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Die Erdnussallergie ist fiir 25-28 % der Lebensmittelallergien verantwortlich (Owusu-Apenten,
2002) und es wird angenommen, dass 0,6-1,0 % der Bevolkerung von Industrieldindern
allergisch gegeniiber Erdniissen reagiert (Al-Muhsen et al., 2003). In Deutschland tritt die
Erdnussallergie bei 0,6 %, in Schweden bei 2,4 % und in den USA bei 1,1 % der Bevolkerung
auf (EFSA, 2013; Ostblom et al., 2008; Zuberbier et al., 2004; Sicherer et al., 1999). Dabei ist
vor allem bei Kindern eine Zunahme zu beobachten (Sicherer et al., 2010; Grundy et al., 2002).
Bereits geringe Mengen von 2 mg Erdnussprotein kdnnen zu objektiven allergischen
Reaktionen fithren (Hourihane et al., 1997b). Dies stellt im Gegensatz zu anderen
Nahrungsmittelallergenen wie beispielsweise Milch (165 mg Protein), Sojabohnen (1000 mg
Protein) oder Haselniissen (168 mg Protein) eine sehr geringe Menge an bendtigtem Allergen
dar (Ortolani et al., 2000; Norgaard & Bindslev-Jensen, 1992; Bock et al., 1978). Weiterhin
kommt es im Falle der Erdnussallergie im Vergleich zu anderen Nahrungsmittelallergien
besonders héufig zu anaphylaktischen Schocks (Bock et al., 2007; Bock et al., 2001).
Auffallend ist, dass Erdniisse in westlichen Lindern, wie beispielsweise den USA ein
Hauptnahrungsmittelallergen darstellen, wohingegen dies in asiatischen Ldndern nicht der Fall
ist (Beyer et al., 2001; Hill et al., 1997). Da die Verzehrsmengen an Erdniissen und
Erdnussprodukten in beiden Landern mit jeweils 3 kg pro Einwohner und Jahr vergleichbar
sind und die Ursache auch nicht auf einen eventuell unterschiedlichen Genpool zuriickgefiihrt
werden konnte (Beyer et al., 2001), wird angenommen, dass die jeweiligen Zubereitungsformen
einen Einfluss haben kdnnten (Cong et al., 2008; Beyer et al., 2001). Der Verzehr erfolgt in den
USA vor allem in gerdsteter und in asiatischen Léndern iiberwiegend in gekochter oder
frittierter Form (Cong et al., 2008; Beyer et al., 2001). Studien, die sich mit dem Einfluss der
Zubereitungsart auf das allergene Potential beschéftigten, betrachteten das Immunglobulin E-
(IgE-) Bindungsvermdgen, wobei die Ergebnisse allerdings widerspriichlich sind (Blanc et al.,
2011; Vissers etal.,2011; Mondoulet et al., 2003; Maleki et al., 2000a; Koppelman et al., 1999).

Anhand einer gezielten Glykierung der Erdnusshauptallergene Ara h 1 und Ara h 2 wurde
gezeigt, dass die Maillard-Reaktion das IgE-Bindungsvermdgen nicht signifikant beeinflusste
(Wellner, 2012a). Interessanterweise war als Folge der Rostung von Erdniissen eine
Lysinmodifizierung von bis zu 42 % feststellbar, wovon allerdings nur 10 % durch bekannte
Maillard-Reaktionsprodukte erklart werden konnten (Wellner et al., 2012b). Erdniisse weisen
einen Fettgehalt von 48 % (Souci et al., 2008) und einen Anteil an ungesittigten Fettsduren von
85 % (Maguire et al., 2004) auf. Aus diesem Grund kann als Folge der Erdnussrostung die
Lipidperoxidation ablaufen, wodurch es zur Bildung reaktiver Sekundérprodukte kommt
(Liu et al., 2011; Chetschik et al., 2008; Brown et al., 1972). Diese sind prinzipiell in der Lage,
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Aminosédurenseitenketten posttranslational zu modifizieren, was vor allem vor physiologischen
Hintergriinden untersucht wurde (Sayre et al., 2006). Ubertragen auf Erdniisse, kdnnten
entsprechende Reaktionen einerseits einen Beitrag zu dem bisher nicht erkldrbaren Lysinverlust
leisten und andererseits einen Einfluss auf das allergene Potential unterschiedlich zubereiteter
Erdniisse haben. Da fiir entsprechende Reaktionen in der Literatur bisher keine einheitliche
Bezeichnung  existiert, wird in der vorliegenden Arbeit die Bezeichnung
»Lipierungsreaktionen* oder ,Lipierung® (engl. lipation) eingefiiht. Erkenntnisse {iber
Lipierungsreaktionen stammen bisher vor allem aus physiologischen Modelluntersuchungen.
Uber entsprechende, massenspektrometrisch abgesicherte Reaktionen in Lebensmitteln ist nur
sehr wenig bekannt. Weiterhin sind bisher keine Daten beziiglich eines Zusammenhangs von

Lipierungsreaktionen und dem allergenen Potential von Erdniissen verfiligbar.

Das Ziel des ersten Teils der Arbeit war deshalb die Bildung ausgewdhlter und potentiell
reaktiver Sekundarprodukte, die als Folge der Erdnussrostung entstehen kdnnen, zu verfolgen.
In Modelluntersuchungen sollten nachfolgend die Reaktivititen gegeniiber Aminosdure-
seitenketten nativer Erdnussproteine untersucht und potentielle Lipierungsprodukte
identifiziert werden. Hiervon als relevant erachtete Produkte waren als Referenzsubstanzen
darzustellen und massenspektrometrische Quantifizierungsmethoden zu entwickeln, wodurch
erstmalig eine direkte Quantifizierung in Erdniissen ermdglicht wiirde.

Das Ziel des zweiten Teils der Arbeit war die Untersuchung physiologischer Konsequenzen der
Lipierung vor dem Hintergrund einer Beeinflussung des allergenen Potentials von Erdniissen.
Hierzu sollten in Kooperation mit dem Paul-Ehrlich-Institut in Langen IgE-Bindungsstudien
durchgefiihrt werden. Um den Einflussfaktor der Verdaubarkeit auf das allergene Potential zu
untersuchen, sollten die Erdniisse zudem simuliert gastrointestinal verdaut werden.
Ausblickend war ein weiteres Ziel, in Kooperation mit dem Universitdtsklinikum Carl Gustav
Carus in Dresden die Bildung von Lipierungsprodukten als Folge einer Oxidation des Low

Density Lipoproteins (LDL) zu untersuchen.
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2.1 Allgemeines zur Erdnuss

Die botanisch zur Familie der Leguminosen zdhlende Erdnuss (4rachis hypogaea L.) stellt eine
etwa 30 Arten umfassenden Gattung dar, die in einer Formenmannigfaltigkeit von mehreren
hunderten Sorten angebaut wird. Unterschiede sind beispielsweise in der Wuchsform,
Verzweigung und Anordnung der Bliitensprossen oder der Grofle und Form der Hiilsen zu
finden. Da es sich bei der Erdnuss um eine Kurztagespflanze handelt, ist der iiberwiegende
Anbau auf tropische und subtropische Regionen beschriankt (Franke et al., 1988). Die
Hauptanbauldnder sind hierbei China, Indien, Nigeria und die USA. Fiir die Jahre 2015 und
2016 wurde eine weltweite Produktion von 41 Millionen Tonnen angenommen (USDA, 2015).
Die Erdnusspflanze ist einjahrig und erreicht eine Wuchshdhe von etwa 60 cm. Eine
Besonderheit stellt hierbei die geokarpe Fruchtentwicklung dar (Bodenfriichtigkeit). Nach einer
Selbstbefruchtung bildet sich ein stielartiger, die Samenanlagen enthaltender, Fruchttriger in
Richtung Erdboden aus. Die Fruchtentwicklung erfolgt darauthin im Boden (Bickel-
Sandkétter, 2001). Abweichend von anderen Leguminosen 6ffnet sich ihre Frucht bei der
Samenreife nicht, weshalb sie morphologisch zu den Niissen gezdhlt wird (Franke, 1992). Die
ein bis sechs Zentimeter langen Friichte bestehen aus einer verholzten Schale, die eine
netzartige Oberfliche aufweist. Im Inneren befinden sich ein bis fiinf Samen, die von einer
pergamentartigen, dunkelbrauen Samenschale umgeben sind. Zur Ernte wird die Pflanze von
der Wurzel getrennt und zusammen mit den Friichten fiir einige Wochen zum Trocknen
aufgehangen, wodurch der Wassergehalt der Erdniisse von 40 % auf 10 % gesenkt wird (Bickel-
Sandkotter, 2001, Franke et al.,, 1988). Alternativ kann die Trocknung durch
Schwadentrocknung {iber zwei bis drei Tage und nachfolgender HeiBlufttrocknung fiir 18-24 h
realisiert werden (Vercellotti et al., 1995). Die erhaltenen nativen, geschilten und vom
Samenhéutchen befreiten Erdnusssamen, nachfolgend als Erdniisse bezeichnet, weisen einen
Fettgehalt von etwa 50 % und einen Eiwei3gehalt von etwa 25 % auf (Abb. 1A), (Souci et al.,
2008).

Die Fettsdurezusammensetzung in Abb. 1B zeigt, dass prozentual die einfach ungesittigte
Olséure (18:1) sowie die zweifach ungesittigte Linolsdure (18:2) dominieren. Insgesamt sind
85 % der enthaltenen Fettsduren ungesittigt (Maguire et al., 2004). Vergleichend mit
ausgewdhlten Schalenfriichten zeigt sich, dass Erdniisse die hochsten Gehalte an Protein sowie
den Aminosduren Histidin, Lysin und Arginin aufweisen (Tab. 1), (Souci et al., 2008). Die drei
genannten Aminosduren besitzen nukleophile Aminosdureseitenketten, die, beispielsweise im

Proteinverband, Reaktionen mit Carbonylverbindungen eingehen konnen.
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Abb. 1 (A) Zusammensetzung nativer Erdniisse nach Souci et al. (2008), (B) Fettsdurezusammensetzung
des Gesamtfetts nach Maguire et al. (2004)

Tab. 1 Gehalte an Protein und den Aminosduren Histidin, Lysin und Arginin in ausgewahlten
Schalenfriichten nach Souci et al. (2008), jeweils in g/100 g Schalenfrucht

Schalenfrucht Proteingehalt [%] Aminoséure
Histidin [%] Lysin [%] Arginin [%]

Erdnuss 25,3 0,71 1,10 3,46
Cashewnuss 17,5 0,39 0,75 1,98
Haselnuss 12,0 0,28 0,38 2,03
Mandel 18,7 0,52 0,58 2,75
Paranuss 13,6 0,35 0,42 2,12
Walnuss 14,4 0,36 0,44 2,09

Der Kohlenhydratgehalt ist, vergleichend mit dem Fett- oder Proteingehalt, mit 7,5 % als gering
anzusehen. Die Anteile an Saccharose, Glukose und Fruktose betragen hierbei jeweils bis zu
4,4 %, 0,08 % und 0,03 % (Vercellotti et al., 1995). Somit kann abgeschétzt werden, dass im
Zuge der beim Erdnussrosten ablaufenden Maillard-Reaktion, die Bildung von
Friihphasenprodukten, wie beispielsweise Amadori-Produkten, limitiert, wohingegen die
Weiterreaktion zu stabilen Endprodukten (AGEs) begilinstigt ist. Tatsdchlich konnten in
gerOsteten Erdniissen Gehalte an Pyrralin quantifiziert werden, die groBenordnungsméfig den
Gehalten an e-Fruktosyllysin entsprachen (Wellner, 2012a). Der Anteil an Reduktonen
(Hydroxycarbonylverbindungen mit zwei bis fiinf C-Atomen) liegt in den nativen Erdniissen
zwischen 0,7 und 1,3 % (Vercellotti et al., 1995), wodurch ein natiirliches antioxidatives
Potential in den Erdniissen vorherrscht. Das Hauptspeicherorgan stellt bei der Erdnuss das
Kotyledon dar (Bewley & Black, 1994; Jones, 1947). In Abb. 2A ist ein mikroskopischer
Querschnitt eines Erdnusssamens dargestellt. Hieran ist ersichtlich, dass in deren grof3zelligem
Parenchym etwa 5 um grof3e Aleuronkorner (unldsliche Kristalle der Samenspeicherproteine)
sowie etwa 5-15 um groBe Stirkekorner enthalten sind, die in eine Fettmatrix eingebettet sind

(Bomer et al., 1939). Abb. 2B zeigt eine stirker vergroBerte elektronenmikropskopische
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Aufnahme eines Erdnusskotyledons, die ebenfalls die rdumliche Néhe der Lipid- und

Proteinkompartimente erkennen lasst (Morohashi et al., 1981).

A

Abb. 2 (A) Mikroskopischer Querschnitt eines Erdnusssan-qens, modifiziert nach Bomer et al. (1939);
Al - Aleuronkoérner, F - Fettmatrix, St - Stirkekorner; (B) vergroBerter, elektronenmikroskopischer
Ausschnitt des Kotyledons einer Erdnuss nach Morohashi et al. (1981); L - Lipide, P - Proteine

Erdniisse finden vielfdltigste Einsatzgebiete im Lebensmittelbereich, wobei in westlichen
Industrieldindern vor allem die Sorten Runner, Virginia und Spanish verwendet werden
(Woodroof, 1983). Unter anderem werden die Erdniisse direkt nach der Rostung verzehrt. Die
kommerzielle Erdnussrostung kann dabei kontinuierlich oder im batch-Verfahren erfolgen.
Dazu werden die Erdniisse auf 160 °C fiir 40-60 min erhitzt (Woodroof, 1983). Weiterhin
werden sie zu Erdnussbutter verarbeitet, in Keksen und Backwaren als Zutaten eingesetzt und
auf Grund ihres hohen Fettgehalts zu Erdnussdl verarbeitet. Hierzu werden die nativen
Erdniisse mechanisch bei 965 bar gepresst und das ablaufende Ol aufgefangen. Im Presskuchen
verbleibendes Ol wird durch eine Losungsmittelextraktion mit Hexan erhalten. Im Anschluss
kann eine Raffination des Ols erfolgen (Woodroof, 1983; Franke, 1992).

2.2 Die Erdnussallergie

An Nahrungsmittelallergien leiden nach Schitzungen 4-8 % der Kinder und 1-2 % der
Erwachsenen (Al-Muhsen et al., 2003), wobei bei US-amerikanischen Kindern unter 18 Jahren
im Zeitraum von 1997 bis 2007 eine Zunahme um 18 % beobachtet wurde (Branum & Lukacs,
2009). Eine Ursache fiir das altersabhéngige Auftreten konnte in den bei Kleinkindern noch
nicht vollstdndig ausgereiften gastrointestinalen Schutzbarrieren liegen, wodurch groflere

Mengen an intakten Allergenen resorbiert werden konnen (Walker, 1985). Weiterhin hat
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sowohl die regionale als auch die nationale Herkunft einen Einfluss auf die Allergieausbildung.
So sind im Stadtbereich hdufiger atopische Erkrankungen festzustellen als auf dem Land und
Menschen aus Industriestaaten leiden héaufiger an Allergien als Menschen aus
Entwicklungsldndern. Ursdchlich wird diskutiert, dass eine Reduktion {ibertragbarer
Krankheiten und hohe Hygienestandards in westlichen Landern zu einem verstiarkten Auftreten
atopischer Krankheiten gefiihrt haben konnte (,,Hygienehypothese®, Helm & Burks, 2000).
Weiterhin wird schon ldnger ein Zusammenhang zwischen der Gabe von Antibiotika und dem
Auftreten von Allergien vermutet (Blaser, 2011). Neuere Studien an Méusen zeigen einen
Zusammenhang zwischen der Darmmikrobiota und der Permeabilitit der Erdnussallergene
Arah 2 und Ara h 6 aus dem Darmlumen (Stefka et al., 2014). Hierbei konnte gezeigt werden,
dass eine gezielte Besiedelung des Darmes mit Clostridien zu verringerten Serumgehalten an
Ara h 2 und Ara h 6 fiihrte. Urséchlich hierfiir war die bakterielle Bildung des Interleukins
IL-22, welches die epitheliale Permeabilitét verringert (Stefka et al., 2014). Weiterhin scheint
im Allgemeinen auch das Geschlecht einen Einfluss zu haben, da im Kindesalter vermehrt
Jungen und im Erwachsenenalter vor allem Frauen von Allergien betroffen sind. Die
Erdnussallergie nimmt hierbei allerdings eine Sonderrolle ein, da kein Zusammenhang
zwischen dem Alter oder Geschlecht und der Allergiehdufigkeit zu beobachten ist (Owusu-
Apenten, 2002). Zudem stellt die genetische Pridisposition einen Einfluss auf die
Allergieentstehung dar. Beispielsweise liegt das Risiko eines Kindes an einer Atopie zu
erkranken in Deutschland bei 5-15 %, wenn keines der Elternteile an einer Atopie leidet. Leidet
ein Elternteil an einer Atopie, betrigt das Risiko bereits 20-40 % und wenn beide Elternteile an
einer atopischen Erkrankung leiden 60-80 % (Grevers & Rdocken, 2008). Im Falle der
Erdnussallergie konnte bisher keine spezifische genetische Pradisposition festgestellt werden
(Burks, 2008). Weiterhin hat die Allergenexposition einen entscheidenden Einfluss auf die
Entstehung einer Allergie. Klinische Hinweise zeigen, dass die Quantitéit entscheidend sein
konnte (Jéger et al., 2008). So kann durch ein Uberangebot eines Allergens dessen Resorption
gefordert werden. Erdniisse werden immer populdrer und auch zur Herstellung verschiedenster
Lebensmittel eingesetzt. So wurde ein Zusammenhang zwischen dem Verzehr von Erdniissen
oder erdnusshaltigen Lebensmitteln wahrend der Schwangerschaft und der Ausbildung einer
Erdnussallergie bei Kindern festgestellt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
Wabhrscheinlichkeit einer Allergieentwicklung hdher ist, je frilher Erdniisse in die

Kleinkinderndhrung integriert werden (Frank et al., 1999).

Allgemein sind 8 Lebensmittel fiir iiber 90 % der auftretenden Lebensmittelallergien
verantwortlich. Hierzu zdhlen Kuhmilch, Eier, Soja, Weizen, Erdniisse, Schalenfriichte
(Walniisse, Haselniisse, Mandeln, Cashewniisse, Pecanniisse, Pistazien), Fisch und

Krustentiere. Vor allem Erdniisse, Schalenfriichte, Fisch und Krustentiere zdhlen in diesem



2 Hintergrund und Wissensstand

Zusammenhang zu denjenigen Lebensmitteln, die zu lebensbedrohlichen Reaktionen fiithren
konnen (Al-Muhsen et al., 2003). Die Erdnussallergie als solche ist dabei fiir 25-28 % der
Lebensmittelallergien verantwortlich (Owusu-Apenten, 2002). Allgemein wird angenommen,
dass 0,6-1,0 % der Bevdlkerung von Industrieldndern allergisch gegentiber Erdniissen reagiert
(Al-Muhsen et al., 2003). In Deutschland trat die Erdnussallergie bei 0,6 % (EFSA, 2013;
Zuberbier et al., 2004) und in Schweden bei 2,4 % der Teilnehmer einer Studie auf (EFSA,
2013; Ostblom et al., 2008). In den USA sind 1,1 % der Bevolkerung Erdnussallergiker
(Sicherer et al., 1999). Vor allem bei Kindern wurde eine Zunahme beobachtet. Im
Untersuchungszeitraum von 2005 bis 2006 konnten bei 9 % der US-amerikanischen Kinder
Antikorper gegeniiber Erdniissen nachgewiesen werden (Branum & Lukacs, 2009). Wihrend
sich im Zeitraum von 1997 bis 2008 die Anzahl an allergischen Erwachsenen nicht signifikant
erhohte, wurde bei Kindern mehr als eine Verdreifachung (von 0,4 auf 1,4 %) der Haufigkeit
festgestellt (Sicherer et al., 2010). Analoge Zunahmen wurden auch in GroBbritannien
beobachtet. Im Zeitraum von 1989 bis 1994 waren 1,1 % und bis 1996 3,3 % der Kinder
betroffen (Grundy et al., 2002). Als mogliche Ursache wird ein frithzeitiger Kontakt mit
Erdniissen im Kindesalter, beispielsweise durch Verzehr oder die Anwendung von Salben, die
Erdnussprodukte enthalten, diskutiert (Sicherer et al., 2003). In der Regel verwachsen sich im
Kindesalter auftretende Allergien (Becker et al., 2011). Im Falle der Erdnussallergie trifft dies
allerdings nur auf 22 % der Betroffenen zu (Skolnick et al., 2001). Ursédchlich wird hierfiir
diskutiert, dass ein Verwachsen vor allem dann eintritt, wenn die gebildeten IgE-Antikorper
gegen Konformationsisomere gerichtet sind, die im Laufe der Entwicklung des Darmes weniger

gut aufgenommen werden konnen (Berger, 1998).

Die benotigte Menge an Erdnussprotein, die im doppelt-blinden, plazebokontrollierten, oralen
Provokationstest zu objektiven allergischen Reaktionen fiihrte, betrug 2 mg (Hourihane et al.,
1997b). Eine einzelne Erdnuss weist einen Proteingehalt von zirka 300 mg auf (Burks, 2008).
Die allergieauslosende Menge ist im Vergleich zu anderen Lebensmitteln, die ebenfalls mittels
doppelt-blindem, plazebokontrolliertem, oralem Provokationstest getestet wurden, sehr gering.
So fiihren vergleichend 5000 mg Milch (Norgaard & Bindslev-Jensen, 1992), entsprechend
165 mg Protein (Souci et al., 2008), 1000 mg eines Sojabohnenproteinisolats (Bock et al., 1978)
oder 1400 mg Haselniisse (Ortolani et al., 2000), entsprechend 168 mg Protein (Souci et al.,
2008) zu objektiven Allergiesymptomen (Souci et al., 2008). Die allergieauslosende Dosis kann
hierbei innerhalb eines einzelnen Individuums variieren und von Faktoren, wie der Aufnahme
von Alkohol, Medikamenten, dem Gesundheitszustand sowie der physischen und psychischen
Verfassung abhdngen (Hourihane & Knulst, 2005; BfR, 2009b).

Auf Grund der geringen Proteinmenge, die eine allergische Reaktion hervorrufen kann, ist im

Falle der Erdnuss die Wahrscheinlichkeit einer durch unbeabsichtigte Aufnahme auftretenden
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allergischen Reaktion erhoht. So zeigt eine amerikanische Studie, dass die jdhrliche
Wahrscheinlichkeit einer allergischen Reaktion durch unbeabsichtigten Erdnussverzehr bei
33 % liegt. Innerhalb von fiinf Jahren liegt die Wahrscheinlichkeit bei 58 % und innerhalb
10 Jahren bei 75 % (Vander Leek et al., 2000). Zu unbeabsichtigten Kontaminationen kann es
beispielsweise durch aufeinanderfolgende Nutzung von Produktionslinien kommen
(Lorenz et al., 2001). Vor allem stellt der Genuss von nicht selbst zubereiteten Mahlzeiten fiir
Allergiker ein Risiko dar, wenn das allergene Lebensmittel unerwartet Bestandteil der Nahrung
ist (Lorenz et al., 2001). Aus diesem Grund sieht die VO (EU) 1169/2011 (Lebensmittel-
informationsverordnung) auch die Kennzeichnung von nicht vorverpackten Lebensmitteln vor,
die Erdniisse und daraus gewonnene Erzeugnisse enthalten. Begriindend liefert der
Erwégungsgrund 48 der Verordnung, dass es sich gezeigt hat, [...] ,,dass die meisten Félle von
Lebensmittelallergien durch nicht vorverpackte Lebensmittel ausgelost werden. Deshalb sollten
die Verbraucher Informationen iiber potentielle Allergene immer erhalten (VO (EU) Nr.
1169/2011, 2011). Da Kreuzkontaminationen nicht in den Geltungsbereich der VO (EU) Nr.
1169/2011 fallen, erfolgen aus Griinden der Produkthaftung seitens der Industrie héufig
freiwillige Angaben wie ,kann Spuren von...enthalten”. Durch eine prophylaktische
Verwendung dieser Hinweise wird die Auswahl an Lebensmitteln fiir Allergiker eingeschrinkt
(BfR, 2009a). Deshalb wurde fiir erste Schwellenwerte vorgeschlagen, Allergengehalte nur
noch im Bereich von 0,01-0,001 % des allergenen Lebensmittels oder 10 mg bis 1 mg
Allergenprotein/kg Lebensmittel zu kennzeichnen (BfR, 2009b). Im Falle von
Erdnussspurenanteilen sollten auf Grund des hohen allergenen Potentials allerdings die

niedrigeren Werte herangezogen werden (Vieths et al., 2006).

Typische Symptome einer Erdnussallergie sind ein Anschwellen des Gesichts, Ausschlag,
Juckreiz, erschwertes Atmen, Erbrechen, Bauchschmerzen und -krdmpfe, Zyanose und
Kollaps/ Ohnmacht. Hierbei verlaufen die Symptome bei Kindern in der Regel milder als bei
Erwachsenen (Hourihane et al., 1997a). Im Vergleich zu anderen Nahrungsmittelallergenen
kann es im Falle der Erdnussallergie hdufiger zu einem anaphylaktischen Schock kommen. So
wurden in den Jahren 1994 bis 2006 in den USA 63 Todesfille, ausgelost durch
Nahrungsmittelallergien registriert, wovon 37 (59 %) auf erdnusshaltige Lebensmittel
zuriickzufiihren waren (Bock et al., 2007; Bock et al., 2001). Im Zeitraum von 1999 bis 2006
wurden in GrofBbritannien 48 tddlich verlaufende Nahrungsmittelallergien registriert, wovon
9 (19 %) durch Erdniisse hervorgerufen wurden (Pumphrey & Gowland, 2007). Generell wird
angenommen, dass es als Folge einer allergischen Reaktion gegeniiber Erdniissen in etwa 6 %

der Fille zu einem anaphylaktischen Schock kommt (Owusu-Apenten, 2002).

Zusammenfassend ldsst sich somit feststellen, dass, vergleichend mit anderen

Nahrungsmittelallergenen, im Falle der Erdnussallergie, bereits sehr geringe Proteinmengen
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ausreichend sind, um allergische Reaktionen hervorzurufen. Dabei kann vor allem bei Kindern
eine Zunahme der Allergiehdufigkeit beobachtet werden. Weiterhin fiihrt die Erdnussallergie,

im Vergleich zu anderen Nahrungsmittelallergien, besonders héufig zum Tod.

2.2.1 Allergene der Erdnuss

Bisher konnten in der Erdnuss 12 Allergene identifiziert werden (Mueller et al., 2014), die nach
den ersten drei Buchstaben der Gattung Arachis, dem Anfangsbuchstaben der Art hypogaea
und der Reihenfolge der Entdeckung benannt werden (Becker et al., 2011). Somit stellt das
Arah 1 das erste beschriebene Erdnussallergen dar. Tab. 2 gibt einen Uberblick iiber die bisher
bekannten Allergene (modifiziert nach Becker et al., 2011).

Tab. 2 Ubersicht iiber die 12 bekannten Erdnussallergene, modifiziert nach Becker et al. (2011)

Allergen Molekulargewicht, Proteinfamilie, Funktion Erkennung
berechnet [kDa]
Arah 1 68,76 Cupine 7, Speicherproteine 44 % V- 94 % ?
Arah 1 iso 61,88
Arah2.01 18,00 Prolamine 7, Trypsin- 81 %D -85%%
Arah 2.02 16,64 inhibitoren
Arah3 58,70 Cupine 7, Speicherproteine 35%3-53%9
Arah 3 iso 56,24
Arah4” 58,85
Arah 3/4 23,12
Arah5 14,05 Profiline 13 %Y
Arah 6 14,49 Prolamine 7 38 %Y
Arah7.0101 16,32 Prolamine ” 43 %Y
Arah7.0201 17,37
Arah 8.0101 16,96 Bet v-1-related protein 7, 85 % der Patienten
Arah 8.0201 16,28 Patogenesis-related mit Birkenpollen- und
10-Protein Erdnussallergie
Arah9.0101 9,14 Prolamine 7, nsLTPs 45 % ©
Arah 9.0201 9,05 (unspezifische Lipidtransport-
proteine)
Arah 10.0101 15,60 Oleosine n. b.
Arah 10.0201 17,75
Arah 11 14,31 Oleosin n. b.
Arah 129 5,19% Defensin 7 n. b.
Arah 13?9 5,48 ® Defensin 7 n. b.

D Koppelman et al. (2004), 2 Burks et al. (1995), ¥ Koppelman et al. (2003), ¥ Kleber-Janke et
al. (1999), > Mittag et al. (2004), ® Krause et al. (2009), 7 Mueller et al. (2014), ¥ TUIS Allergen
Nomenclature, ¥ Petersen et al. (2015), ” - Isoform des Ara h 3 (Zhou et al., 2013), n. b. - nicht
bekannt
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Ara h 4 konnte dabei als Isoform des Ara h 3 identifiziert werden (Zhou et al., 2013). Als
Hauptallergene werden das Ara h 1 und Ara h 2 angesehen (Burks, 2008), weshalb diese
nachfolgend detaillierter beschrieben werden. Hauptallergene sind dadurch gekennzeichnet,

dass sie von iiber 50 % der IgE-Antikorper von Allergikern erkannt werden (Mueller et al.,
2014).

Arah1

Das Ara h 1 existiert in zwei glykosylierten Isoformen, wovon die zuerst entdeckte Isoform 626
Aminoséduren (Burks et al., 1995) und ein berechnetes Molekulargewicht von 68,76 kDa ohne
Glykosylierungsanteil aufweist (Becker et al., 2011). Das reife Protein ohne Signalpeptid
beginnt ab Lys-26, wohingegen die verkiirzte Isoform erst ab Aminosédure Gly-85 beginnt und
ein berechnetes Molekulargewicht ohne Glykosylierungsanteil von 61,88 kDa aufweist (Becker
et al,, 2011). Durch Bandenverbreiterung zeigt sich auf der SDS-PAGE ein scheinbares
mittleres Molekulargewicht von 63,5 kDa (Burks et al., 1991; Buschmann et al., 1996). Der
isoelektrische Punkt liegt bei pH 4,6 (Burks et al., 1991). Die sich im C-terminalen Bereich
befindliche Glykosylierung ist iiber einen Asparaginrest verkniipft. Die konjugierten,
heterogenen N-Glycane weisen dabei die Strukturen Man3.4XylGIcNAc, und Mans.GlcNAc:
auf (Kolarich & Altmann, 2000). Bisher konnten mindestens 16 Isoallergene des Ara h 1
identifiziert werden (Buschmann et al., 1996). Das Ara h 1 wird von bis zu 94 % der Seren von
Erdnussallergikern erkannt (Burks et al., 1995). Nach Burks et al. (1997) konnten 23 lineare
Bindungsepitope identifiziert werden, die gleichméBig iiber das Protein verteilt sind und aus 6-
10 Aminoséduren bestehen. Wird die Tertidrstruktur betrachtet, so zeigt sich, dass die Epitope
in zwei duBeren Clustern auf dem Protein lokalisiert sind (Shin et al., 1998). Shreffler et al.
(2004) konnten ein zusitzliches lineares Epitop, bestehend aus 25 Aminosduren und Bogh et
al. (2012) fiinf Konformationsepitope identifizieren. Vier der linearen Epitope konnten als
immunodominant identifiziert werden, da sie von mehr als 80 % der Patientenseren erkannt
wurden (Burks et al., 1997). Die Aminosdure Cystein ist insgesamt 7 Mal, Histidin 15 Mal,
Lysin 36 Mal und Arginin 59 Mal vertreten (Burks et al., 1997). Cystein stellt dabei keinen
Bestandteil eines Epitops dar, wohingegen Histidin in 4 Epitopen, Lysin in 10 Epitopen und
Arginin in 13 Epitopen enthalten sind (Burks et al., 1997). Somit besteht die Mdglichkeit, dass
Aminosdureseitenketten in den Epitopen posttranslational modifiziert werden konnen.
Interessanterweise kann schon die Verdnderung einer einzelnen Aminosdure innerhalb eines
Epitops das Antikorperbindungsvermogen von Allergikerseren beeinflussen (Shin et al., 1998).
Ara h 1 bildet in nativem Zustand Trimere aus, die durch hydrophobe Wechselwirkungen
stabilisiert sind (Maleki et al., 2000b). Nach einer neueren Studie wird auch die Bildung hoherer
Oligomere angenommen (van Boxtel et al., 2006). Da die Uberlappung der Proteine an den

Epitop-Clustern erfolgt, wird ein verminderter proteolytischer Abbau als Folge der
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Oligomerisierung diskutiert (Maleki et al., 2000b). In Verdauungsansétzen konnte fiir die
resultierenden Peptide teilweise noch eine Erkennung durch Antikdrper nachgewiesen werden
(Maleki et al., 2000b). Weiterhin wurde gezeigt, dass die fiinf Konformationsepitope gegeniiber
einem Modellverdau resistent sind (Bogh et al., 2012). Zudem wurde festgestellt, dass Ara h 1,
welches im Zuge der Maillard-Reaktion quervernetzt wurde, eine hohere proteolytische
Stabilitdt aufweist als nicht modifiziertes Ara h 1 (Maleki et al., 2000a).

Arah 2

Das Ara h 2 existiert in zwei Isoformen. Die berechneten Molekulargewichte betragen fiir das
Ara h 2.01 18,00 kDa und fiir das Ara h 2.02 16,64 kDa (Becker et al., 2011). Das Ara h 2.01
ist aus 160 und das Ara h 2.02 aus 172 Aminosduren aufgebaut (Chatel et al., 2003), wobei die
reifen Proteine ohne Signalpeptide bei Arg-22 beginnen (UniProt Ara h 2, 2014). Auf der
SDS-PAGE erscheinen die Isoformen als Doppelbande und der mittlere isoelektrische Punkt
liegt bei pH 5,2 (Burks et al., 1992b). Im Gegensatz zum Ara h 1 weist das Ara h 2 keine
Glykosylierung auf (Li et al., 2010). Insgesamt sind vier Isoallergene bekannt, die durch
alternatives Spleiflen entstehen (UniProt Ara h 2, 2014). Ara h 2 wird von bis zu 85 % der
Erdnussallergikerseren erkannt (Kleber-Janke et al., 1999). Bisher wurden 10 lineare Epitope
identifiziert, die gleichméBig tiber das Protein verteilt sind und aus 6-10 Aminosduren bestehen.
Drei Epitope wurden dabei als immunodominant identifiziert (Stanley et al., 1997). Die
Isoformen Ara h 2.01 und Ara h 2.02 unterscheiden sich durch 12 Aminosduren, wodurch das
Ara h 2.02 ein zusitzliches Epitop aufweist und deshalb das potentere Allergen im Vergleich
zum Ara h 2.01 darstellen konnte (Chatel et al., 2003). Die Aminosdure Cystein ist insgesamt
8 Mal, Histidin 3 Mal, Lysin 3 Mal und Arginin 8 Mal vertreten (Chatel et al., 2003), wobei
Cystein Bestandteil von 3 Epitopen ist und Histidin, Lysin und Arginin jeweils in 2 Epitopen
enthalten sind (Stanley et al., 1997). Somit ist die Wahrscheinlichkeit einer posttranslationalen
Aminosdureseitenkettenmodifizierung allgemein auf das gesamte Protein bezogen und im
Besonderen innerhalb der Epitope geringer als beim Ara h 1. Fiir alle Epitope des Ara h 2 konnte
gezeigt werden, dass die Mutation einer Aminosdure dazu fiihrt, dass das betreffende Epitop
nicht mehr durch Antikérper erkannt wird (Stanley et al., 1997). Im Gegensatz zum Ara h 1 ist
das Ara h 2 nicht in der Lage, mit sich selbst Oligomere zu bilden (Sen et al., 2002). Nach
einem simulierten gastrointestinalen Verdau konnte analog zum Ara h 1 fiir die resultierenden
Peptide eine IgE-Reaktivitdt nachgewiesen werden. Fiir die Verdauungsresistenz wurde hierbei
das Vorhandensein von Disulfidbriicken verantwortlich gemacht (Sen et al., 2002). Des
Weiteren wirkt Ara h 2 als Trypsininhibitor (Maleki et al., 2003), wodurch eine erhdhte

Verdauungsresistenz resultieren konnte.
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2.2.2  Die Ausbildung der Erdnussallergie

Die Reaktionen des menschlichen Immunsystems lassen sich in angeborene (unspezifische)
und adaptive (spezifische) Immunititen einteilen. Die angeborene Immunitdt fiihrt innerhalb
von 0 bis 4 Stunden zu einer ersten Immunantwort, die gefolgt von einer friih induzierten
Reaktion unter Beteiligung erster Effektorzellen innerhalb von 4 bis 96 Stunden in die adaptive
Immunantwort iibergehen kann. Eine Vielzahl von Barrieren soll zunédchst das Eindringen von
unerwiinschten, exogenen Substanzen in den menschlichen Korper verhindern. Hierzu zéhlen
vor allem die Epithelien (Epidermis, Dermis, Hautanhangsgebilde, Schleimhdute) und der
Mukus (Speichel, Schleimhautfliissigkeiten). Weiterhin sind die von Epithelien gebildeten
Defensine und Cryptidine zu nennen, die in der Lage sind, Bakterien und Pilze zu lysieren.
(Grevers & Rocken, 2008; Janeway et al., 2002)

Gelingt es einer potentiell fiir den Korper geféhrlichen Substanz diese Schutzbarrieren zu
iiberwinden, kommt es zum FEintreten der angeborenen Immunantwort. Diese
Abwehrmechanismen werden durch Makrophagen, neutrophile und eosinophile Granuolzyten
und natiirliche Killerzellen realisiert (Jager et al., 2008). Nachdem Makrophagen die
eindringende Substanz erkannt haben, resultiert die Freisetzung von Cytokinen, wodurch es zu
Entziindungsreaktionen kommt. Diese sind auf eine Vergrof3erung des BlutgefaBdurchmessers,
die Bildung von Adhésionsmolekiilen und damit verbundener Bindung zirkulierender
Leukozyten sowie eine Erhohung der Blutgefddurchléssigkeit zuriickzufiihren. Hierdurch
kommt es zum Austritt von Fliissigkeit und Proteinen in das lokale Gewebe und somit zur
Bildung von Odemen. Die Korperzellen reagieren auf die Stresssignale durch Sezernierung von
Chemokinen, wodurch Phagozyten angelockt werden, die eine erste Schadensbegrenzung
versuchen. Weiterhin werden erste antigenpréasentierende Zellen (APC) angelockt, wodurch die
spezifische Immunantwort eingeleitet wird. (Grevers & Rocken, 2008; Janeway et al., 2002)
Die Allergieentstehung ldsst sich grundsitzlich in zwei Phasen einteilen. Hierbei wird in die
Sensibilisierungsphase, die ohne allergische Symptome ablduft und die eigentliche allergische
Reaktion unterschieden, die sich mit subjektiven und objektiven allergischen Symptomen

duBern kann. Im Folgenden soll dies am Beispiel der Erdnussallergie erldutert werden.

2.2.2.1 Sensibilisierungsphase

Nach dem Verzehr von Erdniissen oder eines erdnusshaltigen Lebensmittels erfolgt zundchst
durch Pepsin, welches im Magen aus Pepsinogen unter Einwirkung der Magenséure freigesetzt

wird, die Proteolyse der Erdnussproteine, wobei Peptide entstehen. Aus den Azinuszellen des
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Pankreas werden dann unter anderem inaktive Proteinasen und Peptidasen in Form von
Proenzymen sezerniert, die im Diinndarmlumen durch die biirstensaumstidndige Enterokinase
in ihre aktiven Formen iiberfiihrt werden. Besonders hervorzuheben ist die Freisetzung von
Trypsin aus Trypsinogen, welches Chymotrypsin und Carboxypeptidasen aktiviert. Als Folge
werden die im Magen entstandenen Peptide weiter zu Gemischen aus Oligopeptiden und
Aminosduren abgebaut, sekundér-aktiv iiber die Mucosa resorbiert und schlielich durch
passive Diffusion an das Pfortaderblut abgegeben (Horn et al., 2005).

Fiir eine Sensibilisierung ist die Resorption von unvollstindig verdauten Peptiden mit intakten
Epitopen erforderlich. Die Resorption erfolgt dabei vornehmlich iiber sogenannte M-Zellen.
Weitere, allerdings in ihrer Bedeutung untergeordnete Moglichkeiten bestehen in der Aufnah-
me liber Pinozytose oder parazelluldr. Die M-Zellen sind an der Oberfldche der Peyer-Plaques,
welche auf den transzelluldren Transport von Makromolekiilen aus dem Darmlumen mittels
Endozytose spezialisiert sind, lokalisiert. Basolateral weisen sie eine taschenartige Form auf,
iiber welche sie in engem Kontakt mit den APC stehen (Abb. 3, A). Hierbei handelt es sich vor
allem um Makrophagen und dendritische Zellen (Grevers & Rocken, 2008; Jager et al., 2008).
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Abb. 3 (A) Interaktion von M-Zelle und APC; (B) Interaktion von APC und T-Lymphozyt, jeweils nach
Grevers & Rocken (2008)

Bereits nach 10 bis 15 Minuten kénnen die Antigene die basale Seite erreichen (Neutra et al.,
1996), wonach sie durch APC phagozytiert und partiell proteolytisch abgebaut werden
(Huby et al,
Antigenfragmente (Huby et al., 2000) werden schlieBlich mittels des major histocompatibility
complex class II (MHC-II) den nativen T-Lymphozyten (T-Zellen) préasentiert. Die T-Zellen

2000). Diese aus 10 bis 15 Aminosduren bestehenden resultierenden

stellen hierbei das Bindeglied zwischen der unspezifischen und der spezifischen Immunantwort

dar und werden durch ihre membranstindigen Corezeptoren charakterisiert. T-Helferzellen
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(Tw) tragen CD4"- und zytotoxische Zellen (Tc) CD8"-Corezeptoren. Weiterhin weisen sie den
membranstindigen T-Zell-Rezeptor (TCR) auf, iiber welchen sich die Spezifitdt der
T-Lymphozyten definiert. Ein erwachsener Mensch weist hierbei 10!> T-Zellen auf, die 10°
unterschiedliche TCR-Erkennungssequenzen zeigen. Somit konnten theoretisch 10°
unterschiedliche Antigenfragmente erkannt werden. Fiir die Erdnussallergie sind die Twu
entscheidend. Kommt es zur spezifischen Erkennung des prisentierten Antigenfragments,
bildet sich ein sogenannter trimolekularer Erkennungskomplex aus dem TCR, dem
prasentierten Antigenfragment und dem MHC-II-Molekiil (Abb. 3, B). Die Zellaffinitét ergibt
sich gleichzeitig liber Adhdsionsmolekiile (Grevers & Rocken, 2008; Janeway et al., 2002).
Zur vollstdndigen Aktivierung der T-Zelle und einer hieraus resultierenden Proliferation und
Differenzierung bedarf es noch eines zweiten, costimulierenden Signals. Dieses muss die
T-Zelle von derselben APC erhalten. Hierfiir sind vor allem die Glykoproteine CD80 und CD86
verantwortlich. Den entsprechenden Rezeptor auf der T-Zelle stellt das Molekiil CD28 dar. Im
weiteren Verlauf kommt es zur Sezernierung des Cytokins IL-2 durch die aktivierten T-Zellen,
wodurch sie ihre eigene Proliferation und Differenzierung steuern. Auf diese Weise konnen aus
einer T-Zelle mehrere Tausend Tochterzellen entstehen, die den gleichen Antigenrezeptor
tragen. Diese differenzieren sich binnen vier bis fiinf Tagen zu T-Effektorzellen. Hierbei besteht
die Moglichkeit der Differenzierung zu Tul- oder Tu2-Zellen. Die genauen Ursachen, die dazu
fiihren, dass aus einer prolieferierenden CD4-T-Zelle eine Tul oder T2 wird, sind noch unklar.
Bekannt ist allerdings, dass sezerniertes IL-12 sowie eine hohe Anzahl an présentierten
Antigenfragmenten auf der APC zur Tul-Differenzierung fithren (Huby et al., 2000). Die
Tul-Differenzierung resultiert schlieBlich in einer zellvermittelten Immunantwort. Fiir die
Entstehung der Erdnussallergie ist allerdings die humorale Immunantwort, welche durch eine
Tu2-Differenzierung unter dem Einfluss von IL-4 hervorgerufen wird, entscheidend. Somit
kann geschlussfolgert werden, dass eine geringe Anzahl oder eine nur kurzzeitige Prasentation
an Antigenfragmenten auf den APC eine Tu2-Differenzierung begiinstigen konnte (Huby et al.,
2000; Grevers & Rocken, 2008; Janeway et al., 2002).

Damit es zur Sezernierung von Antikorpern gegen das Allergen kommen kann, sind zwei
Vorgénge erforderlich. Erstens muss ein B-Lymphozyt (B-Zelle) das gleiche Antigen iiber
seinen B-Zell-Rezeptor (BCR) binden, auf welches die Th2 aktiviert wurde. Dieser Vorgang
wird als gekoppelte Erkennung bezeichnet. Das gebundene Antigen wird anlog den APC
internalisiert, proteolytisch abgebaut und als Antigenfragment iiber MHC-II den Tu2
prasentiert. Zweitens muss eine Aktivierung der B-Zelle durch Th2 erfolgen. Hierzu muss die
Tu2 das mittels MHC-II présentierte Antigenfragment erkennen und zellgebundene als auch
sezernierte Effektormolekiile synthetisieren. Hierzu gehoren der CD40-Ligand (CD40L),
welcher an das CD40-Oberflachenmolekiil der B-Zelle bindet sowie die Interleukine 1L-4, IL-5

und IL-6, welche von der Th2 gezielt an der Kontaktstelle mit der B-Zelle sezerniert werden.
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Die B-Zelle wird hierdurch zur Proliferation angeregt und differenziert sich zur
antikorpersezernierenden Plasmazelle. Jede B-Zelle beginnt hierbei zundchst mit der
Sezernierung von Immunglobulinen M (IgM). Unter dem Einfluss von IL-4 und IL-13 durch
die Tu2, sowie der CD40L-CD40-Wechselwirkung kommt es zu einem Isotypenwechsel und
als Folge zur IgE-Bildung. Die IgE-Bildung kann durch basophile Zellen, Mastzellen und
eosinophile Zellen zusdtzlich verstiarkt werden. Die gebildeten und gegen das présentierte
Antigen spezifischen IgE werden schlielich tiber den hochaffinen IgE-Rezeptor FceR1 an die
Oberflachen von Mastzellen, Basophilen oder aktivierten eosinophilen Zellen oder iiber den
niedrigaffinen IgE-Rezeptor FceR2 (CD23) auf den Oberflichen von B-Lymphozyten,
Makrophagen oder Granulozyten gebunden (Janeway et al., 2002; Grevers & Rdcken, 2008).

Mit der Bindung der IgE an die Oberflichen von B-Lymphozyten, Makrophagen,
Granulozyten, Mastzellen, eosinophilen Zellen oder Basophilen ist die Sensibilisierungsphase

abgeschlossen.

2.2.2.2 Allergische Reaktion

Nach Gell und Coombs werden allergische Reaktionen in vier Typen klassifiziert, wobei auch
Reaktionen vorkommen, die Anteile mehrerer Typen zeigen (Pawankar et al., 2009). Da es sich
bei Nahrungsmittelallergien in der Regel um Reaktionen nach Typ 1 (Soforttyp) handelt, wird
im Folgenden dieser Reaktionstyp ndher vorgestellt. Zur Auslosung allergischer Reaktionen
kommt es, wenn Antigene, gegen die bereits spezifische IgE gebunden an den Oberflachen von
beispielsweise Mastzellen vorliegen, erneut aufgenommen werden. Mastzellen sind in
Schleimhaut- und Epithelgeweben in der Néhe von kleinen Blutgefden und postkapilldren
Venolen lokalisiert und enthalten cytoplasmatische Granula (Janeway et al.,, 2002). Zur
Einleitung einer allergischen Reaktion muss eine Quervernetzung von FceR1 auf der
Mastzelloberflache erfolgen. Somit muss das resorbierte Antigen mindestens zwei intakte
Epitope aufweisen, woraus sich eine Mindestantigengrole von 30 Aminosduren oder etwa
3 kDa ableiten ldsst (Huby et al., 2000). Als Folge kommt es zur Degranulierung und damit zur
Freisetzung von Mediatorsubstanzen. Hierzu zéhlt vor allem Histamin, das die lokale
Durchblutung und Gefdldurchldssigkeit erhoht. Weiterhin sezernieren die aktivierten
Mastzellen Chemokine, Leukotriene, Prostaglandine, Tromboxane und weitere Lipidmediato-
ren sowie Cytokine (IL-4 und IL-13), welche die Tu2-Reaktion aufrechterhalten. Die
Mediatoren tragen zu akuten und chronischen Entziindungsreaktionen bei, die sich in eine
Sofortreaktion und eine Spétreaktion einteilen lassen. Im Falle der Erdnussallergie tritt die
Sofortreaktion innerhalb eines Zeitraums von Sekunden bis hin zu zwei Stunden mit klinischen

Symptomen ein (Burks, 2008). Bei Nahrungsmittelallergien ist die Symptomatik besonders
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durch Erbrechen, Durchfall, Hautjucken, Nesselsucht und Anaphylaxie gekennzeichnet. Bei
der Erdnussallergie kommt es im Speziellen zum Anschwellen des Gesichts, Ausschlag,
Juckreiz, erschwertem Atmen, Erbrechen, Bauchschmerzen und -krdmpfen, Zyanose und
Kollaps/ Ohnmacht (Hourihane et al., 1997a). Die Spéatreaktion wird durch die Synthese und
Sezernierung von Mediatoren wie Leukotrienen, Chemokinen und Cytokinen ausgelost, die
weitere eosinophile Zellen und T2 zum Entziindungsherd locken. Hierdurch kommt es zu einer
zweiten Kontraktionsphase der glatten Muskulatur und anhaltenden Odemen. Im Falle einer
schnellen Resorption der Allergene iiber den Darm kann es zu einer Aktivierung der Mastzellen
des Bindegewebes an jedem Blutgefal kommen. Die als systemische Anaphylaxie bezeichnete
Reaktion hat lebensbedrohliche Auswirkungen, da es zu einem starken Blutdruckabfall, einem
Zusammenziehen der Atemwege und Anschwellen des Kehlkopfes kommen kann. Dieses
Syndrom wird als anaphylaktischer Schock bezeichnet. Wie bereits diskutiert, kommt es beim
Auftreten der Erdnussallergie im Vergleich zu anderen allergieauslosenden Lebensmitteln
besonders hédufig zu anaphylaktischen Schocks (Bock et al., 2001; Bock et al., 2007; Owusu-
Apenten, 2002; Pumphrey & Gowland, 2007). Abb. 4 zeigt zusammenfassend den Ablauf der
Sensibilisierungsphase und der allergischen Reaktion (Grevers & Rdocken, 2008; Janeway et al.,
2002).

