsprechenden Alkohole 
katatysiert, wird unter normalen Bedingungen im K6rper 
nur in geringen Konzentrationen gebildet. Bei Diabetes 
mellitus und Galactosfimie steigt ihr Gehalt jedoch dra- 
matiseh an, und ihre Aktivit/it f'tihrt bei entsprechenden 
Substraten zu hohen Sorbitol- und Galactitolkonzentratio- 
nen, die ihrerseits osmotische Katarakte in den Augen- 

linsen verursachen k6nnen (65). Infolge ihrer m6glichen 
Rolle bei der Pathogenese von diabetischen Komplikatio- 
nen wie Kataraktbildung, Retinopathie, Neuropathie und 
Nephropathie ist das Interesse an der Wirkung der Alde- 
hyd-Reductase in den letzten Jahren stark gestiegen (49). 
Ihr wird eine Regulationsfunkfion der Konzentration yon 
Zuckeralkoholen und reaktiven 3-Deoxyhexosulosen im 
Stoffwechsel zugeschrieben (65). 

Im Zusammenhmlg mit der Wirkung yon MRP auf 
Enzyme im Organismus wurden neben den Oxidoreduc- 
tasen auch Plasmaenzyme untersucht, deren Aktivitgt z.B. 
ffir die Beurteilung von pathologischen Vorgiingen im 
Organismus herangezogen werden kann. Bei der Verf'tit- 
terung von gebr/iuntem Eialbumin an Ratten wird eine 
signifikante Erh6hung der Serumparameter Glutamat- 
Oxalacetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat-Transamina- 
se oder auch der alkalischen Phosphatase festgestellt (63). 
Der Anstieg der Enzymaktivit/it dieser Plasmaenzyme 
korreliert mit einer gleichzeitigen Gewichtszunahme yon 
Leber und Niere. Demnach bewirkt das durch Maillard- 
Reaktion ver~inderte Eialbumin Organsch/iden, die sich 
nach histopathologischen Untersuchungen in einer An- 
sammlung unbekannter dunkelbramler Pigrnente in der 
Leber zeigten (63, 1). 

Einflul3 der Maillard-Reaktion auf die Enzymstruktur 

Im aktiven Zentrum zahlreicher Enzyme sind freie e-Ami- 
nogruppen von proteingebundenem Lysin tokalisiert, die 
im Sinne der Maillard-Reaktion sehr reaktiv sind und 
leicht zur Glycosylierung neigen. In der Folge von Gly- 
cosylierungen bzw. weiteren Reaktionen der nichtenzy- 
matischen Br/iunung kann es dann zur Ver~inderung der 
Enzymaktivitgt kommen. Die Inkubation von g-N-Acetyl- 
D-hexosaminidase (13-N-Acetyl-D-glucosaminidase) mit 
D-Glucose ffihrt zum kovalenten Einbau dieses Zuckers 
in das Enzymprotein, was mit der gleichzeitigen Herab- 
setzung der Enzymaktivit/it konform geht. Die getrennte 
Untersuchung ihrer tsoenzyme A und B (13-N-Acetyl-D- 
hexosaminidase) ergab, dag in Gegenwart von 44,4 mM 
D-Glucose nur das Isoenzym A nach 15stfindiger Inku- 
bation (37 °C) rund 80 % der Anfangsaktivitfit verliert 
und dies mit Strukturver/indemngen am Enzymprotein 
verbunden ist. Nach der Glycosylierung des Enzympro- 
teins ver/inderte sich die elektrophoretische Mobilit/it, und 
das Molekulargewicht stieg yon 130 auf 205 kDa. Die 
Aktivit/it vom Isoenzym B blieb dabei unver/indert. Durch 
in-vivo-Glycosylierung der 13-N-Acetyl-D-hexosaminidase 
wurde auch eine Herabsetzung ihrer Aktivit/it in Niere 
und Placenta beobachtet (18). 

Eine Glycosylierung und die damit verbundene Inak- 
tivierung von Superoxid-Dismutase wurde yon Arai et al. 
(4) und Taniguchi et al. (i01) beobachtet. Die aerobe 
Inkubation yon Superoxid-Dismutase mit D-Glucose ffihr- 
te sogar zur Spaltung des Enzymproteins zwischen einem 
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Prolin- und Histidinrest. Unter anaeroben Bedingungen 
erfolgte diese Spaltung nicht (101). Auch Aldehyd-Re- 
ductase wurde mit Kohlenhydraten umgesetzt und die 
Enzymaktivit/it damit deutlich herabgesetzt (98). 