Sensitisation

Dendritic cells Peanut-specific Th2 B cells Peanut-specific Mast cells

T cells IL-4 IgE
IL-5 —
oo /-\ IL-13 ,(}— Ve let2 ca
!8 iy ? —_— —_ T N
L e e *uee o

Allergic reaction

Systemic symptoms Local symptoms a::;t:; k -’
Airway obstruction ltching
Hives Swelling
Low blood pressure Nausea
Arrhythmia Vomiting i i

Cramping Hlstam_lnes i

Diarrhoea Leukotr_lenes iy

Gytokines o 72 9

Prostaglandins

Abb. 4 Schematische Darstellung der Sensibilisierungsphase und der allergischen Reaktion (Burks,
2008)

Die Diagnose einer bestehenden Sensibilisierung kann mittels Pricktest erfolgen, wobei eine
positive Reaktion vorliegt, wenn die entstehende Quaddel mindestens 3 mm ldnger als die der
Negativkontrolle ist. Weiterhin kann mittels Bluttest eine Quantifizierung der IgE-Aktivitét
erfolgen. Allergische Symptome gegeniiber Erdniissen sind zu erwarten, wenn die

IgE-Aktivitdt {iber 14 kU/L liegt. Das verlédsslichste Testergebnis wird durch einen doppelt-
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blinden, placebokontrollierten Nahrungsmittelbelastungstest (DBPCFC) erhalten, bei dem der

Patient unter drztlicher Beaufsichtigung geringe Antigendosen oral aufnimmt (Sampson, 2004).

2.2.3  Eigenschaften von Nahrungsmittelallergenen

Obwohl jedes Lebensmittelprotein ein potentielles Nahrungsmittelallergen darstellen kann, gibt
es Lebensmittel, die besonders hiufig zu einer Allergieentstehung fithren (Burks, 2008). Daher
ist die Frage interessant, welche Eigenschaften ein Nahrungsmittelprotein aufweisen muss, um
eine Sensibilisierung zu bedingen. Grundlegend wird in Halbantigene (Haptene), die erst nach
kovalenter Bindung an ein Trégerprotein zum Antigen werden und Vollantigene, die direkt als
Antigen erkannt werden konnen, unterschieden (Janeway et al., 2002). Im Falle der
Erdnussallergene handelt es sich um Vollantigene, weshalb im Folgenden die Charakteristika
von Vollantigenen erldutert und vergleichend dazu die Eigenschaften des Erdnusshaupt-
allergens Ara h 1 dargestellt werden. Da es keine generellen Charakteristika gibt, die dafiir
verantwortlich sind, dass ein beliebiges Nahrungsmittelprotein als Allergen erkannt wird,
werden nachfolgend Proteineigenschaften vorgestellt, die bei bekannten Nahrungsmittel-
allergenen identifiziert wurden.

In der Regel handelt es sich bei Nahrungsmittelallergenen um Glykoproteine, die
Molekiilmassen von 5 bis 70 kDa aufweisen (Bredehorst & David, 2001; Petersen et al., 2013)
und einen isoelektrischen Punkt im Sauren haben (Maleki et al., 2000b). Das Ara h 1 stellt ein
Glykoprotein dar (Kolarich & Altmann, 2000), weist eine berechnete Molekiilmasse ohne
Glykosylierungsanteil von 68,76 kDa auf (Becker et al., 2011) und hat einen mittleren
1soelektrischen Punkt bei pH 4,6 (Burks et al., 1991). Fiir Ara h 1 konnte gezeigt werden, dass
es iiber den Glykosylierungsrest zur Bindung an den Mannoserezeptor von dendritischen Zellen
kommt, wodurch die fiir die Allergieentstehung entscheidende Tu2-Polarisierung eingeleitet
wird (Royer et al., 2010). Fiir eine Quervernetzung, der an den Mastzellenoberflichen
gebundenen Antikorper, miissen mindestens zwei Epitope auf dem resorbierten Antigen
vorliegen. Bei den Epitopen wird in lineare Epitope, die liber die Primérstruktur des Proteins
und Konformationsepitope, die iiber die Sekundir- und/oder Tertidrstruktur des Proteins
definiert sind, unterschieden (Saloga et al., 2006). Da Konformationsepitope in der Regel einen
gastrointestinalen Verdau auf Grund von Denaturierung und Proteolyse nicht iiberstehen, sind
fiir Nahrungsmittelallergien vor allem lineare Epitope von Bedeutung (Bannon, 2004). Da
lineare Epitope in der Regel aus 6 bis 15 Aminosduren bestehen (Huby et al., 2000; Jéger et al.,
2008; Bannon, 2004), wird eine Mindestantigengrof3e von 30 Aminosduren, die zirka 3 kDa
entsprechen, angenommen (Huby et al., 2000). Weiterhin kann eine groe Anzahl an Epitopen,

die in Clustern auf der Proteinoberfliche verteilt sind, zu einer starkeren Mastzell-
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degranulierung und damit zu schwereren klinischen Symptomen fiihren (Shin et al., 1998). Das
Ara h 1 weist 24 lineare Epitope auf (Burks et al., 1997; Shreffler et al., 2004), die in zwei
duBeren Clustern auf dem Protein lokalisiert (Shin et al., 1998) und jeweils durch 6-10
Aminosduren definiert sind (Burks et al., 1997).

Die Menge eines Nahrungsmittelallergens und die Expositionsdauer scheinen zudem einen
Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit einer Allergieentstehung zu haben (Bredehorst & David,
2001). So sind die Hauptallergene von Milch, Eiern, Erdniissen, Soja, Baumniissen und
Getreide in Gehalten von jeweils iiber einem Prozent der jeweiligen Lebensmittel enthalten
(Bannon, 2004) und vor allem Erdniisse werden in verschiedensten Lebensmitteln als Zutaten
eingesetzt. Der Anteil an Ara h 1 betrigt 20 % des Gesamterdnussproteingehalts (Yolanda,
2007), wodurch sich bei einem Proteingehalt von 25 % (Souci et al., 2008) ein Anteil von 5 %
in der Erdnuss ergibt. Allgemein héngt die Stirke der Immunantwort von der Allergenmenge
ab. Unterhalb einer bestimmten Schwelle tritt keine Reaktion auf, oberhalb der Schwelle erfolgt
sie proportional zur Menge und sinkt nach Erreichen eines Plateaus wieder ab (Janeway et al.,
2002). Generell wurde festgestellt, dass Faktoren, welche die Dichte an préisentierten
Antigenfragmenten auf den APC erhdhen, eher zu einer Tul-Polarisierung und damit nicht zu
einer Allergieentwicklung fiihren (Huby et al., 2000; Petersen et al., 2013).

Zur Ausbildung einer Allergie ist Voraussetzung, dass intakte Epitope die Immunzellen
erreichen. Hierfiir sind eine thermische und proteolytische Stabilitidt entscheidend. Die
Nahrungsmittelallergene lassen sich hierbei in zwei Klassen einteilen. Bei Allergenen der
Klasse II erfolgt die Sensibilisierung in der Regel durch Pollenantigene iiber den Atemtrakt und
die Nahrungsmittelallergie wird dann iiber kreuzreaktive IgE-Epitope ausgelost (Petersen et al.,
2013). Hierzu zdhlen Allergien gegen Ara h 5 und Ara h 8. Diese Allergene 19sen in der Regel
milde Allergiesymptome aus und sind thermisch und proteolytisch instabil (Petersen et al.,
2013). Bei den Allergenen der Klasse I erfolgt die Sensibilisierung iiber den Gastro-
intestinaltrakt. Hierzu zdhlen Ara h 1, Ara h 2 und Ara h 3. Diese Allergene 16sen in der Regel
schwere Reaktionen aus und sind thermisch und proteolytisch stabil (Petersen et al., 2013). Die
Allergenstruktur spielt hierbei fiir die proteolytische Stabilitdt eine entscheidende Rolle.
Disulfidbriicken konnen in diesem Zusammenhang zu einer Stabilisierung der Allergenstruktur
beitragen (Bannon, 2004; Breiteneder & Mills, 2005). Im Falle des Ara h 1 erhoht die
Oligomerisierung die Verdauungsresistenz (Maleki et al., 2000b; van Boxtel et al., 2006; Bogh
et al., 2012). Zudem wurde gezeigt, dass Ara h 1, welches im Zuge der Maillard-Reaktion
quervernetzt wurde, eine hdhere proteolytische Stabilitdt aufweist als nicht modifiziertes
Ara h 1 (Maleki et al., 2000a). Weiterhin spielt die Allergenmatrix eine Rolle. So fiihrt nach
Petersen et al. (2013) eine Assoziation von Ara h 8 mit Lipiden zu einer erhdhten
Verdauungsresistenz und das Vorhandensein einer Serinprotease in den Erdniissen kdnnte zu

einer Spaltung der tight junctions fithren, wodurch Erdnussallergene besser aufgenommen
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werden konnten. Weiterhin weist Ara h 2 trypsininhibitorische Eigenschaften auf, dessen
Aktivitdt als Folge einer Rostung um das 3,6-Fache erhoht wird (Maleki et al., 2003). Hierdurch
kann ein unvollstandiger Verdau des Ara h 2 selbst und weiterer Erdnussallergene resultieren
(Petersen et al., 2013).

Es kann somit generell festgehalten werden, dass es bestimmter Grundvoraussetzungen bedarf
(Anzahl und Verteilung der Epitope, Prozessierungsresistenz, Verdauungsresistenz), damit
tiberhaupt eine Sensibilisierung gegeniiber einem bestimmten Protein erfolgen kann. Allerdings
weisen viele Nahrungsmittelproteine diese Eigenschaften auf. Die tatséchliche Allergie-
entwicklung ist allerdings ein komplexer Prozess, bei dem unter anderem die genetische
Priadisposition, die Nahrungsmittelmatrix, die Allergenexposition sowie die Antigen-
prasentation und damit einhergehende Signale, die eine Tnu2-Polarisierung bewirken, eine

entscheidende Rolle spielen (Bannon, 2004; Petersen et al., 2013).

2.2.4 Beeinflussung des allergenen Potentials von Erdniissen

In den USA wird der Anteil an Erdnussallergikern an der Gesamtbevolkerung zu 1,1 %
angenommen (Sicherer et al., 1999), wobei im Zeitraum von 1997 bis 2008 mehr als eine
Verdreifachung der Anzahl an erdnussallergischen Kindern beobachtet wurde (Sicherer et al.,
2010). Schon in den 1980er Jahren wurde festgestellt, dass ein Drittel der amerikanischen
Kinder mit moderater bis schwerer atopischer Dermatitis und Nahrungsmittelallergien
gegeniliber Erdniissen sensibilisiert sind (Sampson & McCaskill, 1985). Aktuellere Studien
zeigen, dass 17 % der durchschnittlich 7 Jahre alten, an Asthma erkrankten Kinder aus den USA
gegeniliber Erdniissen sensibilisiert sind (Wang et al., 2005). In China sind 3,4-5,0 % der
Bevolkerung allergisch gegeniiber Nahrungsmitteln, wobei in einer Studie, unter Beteiligung
von 29 chinesischen Kindern, die eine Nahrungsmittelallergie aufwiesen, keines gegeniiber
Erdniissen sensibilisiert war (Hill et al., 1997). Von 130 chinesischen Kindern mit moderater
bis schwerer atopischer Dermatitis waren nur 4 % Erdnussallergiker (Hill et al., 1997). In einer
weiteren Studie wurde gezeigt, dass bei 9 % der durchschnittlich 9 Jahre alten, an Asthma
erkrankten, chinesischen Kindern eine Sensibilisierung gegeniiber Erdniissen vorlag (Leung
et al., 2002). Allgemein sind die Hauptnahrungsmittelallergene in Asien Milch, Eier, Soja,
Fisch und Seefisch und speziell auf China bezogen Fisch, Shrimps, Krabben und Algen, jedoch
keine Erdniisse (Beyer et al., 2001; Hill et al., 1997).

Diese Diskrepanz in der Haufigkeit, mit der die Erdnussallergie in den USA und China auftritt,
liegt weder an den Verzehrsmengen von Erdniissen und Erdnussprodukten, die in beiden
Lindern mit jeweils 3 kg pro Einwohner und Jahr vergleichbar sind, noch an einem

unterschiedlichen Genpool, da bei der chinesisch-amerikanischen Bevolkerung die
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Erdnussallergie mit vergleichbarer Haufigkeit auftritt, wie bei der Gesamtbevolkerung der USA
(Beyer et al., 2001). Cong et al. (2008) konnten zeigen, dass die Gehalte an Arah 1 und Arah 3
in den chinesischen Erdnusssorten Baisha, Luhua und Huayu geringer sind, als bei den
amerikanischen Sorten Runner, Virginia, Spanish und Valencia. Des Weiteren stellten sie fest,
dass das Ara h 2 kein Hauptallergen in China darstellt, da dieses durch die verwendeten
Patientenseren aus China nicht erkannt wurde. Mondoulet et al. (2003) zeigten in ihrer Studie,
dass es als Folge des in China iiblichen Kochens der Erdniisse insbesondere zu einer Extraktion
niedermolekularer Erdnussallergene, vor allem an Ara h 2, in das Kochwasser kommt. Analoge
Extraktionen beobachteten auch Turner et al. (2014). Die als Folge des Erdnusskochens
auftretende Allergenextraktion kdnnte zusammen mit den geringeren Allergengehalten in den
chinesischen Erdnusssorten zu einer niedrigeren Sensibilisierungsrate in China im Vergleich zu
den USA beitragen. Allgemeine Faktoren, die das allergene Potential von Proteinen
posttranslational beeinflussen konnen, sind nach Toda et al. (2014) unter anderem eine
Hitzebehandlung, wodurch die Proteinstruktur verdandert werden kann. Dies kann in einem
Verlust an Konformationsepitopen, einer Maskierung, oder auch Freilegung von linearen
Epitopen resultieren (Toda et al., 2014). Weiterhin koénnen kovalente Modifizierungen die
Ladung, Hydrophobizitit und Strukturen der Proteine und damit auch die IgE-Affinitdt und
Zuginglichkeit beeinflussen (Toda et al.,, 2014). Zudem kann es durch kovalente
Modifizierungen ebenfalls zu Maskierungen von Epitopen kommen (Toda et al., 2014). Weitere
Einflussfaktoren sind die Verdaubarkeit der Proteine, die beispielsweise durch Disulfidbriicken
(Bannon, 2004; Breiteneder & Mills, 2005) oder Oligomerisierung (Bogh et al., 2012; van
Boxtel et al., 2006; Maleki et al., 2000b) erhoht werden kann. Auf die Verdaubarkeit kann sich
auch die Gabe von Antazida negativ auswirken, wodurch das allergene Potential von
Nahrungsmittelproteinen erhdht werden kann (Untersmayr et al., 2003). Nach Becker et al.
(2011) sollten die Nahrungsmittelallergene im Gegensatz zu Aeroallergenen im Kontext ihrer
Matrix betrachtet werden, da Allergene im Zuge der Zubereitung oder Verarbeitung einer
Vielzahl physikalischer und chemischer Reaktionen unterworfen sind.

In diesem Zusammenhang konnte bedeutsam sein, dass sich die Zubereitungsformen der
Erdniisse in den USA, in denen Erdniisse iberwiegend in gerdsteter Form und China, wo sie in
frittierter oder gekochter Form verzehrt werden, unterscheiden (Cong et al., 2008; Beyer et al.,
2001). Somit konnten in Abhidngigkeit der Zubereitungsart unterschiedliche Protein-
modifizierungen auftreten, die sich beziiglich ihrer Auswirkungen auf das allergene Potential
unterscheiden konnten. Untersuchungen, die sich mit dieser Thematik beschéftigten zeigen
allerdings widerspriichliche Ergebnisse. Mondoulet et al. (2003) konnten zeigen, dass kein
Unterschied des IgE-Bindungsvermogens von Patientenseren gegeniiber Proteinextrakten aus
rohen und gerdsteten Erdniissen bestand, wohingegen das Proteinextrakt der gekochten

Erdniisse ein um 50 % verringertes Bindungsvermdgen zeigte. Aus ungerdsteten und gerdsteten
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Erdniissen (200 °C fir 15 Minuten) isoliertes Ara h 1 unterschied sich in seinen
IgE-Bindungsvermdgen nicht (Koppelman et al., 1999). Allerdings konnte eine Verringerung
des allergenen Potentials des isolierten Ara h 1 als Folge des Kochens beobachtet werden, was
auf eine Oligomerisierung und eine damit einhergehende Maskierung der Epitope
zuriickgefiihrt wurde (Blanc et al., 2011). Demgegeniiber zeigten Maleki et al. (2000a), dass
Proteinextrakte aus gerdsteten Erdnilissen ein um 90-fach hoheres IgE-Bindungsvermogen
aufwiesen als die Proteinextrakte aus rohen Erdniissen. Analoge Ergebnisse beobachteten auch
Cabanillas et al. (2015). Chung & Champagne (1999) stellten fest, dass ein nicht-allergenes
Erdnusslektin als Folge einer Glykierung durch Glukose und Fruktose in eine allergene Form
iiberfiihrt werden konnte, die durch IgE von Erdnussallergikern erkannt wurde. Hierdurch
wurde gezeigt, dass durch die Maillard-Reaktion ein Protein in ein Neoallergen iiberfiihrt
werden kann. Weiterhin wurde festgestellt, dass durch Glukose oder Xylose glykiertes Ara h 1
und Ara h 3 im Gegensatz zu den nativen Proteinen an den receptor for advanced glycation
endproducts (RAGE) binden konnen (Mueller et al., 2013). Hierdurch konnte eine verstirkte
Sensibilisierung gegeniiber Ara h 1 und Ara h 3 als Folge einer verbesserten Erkennung durch
dendritische Zellen, die den RAGE-Rezeptor aufweisen, erfolgen. Vissers et al. (2011) zeigten,
dass Erhitzen von Ara h 1 in der An- und Abwesenheit von Glukose zu einer verstdrkten
Degranulierung von Basophilen fiihrte, wohingegen im Falle des Ara h 2 die Degranulierung
verringert wurde. Am Beispiel von durch Glukose glykiertem Ovalbumin (AGE-OVA) konnte
gezeigt werden, dass dieses verstarkt durch dendritische Zellen aufgenommen wird und auch
zu einer verstirkten Expression des RAGE fiihrt (Hilmenyuk et al., 2009). Des Weiteren wurde
festgestellt, dass AGE-OVA im Vergleich zu nicht glykiertem OVA nach Bindung an den
Scavenger-Rezeptor SR-AI/II durch dendritische Zellen aufgenommen wird, in dessen Folge
eine gesteigerte Proliferation von CD4"-T-Zellen beobachtet wurde (Ilchmann et al., 2010).

Wellner (2012a) konnte mittels Western Blot zeigen, dass als Folge einer gezielten Glykierung
der isolierten Erdnussallergene Ara h 1 und Ara h 2 mit Glukose und Fruktose das
IgE-Bindungsvermodgen nicht signifikant beeinflusst wurde. Allerdings wurde anhand von
Histaminfreisetzungstests festgestellt, dass Extrakte aus gerdsteten Erdniissen im Vergleich zu
den rohen Erdniissen zu einer hdheren Histaminfreisetzung filihrten (Wellner, 2012a).
Hierdurch wurde geschlussfolgert, dass eine Glykierung der Erdnusshauptallergene Arah 1 und
Ara h 2 nicht zur Bildung von Neoepitopen fiihrt. Dennoch blieb die Vermutung, dass weitere,
wiéhrend der Rostung ablaufende Reaktionen, das allergene Potential beeinflussen konnten.
Interessanterweise konnte als Folge des Erdnussrostens eine Lysinmodifizierung von bis zu
40 % beobachtet werden, wovon allerdings nur 10 % durch die entstandenen Maillard-
Reaktionsprodukte N°®-Fruktosyllysin, Pyrralin und N®-Carboxymethyllysin erkldrt werden
konnten (Wellner et al., 2012b). Ursdchlich fiir die nicht erklarbare starke Lysinmodifizierung
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wurden Reaktionen mit Carbonylverbindungen, die aus der Lipidperoxidation stammen,
diskutiert (Wellner et al., 2012b).

Werden der hohe Fettgehalt der Erdniisse von 48 % (Souci et al., 2008) und der hohe Anteil an
ungesdttigten Fettsduren von 85 % (Maguire et al., 2004) betrachtet, so ist naheliegend, dass es
wéhrend der Erdnussrostung zum Ablaufen der Lipidperoxidation kommen kann. In deren
Folge gebildete reaktive Sekundirprodukte konnten im weiteren Verlauf mit Amino-
sdureseitenketten von Proteinen Reaktionen eingehen. Schon in den 1960er Jahren konnten
Roubal & Tappel, (1966) beobachten, dass eine wéssrige Inkubation von peroxidiertem
Ethylarachidonat mit y-Globulin bei 37 °C zu einem Ausfallen des Proteins und einem
Lysinverlust von 59 % fiihrte. In der Literatur wurden bisher keine Untersuchungen zum

Einfluss entsprechender Reaktionen auf das allergene Potential durchgefiihrt.

2.3 Die Lipidperoxidation

Die Lipidperoxidation beschreibt den oxidativen Abbau von Lipiden, wodurch es zur Bildung
von fliichtigen und nicht fliichtigen Sekundirprodukten kommt. Diese stellen teilweise
geruchsaktive Verbindungen mit niedrigen Geruchsschwellenwerten dar. In Lebensmitteln
werden diese Aromaverdnderungen hdufig als ranzig, fischig, metallisch oder kartonartig
wahrgenommen. Andererseits tragen diese Verbindungen zum typischen Aroma vieler Obst-

und Gemiisearten bei und runden das Aroma fetthaltiger Lebensmittel ab (Belitz et al., 2008).

2.3.1 Bildung von Priméarprodukten

Die Lipidperoxidation ldsst sich in die Autoxidation und die Lipoxygenase-Katalyse
unterteilen. Bei letztgenannter Reaktion erfolgt die Ubertragung des Sauerstoffs auf die
Fettsdure enzymkatalysiert (Belitz et al., 2008). Da beim Erdnussrosten die Autoxidation
relevant ist, wird nachfolgend nur auf diesen Reaktionstyp eingegangen.

Die Geschwindigkeit der Autoxidation ist unter anderem abhingig von der
Fettsdurezusammensetzung, dem Vorhandensein von Pro- und Antioxidantien, dem
Sauerstoffpartialdruck, der Oberfldche, der Temperatur, dem Lichtzutritt, dem Wassergehalt
und der Position der betroffenen Fettsdure innerhalb des Triacylglyceridmolekiils. Der
Zeitraum, bis es zu einer messbaren Sauerstoffaufnahme kommt (Induktionsperiode) und die
Oxidationsgeschwindigkeit sind vor allem von der Anzahl an Doppelbindungen im

Fettsduremolekiil abhéngig. Je mehr Doppelbindungen enthalten sind, desto kiirzer ist die
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Induktionsperiode und desto schneller verlduft die Oxidation, da die zur Abstraktion eines
Wasserstoffatoms benotigte Aktivierungsenergie herabgesetzt ist (Halliwell & Chirico, 1993).
Der Start der Lipidperoxidation verlduft iiber die Bildung erster Radikale. Hierfiir ist die
Fotooxygenierung verantwortlich, die in zwei Typen eingeteilt werden kann. Bei der Typ-1-
Fotooxygenierung reagiert ein durch Licht aktivierter Sensibilisator mit der Fettséure,
wohingegen beim Typ-2 Triplett-Sauerstoff (*02) durch den angeregten Sensibilisator zu
Singulett-Sauerstoff (!02) aktiviert wird. Bei einer hohen Sauerstoff- und niedrigen
Fettsdurekonzentration lauft bevorzugt die Typ-2-Fotooxygenierung ab. Es konnte gezeigt
werden, dass der >0, im Gegensatz zum 'O, mindestens 1500-fach schneller mit Methyllinoleat
reagiert (Rawls & van Santen, 1970). Der Singulett-Sauerstoff kann nachfolgend direkt mit
ungesdttigten Fettsduren reagieren (Abb. 5). Hierbei wird deutlich, dass doppelt so viele
Hydroperoxide entstehen kdnnen, wie Doppelbindungen in der Fettsdure vorliegen (Belitz
et al., 2008; Halliwell & Chirico, 1993; Frankel, 1984).

Abb. 5 Reaktion von Singulett-Sauerstoff (O2) mit einer ungesittigten Fettsiure zum Hydroperoxid in
Anlehnung an Belitz et al. (2008). Die Reaktionsmoglichkeiten des 'O, sind durch ein Sternchen (*)
markiert.

Durch Schwermetallionen (Fe, Cu und Co), die natiirlicherweise im Lebensmittel vorkommen,
oder die durch Verarbeitung oder Verpackung in das Lebensmittel gelangen konnen, wird die

Autoxidation durch Zersetzung der Fettsdurehydroperoxide zu Radikalen gestartet (Abb. 6).

Me"" + ROOH  —» Me™" +RO®+ OH
Me™' D" + ROOH — RO+ H' + Me""

Abb. 6 Reaktionen von Metallionen mit Fettsdurehydroperoxiden zu Radikalen nach Ayala et al. (2014),
Belitz et al. (2008) und Spiteller (1998)

Zusitzlich kann auch ein Abbau der Hydroperoxide durch UV-Licht erfolgen (Schieberle et al.,
1985). Eine direkte Oxidation von Fettsduren durch Metallionen spielt beim Start der
Autoxidation keine Rolle, da diese Reaktion sehr langsam ablauft (Belitz et al., 2008).

Das Metallion der niedrigeren Oxidationsstufe reagiert hierbei um den Faktor 10 schneller als
das oxidierte Metallion, wobei ein Zusatz von Reduktionsmitteln wie Ascorbinsdure den
reduzierenden Zustand der Metallionen aufrechterhdlt und somit den Abbau der

Fettsdurehydroperoxide beschleunigen kann. Das pH-Optimum der Zersetzungsreaktionen liegt
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fiir Fe- und Cu-lonen bei pH 5,5-6,0. Bei einem aw-Wert von 0,3 wird hingegen ein Minimum
der Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Ursédchlich werden eine geringere Hydratisierung der
Metallionen bei niedrigeren aw-Werten diskutiert und bei hoheren aw-Werten eine verbesserte
Mobilitdit von Prooxidantien. Weiterhin konnen Radikale H&m- oder Hémin-katalysiert
entstehen. Dies erfolgt vor allem in tierischen Geweben durch Hidmoglobin, Myoglobin und
Cyctochrom c. Zusitzlich kann es durch Superoxidradikalanionen (O2) zur Radikalbildung
kommen. Dessen Bildung erfolgt vor allem katalysiert {iber Flavinenzyme. Weiterhin kdnnen
Hydroxyradikale durch eine Fenton-Reaktion mit H>O; iiber Fe-Komplexe entstehen (Belitz et
al., 2008; Neyens & Baeyens, 2003).

Bei den Erdniissen diirfte allerdings vor allem die Radikalbildung iiber Schwermetallionen
relevant sein. Hierbei betragen die jeweiligen Gehalte an Fe und Cu 1,8 und 0,8 mg/100 g
Erdnuss (Souci et al., 2008). Nachdem in der Initialphase erste Radikale gebildet wurden,
kommt es zu einer Radikalkettenreaktion, deren Anfangsstadium fiir Olefine durch Bolland
(1949) beschrieben wurde (Abb. 7). Der Mechanismus lésst sich dabei in Kettenfortpflanzung,
Kettenverzweigung und Kettenabbruch einteilen. Im weiteren Reaktionsverlauf entstehen

Sekundirprodukte, die auch weiter zu Tertidrprodukten autoxidieren konnen (Belitz et al.,
2008).

Der zweite in Abb. 7 dargestellte Reaktionsschritt, die Abstraktion eines Wasserstoffatoms von
einer Fettsdure (RH) durch ein Peroxyradikal, ist geschwindigkeitsbestimmend fiir die
Radikalkette (Belitz et al., 2008). Weiterhin ist ein Radikal bei Raumtemperatur in der Lage,
die Bildung von bis zu 100 Hydroperoxiden zu initiieren, bis es zum Kettenabbruch kommt. In
Gegenwart von Sauerstoff werden die Alkylradikale nach dem ersten abgebildeten
Reaktionsschritt in Peroxyradikale {iberfiihrt. Die im weiteren Verlauf gebildeten
Fettsdurehydroperoxide stellen erste Produkte der Lipidperoxidation dar (Frankel, 1984), die
allerdings sensorisch noch nicht wahrnehmbar sind (Belitz et al., 2008). Da das nach
Reaktionsschritt (1) gebildete Peroxyradikal reaktionstrége ist, erfolgt die Abstraktion des am

schwichsten gebundenen Wasserstoffatoms der Fettsduren in Reaktionsschritt (2) selektiv.
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Kettenfortpflanzung
(HR*+0, —= ROS
(2)RO3+RH —» ROOH +R®

3)RO®*+RH —» ROH+R®

Kettenverzweigung
(4 ROOH —» RO*+°OH

(5)2ROOH —» ROS3+RO*+H,0

Kettenabbruch
(6)2R® —
(M R*+ROY — Sinaktive Produkte

(8) 2RO3 —

Abb. 7 Radikalkettenmechanismus der Fettsdureperoxidation nach Bolland (1949) und Belitz et al.
(2008)

Im Gegensatz dazu sind die im spéteren Reaktionsverlauf gebildeten Hydroxy- und
Alkoxyradikale reaktiver. Die aus der H-O-Bindung frei werdende Energie betrdgt 376 kJ/mol,
sodass der benotigte Energicaufwand der H-Abstraktion niedriger liegen muss. Die
Dissoziationsenergien liegen fiir eine R—-CH>—H-Gruppe bei 422 kJ/mol, fiir eine
CH;-CHR-H-Gruppe bei 410 kJ/mol, fiir eine Mono-Allylgruppe bei 322 kJ/mol und fiir die
Abstraktion eines Wasserstoffatoms aus einem 1,4-Pentadiensystem auf Grund der héheren
Resonanzstabilisierung bei 272 kJ/mol. Somit erfolgt die Abstraktion leichter aus ungeséttigten
Fettsduren (Benzie, 1996). Bei Temperaturen tiber 60 °C nimmt allerdings die Selektivitit der
Autoxidation ab, da es vermehrt zur Bildung von Hydroxy- und Alkoxyradikalen kommt. Diese
sind in der Lage, Wasserstoffatome auch aus gesittigten Fettsduren zu abstrahieren (Belitz
et al., 2008).

In Abb. 8 ist exemplarisch die Hydroperoxidbildung der Linolséure dargestellt. Nach der
Abstraktion eines Wasserstoffatoms durch ein Peroxyradikal entsteht ein Pentadienylradikal,
an welches molekularer Sauerstoff angreift, wodurch sich zundchst zwei
Hydroperoxyoctadecadiensduren (HPODE) am Co und Ci3 ausbilden konnen. Diese weisen
jeweils eine (Z)- und (E)-Doppelbindung auf (9-(Z,E)-HPODE und 13-(Z E)-HPODE). Durch
B-Fragmentierung und Bindungsrotation konnen direkt aus den Peroxyradikalen oder nach
Wasserstoffabstraktion aus den Hydroperoxiden die entsprechenden (E,E)-konfigurierten
Hydroperoxide entstehen (9-(E, E)-HPODE und 13-(E,E)-HPODE). Die Anteile an 9-HPODE
und 13-HPODE an den Gesamtmonohydroperoxiden betragen jeweils 46,5 % und 49,5 %
(Belitz et al., 2008; Yin & Porter, 2005; Gardner, 1989).
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HOO R® RH®00 O0®RH R* OOH
9 9 ; 13
Ry, V' R, 7 N R >N R, VY R

[ ]
9-(z,E)}-HPODE R RH R™13-(z,£)-HPODE

R 4300H R®*RH R,
/ R2 ] { ]
13-(€,E)-HPoDE R RH R™ RH (£ E)}-HPODE

R1= CgH1502, Ry = C5Hyy
*) beta-Fragmentierung, Bindungsrotation

Abb. 8 Hydroperoxidbildung der Linolsdure, modifiziert in Anlehnung an Belitz et al. (2008),
Yin & Porter (2005), Porter et al. (1995), Gardner (1989) und Chan et al. (1980)

Die Ausbildung eines Hydroperoxids an Ci1 (11-(Z,2)-HPODE) konnte in Gegenwart von
a-Tocopherol gezeigt werden (Brash, 2000). Bei Abwesenheit von a-Tocopherol tritt allerdings
eine schnelle Fragmentierung zu den thermodynamisch stabileren, konjugierten Dien-
peroxylradikalen ein, wodurch schlielich die 9- und 13-HPODE gebildet werden. Weitere
Nebenprodukte aus der Autoxidation sind die Hydroperoxide an Cg und Cy4, die jeweils 1,5 %
des Monohydroperoxidanteils ausmachen sowie Hydroperoxide an Cio und Ci2, die jeweils
0,5 % des Monohydroperoxidanteils ausmachen. Bei der Fotooxygenierung entstehen die
Hydroperoxide 9-HPODE, 10-HPODE, 12-HPODE und 13-HPODE in den Anteilen 32 %,
17 %, 17 % und 34 %. Die Hydroperoxide an Cs und Ci4 entstehen hierbei nicht (Belitz et al.,
2008; Frankel, 1984).

Generell konnen Hydroperoxide wie folgt weiter reagieren: (1) unter dem Einfluss von
Wasserstoffabstraktoren oder Schwermetallionen zu den entsprechenden Peroxy- oder
Hydroxyradikalen (Abb. 7. Gl. 4 und GIl. 5); (2) durch B-Spaltung des Sauerstoffs aus
Peroxyradikalen (Abb. 8); (3) durch Reaktion von 2 Peroxyradikalen (Abb. 7, Gl. 8) und
anschlieBendem Abbau zu Ketonen, Alkoholen und Sauerstoff, oder (4) Reaktion von
Peroxyradikalen mit nicht peroxidischen Radikalen (Abb. 7, Gl. 7); (5) durch Addition von
Peroxyradikalen an Olefine (Gardner, 1989).

Befinden sich die Peroxyradikale in Nachbarschaft zu einer isolierten 3, y-Doppelbindung, kann

es zu einer Cyclisierung (Porter et al., 1981) und als Folge unter Reaktion eines zweiten
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Sauerstoffmolekiils zur Bildung von Hydroperoxyepidioxiden kommen (Abb. 9), (Belitz et al.,
2008; Chan et al., 1980; Frankel, 1984; Yin & Porter, 2005).

%0-0 o O0-0

0-0 e HO
o=, i S
R R, R R, R R,

1 1 1

Abb. 9 Hydroperoxyepidioxidbildung, modifiziert nach Belitz et al. (2008), Yin & Porter (2005),
Frankel (1984) und Chan et al. (1980)

Im Falle der Linolsédure sind hierfiir die Peroxyradikale an Cio und Ci> relevant. Werden diese
als Folge der Autoxidation nur in sehr geringen Anteilen von jeweils 0,5 % der
Gesamtmonohydroperoxide gebildet, ist deren Bildung bei der Fotooxygenierung mit jeweils
17 % relevanter. Unter thermischer Belastung kommt es zur Fragmentierung der
Hydroperoxyepidioxide. So entstehen beispielsweise aus dem Hydroperoxyepidioxid des
12-Peroxyradikals der Linolsdure 2-Heptenal und 9-Oxononansdure (Belitz et al., 2008).

Die Radikalkettenreaktion beschleunigt sich in der 2. Stufe - der Kettenverzweigung -
autokatalytisch, da durch einen unimolekularen Zerfall der Hydroperoxide Alkoxy- und
Hydroxyradikale entstehen (Abb. 7, Gl. 4). Zum Kettenabbruch kann es schlielich durch
Reaktion von zwei Radikalen kommen (Yin & Porter, 2005). Im Falle der Erdniisse konnten
die Abbruchreaktionen 6 und 7 der Abb. 7 relevant sein, da diese in fettreichen Lebensmitteln

eine Rolle spielen, deren innere Bereiche an Sauerstoff verarmt sind (Belitz et al., 2008).

Um eine Fotooxygenierung zu verhindern und damit den Ablauf der Lipidperoxidation zu
verzogern oder zu hemmen, sollten potentiell labile Produkte dunkel gelagert werden.
Weiterhin sollte der Sauerstoffanteil moglichst minimiert und das Produkt bei tiefen
Temperaturen gelagert werden, um hierdurch die Geschwindigkeit der Autoxidation
herabzusetzen. Zudem kann ein Zusatz von Antioxidantien erfolgen (Belitz et al., 2008).
Antioxidantien sind in der Lage, Radikale aufzunehmen und dabei selbst stabile Radikale
auszubilden, wodurch die Radikalkettenreaktion der Lipidperoxidation unterbrochen wird.
Haufig in Lebensmitteln natiirlicherweise vorkommende sowie zugesetzte Antioxidationsmittel
stellen Tocopherole dar, von denen das 6-Tocopherol die stirkste antioxidative Wirksamkeit
zeigt. Generell sind diese in der Lage, mit zwei Radikalen zu reagieren, wodurch zwei
Radikalketten gestoppt werden konnen (Abb. 10), (Belitz et al., 2008; Yin & Porter, 2005;
Porter et al., 1995).

Auch im physiologischen Bereich wurde gezeigt, dass eine Kombination aus a-Tocopherol und
Ascorbinsdure die Lipidoxidation von low densitiy Lipoproteinen (LDL) und Plasma-
bestandteilen inhibiert (Niki et al., 2005).
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ROO®*+ A-H —» ROOH + A®
ROO®+A®* —» ROOA

Abb. 10 Wirkung von Antioxidantien (A-H) nach Belitz et al. (2008), Yin & Porter (2005) und Porter
et al. (1995)

Die bisher gebildeten Primédrprodukte der Lipidperoxidation sind geruch- und geschmacklos,
lassen sich allerdings, beispielsweise als Folge der Bildung von konjugierten Doppelbindungen,
UV-spektroskopisch detektieren. Die UV-Maxima der konjugierten Doppelbindungen liegen
im Falle von Dienen, Trienen und Tetraenen jeweils im Bereich von 230-240 nm, 250-280 nm
und 300-316 nm (Matissek et al., 2010).

Zusammenfassend lésst sich die Hydroperoxidbildung somit in eine Induktions-, Bildungs- und
Abbauphase einteilen, wodurch es schlieBlich zur Bildung von Sekundérprodukten kommt, die

sensorisch relevant und auch in der Lage sein konnen, weitere Reaktionen einzugehen.

2.3.2 Bildung von Sekundérprodukten

Die Hydroperoxide konnen bei Anwesenheit von katalytischen Mengen an Schwermetallionen
(Abb. 6) oder unter Einwirkung von UV-Strahlung zu den entsprechenden Alkoxyradikalen
abgebaut werden (Belitz et al., 2008; Schieberle et al., 1985; Gardner, 1989). Diese sind nach
Gardner (1989) in der Lage, im Anschluss folgende Reaktionen eingehen: (1) Abstraktion eines
Wasserstoffatoms, beispielsweise aus einem Fettsduremolekiil; (2) Reaktion mit Radikalen
unter Ausbildung von Etherbindungen; (3) Bildung von intramolekularen Epoxiden; (4) -
Spaltung der Alkoxyradikale, woraus eine C-C-Bindungsspaltung resultiert. Nachfolgend wird
nur auf die PB-Spaltung eingegangen, da vor allem diese zur Bildung von reaktiven
Sekundirprodukten fiihrt. Hierbei stellen viele der Sekundirprodukte, die keine Séuregruppe
tragen, fliichtige, aromaintensive Verbindungen dar. In Abb. 11 ist beispielhaft die -Spaltung
der 13-(Z E)-HPODE dargestellt.

Grundsitzlich bestehen hierbei zwei Moglichkeiten der B-Spaltung (Abb. 11, Weg 1 und
Weg 2), wobei Weg 2 energetisch bevorzugt ist, da es hierbei zur Ausbildung eines
resonanzstabilisierten Enons kommt (Belitz et al., 2008). Die entstehenden Radikale
stabilisieren sich durch Abstraktion eines Wasserstoffatoms, beispielsweise aus weiteren
ungesittigten Fettsduremolekiilen. Als Folgeprodukt des Wegs 2 der Abb. 11 wiirde es zur
Bildung von Pentan kommen. Geht man von der 9-HPODE aus, kommt es zur Bildung von
2,4-Decadienal, welches ebenfalls autoxidieren und somit zur Bildung des Tertiérprodukts
Hexanal fiihren kann (Matthews et al., 1971). Dies stimmt mit der Beobachtung iiberein, dass

Hexanal erst nach der Bildung von Pentan und 2,4-Decadienal auftritt (Belitz et al., 2008).

28



2 Hintergrund und Wissensstand

OCH

~=
R1 / R2
13-(Z,E)-HPODE

Fe2*
Fed*

o
R{:\//—%@)Rz + "OH

R1=CgH50,, Ry = C4Hg

Abb. 11 Zwei Moglichkeiten der B-Spaltung am Beispiel der 13-(Z E)-HPODE, modifiziert in
Anlehnung an Belitz et al. (2008) und Gardner (1989)

In Tab. 3 ist eine Ubersicht iiber nachgewiesene Gehalte an Sekundirprodukten dargestellt, die
aus einer milden Oxidation ausgewéhlter Fettsduren entstanden sind (Esterbauer et al., 1990a).
Hierbei wird ersichtlich, dass die dargestellten Sekundérprodukte mengenmafig vor allem bei
der Autoxidation von Linol- und Arachidonsdure entstehen, wohingegen die Gehalte bei der
Ol-, a-, und y-Linolenséure deutlich geringer ausfallen. Weiterhin ist erkennbar, dass Hexanal,
welches iiberwiegend aus Linolsdure gebildet wird, das mengenméBig relevanteste
Sekundirprodukt darstellt. Deshalb wird Hexanal als Indikatorsubstanz fiir Aromafehler, die

auf eine Lipidperoxidation zurilickzufiihren sind, herangezogen (Belitz et al., 2008).

Weitere bekannte Sekundédrprodukte stellen Acrolein und Malondialdehyd (MDA) dar.
Acrolein kann hierbei aus Glukose iiber die Zwischenstufen Desoxyglucoson, Hydroxyaceton
und 2-Hydroxypropanal, als auch aus Lipiden, gebildet werden (Stevens & Maier, 2008).
Hierbei stellen vor allem Linol- und Arachidonsiure sowie Glycerol Precursoren dar (Stevens
& Maier, 2008; Uchida et al., 1998). Weiterhin kann auch tiber einen Strecker-Abbau aus den
Aminosduren Methionin und Threonin oder endogen, enzymkatalyisert aus Polyaminen, wie
beispielsweise Spermin, Acrolein gebildet werden (Stevens & Maier, 2008). Acrolein stellt auf
Grund seiner Elektrophilie eines der reaktivsten Sekundarprodukte dar (Esterbauer et al., 1991).
MDA kann aus Fettsduren, die mehr als zwei Doppelbindungen aufweisen, wie beispielsweise

Linolen- oder Arachidonsdure, aber auch als Folge einer Fotooxygenierung aus Linolsdure
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gebildet werden (Esterbauer et al., 1991; Frankel & Neff, 1983). Neuere Studien zeigen, dass
MDA aus o-6-Fettsduren iiber die Bildung des 4-Hydroperoxynon-2-enals gebildet werden
kann, wobei der Reaktionsmechanismus noch nicht geklért ist (Shimozu et al., 2011). Sowohl
Acrolein als auch MDA sind Bestandteile von Zigarettenrauch (Fujioka & Shibamoto, 2006).

Tab. 3 Gehalte an Sekundirprodukten aus der Lipidperoxidation ausgewdihlter Fettsduren in
nmol/mg Fettsdure nach Esterbauer et al. (1990a)

Fettsdure
Sekundarprodukt 18:1 (-9) 18:2 (w-6) 18:3 (w-3) 18:3 (0-6) 20:4 (»-6)
Pentanal 0,1 6,7 0,5 1,6 5,2
Hexanal 0,3 199,0 0,6 53,0 189,0
Heptanal 0,2 - - - -
Octanal 0.4 - - - -
Nonanal 0,5 - - - -
Decanal 0,1 - - - -
2-Pentenal - - 2,5 - -
2-Hexenal - 1,1 9.8 0,6 -
2-Heptenal - 10,1 0 4,1 6,2
2-Octenal - 13,1 0 7,7 15,4
2-Nonenal 0,1 1,5 - 11,7 9,3
2-Decenal 0,9 - - - -
2-Undecenal 1,0 - - - -
2,4-Heptadienal - - 4,6 - -
2,4-Nonadienal - 0,4 3,2 - 4.6
2.4-Decadienal - 0,1 - 14,9 6,0
4-Hydroxynonenal - 2,8 - - 37,5

Da der Fokus der vorliegenden Arbeit unter anderem auf dem Sekundérprodukt
4-Hydroxynon-2-enal (4-HNE) liegt, wird nachfolgend beispielhaft auf die Bildung sowie
Eigenschaften des 4-HNE eingegangen.

2.3.2.1 4-Hydroxynon-2-enal (4-HNE)

4-HNE kann aus w-6-Fettsduren wie der Linol-, y-Linolen- und Arachidonsdure gebildet
werden und stellt eines der am meisten untersuchten Sekundérprodukte der Lipidperoxidation
dar (Esterbauer et al., 1991; Spickett, 2013). Fiir die Bildung des 4-HNE werden mehrere
Reaktionswege diskutiert (Ayala et al., 2014; Spickett, 2013), von denen in Abb. 12 beispielhaft
die Bildung aus der 13-(Z,E)-HPODE dargestellt ist.
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Abb. 12 Moglicher Bildungsweg des 4-HNE aus der 13-(Z,E)-HPODE, modifiziert in Anlehnung an
Spickett (2013) und Schneider et al. (2001)

Hierbei erfolgt zundchst eine Wasserstoffabstraktion am Cs, wodurch ein Radikal entsteht,
welches an Cg, Cio und Ci2 lokalisiert sein kann. Erfolgt die Oxygenierung an Cio, so kann es
zur Einfiihrung einer zweiten Hydroperoxygruppe kommen. Auf Grund der dadurch
entstehenden Instabilitdt kommt es unter dem Einfluss von protischen oder Lewissduren zur
Abspaltung von Wasser, einer damit einhergehenden Hock-Umlagerung und nach Anlagerung
von Wasser schlieBlich zu einer Hock-Fragmentierung. Hierdurch kommt es zur Bildung der
9-Oxononansdure und 4-Hydroperoxynon-2-enal, welches schlieBlich nach Reduktion sowie
Wasserstoffabstraktion zum 4-HNE weiterreagieren kann (Schneider et al., 2001).

Weitere Bildungswege des 4-HNE sind nach Ayala et al. (2014) und Spickett (2013) iiber (1)
eine Reduktion des Hydroperoxids zu einem Alkoxyradikal durch Schwermetallionen und
nachfolgender B-Spaltung; (2) eine Cyclisierung des Peroxyradikals zum Dioxetan, welches im
Anschluss fragmentiert; (3) eine 13-Allyloxyradikalbildung aus einem 13-Hydroperoxyepoxid
mittels Fe**, nachfolgender Diepoxycarbinylradikalbildung, welches zum 9-Hydroperoxy-
epoxid und im Anschluss unter B-Spaltung unter anderem zum 4-HNE reagieren kann
(Gu & Salomon, 2012).

Die intestinale Resorption von 4-Hydroxyalkenalen wurde am Beispiel von 4-HNE und
4-Hydroxyhexenal (4-HHE) anhand einer in vitro Studie unter Verwendung von humanen
Caco-2/TC7-Zellen untersucht. Die Bildung von 4-HHE resultiert als Folge der
Lipidperoxidation von ®-3 Fettsduren, wie beispielsweise Linolensdure (Esterbauer et al.,
1991). Hierzu wurden die Zellen auf ihrer apikalen Seite mit 1-100 uM der jeweiligen
4-Hydroxyalkenale fiir 24 h inkubiert und im Anschluss die Gehalte an 4-HNE,
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beziehungsweise 4-HHE auf der basalen Seite quantifiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die basalen Gehalte an 4-Hydroxyalkenalen zwischen 0,2-1 % der apikal applizierten Gehalte
lagen, wobei die Gehalte im Falle des polareren 4-HHE in Abhéngigkeit der applizierten
Konzentration zwei bis drei Mal hoher als die des 4-HNE waren. Somit konnte gezeigt werden,
dass eine humane intestinale Resorption des freien 4-HHE und 4-HNE in geringen Mengen
erfolgen kann (Awada et al., 2012).

Uber die tigliche Aufnahmemenge an 4-Hydroxyalkenalen existieren in der Literatur bisher
nur Daten basierend auf einer in Korea iiblichen Erndhrung. Ohne den Verzehr frittierter
Lebensmittel, wurde diese zu 14,0 nmol 4-HHE und 17,3 nmol 4-HNE abgeschitzt. Hierbei
stellen der Verzehr von Sesamdl und Sojabohnendl die Hauptzufuhrquellen dar. Durch den
Verzehr frittierter Lebensmittel (Donuts, Kartoffelchips, Pommes frites und frittierter
Hiahnchen) konnen téglich zusitzlich 16,7 nmol 4-HHE und 63,4 nmol 4-HNE aufgenommen
werden, wodurch sich eine Gesamtaufnahmemenge an 4-HHE von 30,7 nmol und an 4-HNE

von 80,7 nmol pro Tag ergeben kann (Surh & Kwon, 2005).

Im menschlichen Korper kann 4-HNE, neben der nichtenzymatischen Bildung, auch
enzymkatalysiert gebildet werden. Das Enzym 15-LOX-1, welches von Retikulozyten,
Eosinophilen und Makrophagen exprimiert werden kann, ist in der Lage, Linolséure zu
13-HPODE zu oxidieren. Durch 15-LOX-2, das von Zellen der Haut, Hornhaut, Prostata, Lunge
und der Speiseréhre exprimiert wird, kann Arachidonsdure zu 15-Hydroperoxyeicosa-
tetraensdure (15-HPETE) oxidiert werden. Sowohl 13-HPODE als auch 15-HPETE stellen
Precursoren des 4-HNE dar (Ayala et al., 2014).

Physiologische, humane Gehalte an 4-HNE stehen schon ldnger im Fokus der Forschung und
wurden fiir natives low density lipoprotein (LDL) zu 0,29 nmol/mg LDL und fiir oxidiertes
LDL zu 0,59 nmol/mg LDL bestimmt (Esterbauer et al., 1987). In Plasma wurden Gehalte von
2,6-680 pmol/ml gefunden (Spies-Martin et al., 2002; Esterbauer et al., 1990a; Selley et al.,
1989). In Monozyten wurde ein 4-HNE-Gehalt von 0,40 nmol/10” Zellen bestimmt (Selley et
al., 1989). Generell werden in Zellen, die keinem oxidativen Stress ausgesetzt sind, 4-HNE-
Konzentrationen von 0,1-0,3 nmol/g Gewebe (Esterbauer et al., 1991) und in Zellen unter
oxidativem Stress 4-HNE-Konzentrationen von 10 uM bis 5 mM angenommen (Uchida,
2003a).

Auf Grund seiner Struktur stellt 4-HNE eine reaktive Verbindung dar, die vielfdltige
Reaktionen mit Biomolekiilen eingehen kann (Abb. 13), (Poli & Schaur, 2000).
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Abb. 13 Reaktionsmoglichkeiten des 4-HNE mit Biomolekiilen, modifiziert nach Poli & Schaur, 2000

Allgemein werden Konzentrationen unter 0,1 uM als basale, physiologische Konzentrationen
angesehen, weshalb die alimentidre Zufuhr von 4-HNE kein Risiko fiir die menschliche
Gesundheit darstellt (Surh & Kwon, 2005). In Konzentrationen von 1-20 uM kann es bereits
zur Inhibierung der DNA- und Proteinsynthese kommen und Konzentrationen ab 100 pM
fiihren zu akuten zytotoxischen Effekten, da katabole und anabole Zellfunktionen beeintréchtigt
werden, was in der Regel zum Zelltod fiihrt. Die LDso-Konzentration fiir die meisten Zellen
liegt bei 10-25 uM (Esterbauer et al., 1991).

4-HNE wird unter anderem im Zusammenhang mit der Entstehung von Alzheimer (Sayre et al.,
1997), Parkinson (Yoritaka et al., 1996), Arteriosklerose (Kumano-Kuramochi et al., 2012;
Uchida et al., 1994) und Krebs (Hu et al., 2002) diskutiert. Neben pathologischen Effekten,
werden dem 4-HNE in subletalen Konzentrationen auch positive Wirkungen auf die
Zelldifferenzierung, Zellteilung, den Zellzyklus sowie die Expression von Stressantwortgenen
zugeschrieben (Barrera et al., 2004; Awasthi et al., 2003).

Die Detoxifizierung von Sekunddrprodukten erfolgt bei Sdugetieren enzymkatalyisert in der
Regel durch Reaktion mit Glutathion. Nachfolgend wird dies beispielhaft anhand der
Detoxifizierung von 4-HNE beschrieben. Nach oraler Verabreichung radioaktiver und stabiler
4-HNE-Isotope an Ratten konnten jeweils 48 % und 15 % der verabreichten 4-HNE-Stoffmenge
im Urin und in den Fizes wiedergefunden werden (Keller et al., 2015). Ein Anteil von 1,5 %
wurde in der Leber bestimmt. Glutathion S-Transferasen katalysieren die Konjugation von
4-HNE an Glutathion {iber eine Michael-Addition am C; (HNE-GSH). Eine Oxidation des
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4-HNE in die wunschidliche 4-Hydroxynon-2-ensdure (HNA) wird durch die
Aldehyddehydrogenase realisiert und eine Reduktion zum 1,4-Dihydroxynon-2-en (DHN) kann
mittels Alkoholdehydrogenase erfolgen. Die Metabolisierungsprodukte werden im Anschluss
weiter verstoffwechselt und schlielich ausgeschieden (Siems et al., 2010; Uchida, 2003a).

2.3.3 Sekundirprodukte in Lebensmitteln

Die Analytik fliichtiger Lipidperoxidationsprodukte in Lebensmitteln wird in der Regel mittels
GC-MS durchgefiihrt. Im einfachsten Fall werden die Analyten direkt mittels headspace solid
phase microextraction (HS-SPME) erfasst (Liu et al., 2011). Weiterhin kdnnen sie auch in freier
Form oder nach Derivatisierung mittels HPLC-UV detektiert werden. Die beim Erhitzen
entstehenden fliichtigen Verbindungen konnen durch Anlegen eines Gasstroms in ein
geeignetes Losungsmittel iiberfiihrt, autkonzentriert und im Anschluss analysiert werden
(Chung et al., 1993). Zudem ist auch eine direkte Extraktion aus Lebensmitteln unter
Verwendung eines geeigneten Losungsmittels, anschlieBender Aufkonzentrierung und
Analytik moglich (Chetschik et al., 2008). Um Analyten zu stabilisieren, Verluste auf Grund
niedriger Siedepunkte bei der Aufarbeitung zu minimieren und die Analytik selektiver und
empfindlicher zu gestalten, erfolgt in der Regel eine Derivatisierung. Diese wird iiblicherweise
durch 2,4-Dinitrophenylhydrazin (2,4-DNPH), pentafluorbenzyloximierende (PFBO-) und
silylierende Reagenzien realisiert (Spiteller et al., 1999).

Chung et al. (1993) erhitzten raffiniertes Erdnussdl auf 50-200 °C und tiberfiihrten die
fliichtigen Verbindungen mittels Stickstoffstrom in Wasser. Nach Extraktion mit
Dichlormethan und Aufkonzentrierung durch Destillation, stellten sie Zunahmen der
Peakflichen der Aldehyde, 2-Alkenale und 2,4-Alkadienale in Abhéangigkeit der
Erhitzungstemperatur mittels GC-MS fest (Chung et al., 1993). Chetschik et al. (2008) résteten
Erdniisse bis zum Erreichen eines ,,kommerziellen Rostaromas‘ und konnten nach Extraktion
mittels Diethylether, Aufkonzentrierung und hochauflésender Gaschromatographie-
Olfaktometrie (HRGC-O) im Vergleich zum Extrakt aus nativen Erdniissen unter anderem
Zunahmen der Lipidperoxidationsprodukte Hexanal, 2-Heptenal, Nonanal, 2-Nonenal,
2-Decenal und 2,4-Decadienal in Bereichen des 4- bis 64-Fachen feststellen. Auch in
kaltgepressten, nicht erhitzten Erdnuss-, Haselnuss- und Kiirbiskerndlen konnten nach
Diethyletherextraktion  und  nachfolgender = Aufkonzentrierung  neben  weiteren
Lipidperoxidationsprodukten Hexanal und Octanal sowie 2-Heptenal, 2-Octenal, 2-Nonenal
und 2-Decenal mittels GC-MS nachgewiesen werden (Matsui et al., 1998). Als Folge der

Rostung von Erdniissen bei 170 °C bis zum Erreichen eines ,,akzeptablen Rostresultats® konnte
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im abgepressten Erdnuss6l eine Zunahme an fliichtigen wund nicht-fliichtigen
Monocarbonylkomponenten von 8 auf 26 pmol/100 g Erdnussél nach 2,4-DNPH-
Derivatisierung und Absorptionsmessung bestimmt werden (Brown et al., 1972). Dabei
konnten im Ol aus den rohen Erdniissen 23 und nach Réstung 27 Monocarbonylverbindungen
nach diinnschichtchromatographischer Trennung identifiziert werden, bei denen es sich um
Alkanale, 2-Alkanone, 2-Alkenale und 2,4-Alkadienale handelte (Brown et al., 1972).
Allgemein wird angenommen, dass die Ole roher und gerdsteter Erdniisse Konzentrationen an
fliichtigen Verbindungen jeweils in Bereichen von 20-30 und 50-60 pmol/100 g Ol aufweisen
(Brown et al., 1972). Weiterhin konnten als Folge der Rostung von Erdniissen bei 200 °C bis
zu 50 Minuten nach Abpressen des Ols mittels HS-SPME-GC-MS jeweils Zunahmen der
Lipidperoxidationsprodukte Hexanal, Heptanal, 2-Octenal, 2-Decenal, 2-Undecenal und
2,4-Decadienal von 0,34 auf 0,67, 0,25 auf 1,06, 0,07 auf 0,20, 0,15 auf 0,60, 0,10 auf 1,59 und
0,20 auf 3,08 mg/kg Erdnussol festgestellt werden (Liu et al., 2011). Somit kann festgehalten
werden, dass als Folge der Erhitzung von Erdnussol sowie der Rostung von Erdniissen erhohte
Gehalte an Lipidperoxidationsprodukten nachgewiesen werden konnten, was Riickschliisse auf

eine abgelaufene Lipidperoxidation zuldsst.

Da in der vorliegenden Arbeit Gehalte an 4-HNE, MDA und Acrolein in Erdnussél und
Erdniissen quantifiziert wurden, werden nachfolgend bekannte Gehalte in Lebensmitteln
vorgestellt (Tab. 4 und Tab. 5). In kommerziellen (gerdsteten) Erdniissen wurden, unter
Verwendung eines isotopenmarkierten Standards, Gehalte an 4-HNE mittels GC-MS von 0,8-
3,8 pumol/kg (Papastergiadis et al., 2014) und an MDA, in Form seines
Thiobarbitursdurederivats, mittels HPLC-Fluoreszenz von 11,9 pumol/kg Trockenmasse
(Papastergiadis et al., 2012) bestimmt. Wird von einem Wassergehalt der gerdsteten Erdniisse
von 1,6 % ausgegangen (Souci et al., 2008), entspricht dies einem Gehalt an MDA von
12,1 pmol/kg Erdnuss. In kommerziellem Erdnussol konnten unter Verwendung der gleichen
Methode 12,8 umol/kg MDA bestimmt werden (Papastergiadis et al., 2012). Gabbanini et al.
(2015) konnten mittels UHPLC-MS/MS nach Derivatisierung mittels PFBHA unter
Verwendung von Dipropylphthalat als internem Standard in frischem Erdnussol kein 4-HNE
nachweisen. Erst nach Erhitzung auf 180 °C konnten nach 1 h und 7 h Gehalte von jeweils 7,1
und 12,8 umol 4-HNE /kg quantifiziert werden (Gabbanini et al., 2015). Acrolein konnte mittels
HPLC und gepulster elektrochemischer Detektion erst nach einer Erhitzung des Erdnusséls auf
145 °C fiir 2 h in Gehalten von 2,7 pmol/kg nachgewiesen werden und war in nativem
Erdnussdl nicht quantifizierbar (Casella & Contursi, 2004).
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Tab. 4 Gehalte an 4-HNE und MDA in Lebensmitteln

Lebensmittel 4-HNE MDA
[wmol/kg] [wmol/kg]
Butterdl nn-11,20"
Erdnussél n.n-12,8%" 12,83
Frittiersl (170 °C, 5 h) 0,02 9
Maiskeimél n.n-1929% 16,29
n.n.-16,6"
Natives Olivenol Extra 0,4-0,8%
Olivenol 20,8 Y
Sojabohnend] n.n.-192 0"
n.n-1842"
Sonnenblumendl n.n.-21,12"° 10,6 ¥
Rapsol 162,4 %
Erdniisse 0,8-3,8% 11,93
Erdnusspaste 5039
Gouda 1,53
Kartoftelchips 7,139
Kekse 0,7-12%
Sauglingsnahrung 1,39
Sojabohnen 30,3 3
Walniisse 09-2,6% 45,03
Blaumakrele 7,43
Frankfurter 17,29 321,59
Hihnchenfleisch 0,39
Hering 32,33
Lachs, gekocht 2129
Lachs, geriuchert 1,0-8,77
Rindfleisch 0,4 50,53
Schinken 3,8-9529 105,4 -292.4 9
Schweinefleisch 12,139
Schweinefleischwiirstchen 563"
Speck 8,2-899 0,1-0,29
Wiener Wiirstchen 3,8-44,79 0,79

n. n. - nicht nachweisbar, ~ erst nach Erhitzung nachweisbar, - bezogen auf Trockenmasse,

D Han & Csallany (2008), 2 Gabbanini et al. (2015), ¥ Papastergiadis et al. (2012),
4 Papastergiadis et al. (2014), ¥ Tanaka et al. (2013), ® Munasinghe et al. (2003b),
7 Munasinghe et al. (2003a)
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Tab. 5 Gehalte an Acrolein in Lebensmitteln

Lebensmittel Acrolein
[umol/kg, bzw. umol/1]
Distelol 447,787
Erdnussol n.n. -24"
Kokosnussol 19,6 8-
Leindl 1528,7 -
Maiskeimél nn-43%"
8039,0 10
Olivenol nn-93""
210,58
10704,3 107
Rapsol 1892,6 -
Sesamél 8767,4 10
Sojabohnendl 43926 0.7
Sonnenblumendl 1,19
nn-29""
54852 10"
Domiati (WeiBkise) 54-2321
Friichte (diverse) <0,2-0,91"
Genmiise (diverse) bis zu 10,5 1?
alkoholische Getrinke (diverse)  bis zu 67,8 12
Cognac 25,3-26,8"1%
Vodka <0,5
Whiskey 12,0 -198,0 'Y

n. n. - nicht nachweisbar, ~ erst nach Erhitzung nachweisbar, =~ Ole wurden zuvor auf 180 °C
fiir 2 h erhitzt, " Gehalte, die nach Erhitzen der Ole auf 300 °C fiir 2 h im Gasraum bestimmt
wurden, ¥ Ewert et al. (2011), ¥ Casella & Contursi (2004), '¥ Umano & Shibamoto (1987),
D Collin et al. (1993), ' Feron et al. (1991), ¥ Panosyan et al. (2001), ' Miller & Danielson
(1988)

Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass fiir gerdstete Erdniisse Gehalte an
4-HNE und MDA bekannt sind, allerdings filir Acrolein bisher nicht bestimmt wurden. Ferner
wurden bisher keine Untersuchungen zu den entsprechenden Gehalten in den nicht gerdsteten
(nativen) Erdniissen durchgefiihrt, sodass keine Aussage iiber deren Bildung als Folge der
Rostung getroffen werden kann. Sowohl 4-HNE als auch Acrolein konnten bisher nur in
erhitztem FErdnussol und MDA in kommerziellem Erdnussél nachgewiesen werden.
Untersuchungen zum Bildungsverhalten als Folge der Erhitzung von Erdnussdl wurden bisher

nicht durchgefiihrt.
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2.4 Lipierung — Reaktionen von Sekundédrprodukten der Lipid-
peroxidation mit Nukleophilen

Da viele der entstehenden Sekundidrprodukte funktionelle Gruppen tragen, stellen sie
potentielle Reaktionspartner flir nukleophile Angriffe dar. Hierzu sind zahlreiche
Veroftentlichungen erschienen, die sich mit entsprechenden Reaktionen beschiftigen. Diese
Untersuchungen fanden {berwiegend in Modellsystemen und vor physiologischen
Hintergriinden mit dem Ziel statt, die Folgen des oxidativen Stresses zu untersuchen
(Sayre et al., 2006). Im Vordergrund standen dabei in der Regel Reaktionen zwischen
Aminosidureseitenketten und ausgewihlten Sekundérprodukten.

In der Literatur gibt es fiir Reaktionen zwischen Sekundéirprodukten aus der Lipidperoxidation
und Nukleophilen keine konkrete einheitliche Bezeichnung. Reaktionen zwischen
reduzierenden Kohlenhydraten und Aminokomponenten werden als Glykierung, Maillard-
Reaktion (Maillard, 1912) oder nicht enzymatische Glykosylierung bezeichnet. Aus diesem
Grund wird in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagen, Reaktionen zwischen
Carbonylverbindungen und Nukleophilen, insbesondere Aminosduren, in Analogie als
»Lipierung®, beziehungsweise ,Lipierungsreaktionen zu bezeichnen. Kommt es zu
Weiterreaktionen dieser Addukte, so werden stabile Folgeprodukte als advanced lipoxidation
endproducts (ALE) bezeichnet (Sayre et al., 1996 und Sayre et al., 2006). Diese konnten
entsprechend als ,,advanced lipation endproducts unter Beibehaltung derselben Abkiirzung
»~ALE*“ bezeichnet werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die Begriffe ,,Lipierung®,
,Lipierungsreaktion sowie ,Lipierungsprodukte* und ,,ALE“ zur Bezeichnung der
entsprechenden Reaktionen und Addukte verwendet.

Nachfolgend werden bekannte Lipierungsprodukte aus Reaktionen von Nukleophilen,
insbesondere der e-Aminogruppe des Lysins, und den fiir die vorliegende Arbeit relevanten
Sekundérprodukten Hexanal, Acrolein, MDA und 4-HNE vorgestellt.

2.4.1 Bekannte Lipierungsprodukte des Hexanals

In Abb. 14 ist ein Uberblick iiber potentielle Lipierungsprodukte von Aldehyden am Beispiel
bekannter Lipierungsprodukte des Hexanals mit Nukleophilen dargestellt.

Tashiro et al. (1985) fiihrten Untersuchungen zu Lipierungsreaktionen mit Hexanal durch,
indem sie gefriergetrocknetes Lysozym fiir 10 Tage Hexanaldampf bei 50 °C aussetzten und

als Folge eine Lysinabnahme von 27 % sowie eine Braunung beobachteten.
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Abb. 14 Ubersicht bekannter Lipierungsprodukte des Hexanals mit Nukleophilen (Nu-R™)

Nach dquimolarer Inkubation von Lysin und Hexanal bei 50 °C fiir 7 h und anschlieBender
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 24 h wurde das Pyridiniumderivat 1-(5-carboxy-5-
aminopentyl)-2-pentyl-3,5-dibutylpyridniumbetain 2 identifiziert (Kato et al., 1986). Hierbei
ist prinzipiell neben der Bildung des 1,2,3,5-substituierten Derivats auch die Bildung eines
1,3,4,5-substituierten Derivats moglich (Suyama & Adachi, 1979). Der Bildungsmechanismus
wurde in Anlehnung an Suyama & Adachi (1979) postuliert, die sich mit Reaktionen von
Aldehyden und a-Aminogruppen von Aminosduren beschéftigten. Die Bildung erfolgt {iber die
Schiff’sche Base 1, gefolgt von Aldolkondensationen unter Einbeziehung von zwei weiteren
Hexanalmolekiilen und eines Oxidationsschritts (Kato et al., 1986). Die Oxidation kann hierbei
sauerstoffinduziert, durch Disproportionierung oder durch Oxidationsmittel erfolgen
(Suyama & Adachi, 1979). Bei Temperaturen im Bereich von 180 °C kann es zu einem
Hofmann-Abbau der Pyridiniumverbindungen kommen, wodurch die entsprechenden,
fliichtigeren Pyridine 2¢ gebildet werden (Suyama & Adachi, 1980; Suyama & Adachi, 1979).
Dies wurde unter anderem am Beispiel der Pyridine, welche durch Erhitzen von
Pyridiniumderivaten, die aus der Reaktion von Lysin und Propanal entstanden sind, gezeigt
(Suyama & Adachi, 1980). Eine Charakterisierung, ob es sich bei den Pyridintumverbindungen
um die a- oder e-Amino-Derivate handelte, erfolgte allerdings nicht (Suyama & Adachi, 1980).
Generell nimmt auf Grund der Bildung von Hexanal-Lysin-Pyridiniumderivaten die
Hydrophobizitdt von Proteinen zu, woraus eine Reduktion der Loslichkeit resultiert (Kato et al.,
1986). Eine Proteinquervernetzung iiber die Pyridiniumderivate sollte allerdings nicht erfolgen
konnen (Kato et al., 1986). Als Folge der Inkubation von N*-Acetyllysin mit Hexanal unter
physiologischen Bedingungen in Anwesenheit des Reduktionsmittels NaCNBH3; konnte
sowohl das monoalkylierte 3 als auch das dialkylierte 4 Reaktionsprodukt
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massenspektrometrisch identifiziert werden (Fenaille et al., 2004). Unter oxidativen
Bedingungen kann es protonenkatalysiert zur Bildung von N°®-(Hexanoyl)lysin (HEL) 5
kommen (Ishino et al.,, 2008). Die Bildung von 5 wurde unter physiologischen
Inkubationsbedingungen nach der Umsetzung von N®-Benzoylglycyllysin mit Hexanal in
Anwesenheit von H>O> massenspektrometrisch und mittels 1D und 2D NMR-Spektroskopie
nachgewiesen (Ishino et al., 2008). Die Oxidation kann durch H>O», dessen Bildung als Folge
der Lipidperoxidation durch eine 1,2-Eliminierung aus Alkylhydroperoxiden diskutiert wird
oder durch direkte Reaktion mit Alkylhydroperoxiden erfolgen (Ishino et al., 2008). Die
Bildung von 5 kann auch iiber einen anderen Mechanismus ohne Beteiligung von Hexanal
ablaufen (Kato & Osawa, 2010). Voraussetzung hierfiir ist das Vorhandensein von
o-6-Fettsduren. Nach Inkubation von N®Benzoylglycyllysin mit 13-HPODE unter
physiologischen Inkubationsbedingungen konnte 5 ebenfalls identifiziert werden (Kato et al.,
1999). Am Beispiel der Reaktion von Pyridoxamin mit Linolsdure unter physiologischen
Inkubationsbedingungen zum entsprechenden Pyridoxaminderivat wurde ein Reaktions-
mechanismus iiber die 13-HPODE vorgeschlagen, welche zur entsprechenden Ketooctadeca-
diensdure (KODE) oxidiert und unter Reaktion mit Pyridoxamin zum entsprechenden
Carbinolamin umgesetzt wird (Onorato et al., 2000). Nach einer metallionenkatalysierten
Spaltung der C-C-Bindung kommt es schlieBlich zur Bildung von 5 (Onorato et al., 2000). Ein
weiterer, ebenfalls am Beispiel des Pyridoxamins postulierter Bildungsmechanismus, verlauft
ebenfalls iiber die Vorstufe der 13-HPODE, welche anschlieBend oxidativ zum 2-Ketoheptanal
abgebaut und schlieBlich mit der Aminogruppe reagieren kann (Metz et al., 2003). Uber die
Bildung eines Hemiacetals, welches in wiéssriger Losung hydrolysiert, kommt es schlieBlich
zur Bildung des entsprechenden Hexanoyl-Pyridoxamin-Addukts (Metz et al., 2003). Dieser
Reaktionsweg setzt allerdings eine sich in ortho-Stellung befindende Hydroxygruppe voraus

und ist deshalb nicht auf Aminosdureseitenketten libertragbar.

Generell stellen gesittigte Aldehyde Reaktionspartner dar, die im Vergleich zu den Alkenalen
oder Hydroxyalkenalen deutlich unreaktiver sind, da nur die Moglichkeit der Bildung einer
Schiff’schen Base und die hieriiber moglichen Folgeprodukte besteht. Die Bildungen von
Michael-Additionsprodukten oder deren Folgereaktionsprodukten sind nicht moglich (Fenaille

et al., 2003). Eine direkte Proteinquervernetzung ist somit als Folge ebenfalls nicht moglich.

2.4.2 Bekannte Lipierungsprodukte des Acroleins

In Abb. 15 ist ein Uberblick iiber potentielle Lipierungsprodukte der 2-Alkenale am Beispiel

bekannter Lipierungsprodukte des Acroleins mit Nukleophilen dargestellt.
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Abb. 15 Ubersicht bekannter Lipierungsprodukte des Acroleins mit Nukleophilen (Nu-R")

Acrolein kann prinzipiell nukleophil am C; und Cs angegriffen werden. Kommt es zur Michael-
Addition am Cs, so entsteht das Propanal-Addukt 6, welches durch erneute Michael-Addition
eines Acroleinmolekiils und einer nachfolgenden Aldolkondensation zum entsprechenden
3-Formyl-3,4-dehydropiperidino-Derivat (FDP-Derivat) 7 weiterreagieren kann (Uchida et al.,
1998). Die Bildung des Propanal-Addukts 6 kann hierbei durch Reaktion von Cystein-,
Histidin- oder Lysinseitenketten erfolgen, wohingegen 7 exklusiv nur nach Reaktion mit
Lysinseitenketten gebildet werden kann (Colzani et al., 2013). So wurde nach Inkubation von
N%Acetyllysin mit Acrolein unter physiologischen Bedingungen und salzsaurer Hydrolyse das
entsprechende N°-(3-Formyl-3,4-dehydropiperidino)lysin (FDP-Lysin) 7 identifiziert (Uchida
et al., 1998). Dieses stellt allerdings kein Endprodukt dar, sondern kann eine weitere Michael-
Addition unter Beteiligung von Thiolgruppen eingehen, wodurch es zur Ausbildung des
entsprechenden quervernetzenden Thioethers 8 kommen kann (Furuhata et al., 2002). Erfolgt
der nukleophile Angriff am C; des Acroleins, kommt es zur Ausbildung der Schiff’schen Base
9. Diese kann durch Michael-Addition eines weiteren Molekiils Acrolein, zwei nachfolgenden
Oxidationsschritten und Cyclisierung zum N®-(3-Methylpyridinium)-derivat 10 (MP-Derivat)
reagieren (Furuhata et al., 2003). Die detaillierten Oxidations- und Cyclisierungsreaktionen
sind bisher allerdings nicht geklédrt. Nach Inkubation von N*Acetyllysin mit Acrolein unter
physiologischen Bedingungen wurde das entsprechende N*-Acetyl-N°-(3-methylpyridinium)-
lysin (N*-Acetyl-MP-Lysin) massenspektrometrisch sowie mittels 1D und 2D NMR-Spektros-
kopie identifiziert (Furuhata et al., 2003). Analoge Pyridiniumderivate wurden auch fiir
2 Butenal (Ichihashi et al., 2001), 2-Hexenal (Baker et al., 1998), 2-Heptenal (Globisch et al.,
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2014), 2-Octenal (Alaiz & Barragan, 1995a, Alaiz & Barragan, 1995b) und 2-Nonenal (Ishino
et al., 2010) nachgewiesen. Eine Bestimmung der Gehalte an FDP- und MP-Lysin in bovinem
Serumalbumin (BSA), welches unter physiologischen Bedingungen mit Acrolein modifiziert
wurde zeigte, dass jeweils 49 % und 23 % des Lysinverlusts durch die Bildung des FDP- und
MP-Lysins erkliart werden konnten (Furuhata et al., 2003). Somit stellte das FDP-Lysin das
Hauptprodukt dar (Furuhata et al.,, 2003). Die Bestimmung erfolgte dabei mittels
Aminosdureanalyse nach salzsaurer Hydrolyse. Erfolgt eine Michael-Addition des Histidin-
Imidazolrings unter der Bildung von 6, so kann ein weiteres Proteinquervernetzungsprodukt 11
nach Ausbildung einer zusitzlichen Schiff’schen Base, beispielsweise mit einer e-Amino-
gruppe des Lysins, entstehen (Ishii et al., 2007).

Somit kann festgehalten werden, dass im Falle der 2-Alkenale eine Michael-Addition zur
Ausbildung von FDP-Addukten und die Bildung einer Schiff’schen Base zur Ausbildung von
Pyridinium-Addukten fiihren kann (Ichihashi et al., 2001). Weiterhin sind 2-Alkenal-induzierte

Proteinquervernetzungen moglich.

2.4.3 Bekannte Lipierungsprodukte des Malondialdehyds

In Abb. 16 ist ein Uberblick iiber potentielle Lipierungsprodukte von MDA mit Nukleophilen
dargestellt.

Malondialdehyd liegt auf Grund seines pKa.-Werts von 4,6 (Slatter et al., 1998) unter
physiologischen Bedingungen in Form seines resonanzstabilisierten Enolatanions vor.
Dennoch kann es auch bereits unter diesen Bedingungen zu Lipierungsreaktionen kommen
(Sayre et al., 2006). Die durch nukleophilen Angriff am C; gebildete Schiff’sche Base 12 steht
im Gleichgewicht mit dem entsprechenden Aminopropenal 12¢ (Itakura & Uchida, 2001;
Requena et al., 1997; Nair et al., 1981), wobei das Enaminal 12¢ die bevorzugte Konformation
darstellt (Girén et al., 1992). Durch Reduktion und salzsaure Hydrolyse kann 12 in Form des
3-(N®-lysino)propan-1-ols (LM) und seines Artefakts 3-(N®-lysino)-1-chlorpropan (LMCI) aus
dem Proteinverband freigesetzt werden (Requena et al., 1997). Im Falle des Imidazolrings des
Histidins konnten zwei entsprechende Ethylidenderivate nach Inkubation von BSA mit MDA
identifiziert sowie deren Anteile an den Histidinresten in Plasmaproben von Diabetikern mittels
Aminosédureanalyse zu 0,2-0,9 % bestimmt werden (Slatter et al., 2004). Erfolgt ein zweiter
nukleophiler Angriff am Cs, kommt es zur Bildung eines Diimins 13, welches im Gleichgewicht
mit seinem resonanzstabilisierten Enamin 13¢ (Nu,Nu‘-1-Amino-3-iminopropen) steht
(Sayre et al., 2006; Requena et al., 1997; Chio & Tappel, 1969). Dieses kann nach Reduktion
mittels NaBH4 durch Sdurehydrolyse aus dem Proteinverband in Form des 1,3-Di(N°®-lysino)-
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propans (LML) freigesetzt werden (Requena et al., 1997). Hierdurch kann es zu intra- und

intermolekularen Proteinquervernetzungen kommen.
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Abb. 16 Ubersicht bekannter Lipierungsprodukte des MDA mit Nukleophilen (Nu-R")

MDA kann durch die Reaktion mit Aldehyden zum entsprechenden Aldolkondensations-
produkt umgesetzt werden, welches prinzipiell in Form seines cyclischen Dihydropyranaddukts
nachgewiesen werden kann (Nair et al., 1988). Die Aldehydbildung (Acetaldehyd) kann hierbei
direkt durch thermische Spaltung des hydrierten Enaminals, welches die Vorstufe von 12
beziehungsweise 12¢ darstellt, erfolgen (Nair et al., 1988). Das Aldolkondensationsprodukt
kann als Michael-Akzeptor fiir das Enaminal 12¢ dienen. Nach Cyclisierung und Dehydratation
kommt es schlieflich zur Bildung eines 1,4-Dihydropyridin-Addukts 14 (4-Methyl-1,4-
dihydropyridin-3,5-dicarbaldehyd), welches ein Fluorophor darstellt (Sayre et al., 2006; Xu
etal., 1997; Nair et al., 1988). Die Bildung des 1,4-Dihydropyridin-Addukts 14 kann auch {iber
die Reaktion eines weiteren MDA-Molekiils an das Aldolkondensationsprodukt, gefolgt von
einem nukleophilen Angriff, erfolgen (Nair et al., 1988). Anhand von Modelluntersuchungen
mit Propylamin und MDA konnte unter physiologischen Bedingungen gezeigt werden, dass 14

43



2 Hintergrund und Wissensstand

das Hauptprodukt aus der Reaktion mit MDA darstellt (Slatter et al., 1998). Weiterhin wurde
gezeigt, dass es sich bei 14 um kein Endprodukt handelt, sondern dieses durch weitere
nukleophile Angriffe in das Quervernetzungsprodukt 15 {iberfiihrt werden kann (Slatter et al.,
1998). Das Aminopropenaladdukt 12¢ kann nukleophil durch die Guanidinogruppe des
Arginins angegriffen werden, wobei es zunidchst zur Ausbildung einer Schiff’schen Base
kommt, die schlieBlich zum 2-Ornitinyl-4-methyl(1-¢e-lysyl)1,3-imidazol 16 cyclisieren kann
(Slatter et al., 2004). Dieses Addukt stellt ein Crosslink-Produkt zwischen den Seitenketten von
Lysin und Arginin und einem Molekill MDA dar und konnte in Modellansidtzen nach
Inkubation von bovinem Serumalbumin mit MDA mittels 'H und 2D NMR-Spektroskopie
sowie massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Slatter et al., 2004). Nach Inkubation von
N®Acetyl-glycyl-L-lysinmethylester mit MDA, wurde mittels NMR-Spektroskopie und FAB-
Massenspektrometrie ein Fluorophor 17 identifiziert, welches sowohl einen Dihydropyridin-
als auch einen Pyridiniumring aufweist (Itakura et al., 1996). Der Bildungsmechanismus ist
bisher ungeklart, allerdings stellt 17 ein Crosslink-Produkt aus zwei Molekiilen Nukleophilen
und 4 Molekiilen MDA dar (Itakura et al., 1996).

Somit kann festgehalten werden, dass MDA-induzierte Lipierungsreaktionen hdufig zur
Bildung von Fluorophoren fiihren kénnen, weshalb vor allem MDA-Lipierungsprodukte im
Zusammenhang mit Lipofuszinen (Alterspigmenten) diskutiert werden (Yin, 1996). Weiterhin

sind MDA-induzierte Proteinquervernetzungen moglich.

2.44 Bekannte Lipierungsprodukte des 4-Hydroxynonenals

In Abb. 17 ist ein Uberblick iiber potentielle Lipierungsprodukte der 4-Hydroxyalk-2-enale am
Beispiel bekannter Lipierungsprodukte des 4-HNE mit Nukleophilen dargestellt.

Ein nukleophiler Angriff am 4-HNE kann an der Aldehydgruppe des C; erfolgen, wodurch es
zur Ausbildung einer Schiff’schen Base 18 kommt. Weiterhin kann ein Michael-Addukt 19
nach Angriff am C; resultieren. Die Bildung des Michael-Addukts 19 stellt unter milden,
wissrigen Reaktionsbedingungen (23 °C, pH 7,4) die Hauptreaktion zwischen Nukleophilen
und 4-HNE dar, die allerdings reversibel verlduft (Lin et al., 2005; Xu et al., 1999). Im Falle
der Thiolgruppe des Cysteins sowie des Imidazolrings des Histidins konnte das entsprechende
Hemiacetal 20 nachgewiesen werden (Nadkarni & Sayre, 1995; Esterbauer et al., 1991),
welches sich theoretisch unter Abspaltung von Wasser zum entsprechenden Dihydrofuran
stabilisieren konnte (Sayre et al., 2006). Fiir die e-Aminogruppe des Lysins konnte das Michael-
Addukt auf Grund seiner Instabilitdt nicht in Form des Hemiacetals, sondern nach Reduktion
als entsprechendes 1,4-Diol nachgewiesen werden (Lin et al., 2005; Nadkarni & Sayre, 1995).

Mittels '"H NMR konnte in Folge einer milden, wissrigen Inkubation mit einem 10-fachen
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molaren Aminiiberschuss, nach Reduktion mit NaBH4, der Anteil des reduzierten Michael-
Addukts zu 67 % abgeschitzt werden (Lin et al., 2005). Nach saurer Hydrolyse des reduzierten
Michael-Addukts kann dieses in seine reduzierte, cyclisierte Form iiberfiihrt und nachgewiesen

werden (Requena et al., 1997).
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Abb. 17 Ubersicht bekannter Lipierungsprodukte des 4-HNE mit Nukleophilen (Nu-R")

Kommt es zur Ausbildung der ebenfalls reversibel gebildeten Schiff’schen Base 18 (Nadkarni
& Sayre 1995; Uchida & Stadtman, 1993), so kann diese in das entsprechende Enamin und
nach Keto-Enol-Tautomerisierung in das 4-Oxo-Enamin umgelagert werden, welches
schlieBlich zum 2-Pentylpyrrolderivat 21 cyclisieren kann (Sayre et al., 1993). Dieses stellt
nach Sayre et al. (2006) und Sayre et al. (1996) ein ALE dar, welches auf Grund des
Kondensationsschritts irreversibel gebildet wird (Sayre et al., 1993). Mittels >*C NMR konnte
als Folge einer Inkubation von BSA mit 4-HNE unter physiologischen Bedingungen (37 °C,
pH 7,4) gezeigt werden, dass 20 % des reagierten 4-HNE in Form des 2-Pentylpyrrolderivats
vorlagen (Amarnath et al., 1998). Hierdurch wird die Hydrophobizitét des Proteins erhdht und
es besteht die Moglichkeit zu Pyrrol-induzierten Quervernetzungen (Amarnath et al., 1998).
Eine weitere Mdglichkeit der intra- beziehungsweise intermolekularen Proteinquervernetzung
besteht durch Ausbildung eines Schiff’sche Base-Michael-Addukts 22 unter Beteiligung eines
4-HNE-Molekiils, welches im Gleichgewicht mit seinem Hemiacetal 22¢ steht (Nadkarni &
Sayre, 1995; Uchida & Stadtman, 1993). Dies stellt allerdings ein reversibel gebildetes Produkt

dar, welches erst durch Reduktion, beispielsweise mit NaBHa, in ein stabiles Diamin {iberfiihrt
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wird (Xu et al., 1999; Nadkarni & Sayre, 1995). Anhand von 'H NMR-Untersuchungen unter
reduktiven Bedingungen wurde festgestellt, dass das Schiff’sche Base-Michael-Addukt 22 in
wissrigen Modellsystemen ein Minorprodukt darstellt, und dass es vor allem zur Bildung des
4-HNE-Michael-Addukts 19 kommt (Xu et al., 1999; Nadkarni & Sayre, 1995). Lin et al.
(2005) konnten die jeweiligen Masseanteile des Diamins und des Michael-Addukts unter
reduzierenden Bedingungen in Modellansitzen mittels 'H NMR zu 5 % und 67 % abschiitzen.
Kommt es zur Oxidation des Enamins, einer Michael-Addition eines zweiten Nukleophils und
einem zweiten Oxidationsschritt, gefolgt von einer Cyclisierung, so kann das
2-Alkyl-2-hydroxy-1,2-dihydro-pyrrol-3-oniminiumion 23 entstehen, welches ein Fluorophor
(ex/em 360/430 nm) darstellt (Xu et al., 1999; Xu & Sayre, 1998; Itakura et al., 1998). Die
Bildung des Fluorophors kann auch aus 4-Oxonon-2-enal hervorgehen (Xu & Sayre, 1998),
erfolgt allerdings nur bei Anwesenheit von Sauerstoff und wird durch Anwesenheit
oxidierender Metallionen, wie beispielsweise Cu®*, beschleunigt (Xu et al., 1999). Optimale
Reaktionsbedingungen zur Bildung des Fluorophors stellen ein Uberschuss des Nukleophils im
Verhiltnis zu 4-HNE von 5-10:1, ein pH-Wert zwischen 7 und 7,5 und ein Cu?*-Gehalt von
0,5 % bezogen auf 4-HNE dar (Xu et al., 1999). Nach Modellinkubation von RNase A (1 mM)
mit 4-HNE (1,5 mM) bei pH 7,2 und Raumtemperatur fiir 5 h wurde mittels
Fluoreszenzmessung abgeschitzt, dass 1,8 % der Lysinreste modifiziert in Form des
Fluorophors vorlagen (Xu et al., 1999).

Die Reaktivitit des 4-HNE gegeniiber den Aminosaureseitenketten wird in der Reihenfolge
Cystein >> Histidin > Lysin angegeben, wohingegen Arginin nicht als relevanter
Reaktionspartner des 4-HNE angesehen wird (Doorn & Petersen, 2002).

2.4.5 Lipierungsprodukte 1m physiologischen Kontext und in
Lebensmitteln

Die in der Literatur diskutierten Lipierungsprodukte wurden in der Regel indirekt
immunochemisch oder massenspektrometrisch durch Verfolgung von Massenzunahmen oder
direkt nach Derivatisierung iiber die HPLC-UV, Aminosédureanalyse oder seltener {iber die
HPLC mit gekoppelter massenspektrometrischer Detektion nachgewiesen (Spickett, 2013;
Carini et al., 2004).

Lipierungsprodukte des Hexanals

Die Bildung von N*-(Hexanoyl)lysin (HEL) 5, welches unter oxidativen Bedingungen sowohl
in Anwesenheit von Hexanal (Ishino et al., 2008) als auch ohne Beteiligung von Hexanal durch
Fettsdurehydroperoxide gebildet werden kann (Kato & Osawa, 2010; Onorato et al., 2000;
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Kato et al., 1999), wurde mittels LC-ESI-MS/MS in humanen Urinproben nachgewiesen
(Kato et al., 2004). Die Gehalte an freiem HEL 5 konnten hierbei unter Verwendung eines
stabilisotopenmarkierten Standards in Urinproben von Diabetikern zu 3,2 umol/mol Kreatin
quantifiziert werden. In den Proben der nicht diabetischen Kontrollgruppe wurden hingegen
signifikant niedrigere Gehalte von 1,6 umol/mol Kreatin bestimmt. Da das entsprechende
N%Addukt nicht nachgewiesen werden konnte, wurden als Quelle lipierte Proteine und keine
Artefakte, die im Zuge der Aufarbeitung entstanden sind, angenommen (Kato et al., 2004).
Nach Verzehr von 26 g Kakaopulver pro Tag iiber 12 Wochen konnte eine signifikante
Reduktion von 5 in den Urinproben von Probanden gegeniiber der Kontrollgruppe festgestellt
werden, was ursdchlich auf den hohen Polyphenolgehalt des Kakaos zuriick gefiihrt wurde
(Kato & Osawa, 2010; Baba et al., 2007). Die Quantifizierung von 5 erfolgte hierbei ebenfalls
mittels LC -ESI-MS/MS iiber eine Stabilisotopenverdiinnungsanalyse.

In einem Homogenisat aus Hahnchenschenkelfleisch und PBS-Puffer konnte in Abhingigkeit
der Erhitzungszeit bei 50 °C nach Reduktion mit NaCNBHj3 eine Zunahme der Gehalte der
reduzierten Schiff’schen Base 3 iiber mono- und polyklonale Antikdrper mittels ELISA
quantifiziert werden (Zielinski et al., 2001). Die Gehalte lagen hierbei in einem Bereich,
angegeben als Hexanal-Aquivalente, von 5-61 nmol/g Fleisch (Zielinski et al., 2001), wobei
sich die Gehalte teilweise um den Faktor 3 dahingehend unterschieden, ob sie iiber die mono-
oder polyklonalen Antikorper bestimmt wurden. Weiterhin zeigten die monoklonalen
Antikorper, die gegen Hexanal-BSA-Addukte erzeugt wurden, Kreuzreaktivitidten im Bereich
von 38-77 % gegeniiber Hithnerserumalbumin, welches durch Pentanal, Heptanal und 2-Hex-
enal modifiziert wurde. Die polyklonalen Antikdrper wurden dahingehend nicht getestet
(Zielinski et al., 2001). Eine eindeutige Quantifizierung war somit nicht gegeben. Weiterhin
konnte die Bildung von HEL 5 mittels ELISA in Reissamen, die bei 5 °C und 40 °C gelagert
wurden, nachgewiesen werden (Minato et al., 2005). Hierbei konnten in den frischen und den
gelagerten Proben Addukte identifiziert werden, wohingegen sich nur bei den fiir 40 °C fiir drei
Monate gelagerten Proben ein signifikanter Unterschied zu den Ausgangswerten zeigte. Eine
Beurteilung der Zunahme an 5 erfolgte dabei nicht durch eine Quantifizierung, sondern durch

Vergleich, der im ELISA gemessenen Absorptionen.

Lipierungsprodukte des Acroleins

In Lebergewebeproben von Mausen, Ratten und Menschen konnten Acrolein-DNA-Addukte in
Form cyclischer Hydroxypropanodeoxyguanosin-Addukte mittels HPLC in Gehalten von
jeweils 1,0-1,7, 0,2-1,0 und 0,3-2,0 Addukten pro 10° Guaninmolekiilen quantifiziert werden
(Nath & Chung, 1994). Unter Verwendung der gleichen Methode konnten in
Mundgewebeproben von Rauchern Hydroxypropanodeoxyguanosin-Addukte in Gehalten von

1,4 umol/mol Guanin quantifiziert werden, wohingegen die Gehalte bei Nichtrauchern mit
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0,5 pmol/mol Guanin signifikant geringer nachgewiesen wurden (Nath et al., 1998). Somit
konnte erstmals eine Zunahme konkreter Addukte aus Acrolein, welches im Zigarettenrauch
enthalten ist, mit DNA-Molekiilen beobachtet werden (Nath et al., 1998). Hauptursichlich fiir
nicht-endogene Acroleinexpositionen wird Zigarettenrauch angesehen (Stevens & Maier,
2008). Wird von einem mittleren Gehalt an Acrolein in der Atmosphire von 0,3 pmol/m?
ausgegangen (EPA, 2003), kommt es zu einer durchschnittlichen Acrolein-Aufnahme von
2,8 umol/24 h (Stevens & Maier, 2008), wodurch auch Acrolein-Addukte bei Nichtrauchern
erklart werden konnten. Mittels Antikdrpern, welche nach Umsetzung von Schlitzschnecken-
Héamocyanin (keyhole limpet hemocyanin, KLLH) mit Acrolein und nachfolgender Immuni-
sierung von Kaninchen gewonnen wurden und deren immunologische Spezifitit gegeniiber
N%Acetyl-N*~(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)lysin (FDP-Acetyllysin) 7 bestétigt wurde,
konnten in Gehirnproben von Patienten, die an Alzheimer erkrankt waren, entsprechende FDP-
Addukte immunochemisch detektiert werden (Calingasan et al., 1999). Im Gegensatz dazu
zeigten Gehirnproben gesunder Probanden keine Immunoreaktivititen. Hieraus wurde
geschlussfolgert, dass Acrolein-Proteinaddukte geeignete Marker seien, um oxidative
Proteinverdnderungen bei Alzheimererkrankungen zu detektieren (Calingasan et al., 1999).
Weiterhin wurde diskutiert, dass oxidative Proteinverinderungen an der Bildung von
Neurofibrillenbiindeln und dem Absterben von Neuronen beteiligt sein konnten
(Calingasan et al., 1999). Mittels Aminosdureanalyse unter Verwendung eines synthetisierten
FDP-Lysin-Standards konnten Uchida et al. (1998) FDP-Lysin 7 anhand eines in vitro
Experiments in Cu?*-oxidiertem LDL quantifizieren. Nach einer Inkubationszeit von 12 h bei
37 °C und pH 7,4 konnten 3,4 % des beobachteten Lysinverlusts durch die Bildung von 7 erklért
werden. Mittels LC-ESI-MS/MS konnten Maeshima et al. (2012) {iber eine Stabilisotopen-
verdlinnungsanalyse MP-Lysin 10 in oxidiertem LDL, welches einer in vitro Oxidation fiir 48 h
in Anwesenheit von Cu?" bei 37 °C ausgesetzt war, quantifizieren. Hierbei konnten 0,06 mol
MP-Lysin/mol LDL bestimmt werden, wodurch 1 % des Lysinverlusts erkldrbar war. FDP-
Lysin 7 konnte nicht nachgewiesen werden. Weiterhin konnte iiber die gleiche Methode MP-
Lysin 10 in Nierengewebeproben von Miusen nachgewiesen werden, die Fe**-Nitrilotriacetat
ausgesetzt waren (Maeshima et al., 2012). Fe**-Nitrilotriacetat induzierte hierbei
radikalvermittelte, oxidative Gewebeschiadigungen.

In Lebensmittelproben wurden bisher keine Acrolein-Lipierungsprodukte bestimmt.