DaB jedoch Glycosylierungen nicht immer den Verlust 
der Enzymaktivit~it bedingen, zeigen in-vitro-Untersu- 
chungen an Transaminasen, bei denen kein Aktivitgtsver- 
lust eintritt (57). 

Die Inaktivierung von Catechol-Oxidase (Polyphenol- 
Oxidase) und Peroxidase, die h/iufig unerwfinschte Br~iu- 
nungsreaktionen in Lebensmitteln katalysieren, bereiten 
aufgrund ihrer Hitzestabilit~it oft Probleme. Systematische 
Untersuchungen zur Inhibierung der Catechol-Oxidase 
durch MRP zeigten, dab die an der Maillard-Reaktion 
beteitigten Aminos~iuren von betr~iehtlichem EinfluB sind. 
So nimmt die inhibierende Wirkung yon MRP aus ver- 
schiedenen Aminosguren und D-Glucose in der Reihen- 
folge Arginin > Histidin > Lysin ab (99). Eine Reduzie- 
rung der Aktivit/it von Catechol-Oxidase und Peroxidase 
ist auch durch den Zusatz von MRP aus der Glycin/D- 
Glucose-Reaktion m6glich (72). MRP, die der Reaktion 
yon Glutamins~iure mit D-Glucose bzw. Valin und D-Glu- 
cose entstammen, erh6hen dagegen die Aktivit~it der Ca- 
techol-Oxidase leicht. Die Wirkung der MRP auf diese 
Enzyme wird auf zwei Effekte zurtiekgeffihrt, zum einen 
k6nnen sic infolge ihrer reduzierenden Eigenschaften die 
in der Anfangsphase entstehenden enzymatischen Oxida- 
tionsprodukte reduzieren und so die Bildung von gefiirb- 
ten Verbindungen vermindern und zum anderen werden 
durch die F/ihigkeit der MRP, Metall-Komplexe mit Zn-, 
Cu- und Fe-Ionen zu bilden, die Enzymaktivit~iten abge- 
senkt. 

Enzyme zum Nachweis von Maillard-Reaktionsprodukten 

In der Lebensmittelchemie als auch in der medizinischen 
Chemic wird aus verschiedenen Grfinden nach neuen ana- 
lytischen Methoden zur Erfassung typischer MRP ge- 
sucht. Die ftir das Anfangsstadium der Maillard-Reaktion 
charakteristischen Amadori-Verbindungen k6nnen quan- 
titativ durch Fructosylamin-Oxidase (Fructosylamin: 
Sauerstoff-Oxidoreductase) bestimmt werden, die sich 
aus Pseudomonas aeruginosa (29), Corynebacterium sp 
2-4-1 (38) und Aspergillus sp. 1005 (39) isolieren lieBen. 
Es handelt sich dabei um Flavoproteine, die z.B. Fructo- 
sylglycin unter Sauerstoffverbrauch und Wasserstoffper- 
oxidbildung zu Glucoson und Glycin oxidieren (38, 39). 
Diese Enzyme eignen sich zum schnellen Nachweis yon 
Amadori-Verbindungen, die D-Fructose als Zuckerkom- 
ponente enthalten. Gegentiber Fructosyl-ct-L-Aminos/iu- 
ren zeigt Fructosylamin-Oxidase aus Corynebacterium 
und Aspergillus die h6chste Aktivitfit. Die Spezifit/it der 
Enzyme unterscheidet sich nach ihrer Herkunft. 

Neben diesen enzymatischen Nachweisen der Amado- 
ri-Verbindungen k6nnen MRP auch mit Hilfe der ELISA- 
Technik (Enzyme linked immuno sorbent assay) analy- 
siert werden. So erkennt ein von Curtiss und Witztum 
(17) isolierter, monoklonaler Antik6rper glycosyliertes 
Protein. Mit diesem Antik6rper wurden die ftir die Mail- 
lard-Reaktion (Br/iunung) wichtigen 8-Lysin-funktionali- 
sierten Proteine spezifisch und quantitativ detektiert. 

Zum spezifischen Nachweis von Protein-Lactose-Mail- 
lardkomplexen in Milchprodukten wurden ebenfalls mo- 
noklonale Antik6rper eingesetzt, die mit MRP aus Lac- 
tose und verschiedenen Proteinen reagieren, aber Br/iu- 
nungsprodukte mit anderen reduzierenden Zucker nicht 
akzeptieren (48). 