Lipierungsprodukte des MDA

In LDL-Proben gesunder Probanden konnten mittels GC-MS nach Reduktion und salzsaurer
Hydrolyse anhand einer Stabilisotopenverdiinnungsanalyse die Schiff’sche Base 12 in Form
des 3-(N*®-lysino)propan-1-ols (LM) und das N,N‘-1-Amino-3-iminopropen 13¢ in Form des
1,3-Di(N*-lysiono)propans (LML) quantifiziert werden (Requena et al., 1997). Die mittleren
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Gehalte lagen fiir LM und LML jeweils bei 0,12 und 0,002 mmol/mol Lysin (Requena et al.,
1997). Mittels immunochemischer Anfarbung in Lebergewebeproben von Minischweinen, die
einer Didt mit Ethanol (5 g/ kg Korpergewicht) ausgesetzt wurden, konnten bereits nach einem
Monat MDA-Addukte nachgewiesen werden (Niemeld et al., 1995). Hieraus wurde geschluss-
folgert, dass Lipierungsprodukte schon im Anfangsstadium von Lebererkrankungen gebildet
werden. Im weiteren Verlauf bis zu 12 Monaten traten Leberentziindungen, Nekrosen und
Fibrosen auf, weshalb spekuliert wurde, dass ein Zusammenhang mit den gebildeten
Lipierungsprodukten bestand (Niemeld et al., 1995). In dieser Studie war(en) allerdings die
konkrete(n) Struktur(en), welche durch die MDA-Antikorper erkannt wurde(n), nicht bekannt.
Anhand von KLH-MDA-Antikorpern, deren Spezifitit fiir MDA-Addukte und im Speziellen
gegen das fluoreszierende Dihydropyridin-Addukt 14 nachgewiesen wurde, konnte mittels
Western Blot an LDL, welches in Anwesenheit von Cu®* bei pH 7,2 und 37 °C oxidiert wurde,
das entsprechende MDA-Addukt 14 nachgewiesen werden (Yamada et al., 2001). Des Weiteren
konnten Yamada et al. (2001) Immunoreaktivititen des AntikOrpers gegeniiber artheros-
klerotischen Plaques aus humanen Aorten beobachten. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass
das Dihydropyridin-Addukt 14 als Folge altersbedingter Erkrankungen gebildet wird (Yamada
et al., 2001). Mittels Aminosdureanalyse wurde das Quervernetzungsprodukt 2-Ornitinyl-4-
methyl(1-e-lysyl)1,3-imidazol 16 quantifiziert und gezeigt, dass bis zu 0,5 % der Lysin- und
0,7 % der Argininreste in Plasmaproben von Diabetikern durch 16 modifiziert vorlagen
(Slatter et al., 2004).

Untersuchungen zum Vorliegen von freiem und gebundenem MDA in Lebensmittelproben
wurden von Piche et al. (1988) vor dem Hintergrund einer Abschéitzung der Karzinogenitét
durchgefiihrt. Hierfiir wurden unter anderem Hiahnchenbrust, gerducherter Lachs und
gerducherte Felchen nach enzymatischer Hydrolyse untersucht. Mittels HPLC wurde unter
Verwendung eines N°-(Prop-2-enal)lysin-Standards 12¢ festgestellt, dass weniger als 10 % des
in Lebensmitteln vorkommenden MDA in freier Form vorliegen und 80 % in Form von 12°.
Somit wiirde 12¢ das Hauptaddukt aus MDA und Aminosédureseitenketten darstellen
(Piche et al., 1988). Eine Angabe quantifizierter Gehalte an 12¢ in den Lebensmittelproben
erfolgte hierbei nicht. Weiterhin wurde anhand von Ratten gezeigt, dass eine intraperitoneale
Applikation von 12¢ zu keiner Erhhung des Gehalts an freiem MDA im Urin fiihrte. Da somit
die Metabolisierung von 12¢ nicht zu freiem MDA fiihrte, wurde geschlussfolgert, dass MDA
in Lebensmitteln keine toxikologische Bedeutung hat (Piche et al., 1988). Ein moglicher
Metabolit, der nach Verabreichung von MDA-modifiziertem BSA und 12¢ an Ratten im Urin
mittels HPLC nachgewiesen werden konnte, ist die N®-acetylierte Form von 12¢ (McGirr et al.,
1985). Nach gastrointestinaler Intubation von radioaktiv markiertem 12¢ an Ratten wurden die
Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung untersucht und festgestellt, dass nur 8-15 % der

verabreichten Menge zu freiem Lysin abgebaut wurden (Giron-Calle et al., 2002). Somit kommt
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es als Folge des Magentransits nur in geringen Anteilen zu hydrolytischen Spaltungen von 12¢.
In Urin- und Fazesproben konnten 57 % der intraperitoneal in Form von 12¢ applizierten
radioaktiven Stoffmenge wiedergefunden werden. Als mdgliche Ausscheidungsprodukte
wurden das unverdnderte 12¢ oder das N%-acetylierte Derivat diskutiert (Giron-Calle et al.,
2002). Weitere 5 % der radioaktiven Stoffmenge fanden sich in Geweben wieder, wovon der
Hauptanteil in der Leber identifiziert wurde (Girén-Calle et al., 2002). Lynch et al. (2001)
konnten mittels ELISA in Rinder- und Schweineliposomen, Rindermicrosomen und
Rindfleisch MDA-Lipierungsprodukte identifizieren, die allerdings weder strukturell
charakterisiert, noch quantifiziert wurden. Auch hier konnte in Abhéngigkeit der Lagerdauer in
den Rindfleischproben eine tendenzielle Zunahme der MDA-Addukte beobachtet werden
(Lynch et al., 2001). In Proteinextrakten aus rohen und gerdsteten Erdniissen konnten MDA -
Addukte nachgewiesen werden, die im ELISA bei den gerdsteten Erdniissen um den Faktor
zwei hohere Absorptionen zeigten, als bei den rohen Erdniissen (Chung et al., 2002;
Chung & Champagne, 2001). Eine Charakterisierung der antigenen Strukturen oder eine
Quantifizierung der Addukte erfolgte nicht. Allerdings wurde diskutiert, dass unter anderem
MDA-Addukte fiir eine verstédrkte IgE-Bindung gerdsteter Erdniisse im Vergleich zu den rohen
Erdniissen verantwortlich sein konnten (Chung & Champagne, 2001).

Lipierungsprodukte des 4-HNE

4-HNE-Lipierungsprodukte konnten anhand von KLH-Antikorpern, welche nach Umsetzung
von KLH mit 4-Oxononanal und nachfolgender Immunisierung von Kaninchen gewonnen
wurden, in Gehirngewebeproben von Patienten mit bekannter Alzheimererkrankung in Form
von Pyrrol (21)- und Pyrrolidinaddukten nachgewiesen werden (Montine et al., 1997).
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass es zur Akkumulation von 4-HNE-Pyrrolen im
Cytoplasma der Pyramidenzellen und den Neurofibrillenbiindeln kam (Montine et al., 1997).
Sayre et al. (1997) konnten ebenfalls in Gehirngewebeproben unter Verwendung von zwei
unterschiedlichen Antikorpern, die gegen 2-Pentylpyrroladdukte 21 gerichtet waren, zeigen,
dass die Anteile an 2-Pentylpyrroladdukten 21 in Gewebeproben von Patienten, die an
Alzheimer erkrankt waren, hoher lagen, als bei nicht erkrankten Patienten. Hieraus wurde
geschlussfolgert, dass 4-HNE, welches in Folge oxidativen Stresses gebildet werden kann, eine
Rolle bei der Degenerierung von Neuronen spielen und somit an der Entstehung von Alzheimer
beteiligt sein konnte (Sayre et al.,, 1997). In Plasmaproben von Patienten mit
Nierenerkrankungen im Endstadium und Patienten mit Arteriosklerose konnten mittels ELISA
Gehalte an 2-Pentylpyrrolen 21 von jeweils 24,3 und 15,2 nmol/ml quantifiziert werden
(Salomon et al., 2000). Gesunde Probanden wiesen im Vergleich dazu mit 8,0 nmol/ml
signifikant geringere Gehalte auf, weshalb 4-HNE-Pyrrol-Addukte im Blut als

Markersubstanzen fiir eine pathophysiologische Lipidperoxidation diskutiert werden (Salomon
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et al.,, 2000). Zusitzlich konnten 4-HNE-Pyrrol-Addukte 21 an Apo B-Proteinen und an
Kollagenfasern einer arteriosklerotischen Ablagerung identifiziert werden (Salomon et al.,
2000). Yla-Herttuala et al. (1989) konnten qualitativ anhand von Western-Blots zeigen, dass
LDL aus arteriosklerotischen Lésionen 4-HNE-Lysin-Addukte aufwies, wohingegen LDL aus
gesunden Probanden keine positive Reaktion zeigte.

Analog den nachgewiesenen MDA-Addukten, konnten Lynch et al. (2001) mittels ELISA in
Rinder- und Schweineliposomen, Rindermicrosomen und Rindfleisch 4-HNE-Lipierungs-
produkte identifizieren. Aussagen iiber die genaue als Antigen fungierende Struktur wurden
nicht getitigt und es erfolgte keine Quantifizierung, sondern eine Beurteilung anhand von
Absorptionszunahmen. In Abhéngigkeit der Lagerdauer konnte in den Rindfleischproben eine
Absorptionszunahme der 4-HNE-Addukt-Gehalte festgestellt werden (Lynch et al., 2001). In
Proteinextrakten aus rohen und gerdsteten Erdniissen konnten mittels ELISA 4-HNE-Addukte
nachgewiesen werden, die sich aber beziiglich ihrer Absorptionswerte nicht signifikant
unterschieden (Chung et al., 2002; Chung & Champagne, 2001). Da auf Grund einer
Erdnussrostung die Proteinloslichkeit reduziert wird (Kopper et al., 2005), ist allerdings
fraglich, inwieweit hierbei lipierte Proteine in den Extrakt iibergehen konnten. Analog dazu
konnten auch keine Zunahmen der Gehalte an N®-Carboxymethyllysin (CML) festgestellt
werden (Chung et al., 2002; Chung & Champagne, 2001). Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu einer Studie, in welcher die CML-Gehalte in FErdniissen direkt
massenspektrometrisch quantifiziert und deutliche Zunahmen in Abhéngigkeit der
Rostbedingungen beobachtet wurden (Wellner et al., 2012b).

In 22 frischen Lebensmittelproben wurde N*-Pyrrolylnorleucin mittels Kapillarelektrophorese
nach alkalischer Hydrolyse quantifiziert (Zamora et al., 1999a), das aus der Reaktion von
4,5-Epoxy-2-alkenalen und der e-Aminogruppe des Lysins hervorgeht (Zamora & Hidalgo,
1994). Die Gehalte lagen hierbei zwischen 0,24-6,36 mmol/kg Lebensmittel. In Erdniissen
konnten 2,89 mmol/kg quantifiziert werden, wobei keine Angabe dariiber erfolgte, ob es sich
um native oder gerdstete Erdnilisse handelte (Zamora et al., 1999a). In Modellsystemen konnte
bereits ein weiteres Addukt aus 4,5-Epoxy-2-alkenalen und dem Imidazolring des Histidins
nachgewiesen werden (Zamora et al., 1999b). Ein aus 2,4-Decadienal hervorgehendes
Lipierungsprodukt, welches sich exklusiv nur durch Reaktion mit der a-Aminogruppe von
Aminoséduren bilden kann, stellt das (£,E)-Deca-2,4-dien-1-amin dar (Karademir et al., 2013).
Die Bildung ist hierbei unabhédngig von der zur Verfiigung stehenden freien Aminoséure. Ein
qualitativer Nachweis konnte mittels UHPLC-HRMS in gerdsteten Haselnilissen erfolgen
(Karademir et al., 2013).

Zusammenfassend lédsst sich aussagen, dass generell, beispielsweise vergleichend mit Maillard-

Reaktionsprodukten, weniger Lipierungsprodukte nachgewiesen oder quantifiziert werden. Die
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in der Literatur publizierten Untersuchungen erfolgten vor allem vor physiologischen
Hintergriinden. Studien, die sich mit Lipierungsprodukten in Lebensmitteln beschéftigen, sind
im Vergleich dazu in der Unterzahl. In der Regel erfolgen die Identifizierungen oder
Quantifizierungen iiber immunochemische Methoden, wohingegen massenspektrometische
Analyseverfahren nur selten Anwendung finden. Bei den eingesetzten Antikorpern ist das
konkrete als Epitop erkannte Strukturmerkmal hdufig nicht eindeutig identifiziert, sodass weder
Aussagen iiber das tatsdchlich identifizierte Lipierungsprodukt getroffen wurden, noch
Kreuzreaktivititen zu anderen Lipierungsprodukten ausgeschlossen werden konnten. Erst
durch Einsatz direkter, idealerweise massenspektrometrischer Analyseverfahren unter
Verwendung chemisch charakterisierter Standards kann eine eindeutige Quantifizierung von
Lipierungsprodukten realisiert werden. Ungenauigkeiten der immunchemischen Methoden
werden anhand der Studien von Chung & Champagne (2001) und Chung et al. (2002) deutlich.
Hierbei konnten als Folge einer Erdnussrostung keine Zunahmen, der mittels CML-Antikorper
erfassten Gehalte an CML festgestellt werden, wohingegen eine direkte Quantifizierung mittels
GC-MS deutliche Zunahmen in Abhédngigkeit der Rostbedingungen zeigte (Wellner et al.,
2012b). Erdnussproben wurden beziiglich Lipierungsprodukten bisher nur in den Studien von
Chung et al. (2002), Chung & Champagne (2001) und Zamora et al. (1999a) untersucht. Hierbei
konnten immunochemisch 4-HNE- und MDA-Addukte in rohen und gerdsteten Erdniissen
identifiziert, eine tendenzielle Zunahme als Folge der Rostung abgeschétzt sowie
Ne-Pyrrolylnorleucin in kommerziellen Erdniissen mittels Kapillarelektrophorese quantifiziert

werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien, Materialien und Gerite

Nachfolgend sind diejenigen Chemikalien, Materialien und Geréte aufgefiihrt, die im Rahmen

der Arbeiten an der Professur fiir Lebensmittelchemie verwendet wurden. Chemikalien,

Materialien und Geréte, die am Paul-Ehrlich-Institut in Langen oder am Universitatsklinikum

Carl Gustav Carus in Dresden Verwendung gefunden haben, sind unter den entsprechenden

Methoden aufgefiihrt.

3.1.1 Chemikalien

Tab. 6 Verwendete Chemikalien

Name

Spezifikation, Katalognummer

Hersteller, Bezug

1,1,3,3-Tetraethoxypropan-1,3-d,

1,1,3,3-Tetramethoxypropan

1,1,4,4-Tetramethoxybut-2-en, (E)-

1,3-Diethylbenzol
1-Brompentan-1,1-d,

2,3,4,5,6-Pentafluorbenzyhydro-
xylamin-Hydrochlorid, o-
2,6-Di-tert-butyl-4-hydroxytoluol
2-lodacetamid
4-Hydroxynon-2-enal-
Dimethylacetal, (E)-

Aceton

Acetonitril

Acrolein

Acroleindimethylacetal
Acrylamid/Bis-Losung, 29:1
Amberlyst-15
Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

Ascorbinsdure
Bis(trimethylsilyl)trifluor-
acetamid, N,O-

99,1 %, 98,5 Atom-% D,
DLM-6109-0

zur Synthese, 8.20756.0250
95 %, 368202

> 99 %, puriss., 97865

98,9 %, 99,2 Atom-% D,
CS04-482 358

>99 %, A18368

>99 %, W218405

zur Synthese, 8.04744.0025
Hexanl6sung, > 85 %,
H9538

HPLC grade, 22928

HPLC grade, 20060
LC-MS grade, 83640

90 %, stabilisiert mit
Hydrochinon, 110221

98 %, 190543-5ML

40 % (w/v), C=3,3 %, 10680
hydrogen form, dry, 06423
zur Analyse, 1.01145.0500
p-a., 13375

zur Analyse, 0032

99,5 %, zur Analyse, 10167
for GC derivatization, 33024

Cambridge Isotope Labora-
tories, Andover, MA, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Campro Scientific, Berlin

Alfa Aesar, Ward Hill, NY,
USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

SERVA, Heidelberg
Mallinckrodt Baker,
Griesheim

Griissing, Filsum
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

53



3 Materialien und Methoden

Name Spezifikation, Katalognummer Hersteller, Bezug
Bis-Tris-Propan >99 %, B6755 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Borsédure 99,5 %, 10207 Griissing, Filsum

Bovines Serumalbumin
But-2-enal, -(Z) und -(E) (1:20)
Carboxymethyllysin, N*-

Carboxymethyllysin-d,, N*-

Chloroform

Coomassie Brillantblau
Corolase PP
Deuterochloroform
Dichlormethan
Diethylether

Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

Dinatriumtetraborat-Decahydrat

Dithiothreitol, DL-

Druckluft, synthetisch
Eisen-(III)-chlorid-Hexahydrat
Essigséure

Ethanol

Ethylacetat
Ethylendiamintetraessigséure
Furosin-Dihydrochlorid

Glycerol

Harnstoff

Helium

Hept-2-enal, (E)-
Heptafluorbutterséure
Heptanal

Hex-2-enal, (E)-
Hexan, n-

Hexanal

Hexanal-d;»

Hoveyda-Grubbs-Katalysator,
2™ Generation

Kaliumchlorid
Kaliumpermanganat

Leucin Aminopeptidase M
Linolsduremethylester
Lithiumaluminiumhydrid

Magnesiumspéne
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> 98 %, A7906
>99,5 %, 27980
>97 %, SC1505

1,0 mg/ml, > 97 %, SC1529

HPLC grade, 83626
G 250, 17524

99,8 Atom-% D, 151823
HPLC grade, 23373

zur Analyse, 2362
puriss, 24004

99 %, reinst, 12150

99 %, reinst, 12187

99 %, 43819

20,5 % Oz in N»

> 99 %, puriss p.a., 31232
100 %, A0061

HPLC grade, 153385
puriss p.a., 33211

> 99 %, p.a., 8040

> 97 %, SC494

>99,5 %, p.a., 3783
99,5 %, 11018

5.0, He 99,999 %

> 95 %, W316504
A14907.22

> 95 %, W254002

98 %, 132659

HPLC grade, 24575
98 %, 115606

98,3 %, 98,8 Atom-% D,
D-6265

97 %, 569755-500MG

99,5 %, p.a., wasserfrei, 12008
>99 %, 223468

70,4 U/ml, L5006-50UN

>99 %, L1876

powder, reagent grade, 95 %,
199877

> 99,5 %, purum, fiir Grignard
Reaktionen, 63035

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PolyPeptide Group,
Strasbourg, Frankreich
PolyPeptide Group,
Strasbourg, Frankreich
VWR, Darmstadt

SERVA, Heidelberg

AB Enzymes, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
VWR, Darmstadt

Th. Geyer, Renningen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Griissing, Filsum

Griissing, Filsum
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Air Liquide, Paris, Frankreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
PolyPeptide Laboratories
SAS, Strasbourg, Frankreich
Carl Roth, Karlsruhe
Griissing, Filsum

Air Liquide, Paris, Frankreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
CDN Isotopes,

Quebec, Kanada
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Griissing, Filsum

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Name Spezifikation, Katalognummer Hersteller, Bezug
Magnesiumsulfat 99 %, reinst, 12094 Griissing, Filsum
Methanol HPLC grade, 20864 VWR, Darmstadt
Molybdatophosphorsdure Hydrat  p.a., 005572 ChemPUR, Karlsruhe
Natriumborhydrid gepulvert, zur Synthese, A0549 AppliChem, Darmstadt
Natriumbromid 98 %, 1063601000 Merck, Darmstadt
Natriumcarbonat 99,5 %, wasserfrei, 12118 Griissing, Filsum
Natriumchlorid Reagent Ph. Eur., 27810 VWR, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat- 99 %, zur Analyse, 12132 Griissing, Filsum
Dihydrat

Natriumhydrogencarbonat 99,5 %, zur Analyse, 12143 Griissing, Filsum
Natriumhydroxid 99 %, reinst, 12156 Griissing, Filsum
Natriumlaurylsulfat (SDS) >99 %, 20760 SERVA, Heidelberg
Natriumsulfat 99 %, wasserfrei, reinst, 12175  Griissing, Filsum
Natronlauge 32 % (m/v), reinst, 12192U Griissing, Filsum
N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin =~ > 99 %, 744-59-2 Fluka, Buchs, Schweiz
Nonafluorpentansiure 97 %, 396575 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Nonalacton, y- zur Synthese, 8.43783.0100 Merck, Darmstadt
Nonanal 97 %, A15908 Alfa Aesar, Karlsruhe

N-Tri(hydroxymethyl)methyl)-
glycin

N*-Acetyl-L-lysin
Oct-1-en-3-ol

Octanal

Orange G

Palladium auf Aktivkohle
Pentafluorphenylhydrazin

Pentan, n-
Pepsin

Petrolether

Phosphatgepufferte Salzlosung

Prolidase
Pronase E

Protein Marker III (6,5-200)
Protein Marker Roti®-Mark
Standard
Pyridiniumchlorochromat
Pyrralin

Reinstwasser

zur Analyse, 37195

E-1120.0005

zur Synthese, 8.18543.0050
99 %, 05608

A1404

10 % Pd (w/w)

for HPLC derivatization,

> 98 %, 93742-10G

zur Analyse, 1147.1000
EC 3.4.23.1, 10 FIP-U/mg,
P6887

Siedebereich 40-60 °C,
10707403

Tabletten, 18912-014

100 U/ml, P6675-150UN
EC 3.4.24.4, 4000 PU/mg,
107433

A4402

T851

98 %, 190144
40 nmol/ml H,O

Hausinterne Anlage Purelab
plus mit Mischbettionenaus-
tauscher und Filter 0,2 pum,
Leitfahigkeit: 0,055 uS/cm

SERVA, Heidelberg

Bachem, Bubendorf, Schweiz
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Th. Geyer, Renningen
Merck, Darmstadt

Acros Organics/ Thermo
Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Synthese im Arbeitskreis
(Henle & Bachmann, 1996)
USFilter,
Ransbach-Baumbach
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Hersteller, Bezug
Merck, Darmstadt

Name
Salzsédure

Spezifikation, Katalognummer
rauchend, 37 %, zur Analyse,
100317

1 mol/l, 23206

95 %, 20700

Griissing, Filsum
VWR, Darmstadt

Salzsédure in Methanol
Schwefelsdure

Selenreaktionsgemisch nach UN3288 Riedel-de-Haén, Seelze
Wieninger

Stickstoff 5.0, N2 99,999 % Air Liquide, Paris, Frankreich
Tetradeuteromethanol 99,8 Atom-% D, 151947 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tetrahydrofuran HPLC grade, 7344.1 Carl Roth, Karlsruhe
Tetramethylethylendiamin, > 98,5 %, 35925 SERVA, Heidelberg
N,N,N'.N'-

Thymol >99 %, 5391 Carl Roth, Karlsruhe
Trichloressigséure >99 %, p.a., 8789 Carl Roth, Karlsruhe
Triethylamin > 99,5 %, BioUltra, 90335 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tris(hydroxymethyl)- ultrapure, A1086 AppliChem, Darmstadt
aminomethan

Wasserstoff 5.0, H2 99,999 % Air Liquide, Paris, Frankreich
Xylol, p- analytical standard, 95680 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fir LC-ESI-MS/MS-Messungen wurde bidestilliertes Wasser verwendet, welches {iber

Kaliumpermanganat destilliert wurde. Puffer fiir die Aminosédureanalyse sind von der SYKAM

Chromatographie Vertriebs GmbH, Fiirstenfeldbruck, bezogen worden.

3.1.2 Materialien

Tab. 7 Verwendete Materialien

Name Spezifikation, Katalognummer Hersteller, Bezug

Anionenaustauscher Macro-Prep® High Q Support, Bio-Rad, Miinchen
156-0040

Bordelkappen 548-0010 VWR, Darmstadt

Diinnschichtchromato- Kieselgel 60, 20 x 20 cm, 0,25 mm Merck, Darmstadt

graphie-Platten
Dialyseschlauch, Cellulose

Einmalspritzen Norm-Ject
Elektrophoresegele

Extraktionshiilsen fiir
Soxhlet

Faltenfilter
GroBenausschlussfilter
Vivaspin 6 ml
HPLC-Vials
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@ 27 mm, MWCO 14 kDa,
D9527-100FT
steril, 1,0 ml

9 % Vario Gel, 12 Bahnen, 1,0 mm
stark, 95-80-102
33 x 94 mm

595.5, 0 110 mm
MWCO 300 kDa

1,5 ml

Sigma Aldrich, Taufkirchen

neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg
Biostep, Burkhardtsdorf

Whatman, Dassel

Whatman, Dassel
Sartorius, Gottingen

VWR, Darmstadt
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Name

Spezifikation, Katalognummer

Hersteller, Bezug

Hydrolyserohrchen mit
Schraubdeckel und Septum
Inserts fiir HPLC-Vials
Kaniilen Sterican®

Kationenaustauscher

Kieselgel 60

Membranfilterscheiben fiir
FlieBmittelfiltration
Mikrotiterplatten

Parafilm ,,M*

Reaktionsgefilie
Rollrandschnappdeckel-
glaser

Rundfilter

Septen fir HPLC-Vials

Silikonol
SPE-Kartuschen

Spritzenvorsatzfilter

Zentrifugenrohrchen

Duran, 12 x 100 mm

200 pl
9 0,8 mm x 50 mm

DOWEX 50 WX-8,
200-400 mesh, 335355000

0,063-0,200 mm,

Porengrofle 60 °A

GH Polypro 47 mm, 0,45 pm,
hydrophiles Polypropylen

96 well transparent + schwarz
38 mx 10 cm, ST284971605

1,5 ml und 2,0 ml
verschiedene Grofien:
10-25 ml

589/2, @ 40,5 mm
(WeiBbandfilter)
PTFE-beschichtet

M 100, bis 250 °C, 13101
Waters Oasis HLB 6¢c
(200 mg) , WAT106202

Strata C18-E, 500 mg/3 ml,
8B-S001-HBJ

GracePure™ SPE C18-Max
500 mg/3 ml, 5138766

0,45 pm, 0,20 um, regenerierte
Zellulose
15 ml, 50 ml

Schott, Mainz

VWR, Darmstadt

Braun Melsungen AG,
Melsungen

Acros Organics/ Thermo
Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Merck, Darmstadt

Pall, Dreieich

Brand, Wertheim

neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Whatman, Dassel

Carl Roth, Karlsruhe
Griissing, Filsum
Waters, Eschborn

Phenomenex, Torrance, CA,
USA

Grace Davison Discovery
Sciences, Alltech Grom,
Rottenburg-Hailfingen
Whatman, Dassel

VWR, Darmstadt
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3.1.3 Qerite

Tab. 8 Verwendete Gerite

Name Spezifikation Hersteller, Bezug
Aminosdureanalysator S4300 SYKAM Chromatographie
Vertriebs GmbH,
Fiirstenfeldbruck
Aminosédureanalysensiule Kationenaustauschersdule LCA Laserchrom HPLC
KO07/Li1 Laboratories Ltd., Rochester,
England

Analysenwaagen

Anionenaustauscher

Anionenaustauschersiule

Elektrophorese

Elementanalysatoren
Evaporator

Fraktionensammler fiir
Kationenaustauscher
GC-MS (ED)

GC-MS-Siulen

Gefriertrocknungsanlagen

HPLC-DAD, analytisch
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BP 121 S, Genauigkeit 0,0001 g
BP 3100 S, Genauigkeit 0,01 g
Niederdrucksystem BioLogic LP,

Interfacebox,
UV-Detektor K-2501,

Fraction Collector Model 2128
15 x 170 mm, gefiillt mit Macro-

Prep® High Q Support

GelgieBkammer SG50, Vertikal-
Elektrophoresekammer SE 600,
Power Supply Model 1000/500,

Thermostat RM6,

Einschweillgerdt Futura Junior

Elektrophoresekammer fiir

Fertiggele 10 x 10 cm, GV101

Micro cube
EuroEA 3000
TurboVap® LV

Model 2110 Fraction Collector mit

10 ml Glasrohrchen

GC 7890A, Injektor 7683 series
mit Sample Tray, MS 5975C mit

EI-Quelle

HP-5MS Kapillarsdule (30,0 m x
0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke)
mit Zebron Z-guard Vorsdule

(deaktiviert, 5,0 m x 0,25 mm ID)

ZB-5 Guardian Kapillarsédule
(30,0 m + 5,0 m Vorsdule x

0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke)
TR-FFAP (30,0 m x 0,25 mm ID,

0,25 pm Filmdicke)
ALPHA 1-2
ALPHA 1-4 LD plus

BETA 1-8 K mit Isopropanolbad

WellChrom-Serie, Degasser,

Solvent Organizer K-1500, HPLC

PUMP K-1001, dynamische
Mischkammer K-5001,

Autosampler Basic Marathon,

Séulenofen, DAD K-2700

Sartorius, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen
Knauer, Berlin
Knauer, Berlin
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Hoefer, Holliston, MA, USA
Hoefer, Holliston, MA, USA
Bio-Rad, Miinchen

Lauda, Lauda-K&nigshofen
Audion, Kleve

Biostep, Burkhardtsdorf

Elementar, Hanau
Eurovector, Mailand, Italien
Zymark Ctr., Hokinton, MA,
USA

Bio-Rad, Miinchen

Agilent, Boblingen

Agilent, Boblingen

Phenomenex, Torrance, CA,
USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Martin Christ, Osterode am
Harz

Knauer, Berlin
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Name

Spezifikation

Hersteller, Bezug

HPLC-Séaulen

HPLC-UV, semipréparativ

Inkubationsschrank-
Prézisionsbrutschrank
Kationenaustauschersiule

Kjeldahl-Apparatur

LC-ESI-MS/MS

Mikrotiterplattenlesegerat
Minishaker
NMR-Spektrometer

Olbader

pH-Messgerit
Photometer

Reihenwasserbad fiir
Soxhlet-Extraktion
Trockenschrank
Ultraschallbad
Ultra-Turrax®
Vakuumkonzentrator

Eurospher 100-5 C18
(250 x 3,0 mm) mit Vorséule des
gleichen Materials

Eurospher 100-5 C18, (125 x
4,6 mm) mit Vorsdule des
gleichen Materials

Eurospher 100-10 C18 (250 x
16 mm) mit Vorsédule des gleichen
Materials

Furosine Dedicated Column, 5 um
(4,6 x 250 mm) mit Vorsaule des
gleichen Materials

Zorbax SB-C18 (50 x 2,1 mm)
ohne Vorsiule

Smartline-Serie, Solvent Manager
5000, Handinjektionseinheit,
Pumpe 1000, UV-Detektor 2500
ICP 400

1,5 x 50 cm, gefiillt mit DOWEX
50 WX-8

Aufschlussblock Digestion Unit
K-435, Destillationsapparatur Unit
B-324, Riihrwerk 728 Stirrer,
Titrationseinheit 775 Dosimat
1200 Series, Degasser G1379B,
Pumpe G1312A, Autosampler
G1329A, Thermostat G1330B,
Saulenofen G1316A, DAD
G1315D, Triple Quad LC/MS
G6410A mit ESI-Quelle

Infinite M200

MS1

DRX-500

Avance 400

Avance 600

HBR 4 digital, temperierbar, mit
Riihrwerk

RCT basic mit Thermometer ETS-
D4-fuzzy

inoLab Level 1

Ultrospec® 1000
1042

ULM 500

Sonorex Super RK 510

T18 basic

Savant SPD131DDA Speed Vac
Concentrator, Kiihlfalle
RVT4104, Pumpe OFP-400

Knauer, Berlin

Knauer, Berlin

Knauer, Berlin

Grace Davison Discovery
Sciences, Alltech Grom

GmbH, Rottenburg-Hailfingen
Agilent, Boblingen
Knauer, Berlin

Memmert, Schwabach
Bio-Rad, Miinchen

Biichi Labortechnik, Essen
Metrohm, Filderstadt

Agilent, Boblingen

Tecan, Mannedorf, Schweiz
IKA®-Werke, Staufen
Bruker, Rheinstetten

IKA®-Werke, Staufen

Wissenschaftlich-Technische
Werkstétten, Weinheim
Pharmacia Biotech,
Cambridge, England
Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel

Memmert, Schwabach
Bandelin electronic, Berlin
IKA®-Werke, Staufen
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
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Name Spezifikation Hersteller, Bezug

Vakuumpumpe VCZ 224 Ilmvac, [Imenau

Vakuumrotationsverdampfer  Laborota 4002-digital mit Heidolph Instruments,
Vakuumpumpe VCZ 224 Schwabach

Heidolph VV 2000 mit Wasserbad
WB und Wasserstrahlpumpe

Wasserbad M12 Lauda, Lauda-Konigshofen
Zentrifugen Centrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg
Heraeus Biofuge Stratos Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Zerkleinerer Speedy Pro GVA 1 Krups, Offenbach am Main
3.2 Probenmaterial

3.2.1 Handelsproben

Erdnussproben

Native Erdniisse Veggie‘s Delight (Diisseldorf), Erdniisse in der Schale, roh,
ungerostet, ungesalzen

Jumbo Erdniisse Stoltzenberg Nuss GmbH (Hamburg), gerdstet, Ursprung: USA

Erdnussol

Natives Erdnussol rinatura, Rila Feinkost-Importe GmbH & Co. KG (Stemwede-

Levern), raffiniert, hocherhitzbar, Zusammensetzung pro 100 ml
Ol: Eiweil3 0 g, Kohlenhydrate 0 g, Fett 92 g, davon gesittigte
Fettsduren 11 g

3.2.2  Ro0st-, Erhitzungs- und Kochexperimente

Erdnussrostung

Die Erdnussrostung erfolgte entsprechend Literaturangaben (Wellner et al., 2012b; Cong et al.,
2008; Beyer et al., 2001; Brown et al., 1972). Hierzu wurden native, ungerostete Erdniisse
(nachfolgend bezeichnet als native Erdniisse) mit Schale nebeneinander auf einer
Aluminiumfolie ausgebreitet und fiir 20 beziehungsweise 40 min bei 170 °C im vorgeheizten
Trockenschrank gerdstet. Die Temperaturkontrolle erfolgte mittels Thermometer. Die Rostung
fiir 20 min sollte hierbei einer industriellen Rostung entsprechen, wohingegen die Rostung fiir
40 min zu sehr dunklen Erdniissen fiihrte. Diese wiesen ein deutlich verbranntes Rostaroma auf

und waren nicht mehr zum Verzehr geeignet. Nach der Réstung wurden die Erdniisse geschilt,
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von den Samenhdutchen befreit, mittels Kiichenmaschine zerkleinert und im Tiefkiihlschrank
bei -18 °C gelagert.

Erhitzung von Erdnussol

Analog den Erdnussréstbedingungen wurde natives, raffiniertes Erdnussol erhitzt. Hierzu
wurden 50 g Erdnussdl in einen 250 ml Rundkolben eingewogen und unter leichtem Riihren
fiir 20 und 40 min im vorgeheizten Olbad auf 170 °C erhitzt. Die Temperaturkontrolle im Ol
erfolgte hierbei mittels Thermometer. Die Olproben wurden im Tiefkiihlschrank bei -18 °C

gelagert.

Kochen von Erdniissen

Die Kochexperimente wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Diana
Kaden (Kaden, 2015) durchgefiihrt. Zunichst wurde die Schale der nativen Erdniisse durch
Zusammenpressen an einem Ende gedffnet. Im Anschluss wurden 85 g der Erdniisse mit Schale
in einem 600 ml Becherglas mit Reinstwasser auf ein Gesamtvolumen von 480 ml aufgefiillt.
Die Kochzeit betrug analog Beyer et al. (2001) 20 min im siedenden Wasserbad. Im Anschluss
verblieben die Erdniisse fiir 30 min im Wasserbad, wurden dann von ihrer Schale und dem
Samenhéutchen befreit und duBlerlich abgetrocknet. Die Lagerung erfolgte im Tiefkiihlschrank
bei -18 °C.

3.3 Isolierung des Erdnussproteinextrakts

Zur Extraktion der Erdnussproteine wurde ein Extraktionspuffer nach Chung & Champagne
(1999) gewihlt, da in Vorversuchen mit diesem Puffer die hochsten Proteinausbeuten erzielt
werden konnten. Hierzu wurden 3 g der nativen, geschélten und zerkleinerten Erdniisse mit
21 ml 0,1 M NaHCOs-Puffer (pH 10,4, Einstellung mit 1 M NaOH) versetzt und mittels Ultra-
Turrax fiir 2 min bei 11200 U/min homogenisiert. Im Anschluss erfolgte die Proteinextraktion
im Kiihlraum fiir 1 h bei 6 °C unter Riihren. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min bei 8643 x g
und 4 °C wurde der Uberstand abgenommen und der Riickstand ein zweites Mal analog
extrahiert. Die vereinigten Uberstiinde wurden fiir 48 h bei 6 °C gegen entionisiertes Wasser
dialysiert und im Anschluss gefriergetrocknet. Die Extraktionsausbeute betrug 12,7 g
erhaltenes Erdnussreinproteinextrakt pro 100 g eingesetzte Erdniisse, beziehungsweise 53,4 %

bezogen auf den Erdnussproteingehalt. Der Proteingehalt des Extrakts betrug 81,0 %.
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3.4 Isolierung des Erdnusshauptallergens Ara h 1

Die Methodenentwicklung erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von
Martin Globisch (Globisch, 2010). Hierzu wurde zunichst eine Vorreinigung durch
fraktionierte Fallung mit (NH4)2SO4, in Anlehnung an Maleki et al. (2000b) durchgefiihrt. Die
Aufreinigung erfolgte schlieBlich sdulenchromatographisch mittels starkem Anionen-
austauschermaterial.

Hierfiir wurde das fliissige Erdnussproteinextrakt vor der Dialyse nach Kapitel 3.3 eingesetzt.
Unter Beachtung der Sittigungskonzentration von (NH4)2SO4, die bei 4 °C 519,1 g/l betrigt,
wurde durch Zugabe von festem (NH4)2SO4 eine Konzentration von 70 % (m/v) im Erdnuss-
proteinextrakt eingestellt. Die Proteinfdllung erfolgte im Kiihlraum fiir 1 h bei 6 °C unter
Riihren. Nach einer Zentrifugation fiir 30 min bei 8643 x g und 4 °C wurde der Ara h 1-reiche
Uberstand abgenommen, fiir 24 h bei 6 °C gegen entionisiertes Wasser dialysiert und
anschlielend gefriergetrocknet.

Die weitere Aufreinigung wurde mittels starkem Anionenaustauschermaterial unter
Verwendung einer nach Burks et al. (1992a) modifizierten FlieBmittelzusammensetzung
realisiert. Hierzu wurden 30 mg des Prazipitats in 1,0 ml FlieBmittel A geldst, membranfiltriert
(0,45 pm) und entsprechend nachfolgenden Parametern und dem Trennprogramm in Tab. 9 zur

Trennung eingesetzt.

Anlage Niederdrucksystem LP Chromatography System (Bio-Rad)
Sédule 15 x 170 mm, Volumen: 30 cm?, Material: Macro-Prep® High Q Support
Saulentemperatur Raumtemperatur (20 °C)

Injektionsvolumen 0,8 ml

Detektion 280 nm

Flussrate Gradient

FlieBmittel A: 0,02 M Bis-Tris-Propan in 4 M Harnstoff, pH 7,2, eingestellt
mit 6 M HCI
B: 1,5 M NaCl

Nach drei durchgefiihrten Trennungen erfolgte eine Regeneration des Séulenmaterials durch
Spiilen mit 150 ml 2 M NaCl-Losung, 150 ml 1 M HCl und 150 ml FlieBmittel A, jeweils bei
einer Flussrate von 2 ml/min.

Das Ara h 1 eluierte hierbei zwischen 51 und 70 min und wurde mittels Fraktionensammler
gesammelt. Die vereinigten Fraktionen mehrerer Trennldufe wurden fiir 48 h bei 6 °C gegen
entionisiertes Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. Die Extraktionsausbeute betrug 31,4 %
bezogen auf das eingesetzte Erdnussproteinextrakt, beziechungsweise 16,8 % bezogen auf den

Erdnussproteingehalt. Der Proteingehalt des isolierten Ara h 1 betrug 85,7 %. Die detaillierte
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Charakterisierung des isolierten Ara h 1 ist in der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von
Martin Globisch beschrieben (Globisch, 2010).

Tab. 9 Trennprogramm zur Ara h 1-Isolierung mittels Anionenaustauscher

Stufe des Zeit [min] FM B [min] Fluss [ml/min]

Trennprogramms
1 0-2 0 2,0
2 2-22 0 2,0
3 22 -100 10 1,5
4 100 —200 50 1,5
5 200-210 100 2,0
6 210-230 100 2,0
7 230 -240 0 2,0
8 240 - 260 0 2,0

3.5 Inkubationen von N®-Acetyl-L-lysin mit ausgewahlten Lipid-
peroxidationsprodukten

Zur Identifizierung von Reaktionsprodukten, die sich aus der Umsetzung der e-Aminogruppe
des Lysins mit Sekundérprodukten der Lipidperoxidation ergeben, erfolgten Inkubationen von
N®Acetyl-L-lysin, als Modellsubstanz fiir proteingebundenes Lysin, mit ausgewihlten
Sekundérprodukten in 5 ml Methanol fiir 4 h bei 75 °C. In Tab. 10 sind die Inkubations-
bedingungen sowie das weitere Vorgehen zur Identifizierung der entstandenen Reaktions-
produkte dargestellt. Die Inkubation mit Acrolein (jeweils 100 mM) fand nach Uchida et al.
(1998) in 5 ml 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) fiir 24 h bei 37 °C unter Riihren statt, da als
Folge der Inkubation in Methanol das acetlyierte FDP-Lysin nicht identifiziert werden konnte.
Die Freisetzung von Malondialdehyd aus 1,1,3,3-Tetramethoxypropan erfolgte nach
Kap. 3.10.13. Fiir die LC-ESI-MS/MS-Messungen wurden jeweils 1,0 ml direkt aus den
Reaktionsansdtzen entnommen, membranfiltriert (0,45 um) und zur Messung entsprechend der
Parameter nach Kap. 3.10.11 eingesetzt. Zur sauren Hydrolyse und zur Reduktion wurden
ebenfalls jeweils 1,0 ml entnommen, in ein Hydrolyser6hrchen iiberfiihrt und das Losungsmittel
mittels Stickstoffstrom evaporiert. Fiir die direkte salzsaure Hydrolyse nach Kap. 3.10.5
erfolgte die Zugabe von 1,5 ml 6 M HCI. Zur vorherigen Reduktion kam die Methodik nach
Kap. 3.10.8 zur Anwendung. Die Reduktionslésung wurde im Anschluss vollstdndig an einer
Wasserstrahlpumpe bei 40 °C eingeengt und der Riickstand in 1,0 ml Methanol aufgenommen.
Von den direkt hydrolysierten Proben wurden jeweils 1,0 ml Hydrolysat am Vakuum-

konzentrator bei 37 °C zur Trockene eingeengt und in 1,0 ml Methanol aufgenommen. Nach
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Membranfiltration (0,45 pm) wurden die Proben zur LC-ESI-MS/MS-Messung nach
Kap. 3.10.11 eingesetzt.

Tab. 10 Inkubationen von ausgewéhlten Sekundarprodukten mit N*-Acetyl-L-lysin

Sekundérprodukt Konzentration Konzentration Behandlung vor der
Sekundérprodukt ~ N*-Acetyl-L-lysin Messung
[mM] [mM]

Hexanal 30 10 direkt eingesetzt,
Hydrolyse,
Reduktion

Hexanal + Nonanal 10 10 direkt eingesetzt

(E)-2-Heptenal 10 10 direkt eingesetzt,
Hydrolyse

Acrolein 10 10 direkt eingesetzt,
Hydrolyse,
Reduktion

Malondialdehyd 10 10 direkt eingesetzt,
Hydrolyse,
Reduktion

(E)-4-Hydroxynonenal 10 10 direkt eingesetzt,
Reduktion

3.6 Inkubationen des Erdnussproteinextrakts mit ausgewdéhlten

Lipidperoxidationsprodukten

Um Aussagen dartiber treffen zu konnen, ob und in welchem AusmaB sich Lipierungsprodukte
als Folge einer Inkubation von Erdnussproteinen mit Sekundérprodukten der Lipidperoxidation
bilden, erfolgte die Inkubation extrahierter Erdnussproteine mit ausgewihlten Sekundér-
produkten. Im Anschluss erfolgte sowohl eine Quantifizierung von Lipierungsprodukten
mittels LC-ESI-MS/MS als auch die Bestimmung der absoluten Lysinabnahmen mittels
Aminosdureanalyse. Die Inkubationen mit MDA und Acrolein erfolgten im Rahmen der
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Meike Deuber (Deuber, 2015) und mit 4-HNE im
Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Diana Kaden (Kaden, 2015).

Die Inkubationen wurden in Inkubationsreihen mit aufsteigenden Gehalten an
Sekundarprodukten durchgefiihrt. Eingesetzt wurden Hexanal, (E)-2-Heptenal, Acrolein, MDA
und 4-HNE. Fiir jeden Inkubationsansatz wurden 100 mg Erdnussproteine (Reinprotein), die
nach Kap. 3.3 isoliert wurden, in 25 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) gelost. AnschlieBend

wurden die Proben in 25 ml Schottflaschen tiberfiihrt und mit der bendtigten Stoffmenge an
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Sekundirprodukt versetzt. Die Menge an zugegebenem Sekundirprodukt richtete sich dabei
nach der Summe der Stoffmengen der potentiell reaktiven Aminosiuren Cystein, Histidin,
Lysin und Arginin. Deren jeweilige Gehalte im Erdnussproteinextrakt betrugen 3,83 + 0,79,
19,27 + 0,06, 32,58 £ 1,39 und 70,58 £+ 3,22 mmol/100 g Protein (Summe: 126,26 mmol/100 g
Protein). Nach der Inkubation mit Hexanal wurden die Lipierungsprodukte LHP 1, LHP 2 und
Né-Hexyllysin, im Falle der Inkubation mit (E)-2-Heptenal (Z)- und (E)-BPP, nach Inkubation
mit Acrolein MP-Lysin und nach der Inkubation mit 4-HNE das Lipierungsprodukt 2-PPL
quantifiziert. Nach der Inkubation mit Malondialdehyd wurde nur die Aminosdureabnahme
verfolgt. Die Inkubationen wurden jeweils in folgenden molaren Stoffmengenverhidltnissen
durchgefiihrt (Sekundirprodukt : Summe der potentiell reaktiven Aminosduren): 0,1:1, 0,2:1,
0,5:1,1:1, 5:1 und 10:1. Die Inkubation mit Acrolein erfolgte in den Stoffmengenverhiltnissen:
0,1:1, 0,2:1, 0,5:1, 1:1 und 5:1. Im Falle des 4-HNE erfolgte keine Inkubation in einem
0,5:1-Stoffmengenverhéltnis. Zusétzlich wurde jeweils ein Blindwert mitgefiihrt, der nur aus
Erdnussproteinextrakt in Puffer, ohne Zugabe des Sekundirprodukts, bestand. Volumen-
differenzen wurden durch Zugabe von Puffer ausgeglichen. Nach Zugabe eines Riihrfisches,
Uberschichten mit Stickstoff und Abdichten der Deckel mit Parafilm wurden die Proben in ein
Wasserbad gestellt und bei 37 °C fiir 24 h analog Ishino et al. (2010), Furuhata et al. (2003)
und Ichihashi et al. (2001) unter Riihren inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 24 h
bei 6 °C dialysiert (14 kDa MWCO), gefriergetrocknet und die Proteingehalte mittels Kjeldahl
nach Kap. 3.10.2.1 bestimmt.

Zur Quantifizierung der Aminosdureabnahmen wurden die Proben nach Kap. 3.10.7
enzymatisch hydrolysiert, um sédurelabile Reaktionsprodukte zu beriicksichtigen. Zusitzlich
erfolgte eine salzsaure Hydrolyse nach Kap. 3.10.7 zur Quantifizierung des Histidingehalts, da
dieser nach enzymatischer Hydrolyse auf Grund von Coelutionen nicht auswertbar war.

Zur Quantifizierung entstandener Lipierungsprodukte mittels LC-ESI-MS/MS  wurde
entsprechend Tab. 11 aufgearbeitet.

Die Quantifizierungen erfolgten im Falle des Vorhandenseins von stabilisotopenmarkierten
internen Standards fiir die Analyten LHP 1, LHP 2 und N°®-Hexyllysin unter Verwendung
derselben Stoffmengen an internem Standard in den Kalibrierpunkten, die auch den Proben
zugesetzt wurden. Fiir die Lipierungsprodukte (Z)-BPP-Lysin, (E)-BPP-Lysin, MP-Lysin und
2-PPL, fiir die keine stabilisotopenmarkierten internen Standards zur Verfiigung standen,
erfolgten die Kalibrierungen als Matrixkalibrierungen. Hierzu wurde das entsprechend den
Proben hydrolysierte Ausgangserdnussproteinextrakt als Matrix eingesetzt und mit der gleichen
Stoffmenge des internen Standards N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin versetzt, die auch den

jeweiligen Proben zugesetzt wurde.
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Tab. 11 Aufarbeitung der mit ausgewihlten Sekundérprodukten inkubierten Erdnussproteinextrakt-
proben, IS - interner Standard

Produkt

Hydrolyse

Aufarbeitung zur Messung

Messmethode
nach Kap.

N&-Hexyl-
lysin

LHP 1
LHP 2

(Z)-BPP
(E)-BPP

MP-Lysin

2-PPL

3 mg Probe zur
Reduktion und

sauren Hydrolyse

nach Kap. 3.10.8
eingesetzt

12 mg Probe +
4 ml 6 M HCI

12 mg Probe +
4 ml 6 M HCI

2 mg Probe +
4 ml 6 M HCI

3 mg Probe zur
enzymatischen
Hydrolyse nach
Kap. 3.10.5
eingesetzt

Blindwert: nach Hydrolyse vollstindig an
der Wasserstrahlpumpe eingeengt, zur SPE
in 200 ul IS N°-Hexyllysin-di2 (298 ng/ml
Wasser) + 3 ml Reinstwasser gelost;
restliche Proben: 1,5 ml der Hydrolysate
eingeengt, zur SPE in 200 pl IS und 1 ml
Reinstwasser gelost;

SPE analog Kap. 3.10.16

1,0 ml Hydrolysat eingeengt,

Blindwert: gelost in 150 pl Reinstwasser,
50 pl Methanol und 50 pl IS LHP-dy9
(250 nM in Reinstwasser);

restliche Proben: gelost in 100 pl
Methanol, 400 pl Reinstwasser, davon
50 pul + 50 pl IS LHP-d29, 50 pul Methanol
und 100 pl Wasser

1,0 ml Hydrolysat eingeengt, geldst in
250 pl Reinstwasser, 200 ul Methanol und
50 pl des IS N-Benzoylglycyl-L-phenyl-
alanin (30,6 nM in Methanol:Reinstwasser,
(50:50, v/v))

Blindwert: 1,5 ml Hydrolysat eingeengt;
restliche Proben: 0,5 ml Hydrolysat einge-
engt;

Proben jeweils gelost in 130 pl FlieBmittel
A (10 mM NFPA in Wasser), 150 pl
FlieBmittel B (10 mM NFPA in Acetonitril)
und 20 pl IS N-Benzoylglycyl-L-phenyl-
alanin (153 nM in Methanol:Reinstwasser,
(50:50, v/v))

Blindwert: gelost in 360 pl Reinstwasser,
100 pl Methanol und 54 pl IS N-Benzoyl-
glycyl-L-phenylalanin (38,3 nM in
Methanol:Reinstwasser, (50:50, v/v));
restliche Proben: gelost in 400 ul Wasser
und 100 pl Methanol, dann 500-fach mit
Methanol:Wasser (80:20, v/v) inklusive
40 pl IS verdiinnt

3.10.16

3.10.17

3.10.18

3.10.19

3.10.20
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3.7 Inkubation von Ara h 1 mit 4-Hydroxynonenal

Die Inkubationen erfolgten im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Diana
Kaden (Kaden, 2015). Zur Inkubation von Ara h 1 mit 4-HNE wurden 30 mg Reinprotein des
nach Kap. 3.4 isolierten Ara h 1 in 25 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) gel6st und in 25 ml
Schottflaschen iiberfiihrt. Das nach Kap. 3.9.1 freigesetzte 4-HNE wurde in Form einer
Konzentrationsreihe zugesetzt. Hierbei richtete sich die zugegebene Stoffmenge an 4-HNE
nach den potentiell reaktiven Aminosduren des Ara h 1 Cystein, Histidin, Lysin und Arginin,
deren Gehalte 6,32 + 0,56, 20,68 £ 0,35, 39,94 + 0,26 und 74,84 + 0,07 mmol/100 g Protein
(Summe: 141,78 mmol/100 g Protein) betrugen. Die Inkubationen wurden in folgenden
molaren Stoffmengenverhédltnissen durchgefiihrt (Sekundarprodukt:Summe der potentiell
reaktiven Aminosduren): 0,1:1, 0,2:1, 1:1 und 5:1. Zusétzlich wurde ein Blindwert mitgefiihrt,
der nur aus Ara h 1 in Puffer ohne Zugabe von 4-HNE bestand. Nach Zugabe eines Riihrfisches,
Uberschichten mit Stickstoff und Abdichten der Deckel mit Parafilm erfolgte die Inkubation
fiir 24 h bei 37 °C unter Rithren im Wasserbad. Im Anschluss wurden die Proben fiir 24 h gegen
entionisiertes Wasser dialysiert und gefriergetrocknet.

Die Quantifizierung des gebildeten 2-PPL erfolgte nach enzymatischer Hydrolyse analog der

in Kap. 3.6 angegebenen Aufarbeitung fiir die Inkubation des Erdnussproteinextrakts.

3.8 Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit Linolsduremethylester
unter oxidativen Bedingungen

Zur Identifizierung von Lipierungsprodukten zwischen N®-Acetyl-L-lysin und Sekundir-
produkten an den Fettsdureresten, die im Zuge der Lipidperoxidation entstehen, wurden
Inkubationsbedingungen in Anlehnung an Refsgaard et al. (2000) gewihlt. Hierzu wurden
50 mM N®%Acetyl-L-lysin, 250 mM Linolséduremethylester, 125 mM Ascorbinsdure und
0,5 mM FeClz in 1,0 ml 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) fiir 2,5 h im Wasserbad bei 37 °C
unter Riithren inkubiert. Im Anschluss wurden 0,5 ml des Inkubationsansatzes abgenommen und
nach Membranfiltration (0,45 pum) direkt zur LC-ESI-MS/MS-Messung nach Kap. 3.10.11
eingesetzt. Die verbleibenden 0,5 ml wurden zur Stabilisierung gebildeter Schiff’scher Basen
reduziert. Hierzu wurden 0,05 ml Boraxpuffer und 0,15 ml 0,2 M NaBH4-Ldsung (siehe Kap.
3.10.8) zugesetzt und fiir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz
membranfiltriert (0,45 pm) und entsprechend Kap. 3.10.11 zur Messung eingesetzt. Fliichtige
Produkte wurden mittels GC-MS (EI) iiber die NIST-Datenbank (NIST), sowie iiber die

Zuordnung von Fragmentionen identifiziert. Hierzu wurde der im Kolben verbliebene
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Fettsdurerest mit 1,0 ml Reinstwasser extrahiert und nach Zentrifugation fiir 10 min bei
10000 x g und Raumtemperatur die wéssrige Phase abgenommen. Nach Extraktion der
wiassrigen Phase mit 0,2 ml Hexan und Zentrifugation fiir 5 min bei 10000 x g und Raum-
temperatur wurde die Hexanphase iiber NaSO4 getrocknet, membranfiltriert (0,45 um) und

mittels Scan-Modus entsprechend den in Kap. 3.10.12 angegebenen Parametern vermessen.

3.9 Darstellungen von Analysenstandards

3.9.1 Darstellung von (E)-1,1-Dimethoxynon-2-en-4-ol (4-HNE-
DMA)

Die Darstellung des 4-HNE-DMA erfolgte nach der Methode von Soulére et al. (2007) tliber
eine Kreuzmetathese. Hierzu wurden 25 ml Dichlormethan, welches zuvor fiir 15 min durch
Einleiten von Stickstoff mit Hilfe einer Gaswaschflasche sauerstofffrei gespiilt wurde, in einen
50 ml Dreihalskolben vorgelegt. Nach Zugabe von 496 pul 1-Octen-3-ol, 1164 pul
Acroleindimethylacetal und 25,9 mg Hoveyda-Grubbs-Katalysator der zweiten Generation
wurde fiir 5 h unter Stickstoffatmosphére bei Raumtemperatur geriihrt. Hiernach erfolgte die
Zugabe weiterer 25,9 mg Katalysator und erneutes Riihren fiir 20 h unter Stickstoffatmosphire.
Nach Evaporieren des Dichlormethans mittels Stickstoffstrom bei Raumtemperatur erfolgte die
Aufreinigung des 4-HNE-DMA durch Sédulenchromatographie an Kieselgel 60. Als Eluent
wurde Diethylether/Pentan (50:50, v/v) verwendet, dem 0,1 % Triethylamin zugesetzt wurde.
Die Elution erfolgte bei einer Flussrate von 2 ml/min in Fraktionssammelrohrchen zu jeweils
10 ml. Die Detektion der 4-HNE-DMA enthaltenden Fraktionen erfolgte nach diinnschicht-
chromatographischer Trennung an Kieselgel 60 durch Bespriihen mit einer 5 %igen
Molybdatophosphorsdureldsung (5 % Molybdatophosphorsdure in Ethanol und 10 % Schwefel-
sdure) und Erhitzen im Trockenschrank fiir 5 min bei 105 °C. Die Identifizierung des 4-HNE-
DMA erfolgte durch Vergleich der R-Werte mit kommerziellem 4-HNE-DMA. Der R-Wert
des 4-HNE-DMA betrug hierbei 0,53. Relevante Fraktionen wurden vereinigt, das Losungs-
mittel bei 40 °C abrotiert und das erhaltene 4-HNE-DMA gefriergetrocknet.

Zur Freisetzung des 4-HNE wurden 5 mg 4-HNE-DMA in einem 10 ml Rundkolben mit 0,5 ml
0, M HCI fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Bestimmung der tatséchlichen
Konzentration erfolgte photometrisch liber das Lambert-Beer’sche Gesetz unter Einbeziehung
des Extinktionskoeffizienten € = 13750 1-(mol-cm)™! in wissriger Losung nach Esterbauer et al.
(1991). Fiir die 4-HNE-Quantifizierung mittels GC-MS wurde nach der Freisetzung drei Mal
mit Hexan extrahiert (500 pl + 300 ul + 300 pl). Die tatsdchliche Konzentration des 4-HNE in
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Hexan wurde photometrisch iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz unter Einbeziehung des
Extinktionskoeffizienten &€ = 14400 1-(mol-cm)! in Hexan nach Esterbauer et al. (1991)

bestimmt.
Analytische Daten
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Abb. 18 Struktur von (£)-1,1-Dimethoxynon-2-en-4-ol (4-HNE-DMA)

(E)-1,1-Dimethoxynon-2-en-4-0l (4-HNE-DMA): 'H NMR (500 MHz, CDCl5): § 0,86 (t, 3H,
J =179 Hz, H-9), 1,23-1,33 (m, 6H, H-6, H-7, H-8), 1,50 (m, 2H, H-5), 3,30 (s, 6H, H-11,
H-12), 3,45 (s, 1H, H-10), 4,13 (q, 1H, J = 6,3 Hz, H-4), 4,77 (d, 1H, J = 4,7 Hz, H-1), 5,63
(ddd, 1H, J = 1,3 Hz, J=4,7 Hz, J = 15,8 Hz, H-2), 5,86 (ddd, 1H, J= 1,3 Hz, J = 6,0 Hz,
J = 15,8 Hz, H-3). Elementaranalyse: C11H2203 (M = 202,29 g/mol) erfordert C = 65,31 %,
H = 10,96 %; gefunden: C = 65,44 %, H = 10,55 %. Reinheit: DC: > 99 % (ein Spot),
photometrisch nach Freisetzung: 97 %. Ausbeute = 346 mg (molare Ausbeute = 53,7 %).

3.9.2 Darstellung von (£)-5,5-Dideuterio-1,1-dimethoxynon-2-en-4-
ol (4-HNE-DMA-d,)

Die Synthesen der Precursoren 4,4-Dimethoxy-but-2-enal und 1,1-Dideuterio-1-pentyl-
magnesiumbromid erfolgten in Anlehnung an Chandra & Srivastava (1997). Fiir die Synthese
des 4,4-Dimethoxybut-2-enals wurden zunichst 45,9 ml Aceton in einen 100 ml Dreihalskolben
vorgelegt. Nach Zugabe von 0,4605 g Amberlyst-15-Katalysator, 0,339 ml Wasser und
2,084 ml (E)-1,1,4,4-Tetramethoxybut-2-en wurde fiir 6 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Filtration durch wasserfreies Natriumcarbonat wurde das Losungsmittel bei 40 °C abrotiert,

wodurch das (E)-4,4-Dimethoxy-but-2-enal erhalten wurde.

Analytische Daten
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Abb. 19 Struktur von (E)-4,4-Dimethoxy-but-2-enal
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(E)-4,4-Dimethoxy-but-2-enal: 'H NMR (400 MHz, CDCls): § 3,38 (s, 6H, H-5, H-6), 5,07
(dd, 1H,J=1,2 Hz, J= 3,9 Hz, H-4), 6,38 (ddd, 1H, J=1,2 Hz, J= 7,8 Hz, J= 15,9 Hz, H-3),
6,64 (dd, 1H, J = 3,9 Hz, J = 15,9 Hz, H-2), 9,64 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-1). Reinheit: 93.1%
(GC-MS). Ausbeute = 1,2105 g (molare Ausbeute = 76,3 %).

Fiir die Synthese des 1,1-Dideuterio-1-pentylmagnesiumbromids wurden zundchst 0,8 ml
Diethylether und 0,103 g Magnesiumspédne in einen 25 ml Dreihalskolben vorgelegt. Nach
Zugabe von 50 pl 1,1-Dideuterio-1-brompentan wurde die Reaktionsmischung unter Riihren
auf 45 °C unter Riickfluss erhitzt. Die zundchst aufgetretene Weillfarbung zeigte das Einsetzen
der Bildung des deuterierten Grignardreagenzes 1,1-Dideuterio-1-pentylmagnesiumbromid an.
Nach Zugabe von 5,52 ml Diethylether und 350 pl 1,1-Dideuterio-1-brompentan in 1,11 ml
Diethylether wurde die Reaktionsmischung fiir 30 min unter leichtem Sieden am Riickfluss
erhitzt, wobei eine Dunkelfarbung auftrat. Nach Abkiihlen auf 0 °C im Eisbad (NaCl-Zusatz)
erfolgte der Zusatz von 280 ul (E)-4,4-Dimethoxy-but-2-enal in 1,84 ml Diethylether. Die
Reaktionsmischung wurde fiir 30 min bei 0 °C geriihrt, im Anschluss durch Zugabe von 2,76 ml
einer geséttigten Ammoniumchloridlésung abgestoppt und vier Mal mit jeweils 15 ml
Diethylether ausgeschiittelt. Die vereinigte Etherphase wurde liber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel bei 40 °C abrotiert. Die Aufreinigung des 4-HNE-DMA-d>
erfolgte analog des nicht markierten 4-HNE-DMA (siehe Kap. 3.9.1).

Zur Freisetzung des 4-HNE-d> wurden 3 mg 4-HNE-DMA-d: in einem 10 ml Rundkolben mit
0,3 ml 0,1 M HCI fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dreimaliger Extraktion mit Hexan
(500 pl + 300 pl + 300 ul) erfolgte die Bestimmung der tatsdchlichen Konzentration photo-
metrisch iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten
£ = 14400 1-(mol-cm)™! in Hexan nach Esterbauer et al. (1991).

Analytische Daten
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Abb. 20 Struktur von (£)-5,5-Dideuterio-1,1-dimethoxynon-2-en-4-ol (4-HNE-DMA-d;)

(E)-5,5-Dideuterio-1,1-dimethoxynon-2-en-4-ol (4-HNE-DMA-dz): 'H NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 0,87 (t, 3H, J= 6,4 Hz, H-9), 1,29 (m, 6 H, H-6, H-7, H-8), 3,31 (s, 6H, H-11, H-12),
3,46 (s, 1H, H-10), 4,13 (d, 1H, J= 6,3 Hz, H-4), 4,78 (d, 1H, J=4,8 Hz, H-1), 5,64 (ddd, 1H,
J=09 Hz,J=4,8 Hz, J= 15,7 Hz, H-2), 5,87 (ddd, 1H, J=0,9 Hz, J= 6,0 Hz, J = 15,7 Hz,
H-3). Reinheit DC: > 99% (ein Spot). Ausbeute = 154 mg (molare Ausbeute = 44,6%).
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3.9.3 Darstellung von 2-Amino-6-(hexylamino)hexansiure
(Ne-Hexyllysin)

Die Darstellung erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Jana Kref3ler
(KreBler, 2014). Hierzu wurden in einen 500 ml Rundkolben 500 mg N*-Acetyl-L-lysin, 111 pl
Hexanal und 50 mg Palladium-Kohlenstoff-Katalysator in 200 ml Methanol vorgelegt. Nach
Evakuieren des Kolbens mittels Vakuumpumpe, bis ein leichtes Sieden des Methanols zu
beobachten war, wurde ein zuvor evakuierter und mit Wasserstoff gefiillter Ballon aufgesetzt
und das Reaktionsgemisch fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der
Hydrierung wurde das Reaktionsgemisch durch einen Membranfilter (0,45 pm) filtriert und das
Losungsmittel im Anschluss bei 40 °C abrotiert. Zur Entschiitzung der a-Aminogruppe wurden
200 ml 6 M HCl zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 23 h bei 110 °C am Riickfluss erhitzt.
Die Salzsdure wurde nachfolgend an einer Wasserstrahlpumpe bei 40 °C entfernt und das
Produkt iiber Ionenaustauschchromatographie an einem starken Kationenaustauscher
entsprechend nachfolgenden Parametern aufgereinigt.

Tab. 12 Arbeitsschritte zur Aufreinigung der 2-Amino-6-(hexylamino)hexansdure mittels Kationen-
austauschchromatographie

Arbeitsschritt Aufgabe auf Kationenaustauscher
Konditionierung 250 ml 1 M HCl

250 ml1 6 M HCI

250 ml Wasser

Aktivierung 250 ml1 0,1 M HCI

Probenaufgabe  Reaktionsansatz in 20 ml 0,1 M HCI geldst, wovon
jeweils 10 ml auf die Sadule aufgegeben wurden

Elution jeweils 250 ml 0,5 M, 1 M, 1,5M, 2 M, 4 M und 6 M HCI,
Fluss: 2 ml/min

Mittels LC-ESI-MS/MS-Messungen (Kap. 3.10.11) im Scan-Modus zeigte sich, dass das
Produkt in der Fraktion mit 6 M HCI eluierte. Das Sammeln der Fraktionen erfolgte mittels
Fraktionensammler zu jeweils 7 ml, welche schlieBlich vereinigt wurden. Die Salzsdure wurde
mittels Wasserstrahlpumpe bei 40 °C entfernt, das Produkt in Methanol geldst, in ein 15 ml

Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt, mittels Stickstoffstrom evaporiert und gefriergetrocknet.
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Analytische Daten

Abb. 21 Struktur von 2-Amino-6-(hexylamino)hexansédure (N°-Hexyllysin)

2-Amino-6-(hexylamino)hexansiure (N:-Hexyllysin): ESI-MS (positiv mode), m/z 231,2
(M+H"). 'TH NMR (500 MHz, MeOH-d4): § 1,00 (t, 3 H, J= 6,9 Hz, H-12), 1,43 (m, 4 H, H-10,
H-11), 1,48 (m, 2 H, H-9), 1,66 (m, 2 H, H-3A,B), 1,78 (m, 2 H, H-8), 1,86 (m, 2 H, H-2), 2,07
(m, 2 H, H-4A,B), 3,07 (m, 2 H, H-7), 3,10 (m, 2 H, H-1), 4,08 (t, 1 H, J = 6,3 Hz, H-5).
Elementaranalyse: Ci2HasN20> (M = 230,35 g/mol) erfordert C = 62,57 %, H = 11,38 %,
N =12,16 %; gefunden: C = 44,72 %, H= 9,55 %, N = 9,55 %. Chromatographische Reinheit
(HPLC-DAD-ESI-MS/MS nach PITC-Derivatisierung nach Schneider (2002)): 82 %. Reinheit:
64,4 % (N-Verhiltnis, korrigiert). Ausbeute = 93,6 mg (molare Ausbeute = 23,7 %).

Analog wurde ein stabilisotopenmarkierter Standard N*-Hexyllysin-di> dargestellt. Hierfiir
wurden in einen 500 ml Rundkolben 310 mg N*-Acetyl-L-lysin, 75 ul Hexanal-di> und 60 mg
Palladium-Kohlenstoff-Katalysator in 200 ml Methanol vorgelegt und analog des nicht
markierten Standards verfahren. Der Anschluss einer Aufreinigung erfolgte nicht, nachdem
sich anahnd einer Charakterisierung mittels LC-ESI-DAD-MS/MS (Kap. 3.10.11) zeigte, dass
nur geringfiigig Nebenprodukte enthalten waren. Des Weiteren erfolgte keine weitere

Charakterisierung mittels NMR Spektroskopie.

2-Amino-6-(1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,6-dodecadeuteriohexylamino)hexansiure (N#-Hexyl-
lysin-di2): ESI-MS (positiv mode): m/z 243,4 (M+H"). Elementaranalyse: Ci2H14D12N202
(M = 242,44 g/mol) erfordert C = 59,45 %, H= 5,82 %, N = 11,55 %; gefunden: C = 35,68 %,
H =6,75 %, N = 10,17 %. Chromatographische Reinheit (LC-DAD-ESI-MS/MS nach PITC-
Derivatisierung nach Schneider (2002)): 48,7 %. Reinheit: 42,9 % (N-Verhiltnis, korrigiert).
Ausbeute = 300 mg (molare Ausbeute = 96,8 %).
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3.94 Darstellung von 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-
ium-1-yl)hexansdure und 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-4-pentyl-
pyridin-1-ium-1-yl)hexansdure (LHP 1 und LHP 2)

In einem 500 ml Rundkolben wurden 376,5 mg N*Acetyl-L-lysin und 753,3 pl Hexanal in
200 ml Methanol 4 h bei 75 °C unter Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt und 150 ml 6 M HCI zugegeben. Die Entschiitzung der
a-Aminogruppe erfolgte fiir 23 h bei 110 °C unter Riickfluss. Die Salzsdure wurde nachfolgend
mittels einer Wasserstrahlpumpe bei 40 °C entfernt, der Riickstand in 15 ml Methanol gelost
und zur besseren Handhabbarkeit in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Im Anschluss
wurde das Losungsmittel mittels Stickstoffstrom evaporiert und die Reaktionsmischung
gefriergetrocknet. Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels semiprdparativer HPLC mit
nachfolgenden Parametern. Hierzu wurden 20 mg des Reaktionsgemisches in 1 ml Methanol

geldst und nach Membranfiltration (0,45 pm) zur Trennung eingesetzt.

Anlage HPLC-UV, semipréparativ, Knauer, Berlin
Saule Eurospher 100-10 C18 (250 x 16 mm), mit Vorsédule, Knauer, Berlin
Saulentemperatur Raumtemperatur (23 °C)

Injektionsvolumen 1 ml

Detektion 227 nm
Flussrate 3 ml/min
FlieBmittel A: 13 mM Heptafluorbuttersdure in Wasser

B: 13 mM Heptafluorbutterséure in Acetonitril

Trennprogramm

Tab. 13 Trennprogramm LHP 1 und LHP 2 mittels semipriparativer RP-HPLC-UV
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 40
5 40
15 60
30 95
40 95
43 40
53 40

Die Elutionen des LHP 1 und LHP 2 erfolgten hierbei jeweils zwischen 24,7 und 26,7 min und
26,7 und 29,2 min. Die Fraktionen mehrerer Liufe wurden vereinigt, das Losungsmittel bei
40 °C abrotiert und die Produkte gefriergetrocknet.
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Analytische Daten

Abb. 22 Strukturen von (links) 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansdure
(LHP 1) und (rechts) 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-4-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexanséure (LHP 2)

2-Amino-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansdure (LHP 1): ESI-MS
(positiv mode), m/z 391,5 (M"). 'H NMR (600 MHz, MeOH-d4): § 1,05 (dt, 6 H, J = 2,3 Hz,
J=1,2 Hz, H-20, H-24), 1,08 (t, 3 H, J = 7,2 Hz, H-16), 1,52 (m, 6 H, H-15, H-19, H-23),
1,62 (m, 2 H, H-14), 1,75 (m, 8 H, H-8A,B, H-13, H-18, H-22), 2,09 (m, 4 H, H-7, H-9A,B),
2,86 (t,2 H,J=7,9 Hz, H-21),291 (t,2 H,J=7,9 Hz, H-17), 3,14 (t,2 H, J= 7,5 Hz, H-12),
4,08 (t, 1 H, J= 6,4 Hz, H-10), 4,63 (t,2 H, J=7,9 Hz, H-6), 8,32 (s, 1 H, H-1), 8,71 (s, 1 H,
H-4). Elementaranalyse: C24H43N202 (M =391,61 g/mol) erfordert C = 73,61 %, H= 11,07 %,
N = 7,15 %; gefunden: C = 39,68 %, H = 4,40 %, N = 2,80 %. Chromatographische Reinheit
(LC-DAD-ESI/MS/MS): 98,0 %. Anteil des Kations 38,4 % (N-Verhiltnis, korrigiert).
Ausbeute = 47,8 mg (molare Ausbeute = 55,3 %).

2-Amino-6-(3,5-dibutyl-4-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansiure (LHP 2): ESI-MS
(positiv mode), m/z 391,5 (M"). 'H NMR (600 MHz, MeOH-d4): & 1,03 (t, 3 H, J = 7,5 Hz,
H-18), 1,08 (t, 6 H, J= 7,5 Hz, H-13), 1,50 (m, 4 H, H-17), 1,57 (m, 6 H, H-12), 1,59-1,76 (m,
14 H, H-6A,B, H-11, H-15, H-16), 1,99-2,13 (m, 6 H, H-5, H-7), 2,91 (t, 4 H, J= 7,5 Hz, H-10),
2,97 (t, 2 H, J= 7,2 Hz, H-14), 4,06 (t, 1 H, J = 6,4 Hz, H-8), 4,59 (t, 2 H, J = 7,5 Hz, H-4),
8,68 (s, 2 H, H-3). Elementaranalyse: C24H43N202 (M = 391,61 g/mol) erfordert C = 73,61 %,
H = 11,07 %, N = 7,15 %; gefunden: C = 3991 %, H = 4,25 %, N = 2,81 %.
Chromatographische Reinheit (LC-DAD-ESI/MS/MS): 92,8 %. Anteil des Kations 36,5 %
(N-Verhiltnis, korrigiert). Ausbeute = 32,8 mg (molare Ausbeute = 38,0 %).
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3.9.5 Darstellung von 2-Amino-6-[2,4-dideuterio-3,5-bis-
(1,1,2,2,3,3,4,4,4-nonadeuteriobutyl)-6-(2,2,3,3,4,4,5,5,5-no-
nadeuteriopentyl)pyridin-1-ium-1-yl]hexansdure (LHP 1-do)

In einem 100 ml Rundkolben wurden 46,6 mg N®Acetyl-L-lysin und 100 pl Hexanal-di2 in
25 ml Methanol 4 h bei 75 °C unter Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt und 20 ml 6 M HCI zugegeben. Die Entschiitzung erfolgte
fir 23 h bei 110 °C unter Riickfluss. Die HCl wurde nachfolgend mittels einer
Wasserstrahlpumpe bei 40 °C entfernt, der Riickstand in 5 ml Methanol geldst und zur besseren
Handhabbarkeit in ein 15 ml Zentrifugenr6hrchen iberfiihrt. Im Anschluss wurde das
Losungsmittel mittels Stickstoffstrom evaporiert und die Reaktionsmischung gefriergetrocknet.
Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels semipriparativer HPLC mit den in Kapitel 3.9.4
genannten Parametern. Aufgereinigt und nachfolgend charakterisiert wurde hierbei das zuerst
eluierende Produkt LHP 1-dy9. Zusétzlich wurde eine Mischfraktion gesammelt, die sowohl das
LHP 1-dy9 als auch das LHP 2-d9 enthielt und nachfolgend als LHP-d29 bezeichnet wird.
Letztere wurde nicht mittels NMR-Spektroskopie charakterisiert und diente als interner
Standard zur Quantifizierung von LHP 1 und LHP 2 in den Erdnuss- und Inkubationsproben,
da bereits beide Verbindungen enthalten waren. Die fiir die Quantifizierungen eingesetzte
Konzentration an LHP-d29 bezog sich somit auf die Feststoffeinwaage ohne Beriicksichtigung

der tatsdchlichen Reinheit.

Analytische Daten
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Abb. 23 Struktur von 2-Amino-6-[2,4-dideuterio-3,5-bis(1,1,2,2,3,3,4,4,4-nonadeuteriobutyl)-6-
(2,2,3,3,4,4,5,5,5-nonadeuteriopentyl)pyridin-1-ium-1-yl |hexansdure LHP 1-dx9
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2-Amino-6-[2,4-dideuterio-3,5-bis(1,1,2,2,3,3,4,4,4-nonadeuteriobutyl)-6-
(2,2,3,3,4,4,5,5,5-nonadeuteriopentyl)pyridin-1-ium-1-yl|hexansidure (LHP 1-d29): ESI-
MS (positiv mode), m/z 420,6 (M"). '"H NMR (600 MHz, MeOH-d4): & 1,72 (m, 2 H, H-8),
2,08 (m, 6 H, H-7, H-9), 3,10 (s, 2 H, H-12), 4,06 (t, 2 H, J = 6,3 Hz, H-10), 4,62 (t, 2 H,
J=28,2 Hz, H-6). Elementaranalyse: C24H14D290N>02 (M =420,84 g/mol) erfordert C = 68,50 %,
H=3,35 %, N =6,66 %; gefunden: C =38,88 %, H=3,75 %, N =2,88 %. Chromatographische
Reinheit (LC-DAD-ESI/MS/MS): > 99 %. Anteil des Kations 43,2 % (N-Verhiltnis, korrigiert).
Ausbeute = 77,9 mg (molare Ausbeute = 80,9 %).

3.9.6 Darstellung von (Z)- und (E)-2-Amino-6-[4-butyl-3-(pent-1-
enyl)pyridin-1-ium-1-ylhexansdure ((Z)- und (E)-BPP)

In einem 500 ml Rundkolben wurden 376,5 mg N*-Acetyl-L-lysin und 827,0 ul (E)-2-Heptenal
in 200 ml Methanol fiir 4 h bei 75 °C unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abrotieren des
Losungsmittels bei 40 °C erfolgte zur Entschiitzung der Zusatz von 150 ml 6 M HCI und die
Reaktionsmischung wurde fiir 23 h auf 110 °C unter Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde die
HCI an einer Wasserstrahlpumpe bei 40 °C entfernt. Die Aufreinigung des (Z)- und (E)-BPP
erfolgte mittels semipriaparativer HPLC. Hierzu wurden 2 mg des Reaktionsgemisches in 1 ml

Methanol geldst und nach Membranfiltration (0,45 pm) zur Trennung eingesetzt.

Anlage HPLC-UV, semipriparativ, Knauer, Berlin
Saule Eurospher 100-10 C18 (250 x 16 mm), mit Vorsdule, Knauer, Berlin
Saulentemperatur Raumtemperatur (23 °C)

Injektionsvolumen 1 ml

Detektion 227 nm
Flussrate Gradient
FlieBmittel A: 13 mM Heptafluorbuttersdure in Wasser

B: 13 mM Heptafluorbutterséure in Acetonitril

Trennprogramm

Tab. 14 Trennprogramm (Z)- und (E)-BPP mittels semipraparativer RP-HPLC-UV
Zeit [min] FlieBmittel B [%] Fluss [ml/min]

0 25 3
5 25 3
25 50 3
34 50 3
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Zeit [min] FlieBmittel B [%] Fluss [ml/min]

35 50 0,7
55 50 0,7
56 50 3
58 95 3
63 95 3
65 25 3
80 25 3

Die Elutionen des (Z)-BPP und (E)-BPP erfolgten jeweils zwischen 37 und 41 min und 41 und
51 min. Die Fraktionen mehrerer Liufe wurden vereinigt und das Losungsmittel bei 40 °C
abrotiert. Zur Erh6hung der Reinheit wurden die erhaltenen Produkte ein zweites Mal analog

aufgereinigt und im Anschluss gefriergetrocknet.

Analytische Daten
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Abb. 24 Strukturen von (links) 2-Amino-6-[4-butyl-3-[(Z)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-yl]hexansdure
((Z)-BPP) und (rechts) 2-Amino-6-[4-butyl-3-[(E)-pent-1-enyl|pyridin-1-ium-1-ylJhexanséure
((E)-BPP)

2-Amino-6-[4-butyl-3-[(Z)-pent-1-enyl|pyridin-1-ium-1-yl|hexansiure ((Z)-BPP): ESI-
MS (positiv mode), m/z 333,3 (M"). 'H NMR (600 MHz, MeOH-d4): & 0,98 (t, 3H, J= 7,5 Hz,
H-16), 1,04 (t, 3H, J= 7,5 Hz, H-20), 1,51 (m, 2H, H-19), 1,57 (m, 2H, H-15), 1,72 (m, 2H, H-
18), 1,60-1,69 (m, 2H, H-8A,B), 2,03-2,10 (m, 2H, H-9A,B), 2,13 (m, 2H, H-7), 2,19 (q, 2H, J
=17,5 Hz, H-14), 2,96 (t, 2H, J= 7,9 Hz, H-17), 4,05 (t, 1H, J= 6,4 Hz, H-10), 4,67 (t, 2H, J =
7,5 Hz, H-6), 6,24 (dt, 1H, J= 7,5 Hz, J = 11,3 Hz, H-13), 6,60 (d, 1H, J = 11,3 Hz, H-12),
8,02 (d, 1H,J=6,4 Hz, H-5), 8,75 (s, 1H, H-3), 8,81 (d, 1H, J= 6,4 Hz, H-4). Elementaranalyse:
C20H35N202 (M = 333,25 g/mol) erfordert C = 52,74 %, H = 6,09 %, N = 5,13 %; gefunden:
C=39,77 %, H= 3,92 %, N = 3,60 %. Chromatographische Reinheit (HPLC-DAD): > 99 %.
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Anteil des Kations 42,9 % (N-Verhéltnis, korrigiert). Ausbeute = 16,7 mg (molare
Ausbeute = 11,2 %).

2-Amino-6-[4-butyl-3-[(E)-pent-1-enyl]|pyridin-1-ium-1-yl|hexansiure ((E)-BPP): ESI-
MS (positiv mode), m/z 333,3(M"). '"H NMR (600 MHz, MeOH-d4): & 1,06 (t, 3H, J= 7,5 Hz,
H-20), 1,08 (t, 3H,J="7,5 Hz, H-16), 1,53 (m, 2H, H-19), 1,60-1,71 (m, 2H, H-8A,B), 1,66 (m,
2H, H-15), 1,72 (m, 2H, H-18), 2,04-2,09 (m, 2H, H-9A,B), 2,15 (m, 2H, H-7), 2,41 (q, 2H,
J=17,2 Hz, H-14), 3,02 (t, 2H, J= 7,9 Hz, H-17), 4,07 (t, 1H, J = 6,4 Hz, H-10), 4,65 (t, 2H,
J=1,5Hz, H-6), 6,62 (dt, 1H, J= 6,8 Hz, J= 15,8 Hz, H-13), 6,76 (d, 1H, J= 15,8 Hz, H-12),
7,93 (d, 1H,J=6,4 Hz, H-5), 8,71 (d, 1H,J=6,4 Hz, H-4), 9,04 (s, 1 H, H-3). Elementaranalyse:
C20H35N202 (M = 333,25 g/mol) erfordert C = 52,74 %, H = 6,09 %, N = 5,13 %; gefunden:
C=139,24 %, H=2,86 %, N = 3,06 %. Chromatographische Reinheit (HPLC-DAD): 98,1 %.
Anteil des Kations 35,7 % (N-Verhdltnis, korrigiert). Ausbeute = 11,9 mg (molare
Ausbeute = 6,9 %).

3.9.7 Darstellung von 2-Amino-6-(3-methylpyridin-1-ium-1-yl)-
hexansaure (MP-Lysin)

Die Darstellung des MP-Lysins erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit
von Meike Deuber (Deuber, 2015). In einen 500 ml Rundkolben wurden 470 mg N*-Acetyl-L-
lysin, 368 pl Acrolein und 250 ml Methanol vorgelegt und fiir 4 h bei 75 °C unter Riickfluss
gekocht. Nach Entfernen des Methanols mittels Vakuumrotationsverdampfer wurden zur
Entschiitzung 250 ml 6 M HCI zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 23 h bei 110 °C unter
Riickfluss erhitzt. Nach Entfernen der HCI mittels Wasserstrahlpumpe bei 40 °C wurde der
Reaktionsansatz gefriergetrocknet. Die Aufreinigung erfolgte zweistufig mittels semi-
praparativer HPLC mit nachfolgenden Parametern. Zur ersten Aufreinigung wurden 20 mg des
Reaktionsgemisches in 1,0 ml Methanol geldst und nach Membranfiltration (0,45 pm) zur
Trennung eingesetzt. Die vereinigten Fraktionen wurden mittels Vakuumrotationsverdampfer
eingeengt und in 3,0 ml Methanol aufgenommen. Jeweils 300 pl wurden mit 800 ul Methanol

verdiinnt, membranfiltriert (0,45 um) und zur zweiten Reinigung eingesetzt.

Anlage HPLC-UV, semipriparativ, Knauer, Berlin

Saule Eurospher 100-10 C18 (250 x 16 mm), mit Vorsdule, Knauer, Berlin
Saulentemperatur Raumtemperatur (23 °C)

Injektionsvolumen 1 ml

Detektion 267 nm
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Flussrate 1. Reinigung: 2,5 ml/min, 2. Reinigung: 8,0 ml/min

FlieBmittel A: 11 mM Essigsaure und 2 mM Nonafluorpentansdure in Wasser
B: 11 mM Essigsédure und 2 mM Nonafluorpentansidure in Methanol

Trennprogramm

Tab. 15 Trennprogramm der ersten (links) und zweiten Reinigung (rechts) des MP-Lysins mittels
semipréiparativer RP-HPLC-UV

Zeit [min] FlieBmittel B [%] Zeit [min] FlieBmittel B [%]
0 40 0 5

5 40 55 77

45 74 62 77

46 95 63 5

59 95 70 5

60 40

70 40

Die Elution des MP-Lysins erfolgte bei der ersten Reinigung zwischen 20,0 und 35,0 min und
bei der zweiten Reinigung zwischen 34,0 und 36,0 min. Das Losungsmittel wurde mittels
Vakuumrotationsverdampfer entfernt, das Produkt in 1,0 ml Methanol geldst, in ein 2,0 ml-

Probengefal tiberfiihrt, mittels Stickstoffstrom evaporiert und gefriergetrocknet.

Analytische Daten
O
HN U
10 OH
o 8
[N
®
4 | N\ 3
sU 2i
12

Abb. 25 Struktur von 2-Amino-6-(3-methylpyridin-1-ium-1-yl)hexansdure (MP-Lysin)

2-Amino-6-(3-methylpyridin-1-ium-1-yl)hexansiure (MP-Lysin): ESI-MS (positiv mode),
m/z 223,1 (M"). '"H NMR (400,1 MHz, MeOH-d4): & 1,54 (m, 4 H, H-8A,B), 1,95 (m, 4 H,
H-9A,B), 2,05 (m, 2 H, H-7), 2,54 (s, 3 H, H-12), 3,95 (t, 1 H, J=6,2 Hz, H-10), 4,58 (t, 2 H,
J=17,6 Hz, H-6), 7,95 (t, | H, J = 7,6 Hz, H-5), 8,40 (d, 1 H, J= 8,1 Hz, H-1), 8,77 (d, 1 H,
J =59 Hz, H4), 8,85 (s, 1 H, H-3). Elementaranalyse: Ci2Hi9N2O> (M = 223,29 g/mol)
erfordert C = 64,55 %, H = 8,58 %, N = 12,55 %; gefunden: C = 32,73 %, H = 2,66 %,
N = 3,07 %. Chromatographische Reinheit (HPLC-DAD-ESI-MS/MS): > 99 %. Anteil des
Kations: 24,5 % (N-Verhiltnis, korrigiert). Ausbeute = 23,5 mg (molare Ausbeute = 4,2 %).
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3.9.8 Darstellung von 2-Amino-6-(2-pentyl-1H-pyrrol-1-yl)hexan-
saure (2-PPL)

Die Darstellung der 2-Amino-6-(2-pentyl-1H-pyrrol-1-yl)hexansdure erfolgte vierstufig
ausgehend von y-Nonalacton, welches zundchst in Anlehnung an Schwetlick (2004) und
Takeoka et al. (1995) reduktiv mittels Lithiumaluminiumhydrid zum Nonan-1,4-diol gespalten
wurde. Im Anschluss erfolgte eine Oxidation mittels Pyridiniumchlorochromat zum
4-Oxononanal in Anlehnung an Corey & Suggs (1975), welches in einer Paal-Knorr-Pyrrol-
Synthese in Anlehnung an Sayre et al. (1996) mit N®Acetyl-L-lysin zum 2-Pentylpyrrol-
aceteyllysin umgesetzt wurde. Die Entschiitzung der a-Aminogruppe erfolgte anschlieend

mittels basischer Hydrolyse, wodurch das 2-Pentylpyrrollysin (2-PPL) erhalten wurde.

Zur Darstellung des Nonan-1,4-diols wurden in einen 500 ml Dreihalskolben 150 ml THF und
2,6 g Lithiumaluminiumhydrid vorgelegt und im Eisbad gekiihlt. Unter Riithren und weiterem
Kiihlen wurden 12,5 ml y-Nonalacton in 50 ml THF mittels Tropftrichter zugegeben. Im
Anschluss wurde das Eisbad entfernt. Nachdem die Reaktionsmischung Raumtemperatur
erreicht hatte, wurde fiir 3 h unter leichtem Riickfluss erhitzt. Nachdem erneut mittels Eisbad
gekiihlt wurde, erfolgte langsam die Zugabe von eisgekiihltem Reinstwasser bis keine weitere
Wasserstoftbildung mehr beobachtet werden konnte. Die Reaktionsmischung wurde iiber
Nacht tliber wasserfreiem MgSQO4 getrocknet, iiber MgSOy filtriert und das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer bei 40 °C entfernt.

Analytische Daten

Abb. 26 Struktur von Nonan-1,4-diol

Nonan-1,4-diol: '"H NMR (600 MHz, CDCl;): § 0,82 (t, 3H, J = 7,2 Hz, H-9), 1,23 (m, 4 H,
H-7, H-8), 1,37 (m, 4H, H-3, H-6), 1,57 (m, 4H, H-2, H-5), 3,52 (m, 2H, H-1), 3,57 (m, 1H,
H-4). Reinheit: 98,2% (GC-MS). Ausbeute = 8,4473 g (molare Ausbeute = 67,5%).

Zur Darstellung des 4-Oxononanals wurden in einen 500 ml Dreihalskolben 17,0 g
Pyridiniumchlorochromat in 100 ml Dichlormethan suspendiert (Corey & Suggs, 1975). Nach
der Zugabe von 8,4473 g Nonan-1,4-diol in 50 ml Dichlormethan wurde die Reaktion unter
Riihren fiir 2 h bei Raumtemperatur fortgefiihrt, wobei sich die Reaktionsmischung dunkel
verfarbte. Im Anschluss wurden 150 ml Diethylether hinzugegeben und die Reaktionsmischung

tiber MgSOq filtriert. Die Zugabe von Diethylether gefolgt von einem Filtrationsschritt wurde
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so oft wiederholt, bis keine Prézipitation mehr beobachtet werden konnte. Im Anschluss wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 40 °C entfernt und die Aufreinigung des
4-Oxononanals erfolgte mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel 60. Als Eluent kam
Ethylacetat/Hexan (15:85, v/v) zum Einsatz (Sayre et al., 1993). Fraktionen, die 4-Oxononanal
enthielten, wurden mittels GC-MS (EI) identifiziert (siche Kap. 3.10.12), vereinigt und das

Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 40 °C entfernt.

Analytische Daten

Abb. 27 Struktur von 4-Oxononanal

4-Oxononanal: '"H NMR (600 MHz, CDCls): § 0,85 (m, 6H, H-9), 1,26 (m, 9H, H-7, H-8),
1,55 (m, 3H, H-6), 2,43 (t, 2H, J = 7,5 Hz, H-5), 2,71 (m, 4H, H-2, H-3), 9,77 (s, 1H, H-1).
Reinheit: 49,3% (GC-MS). Ausbeute = 2,3225 g (molare Ausbeute = 13,9%).

Zur Darstellung der 2-Amino-6-(2-pentyl-1H-pyrrol-1-yl)hexansdure (2-PPL) wurden in einem
50 ml Rundkolben 1,0 g 4-Oxononanal und 2,0 g N*-Acetyl-L-lysin in 25 ml Acetonitril/Wasser
(1:1, v/v) in einer Paal-Knorr-Pyrrol-Synthese unter Stickstoffatmosphére bei Raumtemperatur
fir 72 h zum 2-Pentylpyrrolacetyllysin umgesetzt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel
durch Evaporieren mittels Stickstoffstrom entfernt. Die Entschiitzung der a-Aminogruppe
erfolgte durch Zugabe von 250 ml einer 2 M NaOH-L6sung und Erhitzen fiir 23 h bei 110 °C
unter Riickfluss. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer bei 60 °C wurde
der Riickstand drei Mal mit jeweils 10 ml Chloroform extrahiert, iiber MgSO4 getrocknet und
iiber MgSOs4 filtriert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer bei 40 °C entfernt. Die
weitere Aufreinigung erfolgte mittels semipriparativer HPLC. Hierzu wurden 25 mg des
Feststoffs in 1,0 ml Methanol aufgenommen und nach Membranfiltration (0,45 um)

entsprechend nachfolgenden Parametern zur Aufreinigung eingesetzt.

Anlage HPLC-UV, semipréparativ, Knauer, Berlin
Saule Eurospher 100-10 C18 (250 x 16 mm), mit Vorsédule, Knauer, Berlin
Saulentemperatur Raumtemperatur (23 °C)

Injektionsvolumen 1,0 ml

Detektion 227 nm
Flussrate 4 ml/min
FlieBmittel A: Wasser

B: Acetonitril
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Trennprogramm

Tab. 16 Trennprogramm 2-PPL mittels semiprdparativer RP-HPLC-UV
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 10
2 10
30 95
40 95
42 10
52 10

Die Elution des 2-PPL erfolgte zwischen 21 und 23 min. Die Fraktionen mehrerer Laufe wurden
vereinigt, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 40 °C entfernt und das Produkt

gefriergetrocknet.

Analytische Daten

0]
H2N 10

Abb. 28 Struktur von 2-Amino-6-(2-pentyl-1H-pyrrol-1-yl)hexansidure (2-PPL)

2-Amino-6-(2-pentyl-1H-pyrrol-1-yl)hexansiure (2-PPL): ESI-MS (positiv mode),
m/z 267,3 (M+H"). 'TH NMR (600 MHz, MeOH-d4): § 0,99 (m, 6H, H-15), 1,44 (m, 6H, H-14,
H-13), 1,51 (m, 5H, H-7), 1,68 (m, 2H, H-12), 1,80 (m, 2H, H-6), 1,98 (m, 2H, H-8a,b), 2,6 (t,
2H,J=17,5 Hz, H-11), 3,56 (t, 1H, J= 6,0 Hz, H-9), 3,91 (t, IH, J= 7,5 Hz, H-5), 5,8 (m, 1H,
J=3,0 Hz, H-2), 6,00 (t, 1H, J= 3,0 Hz, H-3), 6,64 (d, 1H, J= 3,0 Hz, H-4). Elementaranalyse:
Ci5sH26N202 (M = 266,40 g/mol) erfordert C = 67,63 %, H = 9,84 %, N = 10,52 %; gefunden:
C=61,23 %, H=10,94 %, N = 7,90 %. Chromatographische Reinheit (HPLC-DAD-ESI-
MS/MS nach PITC-Derivatisierung nach Schneider (2002)): > 99 %. Reinheit: 75,1 %
(N-Verhiltnis, korrigiert). Ausbeute = 13,7 mg (molare Ausbeute = 4,4 %).
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3.10  Analytische Methoden
3.10.1 Bestimmung des pH-Werts

Die pH-Wert-Bestimmung der Erdnussproben erfolgte im Rahmen der wissenschaftlichen
Abschlussarbeit von Meike Deuber (Deuber, 2015). Hierzu wurden 1,0 g der zerkleinerten
Erdniisse in 50 ml Zentrifugenréhrchen eingewogen, 20 ml Reinstwasser zugegeben und fiir
1 min mittels Ultra-Turrax bei 11200 U/min homogenisiert. Nach Filtration (Whatman 595 %)
erfolgte die pH-Wert-Bestimmung mittels pH-Elektrode.

3.10.2 Proteingehaltsbestimmung
3.10.2.1 Kjeldahl

Die Bestimmung des Rohproteingehalts erfolgte nach der Methode L 06.00-7 der Amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, § 35 Vorlaufiges Tabakgesetz, § 28 b
GenTG (BVL). Die Proben wurden zu jeweils 15 mg Protein eingewogen, mit einer
Spatelspitze Katalysatorgemisch nach Wieninger sowie 10 ml konzentrierter Schwefelsdure
versetzt. Analog wurde ein Blindwert ohne Probeneinwaage angesetzt. Die Aufschliisse
erfolgten in einer Aufschlusseinheit der Firma Biichi. Nachdem die Proben farblos und klar
waren, wurden 10 ml destilliertes Wasser zugesetzt und mit nachfolgenden Parametern an einer
Destillationseinheit der Firma Biichi in einen Erlenmeyerkolben destilliert, in den zuvor 100 ml

destilliertes Wasser vorgelegt wurden:

Vorlage Borsdure 2 % (m/v) 50 ml
Zugabe destilliertes Wasser 15 ml
Zugabe Natronlauge 32 % (m/v) 40 ml

Destillationsdauer 4 min

Die Titration erfolgte im Anschluss mit 0,1 M Schwefelsdure gegen Tashiro-Mischindikator.
Die Berechnung des Proteingehalts P erfolgte unter Einbeziehung des Faktors F 5,3 fiir
Olsamen wie folgt (Matissek et al., 2010):

(a —b)-0,14008 - F

P [%] = £

a Verbrauch an Schwefelsdurelosung (0,1 M) im Hauptversuch in ml
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b Verbrauch an Schwefelsdurelosung (0,1 M) im Blindversuch in ml
0,14008 Umrechnungsfaktor auf mg Stickstoff
F Umrechnungsfaktor zur Errechnung des Proteingehalts

E Probeneinwaage in g

3.10.2.2 BCA-Test

Die Bestimmung des Proteingehalts der LDL-Proben erfolgte mittels BCA-Test unter
Verwendung des Pierce™ BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Life
Technologies, Waltham, MA, USA) im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von
Karl Schaller (Schaller, 2015). Die Kalibrierung erfolgte unter Verwendung einer 2,0 mg/ml
BSA-Losung in 0,01 M PBS-Puffer (pH 7,4) im Bereich von 125 pg/ml bis 2000 pg/ml. Der
PBS-Puffer wurde aus PBS-Tabletten (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies, Waltham,
MA, USA) hergestellt. Als Blindwert diente 0,01 M PBS-Puffer. In eine Mikrotiterplatte
wurden 25 pul der Probelosungen und 200 pl des Arbeitsreagenzes pipettiert und die Absorption

nach 2 h bei Raumtemperatur bei A = 560 nm mittels Mikrotiterplattenlesegerdts gemessen.