Aber nicht nur glycosylierte Proteine k6nnen fiber die 
ELISA-Tests sicher nachgewiesen werden, auch in vivo 
gebildetes Lysylpyrralin (2-Formyl-5 (hydroxymethyl)- 
pyrrol-l-norleucin) wurde unter Anwendung alkalischer 
Phosphatase (35) bestimmt. Ein von Gempiel et al. (28) 
entwickeltes ELISA eignet sich zur Analyse von Car- 
boxymethyllysin-modifizierten Proteinen. 

Schlul~folgerungen 

Trotz umfangreicher Untersuchungen und publizierter Er- 
gebnisse f~illt es derzeit nicht leicht, die in-vitro- und 
in-vivo-Beeinflussung von Enzymreaktion durch Mail- 
lard-Reaktionsprodukte zu verallgemeinern - zu mannig- 
faltig sind die Reaktionswege und Reaktionsprodukte der 
nichtenzymatischen Br~iunung (Maillard-Reaktion) und 
deren Wechselwirkungen mit anderen Inhaltsstoffen im 
biologischen System. 

Die durch die Maillard-Reaktion ausgel6sten Ver/inde- 
rungen an den Proteinen sind infolge der hohen Reakti- 
vit/it der Intermediate der Br~iunung nur schwer zu cha- 
rakterisieren und noch nicht gentigend untersucht. Das 
schliegt zugleich die Bildung von vernetzten Proteinen 
ein, deren Verffigbarkeit und Abbaubarkeit noch viele 
Fragen often 1/iBt. Auch die in-vivo-Bildung von cross 
links ist ein aktuell bearbeitetes Thema, von dem weitere 
Erkenntnisse znr Beeinflussung enzymkatalysierter Reak- 
tionen zu erwarten sind. Zu diesem Problemkreis geh6ren 
ebenso die bisher wenig beachteten Wechselwirkungen 
von Aminokomponenten mit polymeren Kohlenhydraten 
und deren Abbaubarkeit durch Amylasen. Damit sind nur 
zwei Fragen ktinftiger Arbeiten angesprochen, deren L6- 
sung in der klaren Charakterisierung der durch Maillard- 
Reaktion vergnderten Substrate (Proteine, Polysaccchari- 
de) und den Untersuchungen der Enzymaktivit/iten gegen- 
fiber diesen Substraten besteht. An dieser Stelle mul3 noch 
angemerkt werden, dab nur bei genauer Kenntnis der 
Struktur und Reaktivit~it der hochmolekularen Melanoidi- 
ne exakte Aussagen zum ern/ihrungsphysiologischen Ver- 
halten solcher Br/iunungsprodukte m6glich sind. 
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A u f  dem Gebie t  der  Resorpt ion  von MRP l iegen eben- 
falls  umfangre iche  Untersuchungen vor. Einzelne Ama-  
dor i -Verbindungen,  g lycosyl ie r te  Proteine und Melanoi-  
dine ze igen aber  in AbNing igke i t  von ihren Edukten und 
Hers te l lungsbedingungen  ein sehr differenziertes  Resorp-  
t ionsverhalten.  Durch systemat ische Arbe i ten  mit  deft- 
nier ten MRP und/oder  markier ten  Model lsubs t ra ten  sollte 
ein wei te rer  Wissenszuwachs  zu erreichen sein. 

Aus  gegenw/ir t iger  Sicht  ist das Reakt ionsverhal ten 
von mai l l a rdana logen  Substraten,  wie  den hochreakt iven 
Dicarbonylverb indungen  (Ketoaldehyde) ,  im Organismus 

noch nicht  ausreichend bekannt.  Das betr iff t  sowohl  ihre 
Genese  als auch deren A b b a u  durch Enzymreakt ionen.  
Inwiewei t  hier  durch die Intermediate  der  Mai l l a rd-Reak-  
tion und/oder  oxidat ive  Abbauwege  unter  Bete i l igung von 
Sauerstoffspezies  eine Schgdigung von k t rpe re igenen  
Proteinen verursacht  wird,  ist  berei ts  Gegens tand  der  ak- 
tuel len Forschung au f  d iesem Gebiet .  Ebenso aktuell  s ind 
schliel31ich damit  verbundene Arbei ten ,  die sich mit  der  
Suche nach den M t g l i c h k e i t e n  der Hemmung  der Mai l -  
la rd-Reakt ion in vivo besch~iftigen. 
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