3.10.3 FElementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden am Institut flir Anorganische Chemie der Technischen
Universitidt Dresden an einem vario Micro cube (Elementar, Hanau) sowie am Institut fiir
Organische Chemie der Technischen Universitit Dresden, hierbei freundlicherweise von Anke
Peritz, an einem EuroEA 3000 (Eurovector, Mailand) durchgefiihrt. Zur Reinheits-bestimmung
der dargestellten Priparate wurde anhand des Gehalts an theoretisch berechnetem Stickstoff
Nineoreriscn und dem mittels Elementaranalyse bestimmten Gehalt an Stickstoff Npegimm: Uiber

nachfolgende Gleichung der Anteil des Produkts in den Préparaten ermittelt:

N bestimmt

Produktanteil [%] (m/m) = +100 %

Ntheoretisch

Da bei den kationischen Produkten, die als Heptafluorbutyrate isoliert wurden, der Anteil an
Gegenionen nicht bekannt war, erfolgten hierbei die Reinheitsangaben bezogen auf das reine
Kation ohne Gegenion.

Weiterhin diente die Elementaranalyse zur Proteingehaltsbestimmung der modifizierten

Ara h 1-Ansitze. Hierzu wurden jeweils 2,5 mg Substanz zur Bestimmung eingesetzt und {iber
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den erhaltenen Stickstoffgehalt mittels Faktor 5,3 fiir Olsamen (Matissek et al., 2010) der

Proteingehalt berechnet.

3.10.4 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die kernspinresonanzspektroskopischen Messungen wurden am Institut fiir Organische Chemie
der TU Dresden, freundlicherweise von Dr. Margit Gruner und Anett Rudolph, durchgefiihrt.
Die 'H-Spektroskopien wurden hierbei an einem Bruker Avance 600 Spektrometer bei
600,16 MHz und einem Bruker DRX 500 Spektrometer bei 500,13 MHz durchgefiihrt.
B3C-Spektren wurden an einem Bruker DRX 500 Spektrometer bei 150,9 MHz aufgenommen.
Die 2D-Spektren wurden mittels Bruker Avance 600 aufgezeichnet. Des Weiteren erfolgten
Untersuchungen am Institut fiir Anorganische Chemie der TU Dresden, freundlicherweise
durch Sivathmeehan Yogendra. Hierbei wurden 'H-, *C- und 2D-Spektren an einem Bruker
Avance 400 Spektrometer bei 400,13 MHz, beziehungsweise 100,61 MHz aufgenommen. Fiir
die Messungen wurden jeweils 20 mg der zu untersuchenden Substanzen in 750 ul des
entsprechenden deuterierten Losungsmittels gelost.

Folgende 2D-Experimente wurden zur Strukturaufkldrung durchgefiihrt: COSY (correlation
spectroscopy), NOESY (nuclear overhauser enhancement spectroscopy), HSQC (heteronuclear
single quantum coherence) und HMBC (heteronuclear multiple bond correlation). Die
chemischen Verschiebungen (8) wurden in parts per million (ppm) relativ zu den jeweiligen
Referenzsignalen der eingesetzten Losungsmittel (Tab. 17), welche als interne Standards
dienten, angegeben.

Tab. 17 NMR-Spektroskopie, Referenzsignale der eingesetzten Losungsmittel (Gottlieb et al., 1997;
Cambridge Isotope Laboratories)

Losungsmittel 'H B¢
Tetradeuteromethanol (MeOH-d4) 6n=4,78 ppm (s) dc =49,05 ppm
Deuterochloroform (CDCl3) Oou=7,26 ppm (s) oc=77,13 ppm

3.10.5 Hydrolysen
3.10.5.1 Salzsaure Hydrolyse

Fiir die salzsaure Hydrolyse wurden die Proben entsprechend Tab. 18 in Hydrolyseréhrchen

eingewogen und nach Zugabe von 6 M HCl fiir I min mit Stickstoff iiberschichtet. Die fliissigen
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LDL-Proben wurden entsprechend der benétigten Proteinmenge in die Hydrolyserohrchen
pipettiert und vor Zugabe der Salzsiure gefriergetrocknet. Zur Uberpriifung der Vollstindigkeit
der Hydrolyse wurden kommerziell gerdstete Erdnussproben zusitzlich unter Verwendung
analoger Volumina an 8 M, 10 M und 12 M HCI hydrolysiert. Die Hydrolysen erfolgten fiir
23 h bei 110 °C im Sandbad im Trockenschrank. Hieran schloss sich eine Filtration der Proben
durch aschefreie Filter an. Nach der Hydrolyse wurde unter Bertlicksichtigung der Dichte von
6 M HCI (p = 1,09 g/ml) die genaue Konzentration an urspriinglicher Probeneinwaage im
Hydrolysat berechnet. Fiir die Furosinquantifizierung wurde das Hydrolysat direkt auf die SPE
aufgegeben und fiir alle weiteren Quantifizierungen ein Aliquot des Hydrolysats am
Vakuumkonzentrator eingeengt (Tab. 18). Fiir die Quantifizierungen von N*-Hexyllysin und

CML erfolgte vor der Hydrolyse eine Reduktion nach Kap. 3.10.8.

Tab. 18 Einwaagen fiir die salzsaure Hydrolyse und weiterverwendete Aliquote

Analyt Probe Einwaage  Zugabe 6 M Aliquot
[mg] HCI [ml] [ml]
ASA Erdniisse 240 4 0,3
Inkubationsproben 12 4 0,3
LDL 1 (Protein) 1 0,3
Furosin Erdniisse 240 4 0,5
CML Erdniisse 12 mg ? 1,0
LHP 1, LHP 2 Erdniisse 60 4 1,0
Inkubationsproben 12 4 1,0
N*-Hexyllysin Erdniisse 12 mg ? vollstindig
Inkubationsproben 3mg? BW: vollstindig,
sonst 1,5 ml
(Z)-,(E)-BPP Inkubationsproben 12 4 1,0
MP-Lysin Erdniisse 60 4 1,0
Inkubationsproben 2 4 0,2-1,5
LDL Y 0,6 (Protein) 1,5 1,4

Y sowohl nLDL, als auch oxLDL; ? zur Reduktion nach Kapitel 3.10.8

3.10.5.2 Enzymatische Hydrolyse

Die enzymatische Hydrolyse erfolgte nach Henle et al. (1991a). Folgende Enzymldsungen

wurden benotigt:

Pepsin-Losung (frisch hergestellt) 2 mg Pepsin (20 FIP-U) in 1 ml1 0,02 M HCl
Pronase-Losung (frisch hergestellt) 2 mg Pronase E (8000 PU) in 1 ml Tris/HCIl-Puffer
(2M, pH 8,2)
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Aminopeptidase-Losung gebrauchsfertige Suspension, 70,4 U/ml

Prolidase-Losung in Reinstwasser geldst, 100 U/ml

Die Erdnuss- und Erdnussproteinproben wurden zu 2-3 mg Protein in Rollrandschnappdeckel-
gliser eingewogen und mit 1,0 ml einer 0,02 M HCI, der zur Konservierung ein Kristall Thymol
zugesetzt wurde, versetzt. Von den nLDL- und oxLDL-Proben wurden Volumina, die 0,7 mg
Protein entsprachen, in die Rollrandschnappdeckelgldser vorgelegt, gefriergetrocknet und dann
analog verfahren. Nach Zugabe von 50 pl der Pepsin-Losung erfolgte eine Inkubation bei 37 °C
fiir 24 h im Inkubationsschrank. Im Anschluss wurden 250 pl Tris/HCl-Puffer (2 M, pH 8,2)
sowie 50 pl Pronase-Losung zugegeben und die Proben bei 37 °C fiir weitere 24 h inkubiert.
Nach Zugabe von 20 pl Prolidase-Losung sowie 4 nl Aminopeptidase-Losung wurde analog
bei 37 °C fiir 24 h inkubiert und die Proben anschlielend gefriergetrocknet.

3.10.6 Freie Aminosiuren

Zur Bestimmung der freien Aminosduren wurden 1,0 g der zerkleinerten Erdnussproben in
15 ml Zentrifugenréhrchen eingewogen, mit 5,0 ml Reinstwasser versetzt und fiir 2 min mittels
Ultra-Turrax bei 11200 U/min homogenisiert. Zur Extraktion wurden die Proben fiir 15 min bei
65 °C ins Wasserbad gestellt und im Anschluss fiir 10 min bei 10000 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Filtration des Uberstands (Whatman 595 4) wurden 1,5 ml des Filtrats mit
1,5 ml einer 36 %igen TCA-Losung versetzt und fiir 30 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 10000 x g und Raumtemperatur wurde der
Uberstand drei Mal mit jeweils 2,0 ml Diethylether ausgeschiittelt und die organische Phase
jeweils abgenommen und verworfen. Im Anschluss wurden 2,0 ml der wissrigen Phase gefrier-
getrocknet, in 500 pl ASA-Puffer (siehe Kap. 3.10.7) gelost, 1+4 mit ASA-Puffer verdiinnt und
zur ASA nach Kap. 3.10.7 eingesetzt.

3.10.7 Aminosédureanalyse

Die Aminosédureanalyse (ASA) erfolgte nach salzsaurer oder enzymatischer Hydrolyse mittels
Ionenaustauschchromatographie mit Ninhydrin-Nachsdulenderivatisierung nach Henle et al.
(1991b). Hierzu wurden die nach Kap. 3.10.5 erhaltenen salzsauren, beziehungsweise
enzymatischen Hydrolysate in 0,5 ml ASA-Puffer (0,12 M Lithiumcitrat, pH 2,2) geldst, bei
Bedarf verdiinnt, membranfiltriert (0,45 pm) und zur Messung entsprechend nachfolgender

Parameter eingesetzt. Die Messungen wurden freundlicherweise von Dipl.-Ing. (FH) Karla
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Schlosser an der Professur fiir Lebensmittelchemie durchgefiihrt. Bei den Inkubationsproben
nach Kap. 3.6 und Kap. 3.7 wurde Valin als interner Standard angesehen und die Aminoséure-
abnahmen als Valindquivalente bezogen auf das Ausgangsverhéltnis des jeweiligen Blindwerts

entsprechend nachfolgender Gleichung berechnet:

Aminosiaureabnahme [%] = 100% — (M) Frobe
Vall/ grinawert
Anlage Aminosédureanalysator S4300 (SYKAM)
Sdule Kationenaustauschersdule LCA K07/Li (Laserchrom HPLC
Laboratories Ltd., Rochester, England)
Saulentemperatur ~ Gradient, siche Tab. 20
Injektionsvolumen 10 - 100 pl
Detektion 570 nm und 440 nm (Prolin)
Flussrate Puffer 0,45 ml/min
Ninhydrin 0,25 ml/min
Flieimittel A 0,12 M Lithiumcitrat, pH 2,9
B 0,30 M Lithiumcitrat, pH 4,2
C 0,30 M Lithiumcitrat, pH 8,0

D (Regenerierung) 0,50 M Lithiumhydroxid
Trennprogramm

Tab. 19 Trennprogramm fiir die Aminoséureanalyse
Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%] Puffer C [%] Puffer D [%]
0,0 85 15 - -

3,0 85 15 - -
4,0 79 21 - -
21,0 43 57 - -
25,0 43 57 - -
33,0 - 100 - -
39,0 - - 100 -
43,0 - - 77 23
61,0 - - 77 23
61,1 - - - 100
64,1 - - - 100
64,2 85 15 - -
77,2 85 15 - -
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Tab. 20 Aminosdureanalyse, Programm zur Derivatisierung mit Ninhydrin

Zeit [min] Ventil Saulentemperatur [°C]
0,0 30 % Isopropanol in Wasser 42
0,1 Ninhydrin 42
25,0 Ninhydrin 42
40,0 Ninhydrin 60
46,0 Ninhydrin 74
60,0 Ninhydrin 74
61,0 30 % Isopropanol in Wasser 74
71,0 30 % Isopropanol in Wasser 42
201,0 30 % Isopropanol in Wasser 42

3.10.8 Reduktion mit NaBH4

Reduktionen erfolgten zur Identifizierung von Lipierungsprodukten (Kap. 3.5) und zur
Quantifizierung von N*-Hexyllysin (Kap. 3.10.16) und CML (Kap. 3.10.23) in Anlehnung an
Hegele et al. (2008). Hierzu wurden 12 mg der Erdnussproben, 3 mg der Inkubationsproben
beziehungsweise 1,0 ml der methanolischen Inkubationsansitze in ein Hydrolyserdhrchen
eingewogen bzw. pipettiert. Methanolische Losungen wurden zunédchst mittels Stickstoffstrom
zur Trockene eingedampft. Nach Zugabe von 3,0 ml 0,2 M Boraxpuftfer (pH 9,5) und 2,0 ml
einer 1,0 M NaBH4-Losung in 0,1 M NaOH wurden die Proben gevortext und iiber Nacht bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach vorsichtiger Zugabe von 1,0 ml 6 M HCl wurden 5,0 ml
12 M HCI zugegeben, mit Stickstoff iiberschichtet und dann fiir 23 h bei 110 °C im Sandbad

im Trockenschrank hydrolysiert. Im Anschluss erfolgte eine Filtration durch aschefreie Filter.

3.10.9 Fluoreszenzmessung

Die Fluoreszenzmessung des von Xu et al. (1999) beschriebenen Fluorophors 23 (Kap. 2.4.4,
Abb. 17) erfolgte an den mit 4-HNE modifizierten Erdnussprotein- und Ara h 1-Proben. Hierfiir
wurden die nach Kap. 3.10.5 enzymatisch hydrolysierten Probeldsungen verwendet, um
eventuelle fluoreszenzverstirkende Effekte, die im Proteinverband auftreten konnten, zu
vermeiden. Die jeweils in 500 ul ASA-Puffer vorliegenden Probelosungen wurden
entsprechend ihrer Proteineinwaagen auf 0,1 mg Protein/ml mit ASA-Puffer verdiinnt.
Anschliefend wurden 200 pl der Probelosungen auf Mikrotiterplatten aufgetragen und ein
ASA-Puffer-Blindwert mitgefiihrt. Die Messungen erfolgten nach Xu et al. (1999) bei
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Aex = 360 nm und Aem = 430 nm mittels Mikrotiterplattenlesegerit. Die Angabe der Messwerte
erfolgte in Intensitétseinheiten nach Blindwertkorrektur. Nachfolgende Parameter wurden zur

Messung eingesetzt:

Mode Fluorescence top reading
Excitation wavelenth 360 nm
Emission wavelenth 430 nm
Excitation bandwith 9 nm
Emission bandwith 20 nm
Gain 0

Number of flashes 10
Integration time 20 ps

Lag time 0 us
Settle time 0 us
Z-Position (manual) 20000 pm

3.10.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

3.10.10.1 Gradientengele (5-15 % Acrylamid)

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an Laemmli (1970) unter Verwendung eines
Probenpuffers nach Schigger & von Jagow (1987) durchgefiihrt. Die Reduktionen und Alky-
lierungen der Thiolgruppen der Proben erfolgten nach Westermeier (2005), die Anfarbung der
Gele nach Radola (1980). Folgende Losungen wurden bendtigt:

Losungen zur Probenvorbereitung

Probenpuffer, pH 8,0 4,84 g Tris, 0,03 g EDTA, 1,0 g SDS, 13,8 ml Glycerol (87 %ig),
0,01 g Orange G, pH-Wert mittels 6 M HCI eingestellt, auf 50 ml
mit Reinstwasser aufgefiillt

Iodacetamidlosung (frisch) 0,2 g lodacetamid in 1,0 ml Reinstwasser geldst
DTT-Losung (frisch) 0,15 g DTT in 0,2 ml Reinstwasser gelost

Losungen zur Gelherstellung
Acrylamidstammldsung Acrylamid/Bis-Losung 29:1, 40 % (w/v), C = 3,3 % (Serva)

Trenngelpuffer, pH 8,5 19,47 g Tris, 0,16 g SDS, pH-Wert mittels 6 M HCI eingestellt,
auf 50 ml mit Reinstwasser aufgefiillt

Per-Losung (frisch) 430 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1,0 ml Reinstwasser gelost
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Pufferlosungen fiir die Elektrophorese

Anodenpuffer, pH 8,9 121,1 g Tris, pH-Wert mittels 6 M HCI eingestellt, auf 5,0 1 mit
Reinstwasser aufgefiillt

Kathodenpuffer, pH 8,2 12,1 g Tris, 17,9 g Tricin, 1 g SDS, auf 1,0 I mit Reinstwasser

aufgefullt
Lésungen zur Fdarbung
Fixierlosung 200 g Trichloressigsédure, auf 1,0 1 mit Reinstwasser aufgefiillt
Férbelosung 400 mg Coomassie Brillantblau G-250, auf 1,0 1 mit Entférbe-
16sung aufgefiillt
Entfarbelosung Wasser:Methanol:Eisessig (65:25:10, v/v/v)

Eingesetzte Molmassenmarker
AppliChem Protein Marker III: 6,5, 14, 20, 29, 45, 66, 116, 212 kDa
Roti®-Mark Standard: 14, 20, 29, 43, 66, 118, 212 kDa

Gieflen der Gradientengele
Die Herstellung der Gellosungen fiir die Gradientengele (T = 5-15 %, C = 3,3 %) erfolgte
entsprechend Tab. 21.

Tab. 21 SDS-PAGE, Herstellung der Gellosungen

Losung Trenngel schwer Trenngel leicht Spacergel
15 % Acrylamid 5 % Acrylamid 5 % Acrylamid
Glycerol (87 %ig) [ml] 3,065 - -
Trenngelpuffer [ml] 3,120 3,120 3,120
Acrylamidstammldsung [ml] 3,753 1,251 1,251

mit Reinstwasser auf 10 ml auffiillen
Zugabe von jeweils 10 ul TEMED

Das Gieflen der Gradientengele erfolgte mit Hilfe einer Mischkammer im Kiihlraum bei 6 °C
unter Verwendung von vorgekiihlten Gellosungen und Gelkammern. Hierzu wurden jeweils
7 ml der schweren und leichten Gelldsungen in die Mischkammer vorgelegt, mit jeweils 40 pl
Per-Losung versetzt und die Gele unter Riithren der Gellosungen gegossen. Nach einer Standzeit
von jeweils 15 min im Kiihlraum und bei Raumtemperatur wurden die Gele mit Reinstwasser
iiberschichtet und fiir 1 h bei 40 °C zur vollstdndigen Polymerisierung in einen Trockenschrank
gestellt. Nach Abnehmen der Wasserschicht und Einsetzen der Probenkdmme wurde die

Spacergellosung aufgegeben. Die Polymerisierung erfolgte tiber Nacht im Kiihlraum.
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Probenvorbereitung

Zur Probenvorbereitung wurden die Proben entsprechend ihrer Proteingehalte auf 1 mg/ml
eingewogen. Die benétigte Probenmenge wurde zunédchst mit 0,5 ml einer 6 M Harnstofflosung
versetzt, fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt und im Anschluss 0,5 ml Probenpuffer
zugegeben. Zur Reduktion wurden 0,5 ml der Probelosung mit 10 ul DTT-L&sung versetzt, fiir
4 min im siedenden Wasserbad erhitzt, unter flieBendem Wasser abgekiihlt, mit 5 ul DTT-
Losung und 53 pl Todacetamidldsung versetzt und iiber Nacht in den Kiihlschrank bei 4 °C
gestellt.

Elektrophorese
In die Probentaschen wurden jeweils 10 pl der Probelosung und des Markers aufgegeben. Die
Elektrophorese erfolgte vertikal unter Kiihlung auf 10 °C mit nachfolgenden Parametern fiir
zwei Gele:

1. Phase lh 50mA 400V

2. Phase 5h 110mA 800V

Anfiarbung
Zunichst wurden die Gele fiir 20 min in die Fixierlosung gelegt und im Anschluss drei Mal fiir
jeweils 2 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Zur Farbung kamen die Gele fiir 30 min in

die Farbelosung und anschlieend drei Mal fiir jeweils 20 min in die Entfarbeldsung.

Densitometrische Auswertungen erfolgten unter Verwendung der Software TotalLab TL120,
Version 2006¢ (Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle, UK).

3.10.10.2 Isokratische Gele (9 % Acrylamid)

Zur elektrophoretischen Trennung der simuliert verdauten Erdnussproben wurden isokratische
Fertiggele (9 % Vario Gel, Biostep, Burkhardtsdorf) verwendet. Der benétigte Laufpuffer

wurde wie folgt hergestellt:

Laufpuffer, pH 8,5 290,7 g Tris, 286,7 g Tricin und 40 g SDS mit Reinstwasser auf
2,0 1 aufgefiillt

Die Probenvorbereitung erfolgte analog Kap. 3.10.10.1, wobei jeweils 14 ul auf das Gel
aufgetragen wurden. Der Marker wurde zu 7 pl aufgetragen. Mit dem auf 6 °C vorgekiihlten
und 1:20 mit Reinstwasser verdiinnten Laufpuffer wurde sowohl die Kathoden- als auch die
Anodenbox beflillt und die Elektrophorese mit nachfolgenden Parametern fiir 2 Gele
durchgefiihrt:
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1. Phase 0,25h 70mA 80V
2. Phase lh 150mA 180V

Zur Detektion der Banden kamen die Losungen nach Kap. 3.10.10.1 zur Anwendung. Zunéchst
wurden die Gele flir 20 min in die Fixierlosung gelegt und im Anschluss fiir 5 + 5 + 15 min mit
destilliertem Wasser gewaschen. Zur Farbung kamen die Gele fiir 45 min in die Féarbelosung

und anschlieend drei Mal fiir jeweils 15 min in die Entfarbelosung.

3.10.11 Identifizierung von Lipierungsprodukten mittels LC-ESI-
MS/MS

Die nach der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit ausgewidhlten Sekundérprodukten der
Lipidperoxidation (Kap. 3.5) sowie mit Linolsduremethylester unter oxidativen Bedingungen
gebildeten Lipierungsprodukte (Kap. 3.8) wurden mittels LC-ESI-MS/MS zunéchst in
Scanldufen und nachfolgend anhand ihrer charakteristischen Fragmentionen in Produktionen-
scans identifiziert. Hierzu wurden die nach Kap. 3.5 beziehungsweise Kap. 3.8 erhaltenen
Proben entsprechend nachfolgender Parameter und den in Tab. 23 beziehungsweise Tab. 24
angegebenen Parametern der jeweiligen Produktionenscans zur Messung eingesetzt. Die
Scanldufe und Produktionenscans der Acrolein- und MDA- sowie der 4-HNE-Lipierungs-
produkte wurden jeweils im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Meike
Deuber (Deuber, 2015) und Stefanie Pattke (Pattke, 2014) durchgefiihrt.

Anlage LC-ESI-MS/MS, Agilent, Boblingen
Saule Eurospher 100-5 C18 (250 x 3,0 mm), Knauer, Berlin
Sdulentemperatur 30 °C

Injektionsvolumen 5 pl

Detektion MS/MS

Modus 1. Scan (5,1-78 min), positiv mode, scan time
200 ms, Fragmentorspannung 135 V
2. Produktionenscan (siehe Tab. 23 und Tab. 24),
positive mode, scan time 200 ms, Fragmentor-
spannung 135V

Gastemperatur 300 °C

Gasfluss 11 l/min

Zerstdauberdruck 15 psi

Flussrate 0,38 ml/min
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FlieBmittel A: 11 mM Essigsdure und 2 mM Heptafluorbuttersdure in Wasser

B: 11 mM Essigséure und 2 mM Heptafluorbutterséure in Acetonitril
Trennprogramm
Tab. 22 Trennprogramm zur Identifizierung von Lipierungsprodukten mittels LC-ESI-MS/MS
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 2
50 70
65 90
75 90
78
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Tab. 23 LC-ESI-MS/MS-Produktionenscanparameter zur Identifizierung von Lipierungsprodukten nach
Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit ausgewidhlten Sekundarprodukten der Lipidperoxidation

Inkubation mit ~ Lipierungsprodukt m/z Retentions-  Kollisions-

zeit [min] spannung [eV]
Hexanal vor Hydrolyse
Ne&-Hexyl-AcLys 273,2 (M+H") 29,8 15
AcLHP 1 433,3 (M) 49,0 30
AcLHP 2 433,3 (M) 50,9 30
nach Hydrolyse
Ne¢-Hexyllysin 231,1 (M+H") 30,1 15
Né-Hexyllysin-di2 243,1 (M+H") 28,3 15
LHP 1 391,3 (M) 45,0 30
LHP 1-do 420,5 (M) 44,5 20
LHP 2 391,3 (MY) 46,9 30
LHP 2-das 420,5 (M) 46,0 20
Hexanal + AcLHP 1 433,3 (M) 46,4 30
Nonanal AcLHP 2 433,3 (M) 48,3 30
AcLys-2xHex-1xNon 475,4 (M") 53,1-56,5 35
AcLys-1xHex-2xNon 517,4 (MY 59,7 - 63,4 35
AcLys-3xNon 1 559,5 (M) 66,3 40
AcLys-3xNon 2 559,5 (M") 69,8 40
(E)-Hept-2-enal  vor Hydrolyse
(Z)-AcBPP 375,3 (M") 38,3 25
(E)-AcBPP 375,3 (M) 40,0 25
nach Hydrolyse
(Z)-BPP 333,3 (M) 34,5 20
(E)-BPP 333,3 (M) 35,5 20
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Inkubation mit ~ Lipierungsprodukt m/z Retentions-  Kollisions-
zeit [min] spannung [eV]

Acrolein MP-AcLys 264,9 (M) 18,8 20

nach Red. und Hydrolyse

FDP-Lysin 243,1 (M+H") 14,1 15

nach Hydrolyse

MP-Lys 223,1 (M) 16,9 20
Malondialdehyd 2-Acetamido-6-(3- 296,9 (M+H") 14,4 20

formyl-2-hydroxy-2H-

pyridin-1-yl)hexansdure

Net-Propenal-AcLys 243,0 (M+H") 15,7 15
2-Acetamido-6-[(3-(5- 413,0 (M+H") 21,2 30
acetamido-6-hydroxy-6-

oxo-hexyl)iminoprop-1-

enyl)amino]hexansdure

(E)-4-Hydroxy-  vor Hydrolyse

non-2-enal Pyridinium-Derivat 3652 (M") 31,3 25
Schiff’sche Base 327,2 (M+H") 343 20
2-PP-AcLys 309,2 (M+H") 44 4 25
nach Red. und Hydrolyse
red., cycl. Michael- 287,2 (M+H") 28,0 15
Addukt
nach bas. Hydrolyse
2-PPL 267,2 (M+H") 21,7 20

Ac - Acetylgruppe an N*Position; Lys - Lysin; Red./red. — Reduktion/reduziert nach
Kap. 3.10.8; cycl. - cyclisiert; Hex - Hexanal; Non - Nonanal; Hydrolyse - salzsaure Hydrolyse
nach Kap. 3.10.5; bas. Hydrolyse - basische Hydrolyse (2 M NaOH, 23 h, 110 °C)

Tab. 24 LC-ESI-MS/MS-Produktionenscanparameter zur Identifizierung von Lipierungsprodukten nach
Inkubation von N®“Acetyl-L-lysin mit Linolséduremethylester unter oxidativen Bedingungen,
PP - Pentylpyrrol

Lipierungsprodukt m/z Retentionszeit Kollisions-
[min] spannung [eV]

N®-Hexyl-AcLys (nach Reduktion) 272,2 (M+H") 20,0 20

2-Acetamido-6-[(9-methoxy-9-oxo-  359,2 (M+H") 21,4 20

nonyl)amino |hexansédure
(,,N*-Hexyl-AcLys-Analogon”)
2-PP-AcLys 309,2 (M+H") 22,7 20

2-Acetamido-6-[2-(8-methoxy-8-oxo- 395,3 (M+H") 23,6 25
octyl)pyrrol-1-ylThexansdure
(,,2-PP-AcLys-Analogon”)
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3.10.12 Semiquantifizierung fliichtiger Sekundérprodukte in erhitztem
Erdnussol mittels GC-MS (EI)

Die Bestimmungen erfoglten im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Marco
Schindler (Schindler, 2013). Zur Semiquantifizierung fliichtiger Sekundarprodukte, die sich
beim Erhitzen von Erdnussol unter Erdnussrostbedingungen bildeten, wurden 50 g natives,
raffiniertes Erdnussol in einen 500 ml Dreihalskolben eingewogen. Nach der Zugabe von 75 pl
(jeweils 0,45 pmol 1,3-Diethylbenzol und p-Xylol) einer internen Standardldsung, bestehend
aus jeweils 6 mM 1,3-Diethylbenzol und p-Xylol in Dichlormethan, wurde der Kolben im
vorgeheizten Olbad fiir 20 min auf 170 °C erhitzt. Die Temperaturkontrolle des Ols erfolgte
mittels Thermometer. Nach Erreichen der Temperatur wurden die entstandenen fliichtigen
Sekundérprodukte mit Hilfe eines angelegten sanften Luftstroms in eine Gaswaschflasche, die
mit 100 ml Dichlormethan gefiillt war, eingeleitet. Im Anschluss wurde das Dichlormethan am
Rotationsverdampfer bei 46 °C unter Atmosphérendruck auf ein Volumen von 5 ml eingeengt
und hiervon ein Aliquot zur GC-MS-Messung mit nachfolgenden Parametern eingesetzt. Die
Identifizierung erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten und Fragmentmuster

entsprechender Standardsubstanzen.

Anlage GC-MS, Agilent, Boblingen
Saule HP-5MS Kapillarsdule (30,0 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke) mit
Zebron Z-guard Vorsdule (deaktiviert, 5,0 m x 0,25 mm ID), Agilent
Injektor Temperatur 250 °C
Injektionsvolumen 1 ul
Modus pulsed splitless
Auxiliarytemperatur 250 °C
Tragergas Helium
Modus constant flow
Fluss 1,0 ml/min
Detektor MS, Scan-Modus
Detektionsbereich m/z 30 - 300
Solvent delay 5 min
Ionisierung electron impact, 70 eV
Temperatur Quelle 150 °C

Temperatur Quadrupol 230 °C
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Saulenofen Temperatur [°C] Heizrate [°C/min]  Haltezeit [min]
40 0 9
61 3 3
76 3 0
90 6 0
110 20 1
300 30 0

post run time: 3 min bei 300 °C

Die Semiquantifizierung der Analyten erfolgte iiber die Berechnung der relativen Peakfldchen-
anteile mit den zugehdrigen internen Standards (vgl. Tab. 25) durch Verhéltnisbildung der
Analytpeakfliche A4nan: und der Gesamtpeakfliche Agesam: aller Analyten entsprechend nach-
folgender Gleichung.

relativer Peakflachenanteil (%] = Atnalyt . 100 o

gesamt

Tab. 25 Semiquantifizierung fliichtiger Sekundarprodukte - Analyten und zugehdrige interne Standards

Interner Standard mit Siedebereich ! Ausgewertete Analyten
p-Xylol, 137 - 138 °C Hexanal, 2-Hexenal, Heptanal
1,3-Diethylbenzol, 180 - 181 °C 2-Heptenal, Octanal, Nonanal

D Siedebereiche wurden den entsprechenden Sicherheitsdatenblittern enthommen (Sigma-
Aldrich, 2012)

3.10.13 Quantifizierung von Malondialdehyd

Die Quantifizierung von Malondialdehyd erfolgte modifiziert in Anlehnung an eine von
Fenaille et al. (2001) publizierte Methode zur Bestimmung von MDA in Milchpulver im
Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Meike Deuber (Deuber, 2015). Die
Quantifizierung erfolgte mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse unter Verwendung von
MDA-d; als internen Standard.

Freisetzung von MDA und MDA-d:

Die Freisetzung von MDA aus 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (TMP) erfolgte durch Vorlage von
25 mg TMP in einen 10 ml Rundkolben und Zugabe von 6,0 ml 0,1 M HCI. Die Hydrolyse
erfolgte im Wasserbad bei 40 °C fiir 40 min. Die Bestimmung der tatsdchlichen Konzentration

des MDA erfolgte im Anschluss photometrisch bei A = 245 nm unter Verwendung des
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Extinktionskoeffizienten ¢ = 13700 I-(mol-cm)! nach Esterbauer et al. (1991). Die Frei-
setzungsraten betrugen hierbei in der Regel 100 %.

Die Freisetzung von MDA-d> aus 1,1,3,3-Tetracthoxypropan-d, (TEP-d2) und die Bestimmung
der tatsdchlichen Konzentration erfolgten analog unter Vorlage von 9 mg TEP-d» und
Hydrolyse mit 2,0 ml 0,1 M HCI.

Extraktion

Von den zerkleinerten Erdnussproben wurden jeweils 1,0 g in 15 ml Zentrifugenréhrchen
eingewogen und mit 50 pl (800 nmol) einer entsprechend verdiinnten MDA-d>-Ldsung versetzt.
Nach Zugabe von 4,0 ml Reinstwasser und 300 pl einer 3,2 %igen BHT-Losung wurde mittels
Ultra-Turrax fiir 1 min bei 11200 U/min homogenisiert. Die BHT-Losung wurde hierbei durch
Losen von 1,6 g BHT in 50 ml Hexan hergestellt. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fiir
10 min bei 10000 x g und 4 °C. Die wissrige Phase wurde abgenommen und der Riickstand ein
zweites Mal analog extrahiert.

Von den Erdnussdlproben wurden ebenfalls jeweils 1,0 g in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
eingewogen und mit 50 pl einer entsprechend verdiinnten MDA-d>-Losung (23 nmol) versetzt.
Nach Vortexen fiir I min wurden 2,0 ml Reinstwasser und 150 pl der 3,2 %igen BHT-Lsung
zugegeben. Die Extraktion erfolgte durch Vortexen fiir I min. Im Anschluss erfolgte eine
Zentrifugation fiir 5 min bei 5000 x g und 4 °C. Die wissrige Phase wurde abgenommen und
die Extraktion ein zweites Mal analog wiederholt. Zur Entfernung verbleibender Fettriickstinde

wurde die wassrige Phase im Anschluss filtriert (Whatman 595 7%).

Derivatisierung

Zur Herstellung des Derivatisierungsreagenzes wurden 25 mg (Pentafluorphenyl)hydrazin
(PFPH) in 50 ml Reinstwasser im Ultraschallbad gelost. Zur Derivatisierung wurden die
wiassrigen Extrakte der Proben mit jeweils 1,0 ml des Derivatisierungsreagenzes versetzt und
kurz geschiittelt. Die Derivatisierung erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur. Anschlieend
wurden die wissrigen Phasen drei Mal mit jeweils 1,0 ml Hexan extrahiert. Bei den Erdnuss-
proben wurde nach jeder Hexanzugabe fiir 10 min bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Bei
den Olproben wurde nur nach der letzten Hexanzugabe fiir 5 min bei 5000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Nach Vereinigung der jeweiligen Hexanphasen wurden diese im Stickstoffstrom
bei 35 °C getrocknet, der Riickstand in 0,5 ml Hexan aufgenommen und durch Zugabe einer

Spatelspitze Na>xSO4 getrocknet.

GC-MS (EI)
Nach Membranfiltration (0,45 pm) wurde ein Aliquot zur GC-MS (EI)-Messung entsprechend
den unter Kap. 3.10.12 angegebenen Parametern eingesetzt. Davon abgewichene Parameter

sowie die SIM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 26).
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Saule TR-FFAP (30,0 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke), Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA
Detektor MS, SIM-Modus
Solvent delay 6,5 min
Saulenofen Temperatur [°C] Heizrate [°C/min]  Haltezeit [min]
50 0 3
260 20 0

post run time: 3 min bei 240 °C

Tab. 26 MDA-Quantifizierung - Quantifier- und Qualifier-Ionen

Analyt Zeitfenster Quantifier-Ion Qualifier-lon Dwell time
[min] [m/z] [m/z] [ms]

MDA-PFPH 6,5-16,5 234 117 100

MDA-d>-PFPH 6,5 - 16,5 236 117 100

Die Kalibrierungen erfolgten getrennt fiir die Erdnuss- und Erdnussdlproben. Im ersten Fall
wurden 8,0 ml Reinstwasser und im zweiten Fall 4,0 ml Reinstwasser in 15 ml Zentrifugen-
rohrchen vorgelegt, der interne Standard analog der jeweiligen Probenaufarbeitung sowie die
benotigte Menge an MDA-Losung zugesetzt. Die Verdiinnung der MDA-Stammlosung erfolgte
hierbei unter Verwendung von Reinstwasser. Die Derivatisierung wurde analog den Proben
durchgefiihrt. Der Kalibrierbereich lag im Falle der Erdnussproben im Bereich von
0,02-4,5 mM MDA und bei den Erdnussdlproben im Bereich von 2,5-750 uM MDA.

3.10.14 Quantifizierung von Acrolein

Die Quantifizierung von Acrolein erfolgte in Anlehnung an die in Kap. 3.10.13 beschriebene
Methode zur Quantifizierung von MDA im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit
von Meike Deuber (Deuber, 2015). Die Quantifizierung erfolgte unter Verwendung von
(E)-But-2-enal als internem Standard, der sich von Acrolein durch eine zusitzliche Methylen-
gruppe unterscheidet. But-2-enal entsteht natiirlicherweise im Zuge der LPO. Deshalb konnte
es in geringen Mengen im Bereich von 1-2 % der zugesetzten Stoffmenge an 2-Butenal in den
Proben nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde jede Probe zusitzlich ohne Zugabe
des internen Standards aufgearbeitet und die Peakfliche des internen Standards in der

jeweiligen Probe um diese Peakflidche korrigiert.

Extraktion
Die wissrige Extraktion der Erdnuss- und Erdnussdlproben erfolgte nach Kap. 3.10.13. Den

Erdnussproben wurden dabei zuvor jeweils 20 pl (241 nmol) einer in Reinstwasser verdiinnten
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Losung des internen Standards zugegeben und den Erdnussélproben 20 pl (48 nmol) einer
entsprechend verdiinnten Losung. Nach der Extraktion wurden die wissrigen Extrakte der
Erdnussproben membranfiltriert (0,2 pum) und die wéssrigen Extrakte der Erdnussolproben
analog Kap. 3.10.13 filtriert (Whatman 595 '%).

Derivatisierung

Zur Herstellung des Derivatisierungsreagenzes wurden 200 mg o0-(2,3.,4,5,6-Pentafluor-
benzyl)hydroxylaminhydrochlorid (PFBHA-HCI) in 10,0 ml Reinstwasser im Ultraschallbad
gelost. Zur Derivatisierung wurden die wissrigen Extrakte der Proben mit jeweils 300 pl des
Derivatisierungsreagenzes versetzt und kurz geschiittelt. Die Derivatisierung erfolgte fiir 1 h
bei 37 °C im Wasserbad. Die nachfolgende Hexanextraktion und Trocknung erfolgte wie unter

Kap. 3.10.13 beschrieben. Die Riickstdnde wurde anschlieend in 500 pul Hexan aufgenommen.

GC-MS (EI)
Nach Membranfiltration (0,45 pm) wurde ein Aliquot zur GC-MS (EI)-Messung entsprechend
den in Kap. 3.10.12 angegebenen Parametern eingesetzt. Davon abgewichene Parameter sowie

die SIM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 27).

Saule 7ZB-5 Guardian Kapillarsdule (30,0 m + 5,0 m Vorsdule x 0,25 mm ID,
0,25 pm Filmdicke), Phenomenex, Torrance, CA, USA
Detektor MS, SIM-Modus
Solvent delay 8 min
Saulenofen Temperatur [°C] Heizrate [°C/min]  Haltezeit [min]
50 0 3
300 20 0

post run time: 3 min bei 300 °C

Tab. 27 Acrolein-Quantifizierung - Quantifier- und Qualifier-lonen

Analyt Zeitfenster Quantifier-lon Qualifier-lon Dwell time
[min] [m/z] [m/z] [ms]

Acrolein-PFBHA 8,0-9,0 181 251 100

(anti + syn)

But-2-enal-PFBHA 9,0 - 18,5 181 265 100

(anti + syn)

Die Quantifizierungen erfolgten fiir die Erdnuss- und Erdnussdlproben {iiber dieselbe
Kalibrierung. Hierzu wurden 4,0 ml Reinstwasser in 15 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt,
20 pl (48 nmol) einer entsprechend verdiinnten Losung des internen Standards sowie die
benotigte Stoffmenge an Acrolein-Losung zugesetzt. Zur Verwendung kam hierfiir eine
stabilisierte Acroleinstandardlosung (90 %ig, 16,6 M, p,2se.c = 0,839 g/ml, laut Sicherheits-

100



3 Materialien und Methoden

datenblatt). Die Verdiinnungen der Acrolein- und But-2-enal-Stammldsungen erfolgten mit
Reinstwasser. Die Derivatisierung wurde analog den Proben durchgefiihrt. Die Kalibrierung
erfolgte im Bereich von 3-1200 uM Acrolein. Im Falle der Erdnussproben wurde die

abgewichene Zugabe an internem Standard rechnerisch beriicksichtigt.

3.10.15 Quantifizierung von 4-HNE

Extraktion

Die Quantifizierung von 4-HNE in Erdnussol, Erdniissen und LDL erfolgte iiber eine
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse unter Verwendung des hierfiir dargestellten internen
Standards 4-HNE-DMA-d> (Kap. 3.9.2). Die Freisetzung aus dem Dimethylacetal erfolgte nach
Kapitel 3.9.2. Die Quantifizierung von 4-HNE in den LDL-Proben wurde im Rahmen der
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Karl Schaller (Schaller, 2015) durchgefiihrt.

In ein 15 ml Zentrifugenréhrchen wurden 1,0 g der Erdnussdlproben oder der zerkleinerten
Erdniisse eingewogen. Nach Zugabe von 20 pl einer internen Standardlésung von 4-HNE-d; in
Hexan (95 nmol) sowie 10 ml einer 0,1 %igen Ascorbinsdurelosung (m/v), wurden die Proben
fiir 2 min bei 11200 U/min mittels Ultra-Turrax homogenisiert. Im Anschluss wurden die
Proben fiir 10 min bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert und die Uberstinde abgenommen. Die
Extraktion wurde ein zweites Mal nach Zugabe von 10 ml der 0,1 %igen Ascorbinsdureldsung
(m/v) wiederholt. Die vereinigten Uberstinde wurden drei Mal mit jeweils 10 ml Dichlor-
methan fiir jeweils 1 min durch Schiitteln extrahiert und die organischen Phasen jeweils durch
Zentrifugation fiir 2 min bei 10000 x g und 4 °C abgetrennt. Die vereinigten organischen Phasen
wurden filtriert (Whatman, 595 %) und das Losungsmittel bei 30 °C mittels Stickstoffstrom

evaporiert.

Derivatisierung

Der erste Derivatisierungsschritt erfolgte mit PFBHA-HCI. Hierzu wurden 200 pl einer
20 mg/ml PFBHA-HCI-Losung in Wasser (m/v) den evaporierten Proben zugegeben und im
Wasserbad fiir 1 h bei 40 °C erhitzt. Von den LDL-Proben wurde ein Aliquot, 250 pg Protein
enthaltend, in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen vorgelegt, mit 200 pl der PFBHA-HCI-Losung,
250 pl einer 2 mM EDTA-L6sung und 750 pl einer BHT-Losung in Methanol (50 ug BHT/ml
Methanol) in Anlehnung an van Kuijk et al. (1995) versetzt. Nach Zugabe von 0,25 nmol
4-HNE-d> wurde mittels Vortexer homogenisiert und anschlieBend analog den Erdnuss- und
Erdnussélproben im Wasserbad erhitzt. Im Anschluss wurden zu den Erdnuss-, Erdnussol- und
LDL-Proben jeweils 1,3 ml Hexan zugegeben und die Proben mittels Vortexer homogenisiert.

Nach der Zugabe von 100 ul konzentrierter Schwefelsdure entsprechend van Kuijk et al. (1995)
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wurden die Proben erneut mittels Vortexer homogenisiert und fiir 3 min bei 2300 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Hexanphasen wurden daraufhin abgenommen und durch
Zugabe einer Spatelspitze wasserfreiem Na;SO4 getrocknet, membranfiltriert (0,45 pm) und
bei 30 °C mittels Stickstoffstrom evaporiert.

Der zweite Derivatisierungsschritt erfolgte mit N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(BSTFA). Hierzu wurden jeweils 200 ul BSTFA zu den evaporierten Proben pipettiert und fiir

3 h bei Raumtemperatur derivatisiert.

GC-MS (EI)
Ein Aliquot wurde zur GC-MS-Messung mit den unter Kap. 3.10.12 aufgefiihrten Parametern

eingesetzt. Davon abgewichene Parameter sowie die SIM-Parameter sind nachfolgend
angegeben (Tab. 28).

Saule 7ZB-5 Guardian Kapillarsdule (30,0 m + 5,0 m Vorsdule x 0,25 mm ID,
0,25 um Filmdicke), Agilent, Boblingen
Detektor MS, SIM-Modus
Solvent delay 10 min
Saulenofen Temperatur [°C] Heizrate [°C/min]  Haltezeit [min]
100 0 4
300 15 0

post run time: 3 min bei 300 °C

Tab. 28 4-HNE-Quantifizierung - Quantifier- und Qualifier-lonen

Analyt Zeitfenster Quantifier-Ion Qualifier-lon Dwell time
[min] [m/z] [m/z] [ms]

4-HNE-PFBO-TMS 10,0-17,3 242 352 80

(anti + syn)

4-HNE-d>-PFBO-TMS 10,0-17,3 244 352 80

(anti + syn)

Die Quantifizierungen erfolgten jeweils im Bereich von 5-1500 uM 4-HNE unter Verwendung
von 4-HNE in Hexan, welches zuvor aus 4-HNE-DMA nach Kap. 3.9.1 freigesetzt wurde. Im
Falle der Kalibrierung des 4-HNE-Gehalts in den Erdnuss- und Erdnussélproben wurden
jeweils 95 nmol 4-HNE-d> in Hexan, beziehungsweise zur Kalibrierung des 4-HNE in den
LDL-Proben, jeweils 0,25 nmol 4-HNE-d> zu den Kalibierpunkten pipettiert. Nach Evaporieren

des Losungsmittels wurde analog den Proben derivatisiert.
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3.10.16 Quantifizierung von N-Hexyllysin

Die Quantifizierung von N*-Hexyllysin erfolgte mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse in
den Erdnussproben sowie in den nach Kap. 3.6 mit Hexanal modifizierten Erdnussprotein-
extraktproben nach Aufreinigung tiber Festphasenextraktion (SPE) an C-18-Material (Strata
C18-E, 500 mg/3 ml, Phenomenex), (Tab. 29). Auf Grund der Instabilitit, der aus der Reaktion
der e-Aminogruppe des Lysins und Hexanal hervorgehenden Schiff’schen Base, erfolgte vor
der salzsauren Hydrolyse nach Kap. 3.10.5.1 eine Reduktion nach Kap. 3.10.8. und die Quanti-
fizierung anschliefend in Form des N*-Hexyllysins. Im Falle der Erdnussproben wurden die
reduzierten Hydrolysate vollstindig an der Wasserstrahlpumpe bei 40 °C einrotiert, in 3,0 ml
Reinstwasser und 200 pl interner Standardldsung N*-Hexyllysin-di2 (300 mg/ml Reinstwasser)
gelost. Im Falle der Inkubationsproben wurde entsprechend Kap. 3.6, Tab. 11 verfahren. Die

erhaltenen Losungen wurden entsprechend Tab. 29 mittels Festphasenextraktion aufgereinigt.

Tab. 29 Durchfiihrungsschema fiir die Festphasenextraktion zur Quantifizierung von N°-Hexyllysin

Arbeitsschritt Aufgabe auf SPE-Kartusche

Konditionierung | 5 ml Methanol
5 ml Reinstwasser

Probenaufgabe | reduziertes Hydrolysat, Probengefdll zwei Mal
mit jeweils 0,5 ml Reinstwasser nachgespiilt

Waschen 5 ml Reinstwasser

Elution 5 ml 1 M HCI in Methanol (Griissing)

Die Elution erfolgte hierbei in Zentrifugenrohrchen (10 ml). Das Losungsmittel wurde am
Evaporator bei 30 °C mittels Stickstoffstrom abgedampft, die Riickstdnde in 0,2 ml Methanol
und 0,1 ml Reinstwasser aufgenommen, membranfiltriert (0,45 pwm) und entsprechend

nachfolgender Parameter zur Messung eingesetzt (Tab. 30, Tab. 31).

Anlage LC-ESI-MS/MS, Agilent, Boblingen

Saule Zorbax SB-C18 (50 x 2,1 mm), Agilent, Boblingen
Saulentemperatur 30 °C

Injektionsvolumen  Erdnussproben 60 ul

Inkubationsproben 5 ul

Detektion MS/MS
Modus MRM, positive mode
Gastemperatur 300 °C
Gasfluss 11 l/min

Zerstduberdruck 15 psi
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Flussrate 0,25 ml/min
FlieBmittel A: 11 mM Essigsaure und 2 mM Heptafluorbuttersidure in Wasser
B: 11 mM Essigséure und 2 mM Heptafluorbutterséure in Acetonitril
Trennprogramm
Tab. 30 Trennprogramm N°-Hexyllysin mittels LC-ESI-MS/MS
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 2
5 2
22 90
28 90
29

36

Tab. 31 LC-ESI-MS/MS-Parameter zur Quantifizierung von N°-Hexyllysin

Parameter Ne&-Hexyllysin N®-Hexyllysin-di2
Zeitfenster [min] 9,0-19,0
Quantifier Ubergang [m/z] 231,1=>84,1 243,3>84,1
Fragmentorspannung [V] 125 125
Kollisionsspannung [eV] 24 24
Dwell time [ms] 100 100
Qualifier  Ubergang [m/z] 231,1=>130,1 243,3->130,1
Fragmentorspannung [V] 125 125
Kollisionsspannung [eV] 12 12
Dwell time [ms] 100 100

Die Kalibrierung erfolgte im Falle der Erdnussproben im Bereich von 5-120 nM und im Falle
der Inkubationsproben im Bereich von 0,07-15 uM unter Einstellung der gleichen Konzen-
tration an internem Standard N*-Hexyllysin-di2 in den Kalibrierpunkten, die auch in den Proben

vorlag.

3.10.17 Quantifizierung von LHP 1 und LHP 2

Die Quantifizierung von LHP 1 und LHP 2 erfolgte mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse
in den Erdnussproben sowie in den nach Kap. 3.6 mit Hexanal modifizierten Erdnussprotein-
extraktproben. Hierzu wurden zundchst jeweils 1,0 ml der nach Kap. 3.10.5 erhaltenen

salzsauren Hydrolysate am Vakuumkonzentrator bei 37 °C eingeengt. Die Erdnussproben
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wurden im Anschluss in 50 pul Methanol, 150 pl Reinstwasser und 50 pl des internen Standards
LHP-dy9, der sowohl LHP 1-dy9 als auch LHP 2-d»9 enthielt (Mischfraktion, siche Kap. 3.9.5,
ca. 250 pmol/ml Reinstwasser), geldst. Im Falle der Inkubationsproben wurde der Blindwert
analog geldst, die modifizierten Proben allerdings verdiinnt. Hierzu wurden diese zunichst in
100 pl Methanol und 400 pl Reinstwasser gelost. Von dieser Losung wurden 50 pl mit 50 pl
Methanol, 100 pl Reinstwasser und 50 pl interner Standardlosung versetzt. Nach
Membranfiltration (0,45 pm) wurden die Proben entsprechend den in Kap. 3.10.16
angegebenen Parametern zur Messung eingesetzt. Davon abgewichene Parameter sowie die
MRM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 32, Tab. 33).

Injektionsvolumen 60 pl
Trennprogramm

Tab. 32 Trennprogramm LHP 1 und LHP 2 mittels LC-ESI-MS/MS
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 2

5 2

22 51
24 90
30 90
31

37

Tab. 33 LC-ESI-MS/MS-Parameter zur Quantifizierung von LHP 1 und LHP 2

Parameter LHP 1 LHP-dx9 LHP 2
Zeitfenster [min] 16,0 - 19,9 19,9 - 23,0
Quantifier Ubergang [m/z] 391,3>262,3 420,5>291,4 391,3->262,3
Fragmentorspannung [V] 136 136 129
Kollisionsspannung [eV] 25 25 28
Dwell time [ms] 100 100 100
Qualifier ~ Ubergang [m/z] 391,3->84,1 420,5>84,1 391,3->84,1
Fragmentorspannung [V] 136 136 129
Kollisionsspannung [eV] 39 39 39
Dwell time [ms] 100 100 100

Die Kalibrierung erfolgte im Falle der Erdnussproben fiir LHP 1 im Bereich von 0,1-3,5 nM.
Im Falle der Inkubationsproben erfolgte die Quantifizierung des LHP 2 ebenfalls {iber die
LHP 1-Kalibrierung im Bereich von 0,004-80 uM. In den Kalibrierpunkten wurde dabei jeweils
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die gleiche Konzentration an internem Standard LHP-d»9 eingestellt, die auch in den Proben

vorlag.

3.10.18 Quantifizierung von (Z)- und (E)-BPP

Die Quantifizierung von (Z)- und (E)-BPP erfolgte in den nach Kap. 3.6 mit (E)-2-Heptenal
modifizierten Erdnussproteinextraktproben. Hierzu wurden 1,0 ml der nach Kap. 3.10.5
erhaltenen salzsauren Hydrolysate am Vakuumkonzentrator bei 37 °C eingeengt und in 250 ul
Reinstwasser, 200 pl Methanol und 50 pl (1,5 pmol) des internen Standards N-Benzoylglycyl-
L-phenylalanin mit einer Konzentration von 30,6 nM in Methanol:Reinstwasser (50:50, v/v)
gelost. Nach Membranfiltration (0,45 um) wurden die Proben entsprechend den in Kap. 3.10.16
angegebenen Parametern zur Messung eingesetzt. Davon abgewichene Parameter sowie die

MRM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 34).

Injektionsvolumen 10 pl

Trennprogramm entsprach Kap. 3.10.17, Tab. 32

Tab. 34 LC-ESI-MS/MS-Parameter zur Quantifizierung von (Z)- und (E)-BPP

Parameter N-Benzoylglycyl- (Z)-BPP (E)-BPP
L-phenylalanin

Zeitfenster [min] 18,0 - 20,1 20,1 -21,0 21,0-23.5

Quantifier Ubergang [m/z] 327,1-2>166,1 333,3>204,2 333,3->204,2
Fragmentorspannung [V] 80 133 134
Kollisionsspannung [eV] 4 21 21
Dwell time [ms] 300 100 100

Qualifier  Ubergang [m/z] 327,1->105,1 333,3->84,1 333,3->84,1
Fragmentorspannung [V] 80 133 134
Kollisionsspannung [eV] 32 33 30
Dwell time [ms] 300 100 100

Die Quantifizierungen fiir (Z)- und (E)-BPP erfolgten jeweils im Bereich von 0,02-25 uM iiber
eine Matrixkalibrierung. Hierzu wurde analog den Proben das nicht inkubierte Erdnussprotein-
extrakt, in welchem die beiden Lipierungsprodukte nicht nachweisbar waren, sauer
hydrolysiert. Nach FEinengen, L&sen analog den Proben, Zusatz der entsprechenden
Stoffmengen an (Z)- und (E)-BPP sowie Einstellung, der den Proben entsprechenden
Konzentration an internem Standard, wurden die Kalibrierpunkte nach Membranfiltration

(0,45 pm) zur Messung eingesetzt.
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3.10.19 Quantifizierung von MP-Lysin

Die Quantifizierung von MP-Lysin erfolgte in den Erdnussproben, den nach Kap. 3.6 mit
Acrolein modifizierten Erdnussproteinextraktproben sowie den LDL-Proben mittels
Matrixkalibrierung.

Die nach Kap. 3.10.5 erhaltenen eingeengten salzsauren Hydrolysate wurden jeweils in 130 pl
FlieBmittel A, 150 pl FlieBmittel B und 20 ul (3,0 pmol) einer 150 nM internen Standardlosung
N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin in Methanol:Reinstwasser (50:50, v/v) gelost. Nach
Membranfiltration (0,45 pm) wurden die Proben entsprechend den in Kap. 3.10.16
angegebenen Parametern zur Messung eingesetzt. Davon abgewichene Parameter sowie die
MRM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 35, Tab. 36).

Saule Eurospher 100-5 C18 (250 x 3,0 mm) , Knauer, Berlin
Injektionsvolumen  Erdnussproben 50 pul
Inkubationsproben 35 pl
Flussrate 0,38 ml/min
FlieBmittel A: 10 mM Nonafluorpentansdure in Wasser
B: 10 mM Nonafluorpentansiure in Acetonitril

Trennprogramm

Tab. 35 Trennprogramm MP-Lysin mittels LC-ESI-MS/MS
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 2
20 27
25 90
35 90
37
32

Die Kalibrierung erfolgte fiir die Erdnussproben im Bereich von 2-2000 nM {iber eine
Matrixkalibrierung. Hierzu wurden analog den Erdnussproben jeweils 1,0 ml des erhaltenen
salzsauren Probenhydrolysats der nativen Erdniisse eingeengt und unter Zusatz der entsprech-
enden Stoffmengen an MP-Lysin analog den Proben aufgearbeitet. Im Falle der modifizierten
Erdnussproteinextraktproben erfolgte die Kalibrierung im Bereich von 2-3400 nM ebenfalls
iiber eine Matrixkalibrierung. Hierzu wurde jeweils 1,0 ml des salzsauren Hydrolysats des
nativen Erdnussproteinextrakts eingeengt und unter Zusatz der entsprechenden Stoffmengen an
MP-Lysin analog den Proben aufgearbeitet. Nach Membranfiltration wurden die Kalibrier-

punkte zur Messung eingesetzt. Die Kalibrierung der LDL-Proben erfolgte im Bereich von
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10-300 nM. Fiir die Matrixkalibrierung wurde eine den Proben entsprechende Proteinmenge
nLDL zur salzsauren Hydrolyse eingesetzt und nach Zugabe der entsprechenden Stoffmengen
an MP-Lysin analog den Proben aufgearbeitet. Da in den nativen Erdnuss- und nLDL-Proben

MP-Lysin nachweisbar war, erfolgte eine rechnerische Korrektur der Kalibierung.

Tab. 36 LC-ESI-MS/MS-Parameter zur Quantifizierung von MP-Lysin

Parameter N-Benzoylglycyl- MP-Lysin
L-phenylalanin

Zeitfenster [min] 20,0-32,0 20,0-32,0

Quantifier Ubergang [m/z] 327,12>166,1 223,1>84,1
Fragmentorspannung [V] 90 129
Kollisionsspannung [eV] 4 11
Dwell time [ms] 200 100

Qualifier ~ Ubergang [m/z] 327,1->105,1 223,1294,1
Fragmentorspannung [V] 90 129
Kollisionsspannung [eV] 34 20
Dwell time [ms] 200 100

3.10.20 Quantifizierung von 2-PPL

Die Quantifizierung von 2-PPL erfolgte in den Erdnuss-, den nach Kap. 3.6 mit 4-HNE
modifizierten Erdnussproteinextrakt- und den LDL-Proben. Auf Grund der Séurelabilitét
erfolgte die Freisetzung aus dem Proteinverband enzymatisch nach Kap. 3.10.5.

Im Falle der Erdnussproben wurde auf Grund der geringen 2-PPL-Gehalte ein dreifacher
enzymatischer Ansatz gewdhlt. Hierzu wurden 35 mg der Erdnussproben zur enzymatischen
Hydrolyse nach Kap. 3.10.5 eingesetzt und jeweils mit den dreifachen Volumina an Puffern
und Enzymlosungen versetzt. Die gefriergetrockneten Hydrolysate wurden jeweils in 250 pl
Reinstwasser, 80 pl Methanol und 20 pl (0,2 pmol) einer 10 nM internen Standardldsung
N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin in Methanol:Reinstwasser (50:50, v/v) geldst.

Die Quantifizierungen in den mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteinextraktproben erfolgten
im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Diana Kaden (Kaden, 2015) mit dem
einfachen enzymatischen Ansatz. Die Lyophilisate wurden zunéchst in 400 ul Reinstwasser
und 100 pl Methanol gelost. AnschlieBend wurde die 0,1:1-Probe 100-fach und die iibrigen
Proben 500-fach mit Reinstwasser:Methanol (80:20, v/v) inklusive 40 ul (6 pmol) einer 150 nM
internen Standardlosung auf ein Endvolumen von 2,0 ml verdiinnt. Der Blindwert wurde in

390 pul Reinstwasser, 100 pul Methanol und 10 pl interner Standardlosung gelost.
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Die Quantifizierungen in den LDL-Proben erfolgten im Rahmen der wissenschaftlichen
Abschlussarbeit von Karl Schaller (Schaller, 2015) mit dem einfachen enzymatischen Ansatz.
Von den LDL-Proben wurden Probenvolumina in die Rollrandschnappdeckelglidser vorgelegt,
die 2,5 mg LDL-Protein enthielten, und gefriergetrocknet. Die Lyophilisate wurden mit 238 pl
Reinstwasser, 50 pul Methanol und 12 pl (0,74 pmol) einer 61,3 nM internen Standardlosung
versetzt und durch Vortexen homogenisiert.

Nach Membranfiltration (0,45 um) wurden die Proben entsprechend den in Kap. 3.10.16
angegebenen Parametern zur Messung eingesetzt. Davon abgewichene Parameter sowie die

MRM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 37).

Injektionsvolumen  Erdnussproben 60 pul
Inkubationsproben 40 pl
LDL-Proben 50 pul

Trennprogramm entsprach Kap. 3.10.17, Tab. 32

Tab. 37 LC-ESI-MS/MS-Parameter zur Quantifizierung von 2-PPL

Parameter N-Benzoylglycyl- 2-PPL
L-phenylalanin

Zeitfenster [min] 15,5 - 20,6 20,6 - 28.0

Quantifier Ubergang [m/z] 327,1-2>166,1 267,2>204,2
Fragmentorspannung [V] 90 148
Kollisionsspannung [eV] 4 18
Dwell time [ms] 300 100

Qualifier  Ubergang [m/z] 327,1->105,1 267,2->84,1
Fragmentorspannung [V] 90 148
Kollisionsspannung [eV] 34 29
Dwell time [ms] 300 100

Die Kalibrierung erfolgte fiir die Erdnussproben im Bereich von 10-170 nM und fiir die
Inkubationsproben im Bereich von 10-900 nM iiber eine Matrixkalibrierung. Hierzu wurden
die nativen Erdniisse, beziehungsweise das nicht inkubierte, native Erdnussproteinextrakt, in
denen jeweils kein 2-PPL nachweisbar war, analog den Proben enzymatisch hydrolysiert. Nach
Ldsen, entsprechend der Proben, erfolgte der Zusatz der bendtigten Stoffmenge an 2-PPL sowie
die Einstellung, der den Proben entsprechenden Konzentration an internem Standard. Nach
Membranfiltration wurden die Kalibrierpunkte zur Messung eingesetzt. Im Falle der
LDL-Proben wurde, da es sich um ausblickende Untersuchungen handelte, ohne Matrix im
Bereich von 7-60 nM kalibriert.
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3.10.21 Quantifizierung von N*-(2-Furoylmethyl)lysin (Furosin)

Die Quantifizierung des Amadori-Produkts N®-Fruktoselysin in den Erdnussproben erfolgte
nach salzsaurer Hydrolyse (3.10.5) in Form des dabei entstandenen N°*-(2-Furoylmethyl)lysins
(Furosin) in Anlehnung an Resmini et al. (1990). Nach Aufreinigung iiber Festphasenextraktion
(SPE) an C-18-Material (GracePure™ SPE C18-Max 500 mg/3 ml) erfolgte die Detektion
mittels RP-HPLC-DAD. Das Durchfiihrungsschema ist in Tab. 38 dargestellt. Das tatsédchlich
eluierte Volumen wurde durch Differenzwagung der Eluat-Vials vor und nach der Elution unter
Einbeziehung der Dichte von 3 M HCI p = 1,05 g/ml (Kaltofen et al., 1969) berechnet. Die
Kalibrierung erfolgte mit kommerziell erhéltlichem Furosin-Dihydrochlorid. Die Konzentra-
tion der hergestellten Stammlosung (ca. 40 nmol/ml) wurde {iber das Lambert-Beer’sche Gesetz
nach photometrischer Messung bei A = 280 nm unter Einbeziechung des Extinktionskoeffizien-
ten € = 15316 1-(mol-cm)™! berechnet. Die Umrechnung von Furosin in das Amadori-Produkt
Ne-Fruktoselysin erfolgte durch Multiplikation der Stoffmenge an Furosin mit dem Faktor 3,1
nach Krause et al. (2003).

Tab. 38 Durchfiihrungsschema fiir die Festphasenextraktion zur Furosin-Quantifizierung

Arbeitsschritt Aufgabe auf SPE-Kartusche

Konditionierung 5 ml Methanol

10 ml Reinstwasser

Aufgabe Hydrolysat | 0,5 ml

Elution stufenweise mit 3 M HCI: 0,5 ml + 0,5 ml + 1,0 ml + 1,0 ml

Im Anschluss wurden jeweils 1,5 ml der Eluate im Vakuumkonzentrator zur Trockene
eingeengt, in 0,5 ml FlieBmittel A aufgenommen, membranfiltriert (0,45 pm) und entsprechend
nachfolgender Parameter (Tab. 39) zur Messung eingesetzt. Die Kalibrierung erfolgte extern

im Bereich von 1-20 nmol/ml.

Anlage HPLC-DAD, analytisch, Knauer, Berlin

Saule furosine dedicated column, 5 um (4,6 x 250 mm), mit Vorséule,
Grace Davison Discovery Sciences, Alltech Grom GmbH, Rottenburg-
Hailfingen

Saulentemperatur 33°C

Injektionsvolumen 20 pl

Detektion 280 nm
Flussrate 1,2 ml/min
FlieBmittel A: 0,4 % Essigsdure in Reinstwasser (v/v)

B: 0,3 % Kaliumchlorid in FM A (m/v)
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Trennprogramm

Tab. 39 Trennprogramm Furosin mittels HPLC-DAD
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 0
15,5 0
22,5 50
25 50
27
34

3.10.22 Quantifizierung von 6-(2-Formyl-5-hydroxymethylpyrrol-1-
yl)-L-norleucin (Pyrralin)

Die Quantifizierung von Pyrralin in den Erdnussproben erfolgte nach enzymatischer Hydrolyse
(3.10.5) in Anlehnung an Forster et al. (2005). Die Kalibrierung erfolgte iiber einen im Arbeits-
kreis synthetisierten Pyrralin-Standard. Die Konzentration der hergestellten Stammldsung
(ca. 40 nmol/ml) wurde iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz nach photometrischer Messung bei
A = 297 nm unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten & = 14454.4 1-(mol-cm)’!
berechnet. Die gefriergetrockneten enzymatischen Hydrolysate wurden in 0,5 ml des FlieB3-
mittels geldst, membranfiltriert (0,45 pm) und entsprechend nachfolgender Parameter zur

Messung eingesetzt.

Anlage HPLC-DAD, analytisch, Knauer, Berlin
Saule Eurospher 100-5 C18, (125 x 4,6 mm), mit Vorsdule, Knauer, Berlin
Saulentemperatur 30 °C

Injektionsvolumen 20 pl

Detektion 297 nm

Flussrate 1,6 ml/min

FlieBmittel 7,5 mM Natriumpentansulfonat in 10 % Ethanol, pH 3,0, eingestellt mit
Propionsdure

Trennprogramm isokratisch, t =28 min

Die Kalibrierung erfolgte extern im Bereich von 1,5-12 nmol/ml.
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3.10.23 Quantifizierung von N*-Carboxymethyl-L-lysin (CML)

Die Quantifizierung von CML in den Erdnussproben erfolgte mittels Stabilisotopen-
verdlinnungsanalyse nach Delatour et al. (2009) und Hegele et al. (2008) nach Reduktion,
salzsaurer Hydrolyse und Aufreinigung iiber Festphasenextraktion (SPE) an Waters Oasis HLB
6¢cc (200 mg) Kartuschen. Folgende Losungen wurden bendtigt:

Trispuffer, pH 8,2 24,2 g Tris auf 100 ml mit Reinstwasser aufgefiillt
Probenpuffer 37,6 ml 0,02 M HCI, 11,7 ml Trispuffer, 0,7 ml Reinstwasser

Hierzu wurden jeweils 1,0 ml des nach Kap. 3.10.8 erhaltenen salzsauren Hydrolysats im
Vakuumkonzentrator bei 37 °C zur Trockene eingeengt und im Anschluss in 750 pl Proben-
puffer aufgenommen. Zu 345 pl dieser Losung wurden 20 pl (194 pmol) interne Standardldsung
CML-d; (9,7 uM), 100 ul Nonafluorpentansidure (NFPA) und 1035 pl Reinstwasser zugegeben
und zur SPE nach Tab. 40 eingesetzt. Die Elution erfolgte hierbei in 10 ml Zentrifugenréhrchen.

Tab. 40 Durchfiihrungsschema fiir die Festphasenextraktion zur CML-Quantifizierung
Arbeitsschritt Aufgabe auf SPE-Kartusche

Konditionierung 2 ml Methanol

2 ml Methanol:10 mM NFPA (50:50, v/v)
2 x 2 ml 10 mM NFPA

Aufgabe Probeldsung | vollstindig

Waschen 2 x 2 ml 10 mM NFPA
2 ml Methanol:10 mM NFPA (5:95, v/v)
Elution 2 ml Methanol:10 mM NFPA (50:50, v/v)

Im Anschluss wurde das Losungsmittel am Evaporator bei 30 °C abgedampft, der Riickstand
in 200 pl FlieBmittel A aufgenommen, membranfiltriert (0,45 pum) und entsprechend den in
Kap. 3.10.18 angegebenen Parametern zur Messung eingesetzt. Davon abgewichene Parameter,
sowie die MRM-Parameter sind nachfolgend angegeben (Tab. 41, Tab. 42). Die Kalibrierung
erfolgte im Bereich von 20-1000 nM unter Einstellung der gleichen Konzentration an internem

Standard CML-d: in den Kalibrierpunkten, die auch in den Proben vorlag.

Sdulentemperatur 35 °C

Injektionsvolumen 20 pl

Detektion Gastemperatur 350 °C
Zerstduberdruck 35 psi

FlieBmittel A: 10 mM Nonafluorpentansdure in Wasser

B: 10 mM Nonafluorpentansiure in Acetonitril
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Trennprogramm

Tab. 41 Trennprogramm CML mittels LC-ESI-MS/MS
Zeit [min] FlieBmittel B [%]

0 5
15 50
16 85
21 85
23 5
33 5

Tab. 42 LC-ESI-MS/MS-Parameter zur Quantifizierung von CML

Parameter CML CML-d>
Zeitfenster [min] 3,0 - 16,0 min
Quantifier Ubergang [m/z] 205,1->130,1 207,1->130,1
Fragmentorspannung [V] 86 86
Kollisionsspannung [eV] 8 8
Dwell time [ms] 200 200
Qualifier  Ubergang [m/z] 205,1=284,1 207,1>84,1
Fragmentorspannung [V] 86 86
Kollisionsspannung [eV] 8 8
Dwell time [ms] 200 200

3.11  Methoden zur Beurteilung des allergenen Potentials

Die Western Blots und ELISAs wurden am Paul-Ehrlich-Institut (PEI) in Langen im Rahmen
der wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Diana Kaden (Kaden, 2015) und Meike Deuber
(Deuber, 2015) in Zusammenarbeit mit Dr. Masako Toda und Maren Krause auf Grundlage
hausinterner Methoden des PEI durchgefiihrt.

Probenvorbereitung fiir die Western-Blots und ELISAs

Von den modifizierten Proteinextrakten wurden jeweils Losungen von 2 mg Protein/ml in
PBS-Puffer (siche Kapitel 3.11.1) hergestellt. Von diesen Lésungen wurden anschlieBend
500 pl abgenommen und mit PBS-Puffer auf einen Proteingehalt von 1 mg/ml verdiinnt (nicht
zentrifugierte Proben). Die Ausgangslosungen wurden nachfolgend fiir 10 min bei
13000 U/min und 4 °C zentrifugiert und der Proteingehalt im Uberstand mittels Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt (zentrifugierte
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Proben). Die Kalibrierung erfolgte in einem Konzentrationsbereich von 0,02-2,0 mg BSA/ml
PBS-Puffer, hergestellt aus einer 2 mg/ml BSA-Stammldsung in PBS-Puffer. Die Messungen
erfolgten bei einer Wellenldnge von 562 nm mittels Mikrotiterplattenlesegerit SpectraMax
340PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). AnschlieBend wurden die zentrifugierten
Proben mit PBS-Puffer auf einen Proteingehalt von 0,5 mg/ml verdiinnt.

Die nicht zentrifugierten Proben wiesen somit einen Proteingehalt von 1 mg/ml und die

zentrifugierten Proben einen Proteingehalt von 0,5 mg/ml auf.

3.11.1 Western Blots

Nachfolgend sind die fiir die Durchfiihrung des Western Blots bendtigten Reagenzien
aufgefiihrt. Reagenzien, die vom PEI gebrauchsfertig zur Verfiigung gestellt wurden, sind

entsprechend gekennzeichnet.

PBS-Puffer, pH 7,1

SDS-Losung, 10 %ig

Laemmli-Puffer

Trenngelpuffer, pH 8,8

Sammelgelpufter, pH 6,8

Pyronin Y, 1 %ig

APS, 10 %ig
Tris-Glycin-Stammpuffer
Laufpuffer

Transferpuffer

TBS-Puffer, pH 7,4
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8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2PO4 und 1,15 g Na;HPOg4 in
Reinstwasser gelost, pH-Wert mit 1 M HCI eingestellt und
anschlielend mit Reinstwasser auf 1,0 1 aufgefiillt

gebrauchsfertig

10 ml SDS-L6sung, 5,0 ml Glycerol, 4,0 ml 1 M Tris-HCI-Puffer
(pH 6,8, gebrauchsfertig), 3,0 ml Reinstwasser und 0,2 %
Bromphenolblau gemischt

18,2 g Tris in Reinstwasser gelost, pH-Wert mit 12 M HCI
eingestellt und anschlieBend mit Reinstwasser auf 100 ml
aufgefullt

6,1 g Tris in Reinstwasser gelost, pH-Wert mit 12 M HCI
eingestellt und anschlieBend mit Reinstwasser auf 100 ml
aufgefiillt

gebrauchsfertig
gebrauchsfertig
30,2 g Tris und 144 g Glycin in 1,0 | Reinstwasser gelost

100 ml Tris-Glycin-Stammpuffer und 10 ml SDS-Ldsung mit
Reinstwasser auf 1,0 1 aufgefiillt

100 ml Tris-Glycin-Stammpuffer, 1,0 ml SDS-Losung und
200 ml Methanol mit Reinstwasser auf 1,0 1 aufgefiillt

6,057 g Tris und 8,766 g NaCl in Reinstwasser gelost, pH-Wert

mit 25 %iger HCI eingestellt und anschlieend mit Reinstwasser
auf 1,0 1 aufgefiillt
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Als Molmassenmarker wurde SeeBlue Plus2 prestained verwendet: 4, 6, 17, 22, 30, 42, 60, 148,
250 kDa.

Probenvorbereitung

Die nicht zentrifugierten Probelosungen wurden 1:10 mit PBS-Puffer verdiinnt, sodass eine
Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml resultierte. Die zentrifugierten Probelosungen wurden
direkt eingesetzt. Zur Herstellung der Reduktionslésung wurden 210 pl Laemmli-Puffer mit
7 ul 1 M DTT-Losung versetzt und damit die Probeldsungen fiir die SDS-PAGE wie folgt
hergestellt:

nicht zentrifugierte Proben 12,5 ul Probeldsung + 20 pl Laemmli-Puffer
+ 47,5 ul Reinstwasser

zentrifugierte Proben 2,5 pl Probeldsung + 20 pl Laemmli-Puffer
+ 57,5 ul Reinstwasser

Die Proben wurden zur Reduktion fiir 5 min bei 95 °C im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)
erhitzt und anschliefend fiir 1,0 min bei 13000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert.

Die Probelosungen des simulierten gastrointestinalen Verdaus wurden analog 1:10 mit
PBS-Puffer verdiinnt. Von den mit Pepsin verdauten Proteinlésungen wurden jeweils 24 pul
entnommen und mit 8 pl Laemmli-Puffer (ohne DTT) versetzt. Von den mit CorolasePP
verdauten Proteinlosungen wurden jeweils 28 pl entnommen und mit 4 pul Laemmli-Puffer
(ohne DTT) versetzt.

Die Proben wurden im Anschluss ebenfalls fiir 5 min bei 95 °C im Thermomixer erhitzt.

SDS-PAGE
Zum FEinsatz kamen hierbei 13 %ige, isokratische Acrylamidgele. Die Herstellung der Gel-
16sungen erfolgte entsprechend Tab. 43.

Tab. 43 SDS-PAGE fiir Western Blot, Herstellung der Gellosungen

Trenngel Sammelgel

Acrylamidlosung, 30 %ig [ml] 13 2

Trenngel- oder Sammelgelpuffer [ml] 7,5 3,0
Reinstwasser [ml] 9,5 7,0
SDS-Losung [pl] 300 120
Pyronin Y [ul] - 12
TEMED [ul] 30 24
Ammoniumpersulfat (43 %, m/v) [ul] 150 60

Nachdem das Trenngel in der Gelapparatur Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad, Miinchen) gegossen

wurde, erfolgte eine Uberschichtung mit Ethanol. Die Polymerisierung erfolgte bei Raum-
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temperatur. Nach Entfernen des Ethanols wurde das Trenngel gegossen, der Probenkamm

eingesetzt und das Gel zur Polymerisierung fiir 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Zur Elektrophorese wurden jeweils 16 ul der reduzierten Probelosungen beziehungsweise der
unreduzierten Proben aus den Verdauungsansitzen sowie 3,5 pl des Molmassenmarkers
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde anschlieBend bei einer Spannung von 105 V fiir 2 h
durchgefiihrt. Der Endpunkt war erreicht, sobald die Lauffront des Pyronin Y das Ende des
Gels erreicht hatte.

Zur Detektion mittels Coomassie-Brillantblau wurden die Gele im Anschluss drei Mal mit
destilliertem Wasser gespiilt und schlieBlich fiir 1 h mit Farbelosung (GelCode™ Blue Safe
Protein Stain, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) angeférbt. Zur Entfirbung wurde
das Gel iiber Nacht in destilliertes Wasser gelegt.

Blotten
Nach Entnahme der Gele aus der Gelkammer wurden diese fiir 10 min in 30 ml Transferpuffer
dquilibriert. Analog wurde mit den bendtigten Nitrozellulosemembranen, Filterpapieren und

Schwimmen verfahren. Die Stapelreihenfolge des Blottens ist nachfolgend aufgefiihrt:

Schwamm — 2 Filterpapiere — Polyacrylamidgel — Nitrozellulosemembran — 2 Filterpapiere —

Schwamm.

Nach Einfiillen des Transferpuffers in die Kammer erfolgte das Blotten fiir 90 min bei einer
Spannung von 105 V unter Eisbadkiihlung. Durch dreiminiitiges Anfarben der Proteine mit
Ponceau S, erfolgte die Kontrolle des Blottens. Nach Einlegen der Nitrocellulosemembran in
destilliertes Wasser erschienen die geblotteten Proteine rotlich gefarbt. Fiir die anschlieBende

vollstdndige Entfirbung wurde die Membran fiir 5 min in TBS-Puffer gelegt.

Immunchemische Detektion

Folgende Reagenzien wurden fiir die immunchemische Detektion benotigt:

Blockierungspuffer 1,6 g BSA in 80 ml TBS-Puffer gelost und 240 ul Tween 20
zugegeben

TBST-Puffer 50 pl Tween 20 auf 100 ml mit TBS-Puffer verdiinnt

Inkubationspuffer 0,1 g BSA in 100 ml TBST-Puffer gelost

Um unspezifische Bindungsstellen auf den Nitrocellulosemembranen zu blockieren, wurden
diese fiir 1 h in Blockierungspuffer inkubiert. Die Membranen wurden anschlieend zusam-
mengerollt und in 50 ml-Zentrifugenrohrchen mit den Primérantikdrpern iiber Nacht bei 4 °C

auf einem Rollbrett inkubiert. Hierzu wurden von den eingesetzten Patientenseren US 4 und
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US 6 (Tab. 44) jeweils 60 pl mit 540 pl des Inkubationspuffers verdiinnt. Die Ara h 1-
Antikorper wurden 1:10 und die Ara h 2-Antikérper 1:1000 mit Inkubationspuffer verdiinnt.
Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen drei Mal fiir jeweils 10 min mit TBST-Puffer
gewaschen und anschlieBend fiir 4 h mit den Sekundérantikérpern, an die jeweils das Enzym
alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt war, inkubiert. Die zur Verfiigung stehenden Sekundar-
antikorper anti-human-AP, anti-mouse Ara h 1-AP und anti-rabbit Ara h 2-AP wurden vor ihrer
Verwendung 1:750 mit TBST-Puffer verdiinnt. Im Anschluss wurden die Membranen drei Mal
fiir jeweils 5 min mit TBST-Puffer gewaschen. Die Detektion erfolgte nach Zugabe von 20 ml
Detektionslosung (Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit, Bio-Rad, Miinchen), wobei
die Entwicklung auf Sicht erfolgte und nach Auftreten einer Blaufdarbung durch Waschen der

Membran mit Reinstwasser abgestoppt wurde.

Die eingesetzten Patientenseren US 4 und US 6 wurden von PlasmaLab International (Everett,
WA, USA) bezogen. Die Spezifikationen sind in Tab. 44 angegeben. Die Arah 1- und Ara h 2-
Antikorper sowie das Serum PEI 231 eines Nichtallergikers wurden vom Paul-Ehrlich-Institut
in Langen zur Verfiigung gestellt, das Serum FM 007 von Frau Prof. Mahler (Universitéts-

klinikum Erlangen).

Tab. 44 Spezifikationen der eingesetzten Seren US 4 und US 6

Serum US4 US 6

CAP total peanut [kU/ml] 423 66,4

CAP Arah 1 [kU/ml] 81,7 33,9

CAP Arah 2 [kU/ml] 433 39,1
3.11.2 ELISA

Die Durchfiihrung des ELISA wurde in Form eines indirekten ELISA unter Verwendung der
zentrifugierten Probelosungen realisiert. Nachfolgende Reagenzien wurden ergénzend zu den

in Kap. 3.11.1 aufgefiihrten Reagenzien bendtigt.

PBST-Puffer, pH 7,1 50 pl Tween 20 mit PBS-Puffer auf 100 pl aufgefiillt
PBST-Puffer mit 2 % BSA 2,0 g BSA in 100 ml PBST-Puffer gelost

Die bendtigten Seren und Antikorper wurden, wie in Tab. 45 angegeben, mit PBST-Puffer mit
2 % BSA verdiinnt.
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Tab. 45 Verdiinnungen der Seren und Antikdrper fiir den ELISA

Primérantikrper Verdiinnung Sekundéarantikorper Verdiinnung
US 4 1:300 anti-human IgE-HRP 1:3000
US 6 1:150 anti-human IgE-HRP 1:3000
FM 007 1:200 anti-human IgE-HRP 1:3000
Serum 231 1:100 anti-human Igé-HRP 1:3000
Mouse anti-Ara h 1 1:500 anti-mouse [gG-HRP 1:10000
Rabbit anti-Ara h 2 1:30000 anti-rabbit [gG-HRP 1:10000
Coating

Die zentrifugierten Probelosungen wurden auf einen Proteingehalt von 200 ng/ml mit
PBS-Puffer verdiinnt. Jeweils 50 pl der verdiinnten Probelosungen wurden in eine 96-Well-
Platte (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pipettiert und fiir
60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Verwerfen der Probelosungen wurden die Wells
drei Mal mit jeweils 250 ul PBST-Puffer gewaschen, zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen 100 ul PBST-Puffer mit 2 % BSA zugegeben und fiir 60 min bei Raum-

temperatur unter langsamem Schiitteln inkubiert.

Zugabe der Primérantikorper

Jeweils 50 pl der nach Tab. 45 verdiinnten Patientenseren und Antikdrper gegen Ara h 1 und
Ara h 2 wurden in die entsprechenden Wells pipettiert. Zusitzlich wurden 3 Kontrollproben
(anti-human IgE-HRP, anti-mouse IgG-HRP und anti-rabbit I[gG-HRP, jeweils verdiinnt) sowie
eine PBST-Pufferkontrolle mitgefiihrt. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 4 °C. Im
Anschluss wurden die Wells vier Mal mit jeweils 250 ul PBST-Puffer gewaschen.

Zugabe der Sekundirantikorper

Als Sekundirantikorper kamen die nach Tab. 45 verdiinnten anti-human IgE-HRP, anti-mouse
IgG-HRP und anti-rabbit I[gG-HRP zur Verwendung. Nach Zugabe von jeweils 50 pl in die
entsprechenden Wells wurde fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Wells im
Anschluss fiinf Mal mit jeweils 250 pl PBST-Puffer gewaschen.

Detektion

Jeweils 100 pl TMB-Substratlosung (BD Biosciences, Heidelberg) wurden in die Wells
pipettiert und auf Sicht fiir maximal 30 min bei Raumtemperatur entwickelt. Nach Auftreten
einer Blaufarbung wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl 1 N H>SO4 abgestoppt. Die
Auswertung erfolgte mittels ELISA-Reader SpectraMax 340PC (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) bei A =450 nm tiber die Software Soft Max Pro 5.2.
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3.11.3 Simulierter gastrointestinaler Verdau

Die simulierte gastrointestinale Verdauung wurde anhand eines einfachen Modells, welches
sich auf die proteolytischen Verdauungsvorgidnge im Magen und Diinndarm beschréinkte,
durchgefiihrt. Die methodische Grundlage stellte hierbei die Arbeit von Hernandez-Ledesma
et al. (2004) dar, wobei einige Modifizierungen vorgenommen wurden. Die Pepsinaktivitdt
wurde um den Faktor 10 fiir die Erdnussproben (fiir SDS-PAGE) und um den Faktor 50 fiir die
reinen, modifizierten Proteine (flr Western Blots) reduziert. Des Weiteren wurde der
Magenverdau auf 90 min und der Diinndarmverdau auf 60 min verkiirzt, da die M-Zellen der
Peyer-Plaques, welche Peptide resorbieren konnen, bereits nach 16 min Transitzeit erreicht
werden (Eiwegger et al., 2006). Die Corolaseaktivitit wurde im Falle der Erdnussproben
zusidtzlich um den Faktor 10 reduziert. Die modifizierten Erdnussproteinextrakte wurden
hierbei direkt eingesetzt. Die zerkleinerten nativen, gekochten und gerdsteten Erdniisse wurden
zuvor mittels Soxhlet-Extraktion unter Verwendung von Petrolether fiir 6 h entfettet und

anschlieend der Proteingehalt mittels Kjeldahl nach Kap. 3.10.2.1 bestimmt.

Proben in 0,01 M HCIl l6sen (1,0 g/ml)

A 4

Zugabe Pepsinlosung:
6,8 U/mg Protein fiir SDS-PAGE,
1,4 U/mg Protein fiir Western-Blot

v jeweils 100 ul Probenahme nach 5, 10,
Inkubation bei 37 °C fiir 90 min 30 und 90 min; Inaktivierung durch
Zugabe von 100 ul Probenpuffer

A 4

A 4

pH auf 7,5 mit 1 M NaOH erh6hen

A 4

Zugabe Corolaselosung
0,0028 U/mg Protein fiir SDS-PAGE,
0,028 U/mg Protein fiir Western-Blot

jeweils 100 ul Probenahme nach 5, 16

Inkubation bei 37 °C fiir 90 min

Y

und 60 min; Inaktivierung durch

Zugabe von 100 pl Probenpuffer

Abb. 29 Durchfithrungsschema des simulierten gastrointestinalen Verdaus

Die Simulation des Magenverdaus erfolgte durch Losen der Proben (1,0 mg Protein/ml) in
0,01 M HCI (pH 2,0) und Zugabe von Pepsin (3300 U/mg Enzym). Nach Erhéhung des
pH-Werts auf 7,5 durch Zugabe von 1 M NaOH-Losung erfolgte der simulierte

Diinndarmverdau nach Zugabe des Pankreasenzymgemisches Corolase PP (0,71 U/mg Enzym).
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Die Probenahmen erfolgten zu definierten Zeiten und die Inaktivierung der Enzyme durch
Zugabe von Elektrophoresepuffer mit 6 M Harnstoff, welcher analog Kap. 3.10.10 durch
Zugabe von 36,04 g Harnstoff pro 100 ml Puffer hergestellt wurde. Das Durchfiihrungsschema
ist in Abb. 29 dargestellt. Fiir die SDS-PAGE wurden im Falle der Gradientengele
(Kap. 3.10.10.1) jeweils 20 ul und im Falle der isokratischen Gele (Kap. 3.10.10.2) jeweils
14 ul der erhaltenen Probeldsungen aufgetragen. Beziiglich des Western Blots wurde wie unter
Kap. 3.11.1 beschrieben verfahren. Dieser wurde freundlicherweise von Maren Krause am
Paul-Ehrlich-Institut durchgefiihrt.

3.12  Isolierung und in vitro Oxidation von LDL

Die Plasmaproben zur Isolierung des LDL wurden vom Universitéitsklinikum Carl Gustav
Carus, Dresden zur Verfligung gestellt. Hierbei handelte es sich um gepooltes, humanes Plasma
von Plasmaspendern, deren Plasma nicht fiir medizinische Zwecke verwendbar war. Die
Isolierung, Makrophagenaufnahmetests und PCR-Versuche wurden ebenfalls am Universitts-
klinikum Carl Gustav Carus im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Karl
Schaller (Schaller, 2015) in Zusammenarbeit mit Dr. Anja Hofmann und Annika Frenzel
durchgefiihrt. Hierzu fanden hausinterne Methoden Anwendung, die nachfolgend vorgestellt
werden.

Alle Glasgerite, die mit Plasma oder LDL in Kontakt kamen, wurden desinfiziert sowie alle

Losungen und Verbrauchsmaterialien nach Kontakt autoklaviert.

3.12.1 Isolierung

Die LDL-Isolierung erfolgte aus den Plasmaproben mittels Dichtegradienten-Ultrazentri-

fugation. Nachfolgende Reagenzien wurden benotigt:

Dichtemedium 1 (p =1,006 g/ml) 11,4 g NaCl und 0,1 g EDTA in 1,0 1 bidestilliertem
Wasser geldst und 1,0 ml 1 M NaOH zugegeben

Dichtemedium 2 (p = 1,182 g/ml)  124,9 g NaBr mit Dichtemedium 1 auf 500 ml aufgefiillt
Dichtemedium 3 (p=1,120 g/ml) 50 ml Dichtemedium 1 und 92 ml Dichtemedium 2
gemischt

In ein 15 ml Zentrifugenréhrchen (Ultra High Performance, VWR, Darmstadt) wurden 3,0 ml
Plasma vorgelegt und mit 3,0 ml Dichtemedium 1 versetzt. Nach Austarieren auf der Feinwaage
auf 0,01 g wurden die Proben fiir 3 h bei 440000 x g und 18 °C ultrazentrifugiert (Optima
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MAX-XP, Beckman, Brea, CA, USA). Das sich anschlieBend am Miniskus als milchige Schicht
befundene VLDL wurde mittels Pipette entfernt, wobei das abgenommene Volumen pro
Rohrchen 2,5 ml betragen hat. Die in den Rohrchen verbliebenen Losungen wurden vereinigt
und jeweils 3,0 ml in Zentrifugenréhrchen pipettiert. Nach Zugabe von 3,0 ml Dichtemedium 3
und Austarieren wurde analog obigen Bedingungen ultrazentrifugiert und anschlieend das sich
am oberen Meniskus befundene, gelbliche LDL mittels Pipette abgenommen, wobei pro
Rohrchen maximal 1,5 ml abgenommen wurden.

Die Riickstinde wurden jeweils gesammelt und vor ihrer Entsorgung autoklaviert. Das LDL
wurde in Form des vor Oxidation geschiitzten EDTA-LDL oder nach Dialyse in Form des
reinen LDL bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

Die Dialyse (Spectra/Por, MWCO 300 kDa, Carl Roth) erfolgte gegen 0,1 M PBS-Puffer
(pH 7,4), der zuvor aus PBS-Tabletten (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
hergestellt wurde. Vor ihrer Verwendung wurden die Dialyseschlduche fiir 30 min in
bidestilliertes Wasser gelegt sowie der PBS-Puffer fiir 30 min mit Stickstoff gespiilt. Die
Dialyse erfolgte bei 6 °C iiber Nacht unter Riihren gegen 2,0 1 PBS-Puffer, wobei der Puffer
insgesamt drei Mal gewechselt wurde. Das erhaltene native LDL (nLDL) wurde unter
Lichtausschluss bei 4 °C aufbewahrt. Der mittels BCA-Test (Kap. 3.10.2.2) bestimmte
Proteingehalt lag im Bereich von 0,4 mg Protein/ml LDL-Ldsung.

3.12.2 In vitro Oxidation

Fir die in vitro Oxidation wurde das bendtigte Volumen an nLDL in ein 50 ml
Zentrifugenrdhrchen gegeben und das entsprechende Volumen einer 10 mM CuSOs4-Losung
zugegeben, sodass eine Endkonzentration von 50 uM in der Losung erreicht wurde. Diese
wurde in 1,5 ml Probengefdlle aliquotiert und fiir 24 h bei 300 U/min und 37 °C in einem
Thermoschiittler (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Im Anschluss
wurden die Losungen vereinigt und durch Zugabe eines entsprechenden Volumens einer 10 mM
EDTA-Lo6sung eine EDTA-Konzentration von 0,1 M eingestellt. Das oxidierte EDTA-LDL
wurde nach 15 min analog Kap. 3.12.1 dialysiert und das erhaltene oxidierte LDL (oxLDL) bei
4 °C im Kiihlschrank gelagert.

Aufkonzentrierung

Um das erhaltene nLDL und oxLDL aufzukonzentrieren, kamen GroB3enausschlussfilter
(Vivaspin 6 ml, MWCO 300 kDa, Sartorius, Gottingen) zur Verwendung. Die Proben wurden
hierzu in die Filter eingefiillt und fiir 10 min bei 3000 x g und 18 °C zentrifugiert. Die im

Anschluss in den Konzentratoren verbliebenen LDL-Losungen wurden entnommen und bei
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4 °C im Kiihlschrank gelagert. Der nach der Aufkonzentrierung mittels BCA-Test
(Kap. 3.10.2.2) bestimmte Proteingehalt lag im Bereich von 1,5 mg Protein/ml.

3.13  Statistik

Sofern nicht separat vermerkt, sind die Messwerte als arithmetisches Mittel, basierend auf
Zweifachbestimmungen, unter Angabe der zugehorigen Standardabweichungen angegeben.
Diese wurden nach Funk et al. (2005) und Rauscher et al. (1986) aus einer Reihe von n

Zufallsvariablen (x;, x2,..., x,) wie folgt berechnet:

Arithmetisches Mittel X = % Y1 X
n .— )2
Standardabweichung s = Z‘=11§+x)

Die Bestimmungen der Nachweisgrenzen erfolgten nach Kromidas (2000) unter
Zugrundelegung eines Signal/Rausch-Verhiltnisses von 3:1. Die Bestimmungsgrenzen wurden

unter Zugrundelegung eines Signal/Rausch-Verhiltnisses von 5:1 bestimmt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Zusammenhang mit Untersuchungen zum Einfluss der Maillard-Reaktion auf das allergene
Potential von Erdniissen wurden Lysinabnahmen als Folge der Erdnussrostung von bis zu 42 %
festgestellt, wovon allerdings nur 10 % durch die Maillard-Reaktionsprodukte N°-Fruktosyl-
lysin, Pyrralin und N*-Carboxymethyllysin erklarbar waren (Wellner et al. (2012b). Ursédchlich
fiir den hohen Anteil an nicht erkldrbarer Lysinderivatisierung wurden Reaktionen mit
Carbonylverbindungen aus der Lipidperoxidation diskutiert. Hieran ankniipfend wurden in der
vorliegenden Arbeit zundchst fiir die verwendeten Erdnussproben ebenfalls die Amino-
sdurezusammensetzungen sowie das Ausmall der Maillard-Reaktion durch Quantifizierung der

Gehalte an N*-Fruktosyllysin, Pyrralin und N*-Carboxymethyllysin bestimmt.

Um die Bildung fliichtiger Sekundérprodukte der Lipidperoxidation unter konkreten Erdnuss-
rostbedingungen erfassen zu konnen, wurden Methoden fiir die GC-MS (EI) zur Quantifi-
zierung ausgewahlter Sekundirprodukte entwickelt. Hiertiber wurden die Gehalte an Sekundér-
produkten in Erdnussol- und Erdnussproben als Folge der Erhitzung, beziehungsweise Rostung

quantifiziert.

In der Literatur existieren nur sehr wenige quantitative Daten betreffend Gehalte an
Lipierungsprodukten in Lebensmitteln und speziell in Erdniissen. Deshalb wurden anhand von
Inkubationsversuchen mit extrahierten Erdnussproteinen aus ungerdsteten Erdniissen sowie mit
N%Acetyl-L-lysin und ausgewdéhlten Sekundirprodukten die resultierenden Aminosédureab-
nahmen im Proteinverband verfolgt und konkrete Lipierungsprodukte mittels LC-ESI-MS/MS
identifiziert. Nach der Darstellung ausgewihlter Lipierungsprodukte wurden Methoden zur
Quantifizierung in den modifizierten Erdnussproteinen und Erdniissen entwickelt. Hieriiber
konnten die Anteile an den Lysinabnahmen bestimmt, sowie erstmalig die Quantifizierung von

Lipierungsprodukten in nativen und gerdsteten Erdniissen realisiert werden.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Lipierungsreaktionen im
physiologischen Kontext. Da in der Literatur keine Untersuchungen zum Einfluss von
Lipierungsreaktionen auf das allergene Potential von Erdniissen vorliegen, wurden mit gezielt
lipierten Erdnussproteinen Allergenititstests durchgefiihrt. Hierfiir kamen ELISAs und
Western Blots zum Einsatz. Weiterhin wurde der FEinfluss der Lipierung und der
Zubereitungsart auf die Verdaubarkeit anhand simulierter gastrointestinaler Verdauungstests
untersucht sowie ausblickend ausgewihlte Lipierungsprodukte in nativen (nLDL) und in vitro
oxidierten LDL-Proben (oxLLDL) quantifiziert.
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4.1 Aminosdurezusammensetzungen und Ausmal} der Maillard-
Reaktion der Erdnussproben

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Erdnussproben wurden zunichst beziiglich ihrer
Aminosdurezusammensetzungen und ihrer Gehalte an Maillard-Reaktionsprodukten charakte-
risiert. Hierzu wurden ungerdstete Erdniisse (native Erdniisse) mit Schale entsprechend
Literaturangaben bei 170 °C fiir 20 min (Wellner, 2012a; Cong et al., 2008; Beyer et al., 2001;
Brown et al., 1972) und dariiber hinaus auch fiir 40 min gerdstet. Die Rostung fiir 20 min sollte
hierbei einer industriellen Rostung entsprechen und die 40-miniitige Rostung einer weiteren
Verfolgung der Reaktionen in Abhéngigkeit der Rostzeit dienen. Die hierbei erhaltenen
Erdniisse waren im Gegensatz zu den fiir 20 min gerosteten Erdniissen dunkler, wiesen einen

verbrannten Geruch auf und waren nicht mehr verzehrbar.

4.1.1 Aminosidurezusammensetzung

Da es sich bei den Aminosduren Cystein, Histidin, Lysin und Arginin um potentielle
Reaktionspartner fiir nukleophile Reaktionen im Proteinverband handelt, wurden die Gehalte
in Abhéngigkeit der Rostbedingungen mittels Aminosdureanalyse quantifiziert. Die Verfol-
gung der Gehalte der Aminosduren Cystein, Lysin und Arginin erfolgte nach dreistufiger
enzymatischer Totalhydrolyse (eH). Hierdurch konnten auch im Zuge der Rostung entstandene
sdurelabile Aminosdureaddukte mit erfasst werden. Die Quantifizierung der Aminosédure
Histidin erfolgte nach salzsaurer Totalhydrolyse (sH), da nach enzymatischer Hydrolyse
Coelutionen auftraten. Zunichst wurde die Vollstdndigkeit der salzsauren und enzymatischen
Hydrolysen tiberpriift. Hierzu wurden im Falle der salzsauren Hydrolyse kommerziell gerdstete
Erdniisse (Handelsprobe) unter Verwendung von 6 bis 12 M Salzsdure hydrolysiert. Die
Aminosduregehalte wurden jeweils auf die nach Hydrolyse mit 6 M Salzsdure erhaltenen
Gehalte bezogen, die auf mmol/100 g Protein berechnet worden waren. Auf Grund der
Sdurelabilitit des Cysteins wurden neben Histidin, Lysin und Arginin zusitzlich die Gehalte an
Valin mit verglichen (Abb. 30A).Die Aminosdurefreisetzungen lagen hierbei im Bereich von
90-113 %, bezogen auf die Gehalte nach Hydrolyse mit 6 M Salzsdure. Tendenzen in
Abhingigkeit der Sdurestidrke waren nicht zu beobachten. Somit kann festgestellt werden, dass

eine Erhohung der Sdurekonzentration zu keinen erhohten Gehalten an Aminoséuren fiihrt,
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weshalb im Riickschluss die Hydrolyse unter Verwendung von 6 M Salzsdure als vollstindig

angesehen wird.
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Abb. 30 Vergleich der Aminosédurefreisetzungen (A) nach salzsaurer Hydrolyse am Beispiel einer
kommerziellen Erdnussprobe (Handelsprobe) unter Variation der Salzsdurekonzentration, bezogen auf
die Freisetzung nach Hydrolyse mit 6 M HCI sowie (B) nach enzymatischer Hydrolyse der nativen, bei
170 °C gerosteten Erdniisse und der kommerziell gerdsteten Handelsprobe, bezogen auf die Freisetzung
nach salzsaurer Hydrolyse (sH) mit 6 M HCl

Die Methode der enzymatischen Proteinhydrolyse wurde fiir Milchprodukte publiziert
(Henle et al., 1991a), weshalb zunéchst iiberpriift werden musste, ob diese auch fiir Erdniisse
anwendbar war. Weiterhin musste in Betracht gezogen werden, dass die Aminosaurefreisetzung
durch eine enzymatische Hydrolyse in Abhéngigkeit der thermischen Behandlung der Erdniisse
zu unterschiedlichen Freisetzungsraten flihren konnte. Denkbar wére beispielsweise eine
reduzierte enzymatische Freisetzung auf Grund modifizierter Aminosédureseitenketten,
wodurch die Substraterkennung durch die Enzyme eingeschriankt sein konnte. Deshalb wurden
jeweils die nativen, gerdsteten und kommerziell gerdsteten Erdnussproben (Handelsprobe)
untersucht. Da auf Grund der Erdnussrostung sdurelabile Aminosdureseitenketten-
modifizierungen, beispielsweise durch die Bildung von Maillard-Reaktionsprodukten oder
Lipierungsprodukten zu erwarten waren, wurden zur Beurteilung der Aminoséurefreisetzung
die Aminosduren Valin und Leucin ausgewertet. Diese sind nicht durch nukleophile Reaktionen
an ihren Seitenketten modifizierbar. Verglichen wurden jeweils die Gehalte nach enzymatischer
und salzsaurer Hydrolyse (6 M Salzsdure), die hierzu jeweils auf mmol/100 g Protein berechnet
wurden (Abb. 30B). Die Freisetzungsraten lagen hierbei fiir Valin im Bereich von 88-101%
und fiir Leucin im Bereich von 86-97 %. Eine verminderte Freisetzungsrate als Folge der
Rostung war nicht feststellbar. Die enzymatische Aminosédurefreisetzung kann somit als
weitgehend vollstdndig und unabhéingig von der Erdnussprobenart angesehen werden. Somit
war ein Vergleich der Aminosidureabnahmen unterschiedlich gerdsteter Erdnussproben nach

enzymatischer Hydrolyse moglich.
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In Abb. 31 sind die quantifizierten Gehalte der Aminosduren Cystein, Histidin, Lysin und

Arginin in den untersuchten Erdnussproben dargestellt.
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Abb. 31 Aminosduregehalte nativer, bei 170 °C fiir 20 min und 40 min gerdsteter Erdniisse und der
kommerziell gerdsteten Handelsprobe; eH - enzymatische Hydrolyse, sH - salzsaure Hydrolyse

Hierbei war erkennbar, dass es als Folge der Erdnussrostung in Abhédngigkeit der Rostzeit zu
Aminosdureabnahmen kam. Die Gehalte an Cystein wurden als Folge der Rostung fiir 40 min
um 51 % von 9,8 auf 4,8 mmol/100 g Protein, die Gehalte an Lysin um 63 % von 25,6 auf
9,5 mmol/100 g Protein und die Gehalte an Arginin um 20 % von 57,5 auf 45,9 mmol/100 g
Protein reduziert. Der Histidingehalt dnderte sich ausgehend von den nativen zu den fiir 40 min
gerosteten Erdniissen nicht. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass auf Grund der durchgefiihrten
salzsauren Hydrolyse mdglicherweise gebildete sdurelabile Histidin-Addukte nicht erfasst und
somit nicht zu einer moglichen Histidinabnahme beitragen konnten. Im Falle der kommerziell
gerOsteten Erdniisse konnten beziiglich der Aminosdureabnahmen keine Aussagen getroffen
werden, da die Ausgangsgehalte der hierfiir eingesetzten nativen, ungerdsteten Erdniisse nicht
bekannt waren. Allerdings lieB sich diese Probe mit den bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten
Erdniissen vergleichen, wodurch die Rostung im Labormalstab als realititsnah eingestuft
werden kann. Die Reaktivitétsreihenfolge der potentiell reaktiven Aminoséduren innerhalb des

Erdnussproteinverbands lautet somit wie folgt: Lysin > Cystein > Arginin >> Histidin.

Der Summengehalt an freien Aminoséduren, die anhand der nativen Erdniisse bestimmt wurden,
betrug 5,1 mmol/100 g Protein und ist somit mit den Studien von Grimm et al. (1996)
tibereinstimmend. Die Gehalte an freiem Histidin, Lysin und Arginin wurden jeweils zu
220,7 1,7, 369,3 £ 8,1 und 1063,8 + 6,8 pmol/100 g Protein bestimmt. Cystein war in freier
Form nicht nachweisbar. Die Gehalte lagen somit um den Faktor 60-100 niedriger, als die der
proteingebundenen Aminosduren und konnten nur in geringem Umfang zu den in Abb. 31
dargestellten Gehalten der jeweiligen Aminosduren beitragen. Die beobachteten

Aminosdureabnahmen waren deshalb vor allem auf Modifizierungen der proteingebundenen
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Aminosduren zuriickzufiihren. Hinsichtlich der Relevanz zur Beeinflussung des allergenen
Potentials auf Grund posttranslationaler Aminosduremodifikationen sind Modifikationen freier
Aminoséuren irrelevant, da lineare Epitope in der Regel aus 6 bis 15 Aminoséuren bestehen
(Jager et al., 2008; Bannon, 2004; Huby et al., 2000). Zur Mediatorfreisetzung bedarf es
zuséatzlich der Quervernetzung von zwei Antikorpern, wodurch eine Mindestantigengrofle von
30 Aminosduren, entsprechend zirka 3 kDa, angenommen wird (Huby et al., 2000). Diese

Mindestgrofe wird durch Vorliegen freier Aminosduren nicht erreicht.

4.1.2 Maillard-Reaktionsprodukte

Wie in Kap. 4.1.1 gezeigt, kam es als Folge der Erdnussrostung vor allem zur Modifizierung
der proteingebundenen Aminosdure Lysin. Um Aussagen iiber den erkldrbaren Lysinverlust
treffen zu konnen, wurden aus diesem Grund Maillard-Reaktionsprodukte an der e-Amino-
gruppe des Lysins quantifiziert. Als Vertreter der frithen Phase der Maillard-Reaktion wurde
NE&-Fruktosyllysin (Fru-Lys) und als Vertreter der fortgeschrittenen Phase Pyrralin und
Net-Carboxymethyllysin (CML) quantifiziert. Zu beachten ist hierbei, dass CML durch die
Maillard-Reaktion (Belitz et al., 2008) und in Folge der Lipidperoxidation entstehen kann
(Requena et al., 1996). Die Quantifizierung von Fru-Lys erfolgte nach salzsaurer Hydrolyse
mittels RP-HPLC-UV in Form des N®-(2-Furoylmethyl)lysins (Furosin). Pyrralin wurde auf
Grund seiner Séurelabilitit nach enzymatischer Hydrolyse mittels RP-HPLC-DAD und CML
nach Reduktion und salzsaurer Hydrolyse mittels LC-ESI-MS/MS quantifiziert. Die
abgeschitzten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Methoden sind in Tab. 46 und die
quantifizierten Gehalte in den Erdnussproben in Tab. 47 dargestellt.
Tab. 46 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Maillard-Reaktionsprodukt-Analytik, jeweils
angegeben in umol/100 g Protein
Fru-Lys  Pyrralin CML
Nachweisgrenze 26,12 4,35 0,14
Bestimmungsgrenze | 43,54 7,25 0,24

Tab. 47 Gehalte der quantifizierten Maillard-Reaktionsprodukte in den Erdnussproben, jeweils
angegeben in mmol/100 g Protein

Probe Fru-Lys Pyrralin CML

nativ 0,55+0,001 0,010,001 0,01 +0,001
170 °C, 20 min | 0,85 + 0,072 0,27 + 0,001 0,06 + 0,006
170 °C, 40 min | 0,98 + 0,059 0,76 + 0,022 0,12 + 0,004
Handelsprobe | 0,72+ 0,019 0,08 + 0,002 0,02 + 0,004
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Bereits in den nativen Erdniissen konnten Fru-Lys, Pyrralin und CML quantifiziert werden. Die
Gehalte an Saccharose, Glukose und Fruktose betragen in nativen Erdniissen jeweils bis zu
4,4 %, 0,08 % und 0,03 % (Vercellotti et al., 1995). Somit ist es prinzipiell moglich, dass es
bereits wihrend der Trocknung der Erdniisse nach der Ernte durch Authidngen (Bickel-
Sandkotter, 2001; Franke et al., 1988) oder Schwadentrocknung mit nachfolgender Heil3luft-
trocknung (Vercellotti et al., 1995) zur Bildung von Maillard-Reaktionsprodukten kommt. Als
Folge der Rostung kam es vor allem zur Bildung der fortgeschrittenen Reaktionsprodukte
Pyrralin und CML, wohingegen die Gehalte des Friihphasenprodukts Fru-Lys vergleichsweise
langsam anstiegen. Auf Grund des niedrigen Gehalts an Zuckern ist die Bildung von
Friihphasenprodukten, wie beispielsweise Amadori-Produkten, limitiert, wohingegen die
Weiterreaktion zu stabilen Endprodukten (AGEs) begiinstigt wird. Die Lysinblockierung der
Erdnussproben durch Fru-Lys lag im Bereich von 17,3-30,7 mmol/mol Lysin, fiir Pyrralin im
Bereich von 0,3-23,8 mmol/mol Lysin und fiir CML im Bereich von 0,3-3,6 mmol/mol Lysin.
Somit lagen die in der vorliegenden Arbeit quantifizierten Gehalte an Fru-Lys, Pyrralin und
CML in vergleichbaren Gréenordnungen, wie sie von Wellner et al. (2012b) quantifiziert
wurden. Auch Scheijen et al. (2016) bestimmten in Handelsproben mit 0,02 mmol CML/100 g
Protein analoge Gehalte wie in der vorliegenden Arbeit. Die kommerzielle Probe wies
vergleichbare Gehalte an Fru-Lys auf, wie die fiir 20 min gerdstete Erdnussprobe, wohingegen
die Gehalte an Pyrralin und CML um den Faktor drei niedriger lagen. Ursédchlich hierfiir konnte
eine industrielle Rostung bei etwas niedrigeren Temperaturen als 170 °C gewesen sein,

wodurch eine Weiterreaktion des Frithphasenprodukts nicht im Vordergrund stand.

In Abb. 32 ist der innerhalb der Erdnussrdstreihe durch die quantifizierten Maillard-
Reaktionsprodukte erkldrbare Lysinverlust dargestellt. Hierbei ergab sich der Lysinverlust aus

der Differenz der Lysingehalte der gerdsteten Erdnussproben zu den nativen Erdniissen.
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Abb. 32 Absoluter Lysinverlust und Summe der quantifizierten Maillard-Reaktionsprodukte in den bei
170 °C fiir 20 und 40 min gerosteten Erdniissen bezogen auf die nativen Erdniisse

128



4 Ergebnisse und Diskussion

Der durch die quantifizierten Maillard-Reaktionsprodukte erkldrbare Lysinverlust lag bei den
fiir 20 min gerdsteten Erdniissen bei 14 % und bei den fiir 40 min gerdsteten Erdniissen bei 9 %.
Somit konnte nur ein geringer Anteil des beobachteten Lysinverlusts durch die quantifizierten
Maillard-Reaktionsprodukte erkldrt werden, wobei der nicht erkldrbare Lysinverlust in
Abhingigkeit der Rostzeit zunahm. Die hier erhaltenen Ergebnisse entsprechen den
Ergebnissen von Wellner et al. (2012b), die nach 20-miniitiger Rostung 10 % des Gesamtlysin-
verlusts durch Quantifizierung der gleichen Maillard-Reaktionsprodukte erkldren konnten. Als
mogliche Ursache diskutierten Wellner et al. (2012b) die Bildung nicht erfasster Maillard-
Reaktionsprodukte wie beispielsweise Crosslink-Produkten oder hochmolekularen Melanoidi-
nen. Weitere Moglichkeiten konnten auf Grund des hohen Fettgehalts der Erdniisse von 48 %
(Souci et al., 2008) und des hohen Anteils an ungesittigten Fettsduren von 85 % (Maguire et al.,
2004) Reaktionen im Zusammenhang mit der Lipidperoxidation darstellen (Wellner et al.,
2012b). Schon in den 1960er Jahren konnten Roubal & Tappel (1966) beobachten, dass eine
wissrige Inkubation von peroxidiertem Ethylarachidonat mit y-Globulin bei 37 °C zu einem
Ausfallen des Proteins und einem Lysinverlust von 59 % fiihrte. Urséchlich hierfiir konnen
Radikalreaktionen als auch Reaktionen mit Sekundirprodukten der Lipidperoxidation sein
(Gardner, 1979). Werden die Radikalreaktionen betrachtet, so konnen die nach Kap. 2.3.1 in
Anwesenheit von Metallionen gebildeten Fettsdurehydroperoxy- und Fettsdurehydroxyradikale
mit Proteinen weiterreagieren, wodurch es nach Gardner (1979) zur Radikalbildung an den

Aminosdureseitenketten kommen kann (Abb. 33).

Protein-H + ROz. —» Protein®+ ROOH
Protein-H + RO® — Protein®+ ROH

Abb. 33 Reaktionen von Fettsdurehydroperoxy- und Fettsdurehydroxyradikalen mit Proteinen nach
Gardner (1979)

In wissriger Losung oder bei hohen Wasseraktivititen kommt es als Folge bevorzugt zur
Bildung von Protein-Crosslinks, wohingegen in trockenen Systemen Proteinspaltungen im
Vordergrund stehen (Gardner, 1979). Vorstellbar ist, dass letztgenannter Fall fiir Erdniisse, die
im ungerdsteten Zustand einen Wassergehalt von 5,2 % aufweisen (Souci et al., 2008),
relevanter sein konnte. Ein indirekter Nachweis einer ablaufenden Lipidperoxidation erfolgte
durch den Nachweis fliichtiger Sekundirprodukte in Olen, welche aus gerdsteten Erdniissen
gewonnen wurden (Liu et al., 2011; Chetschik et al., 2008; Brown et al., 1972). Somit besteht
die Moglichkeit, dass es zu Reaktionen dieser Sekundérprodukte mit Aminoséureseitenketten
der Erdnussproteine kommen kann, wodurch ein Teil des bisher nicht erklérbaren Lysinverlusts

beim Erdnussrosten erklart werden konnte.
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4.1.3 Fazit

Die Aminoséurefreisetzungsraten der salzsauren Hydrolyse unter Verwendung von 6 M
Salzsdure sowie der dreistufigen enzymatischen Hydrolyse konnten im Falle der Erdnussproben
als vollstindig eingestuft werden. Die Reaktivititsreihenfolge der potentiell reaktiven
Aminosduren wahrend der Erdnussrostung lautete: Lysin > Cystein > Arginin >> Histidin.
Hierbei wurden Lysinmodifikationen bis maximal 62 % verzeichnet, wovon im Falle der fiir
20 min gerosteten Erdniisse allerdings nur 14 % und im Falle der fiir 40 min gerdsteten Erdniisse
9 % durch die Maillard-Reaktionsprodukte N*-Fruktosyllysin, Pyrralin und N*-Carboxymethyl-
lysin erkldrt werden konnten. Die Ergebnisse von Wellner et al. (2012b) wurden somit bestétigt.
Auf Grund des hohen Fettanteils der Erdniisse von 48 % (Souci et al., 2008) und des hohen
Anteils an ungesittigten Fettsduren von 85 % (Maguire et al., 2004) konnten Reaktionen im
Zusammenhang mit der Lipidperoxidation fiir die starke Lysinmodifizierung verantwortlich
sein. Vor allem Reaktionen von Sekundirprodukten mit Aminosdureseitenketten stellen auf
Grund des Nachweises von Sekundirprodukten in Olen aus gerdsteten Erdniissen (Liu et al.,

2011; Chetschik et al., 2008; Brown et al., 1972) potentielle Reaktionspartner dar.

4.2 Lipidperoxidationsprodukte in Erdnussol- und Erdnussproben
4.2.1 Semiquantifizierung fliichtiger Verbindungen

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung potentieller Precursoren fiir
Aminosdureseitenkettenmodifikationen, die als Folge der Lipidperoxidation wihrend des
Erdnussrostens entstehen konnen. Hierzu wurde zunédchst raffiniertes Erdnussdl in
Anwesenheit interner Standards (IS) unter Erdnussrdstbedingungen auf 170 °C fiir 20 min
erhitzt. Da sich die fliichtigen Sekundérprodukte in ihren Siedepunkten unterschieden, erfolgte
die Auswertung von Hexanal, 2-Hexenal und Heptanal iiber den internen Standard p-Xylol,
wohingegen die schwerer fliichtigen Verbindungen 2-Heptenal, Octanal und Nonanal {iber den
internen Standard 1,3-Diethylbenzol ausgewertet wurden. Das Erdnussol diente hierbei als
Modell, da das Uberfiihren der fliichtigen Verbindungen des erhitzten Oles reproduzierbarer
durchgefiihrt werden konnte als beim Rosten von Erdniissen. Der Einsatz raffinierten
Erdnussols begriindet sich dadurch, dass dieses im Gegensatz zum unraffinierten Erdnussol aus
ungerdsteten Erdniissen gewonnen wird (Franke, 1992; Woodroof, 1983). Somit war das
Vorliegen der Triacylglyceride in einem nativeren Zustand gewahrleistet und méglicherweise

gebildete Sekundérprodukte sind durch die Raffination entfernt worden. Die als Folge der
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Erhitzung entstandenen fliichtigen Sekundarprodukte wurden durch einen Luftstrom in eine
Dichlormethanvorlage iiberfiihrt und mittels GC-MS (EI) analysiert. In Abb. 34 ist ein
typisches GC-MS (EI)-Chromatogramm mit den zugeordneten fliichtigen Verbindungen
dargestellt. Die Peakzuordnung erfolgte hierbei durch Vergleich von Retentionszeiten und
Massenspektren mit entsprechenden Referenzsubstanzen. Abb. 35 stellt die unter
Berticksichtigung der internen Standards erhaltenen relativen Peakfldchenanteile bezogen auf
den Gesamtpeakflichenanteil dar. Um zu iiberpriifen, ob bereits im nicht erhitzten Ol fliichtige
Sekundirprodukte vorlagen, wurden die wéhrend der Autheizphase entstandenen
Verbindungen analysiert. Hierbei konnten allerdings keine fliichtigen Sekundirprodukte
nachgewiesen werden, sodass deren Beitrag an den als Folge der Erhitzung erfassten Produkten

als vernachléssigbar eingestuft wurde.

2 0x10° Hexanal
1,5x10°
(7) : Nonanal
T 1,0x10° 1,3-Diethylbenzol (IS)
>
Q
L 2-Hexenal 2-Heptenal
5,0x10° p-Xylol (1) !
/ Heptanal Octz:nal
0.0 sl ' .
L,NM,JLAF__J'\ ; ; | ,._.JJIV\M
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Abb. 34 GC-MS (EI)-Scan-Chromatogramm fliichtiger Verbindungen aus nicht erhitztem (grau, unten)
und auf 170 °C fiir 20 min erhitztem (schwarzen, oben) raffiniertem Erdnussol; * 2-Pentylfuran
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Abb. 35 Relative Peakfldchenanteile fliichtiger Verbindungen die als Folge der Erhitzung von Erdnussél
auf 170 °C fiir 20 min entstanden sind
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Als Folge der Erdnussrostung konnte die Bildung von Sekundirprodukten beobachtet werden.
Anhand der relativen Peakflachenanteile war erkennbar, dass Hexanal, Nonanal und 2-Heptenal
mengenmafig die relevantesten Sekundarprodukte darstellten. Die Bildung von Hexanal und
2-Heptenal erfolgt hauptsdchlich aus der Autoxidation von Linolsdure, wohingegen Nonanal
iiberwiegend aus Olsiure gebildet wird (Esterbauer et al., 1990a). Erdnussél besteht zu 54 %
aus Olsdure und zu 22 % aus Linolsiure, Erdniisse zu 22 % aus Olsidure und zu 14 % aus
Linolsdure (Souci et al., 2008). Somit konnen vergleichbare Anteile an Sekundarprodukten
auch in gerosteten Erdniissen erwartet werden. Chung et al. (1993) erhitzten raffiniertes
Erdnussol auf 50 bis 200 °C, wobei keine Angaben iiber die Erhitzungszeiten vorliegen. Dabei
konnten sie in Abhéngigkeit der Erhitzung Zunahmen der relativen Peakfldchenanteile, unter
anderem der hier erfassten Verbindungen, mittels GC-MS beobachten. Nach Rdsten von
Erdniissen bis zum Erreichen eines ,kommerziellen Rostaromas® und nachfolgender
Diethyletherextraktion bestimmten Chetschik et al. (2008) Aromaverdiinnungsfaktoren der
flichtigen Sekundarprodukte. Hierdurch konnten sie im Vergleich zum Extrakt aus nicht
gerOsteten Erdnilissen unter anderem Zunahmen der Sekundirprodukte Hexanal, Octanal,
Nonanal und 2-Heptenal in Bereichen des 4 bis 32-fachen feststellen. Matsui et al. (1998)
konnten in unraffiniertem Erdnuss6l nach Diethyletherextraktion mittels GC-MS unter anderem
Hexanal, Octanal und 2-Heptenal nachweisen. Auch Brown et al. (1972) rosteten Erdniisse bei
170 °C bis zum Erreichen eines ,,akzeptablen Rostresultats®. Im abgepressten Ol konnten sie
nach Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin iiber Absorptionsmesssungen eine
Zunahme an fliichtigen und nicht fliichtigen Monocarbonylverbindungen von 8 auf
26 umol/100 g Erdnussol feststellen. Diinnschichtchromatographisch konnten sie zeigen, dass
es sich vor allem um Alkanale, 2-Alkanone, 2-Alkenale und 2,4-Alkadienale handelte. Generell
wird angenommen, dass in Olen roher und gerdsteter Erdniisse jeweils Konzentrationen an
fliichtigen Verbindungen in Bereichen von 20-30 und 50-60 pmol/100 g Ol enthalten sind
(Brown et al., 1972). Liu et al. (2011) quantifizierten nach Abpressen der Ole gerdsteter
Erdniisse (200 °C bis zu 50 min) mittels HS-SPME-GC-MS fliichtige Sekundérprodukte. Dabei
konnten sie unter anderem Zunahmen der Sekundirprodukte Hexanal, Heptanal, 2-Octenal,
2-Decenal, 2-Undecenal und 2,4-Decadienal von jeweils 0,34 auf 0,67, 0,25 auf 1,06, 0,07 auf
0,20, 0,15 auf 0,60, 0,10 auf 1,59 und 0,20 auf 3,08 mg/kg Erdnussdl feststellen.

Somit ist festzuhalten, dass es als Folge der Erhitzung von Erdnussél und der Réstung von
Erdniissen zur Bildung fliichtiger Sekundirprodukte kommt, wodurch auf eine als Folge der

Rostung abgelaufene Lipidperoxidation riickgeschlossen werden kann.
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4.2.2 Quantifizierung von Acrolein, Malondialdehyd und
4-Hydroxynonenal

4.2.2.1 Analytik

Mit der in Kap. 4.2.1 vorgestellten Methode konnte eine Abschdtzung der Anteile an
Sekundarprodukten erfolgen. Fliichtigere Sekundérprodukte wie Acrolein und Malondialdehyd
(MDA) waren hieriiber nicht erfassbar, da diese auf Grund ihrer niedrigen Siedepunkte bei der
Aufarbeitung verloren gingen oder zusammen mit dem Losungsmittel eluierten. Des Weiteren
konnten schwerer fliichtige oder thermisch labile Produkte, wie beispielsweise 4-Hydroxy-
nonenal (4-HNE) nicht erfasst werden, da diese nicht in die Dichlormethanvorlage tiberfiihrt,
beziehungsweise im GC-Injektor bei 250 °C abgebaut werden konnten. Im Falle des 4-HNE
wire eine thermisch induzierte Kondensation zum entsprechenden Cyclisierungsprodukt
2-Pentylfuran denkbar, welches ebenfalls in Abb. 34 identifiziert werden konnte. Acrolein,
MDA und 4-HNE stellen auf Grund ihrer hohen Reaktivitdten interessante Reaktionspartner fiir
weiterfithrende Reaktionen dar (Esterbauer et al., 1991).

Zur Erfassung von Acrolein, MDA und 4-HNE in den Erdnuss6l- und Erdnussproben waren in
der vorliegenden Arbeit Quantifizierungsmethoden mittels GC-MS (EI) zu entwickeln sowie
hieriiber die Gehalte in den Erdnussél- und Erdnussproben zu quantifizieren. Die
Quantifizierung von 4-HNE erfolgte iiber eine Stabilisotopenverdiinnungs-analyse nach
zweifacher Derivatisierung durch 0-(2,3,4,5,6-Pentafluorbenzyl)hydroxylamin (PFBHA) und
N,O-Bis(trimethylsilyl)tri-fluoracetamid (BSTFA) unter Verwendung von 4-HNE-d als
internem Standard. Erfasst wurden somit die entsprechenden o-(Pentafluor-benzyl)oxim-
trimethylsilyl-Derivate (PFBO-TMS-Derivate). Der entwickelte Darstellungsweg des
4-HNE-d> ist in Kap. 3.9.2 angegeben. Die Quantifizierung von Acrolein erfolgte nach
Derivatisierung durch PFBHA unter Verwendung von (E)-But-2-enal als internem Standard in
Form der entsprechenden PFBO-Derivate. But-2-enal entsteht natiirlicherweise im Zuge der
Lipidperoxidation. Deshalb konnte es in sehr geringen Mengen im Bereich von 1-2 % der
zugesetzten Stoffmenge an (E)-But-2-enal in den Proben nachgewiesen werden. Dies wurde
rechnerisch berticksichtigt (siehe hierzu Kap. 3.10.14). Die Quantifizierung von MDA erfolgte
nach Derivatisierung mittels Pentafluorphenylhydrazin (PFPH) iiber eine Stabilisotpenver-
diinnungsanalyse unter Verwendung von MDA-d; als internem Standard. Erfasst wurden die
entsprechenden PFPH-Derivate. Alle nachfolgend dargestellten Fragmentmuster ergaben sich
bei einer Standard-EI-Spannung von 70 eV. Die in den Massenspektren abgebildeten Masse-

Ladungs-Verhéltnisse (m/z) entsprechen dabei den mittels GC-MS erhaltenen m/z. Die an den
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Strukturformeln zugeordneten Fragmente zeigen die jeweils berechneten monoisotopischen

Massen der Fragmentionen.

Acrolein

In Abb. 36 sind die GC-MS (EI)-Massenspektren der Acrolein- und 2-Butenal-PFBO-Derivate

sowie die zugeordneten Fragmente der jeweiligen Verbindungen dargestellt.
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Abb. 36 GC-MS (EI)-Massenspektren der (A) Acrolein- und (B) (E)-But-2-enal-PFBO-Derivate

Im Falle des Acrolein-PFBO-Derivats (Abb. 36,A) wurden zwei Hauptionen beobachtet,
wovon das Ion mit m/z 251,1 dem Molekiilion zuzuordnen war. Dieses weist eine berechnete
monoisotopische Masse von 251,0 g/mol auf. Das Fragmention mit m/z 181,0 wurde nach
Kawai et al. (2007) dem fluorierten Benzylrest zugeordnet. Als Quantifier und Qualifier wurden

somit jeweils die Fragmentionen mit m/z 181,0 und m/z 251,0 verwendet.

s _Acrolein-PFBO
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Abb. 37 GC-MS (EI)-SIM-Lauf zur Quantifizierung von Acrolein in einer bei 170 °C fiir 20 min
gerOsteten Erdnussprobe mit den extrahierten Massespuren m/z 181 (schwarz) des Acrolein-PFBO und
m/z 265 (grau) des internen Standards (E£)-But-2-enal-PFBO
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Analog entsprach im Falle des (E)-But-2-enal-PFBO-Derivats (Abb. 36,B) das Ion mit
m/z 265,1 dem Molekiilion, welches eine berechnete monoisotopische Masse von 265,1 g/mol
aufweist. Weiterhin waren Fragmentionen mit m/z 250,1 und m/z 181,1 erkennbar, wodurch
das Fragmentmuster im Einklang mit der Literatur stand (Schmarr et al., 2008). Als Quantifier
und Qualifier wurden jeweils die Ionen mit m/z 181,0 und m/z 265,1 verwendet. Ein
beispielhaftes GC-MS (EI)-SIM-Chromatogramm der Quantifizierung von Acrolein in einer
bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe ist in Abb. 37 dargestellt.

Malondialdehyd

In Abb. 38 sind die GC-MS (EI)-Massenspektren der MDA- und MDA-d;-PFPH-Derivate
dargestellt.
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Abb. 38 GC-MS (EI)-Massenspektren der (A) MDA- und (B) MDA-d,-PFPH-Derivate

Das fiir MDA-PFPH (Abb. 38,A) erhaltene Fragmentmuster war in Ubereinstimmung mit der
Literatur (Fenaille et al., 2001). Das Fragmention mit m/z 234,1 entsprach dabei dem
Molekiilion, das eine berechnete monoisotopische Masse von 234,0 g/mol aufweist. Im Falle
des MDA-d>-PFPH-Derivats (Abb. 38,B) entsprach das Ion mit m/z 236,1 dem Molekiilion,
welches eine berechnete monoisotopische Masse von 236,0 g/mol aufweist. Ewert et al. (2011)
postulierten fiir das Fragmention mit m/z 117,0, dass dies durch eine Neuanordnung des
aromatischen Rings entstehen und dem Ion [CsF3]" entsprechen konnte. Das gleiche Fragment-
ion konnten auch Pang et al. (2011) nach PFPH-Derivatisierung von 2-Methylacrolein,
Furfural, 3-Methylbenzaldehyd und Glyoxal beobachten. Das von Pang et al. (2011) beschrie-
bene Fragmention mit m/z 183, welches dem Ion [C¢FsNH]" zugeordnet worden ist, konnte in
der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Ursdchlich fiir ein verdndertes Fragmentie-
rungsverhalten konnte der im Falle des MDA ausgebildete aromatische Pyrazolring sein,
wohingegen es im Falle von 2-Methylacrolein, Furfural, 3-Methylbenzaldehyd oder Glyoxal
zur Ausbildung einer Schiff’schen Base kommt (Pang et al., 2011). Die Differenzierung von
MDA-PFPH und MDA-d>-PFPH erfolgte anhand der Molekiilionen m/z 234,0 und m/z 236.
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Diese wurden jeweils als Quantifier der MDA-Analytik verwendet. Als Qualifier dienten
jeweils die Fragmentionen mit m/z 117,0. Ein beispielhaftes GC-MS (EI)-SIM-Chromato-
gramm der Quantifizierung von MDA in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe
ist in Abb. 39 dargestellt.
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Abb. 39 GC-MS (EI)-SIM-Lauf zur Quantifizierung von MDA in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten
Erdnussprobe mit den extrahierten Massespuren m/z 234 (schwarz) des MDA-PFPH und m/z 236 (grau)
des internen Standards MDA -d,-PFPH

4-Hydroxynonenal
In Abb. 40 sind die GC-MS (EI)-Massenspektren der 4-HNE- und 4-HNE-d>-PFBO-TMS-

Derivate sowie die zugeordneten Fragmente der jeweiligen Verbindungen dargestellt.
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Abb. 40 GC-MS (EI)-Massenspektren der (A) 4-HNE- und (B) 4-HNE-d,-PFBO-TMS-Derivate

Das erhaltene Fragmentmuster des 4-HNE-Derivats (Abb. 40,A) war in Ubereinstimmung mit
der Literatur (Kawai et al., 2007). Die zweifache Deuterierung des 4-HNE-d» zeigte sich im
Massenspektrum des 4-HNE-d>-Derivats (Abb. 40,B) in den Fragmentionen m/z 244,2 und
m/z 228,2. Da die Fragmente m/z 242,2 des 4-HNE-Derivats und m/z 244,2 des 4-HNE-d»-
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Derivats die hochsten Intensititen in den sich unterscheidenden Fragmentionen aufwiesen,
wurden diese als Quantifier fiir die 4-HNE-Analytik verwendet. Als Qualifier wurden jeweils
die Fragmentionen mit m/z 352,1 verwendet. Ein beispielhaftes GC-MS (EI)-SIM-Chromato-
gramm der Quantifizierung von 4-HNE in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe
ist in Abb. 41 dargestellt. Erkennbar ist, dass im Vergleich zu Abb. 37 und Abb. 39 deutlich
mehr Matrixbestandteile das gleiche Masse-Ladungs-Verhiltnis aufweisen, wie die
Quantifierionen des derivatisierten 4-HNE (m/z 242), beziechungsweise 4-HNE-d> (m/z 244).
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Abb. 41 GC-MS (ED)-SIM-Lauf zur Quantifizierung von 4-HNE in einer bei 170 °C fiir 20 min
gerdsteten Erdnussprobe mit den extrahierten Massespuren m/z 242 (schwarz) des 4-HNE-PFBO-TMS
und m/z 244 (grau) des internen Standards 4-HNE-d,-PFBO-TMS

In Tab. 48 sind die nach Kap. 3.13 bestimmten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der
4-HNE-, Acrolein- und MDA-Analytik angegeben.

Tab. 48 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der 4-HNE-, Acrolein- und MDA-Analytik, jeweils
angegeben in nmol/100 g Ol beziehungsweise 100 g Protein

Acrolein MDA 4-HNE
Nachweisgrenze Erdnussol 26,1 0,9 0,8
Bestimmungsgrenze Erdnussol 43,5 1,6 1,3
Nachweisgrenze Erdniisse 56,0 11,8 650
Bestimmungsgrenze Erdniisse 93,0 19,7 1090
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4.2.2.2 Quantifizierung

Acrolein

In Abb. 42 sind die in den Erdnussol- und Erdnussproben quantifizierten Gehalte an Acrolein

dargestellt.
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Abb. 42 Mittels GC-MS (EI) quantifizierte Gehalte an Acrolein in den auf 170 °C erhitzten (A)
Erdnussdl- und (B) Erdnussproben; n. n. - nicht nachweisbar

In den Erdnussélproben (Abb. 42A) wurden Gehalte an Acrolein von 0,3-19,1 umol/100 g Ol
quantifiziert. Dies entsprach Gehalten von 0,2-10,7 mg/kg Ol. Somit erfolgte die Bildung des
Acroleins im Erdnuss6l in Abhidngigkeit der Erhitzungszeit. Casella & Contursi (2004)
quantifizierten Acrolein in Olproben mittels HPLC. Hierbei konnten sie erst nach 2-stiindiger
Erhitzung von Erdnussol auf 145 °C 2,7 uM Acrolein und nach 2-stiindiger Erhitzung auf
200 °C 24 uM Acrolein nachweisen. Unter Zugrundelegung einer mittleren Dichte des
Erdnussols von 0,915 g/ml (Krist, 2013) entsprach dies jeweils Gehalten an Acrolein von
0,3 pmol/100 g Ol und 2,6 pmol/100 g Ol. Im Vergleich dazu lagen die in der vorliegenden
Arbeit quantifizierten Gehalte etwas hoher, jedoch in der gleichen GrdéBenordnung. Da
Casella & Contursi (2004) in nativem Erdnussol kein Acrolein quantifizieren konnten, ist davon
auszugehen, dass sich die in der Literatur und in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Erdnussdlproben in unterschiedlichen Stadien der Lipidperoxidation befunden haben. Das
Vorhandensein von Acrolein in der nicht erhitzten Olprobe, wie in vorliegender Arbeit
nachgewiesen, lie} auf eine Lipidperoxidation zuriickschlielen, die sich bereits im Stadium der
Bildung von Sekundérprodukten befunden hat (siehe hierzu Kap. 2.3.2). Somit setzte bereits
der Abbau der primédren Oxidationsprodukte ein. Die in der Literatur untersuchte Probe befand
sich eventuell noch in der Bildungsphase der Primarprodukte (siehe hierzu Kap. 2.3.1), weshalb
dann auch unter Hitzeeinwirkung die Weiterreaktion zu den Sekundérprodukten verzogert

abgelaufen sein konnte. Ein weiterer Erkldrungsansatz konnte die von Casella & Contursi
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(2004) hoher gewdhlte Erhitzungstemperatur sein, wodurch es bevorzugt zu Reaktionen des
Acroleins mit weiteren Abbauprodukten gekommen sein konnte (Ewert et al., 2011). Auch in
den weiteren von Casella & Contursi (2004) untersuchten Olproben konnte, bis auf Sonnen-
blumendl, erst nach 2-stiindiger Erhitzung der Ole auf 145 °C Acrolein quantifiziert werden.
So betrugen die Gehalte in Maiskeim-, Sonnenblumen- und Olivendl jeweils 0,4, 0,3 und
0,5-0,9 pmol/100 g Ol. Ewert et al. (2011) quantifizierten mittels HRGC-MS Acrolein in Ol-
proben, die zuvor auf 180 °C fiir 2 h erhitzt wurden. Hierbei konnten sie Gehalte an Acrolein
in Kokosnuss-, Oliven-, Raps-, Distel- und Lein6l von jeweils 2,0, 21,0, 189,3, 44,8 und
152,9 umol/100 g Ol bestimmen. Die in der vorliegenden Arbeit quantifizierten Gehalte lagen
somit innerhalb der Spannweite der Literaturwerte.

In den Erdnussproben (Abb. 42B) konnte erst nach einer 20-miniitigen Rostung Acrolein
nachgewiesen werden. Die Gehalte in den fiir 20 und 40 min gerdsteten Proben betrugen jeweils
8,9 und 15,6 umol/100 g Protein, entsprechend 21,2 und 36,7 umol/kg Erdnuss. Somit konnte
in Abhéngigkeit der Rostzeit eine Zunahme der Gehalte an Acrolein beobachtet werden. Eine
mogliche Ursache dafiir, dass in den nativen Erdniissen kein Acrolein nachweisbar war, konnte
einerseits der niedrige Siedepunkt des Acroleins von 52,5 °C (Abraham et al., 2011) darstellen.
Hierdurch war es mdglich, dass Acrolein, welches als Folge des Trocknungsprozesses der
Erdniisse an deren Oberfliche gebildet worden sein konnte, leichter abdampfen konnte und
somit die Nachweisgrenze der Analysenmethode unterschritten wurde. Andererseits konnte das
in den nativen Erdniissen gebildete Acrolein auf Grund seiner hohen Reaktivitat (Esterbauer
et al., 1991) bereits mit Erdnussmatrixbestandteilen Reaktionen eingegangen sein, sodass in
den gerdsteten Erdniissen als Folge der Rostung nachgebildetes Acrolein erfasst wurde,
welches noch nicht abreagiert hatte. Weiterhin ist eine bevorzugte Bildung aus Glycerol oder
Glukose denkbar (Stevens & Maier, 2008), welche erst im Zuge der Rostung aus den
Triacylglyceriden beziehungsweise Stirke entstanden sind. Die Handelsprobe wies mit
6,4 umol/100 g Protein, entsprechend 1,0 mg/kg Erdnuss, vergleichbare Gehalte auf wie die fiir
20 min gerosteten Erdniisse. In der Literatur sind bisher keine quantitativen Daten zu Gehalten
an Acrolein in Erdniissen verdffentlicht. Generell ist die Datenlage fiir Lebensmittel,
beispielsweise verglichen mit publizierten Gehalten an 4-HNE oder MDA, gering. In diversen
Friichten wurde Acrolein im Bereich < 0,2-0,9 pmol/kg und in Gemiise bis zu 10,5 umol/kg
bestimmt (Feron et al., 1991). Collin et al. (1993) bestimmten mittels GC-MS in Weillkdse
Gehalte im Bereich von 5,4-23,2 umol/kg. In alkoholischen Getrianken wurden mittels GC-MS
und HPLC Gehalte von 12,0-198,0 umol/kg detektiert (Panosyan et al., 2001; Feron et al., 1991;
Miller & Danielson, 1988). Die in der vorliegenden Arbeit quantifizierten Gehalte liegen somit

im Bereich der Literaturwerte.
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Malondialdehyd
In Abb. 43 sind die in den Erdnussol- und Erdnussproben quantifizierten Gehalte an MDA
dargestellt.
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Abb. 43 Mittels GC-MS (EI) quantifizierte Gehalte an MDA in den auf 170 °C erhitzten (A) Erdnussol-
(n=2) und (B) Erdnussproben (n=3)

In den Erdnussdlproben (Abb. 43A) wurde eine Zunahme der Gehalte an MDA, ausgehend
von 0,7 auf 8,0 pmol/100 g Ol, entsprechend 0,5-5,7 mg/kg Erdnussol, festgestellt. Somit
konnte analog der Bildung des Acroleins (Abb. 42A) eine Zunahme in Abhéngigkeit der
Erhitzungsdauer verzeichnet werden. Die Gehalte stimmten mit den von Papastergiadis et al.
(2012) mittels HPLC-Fluoreszenz quantifizierten Gehalten in nicht erhitztem Erdnussol von
0,9 mg/kg liberein. Weiterhin bestimmten Papastergiadis et al. (2012) in nicht erhitztem
Maiskeim-, Sonnenblumen-, Raps- und Olivenél Gehalte an MDA von jeweils 1,2, 0,8, 11,7
und 1,5 mg/kg Ol, die ebenfalls von ihrer GroBenordnung mit den in der vorliegenden Arbeit
quantifizierten Gehalten iibereinstimmten.

In den Erdnussproben (Abb. 43B) konnte in Folge der Rostung eine deutliche Abnahme der
Gehalte an MDA, ausgehend von 582,1 auf 13,4 umol/100 g Protein, festgestellt werden. Dies
entsprach Gehalten von 97,1-2,3 mg/kg Erdnuss. Die Gehalte der fiir 20 und 40 min gerdsteten
Erdniisse unterschieden sich nicht signifikant voneinander, sodass hier ein Gleichgewicht
zwischen der Bildung und Abreaktion des MDA vermutet wurde. Papastergiadis et al. (2012)
quantifizierten mittels HPLC-Fluoreszenz MDA in kommerziell gerdsteten Erdniissen zu
0,9 mg/kg Erdnuss. Diese Werte sind mit den in der vorliegenden Arbeit quantifizierten
Gehalten der selbst gerosteten FErdniisse vergleichbar. Die Handelsprobe wies mit
551,1 umol/100 g Protein, entsprechend 114,0 mg/kg Erdnuss, vergleichbare Gehalte wie die
native Erdnussprobe auf. Da die Lagerdauer und Lagerungsbedingungen der untersuchten
Handelsprobe nicht bekannt waren, kann keine Aussage dariiber getétigt werden, ob die in der

Literatur untersuchte Handelsprobe analogen Bedingungen ausgesetzt war. Auf Grund der
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Tatsache, dass die hier untersuchte Handelsprobe vergleichbare Gehalte wie die nativen
Erdniisse aufwies, wird vermutet, dass es nach der Rostung wéhrend der Lagerung zu einer
Nachbildung an MDA gekommen ist. Da die von Papastergiadis et al. (2012) untersuchte
Handelsprobe vergleichbare Gehalte an MDA wie die in der vorliegenden Arbeit gerdsteten
Erdniisse aufwies, kann zudem vermutet werden, dass diese Erdniisse eventuell weniger lange
gelagert wurden. Mittels HPLC-Fluoreszenz wurden in gerduchertem Lachs Gehalte an MDA
von 0,1-0,6 mg/kg (Munasinghe et al., 2003a) und in Rindfleisch und Hering Gehalte von
jeweils 3,6 und 2,3 mg/kg quantifiziert (Papastergiadis et al., 2012). Munasinghe et al. (2003b)
quantifizierten ebenfalls mittels HPLC-Fluoreszenz in Schinken, Speck, Wiener Wiirstchen und
Frankfurter jeweils Gehalte von 7,6-21,1, 0,007-0,013, 0,047-0,051 und 23,2 mg/kg.
Okolie & Okugbo (2013) quantifizierten MDA in diversen Fleischproben im Bereich von
93,7-3415,6 mg/kg nach Derivatisierung durch Thiobarbitursdaure (TBA) und photometrischer
Detektion. Hierdurch kommt es allerdings zu einer Uberquantifizierung der MDA -Gehalte, da
neben MDA weitere Sekundarprodukte durch TBA derivatisiert werden, wodurch letztendlich
die Summe der TBA-reaktiven Substanzen erfasst wird (Cordis et al., 1993). Schlérmann et al.
(2015) erfassten in ungerdsteten und gerdsteten Haselniissen, Mandeln, Macadamianiissen,
Pistazien und Walniissen ebenfalls die TBA-reaktiven Substanzen (angegeben als MDA-
Aquivalente) und konnten hierbei in Abhiingigkeit der Rostung Zunahmen beobachten.
Hierdurch konnte ausgesagt werden, dass als Folge der Rostung Carbonylverbindungen
gebildet wurden. Da allerdings neben MDA weitere thiobarbitursdurereaktiven Substanzen mit
erfasst worden sein konnten, ist eine Aussage iiber eine mogliche Korrelation mit einer
Zunahme an MDA nicht moglich. Ursdchlich fiir die hohen Ausgangsgehalte an MDA in den
nativen Erdniissen kdnnte sowohl eine abgelaufene Lipidperoxidation wihrend der Trocknung
der Erdniisse nach der Ernte, als auch eine UV-induzierte Fotooxygenierung gewesen sein
(Esterbauer et al., 1991; Frankel & Neff, 1983).

4-Hydroxynonenal

In Abb. 44 sind die in den Erdnussdl- und Erdnussproben quantifizierten Gehalte an 4-HNE
dargestellt.

In den Erdnussolproben (Abb. 44A) war eine Zunahme der 4-HNE-Gehalte, ausgehend von
0,1 bis auf 0,6 umol/100 g Ol, feststellbar. Dies entsprach Gehalten von 0,2 bis 1,0 mg/kg OL.
Somit wird deutlich, dass es, ausgehend von einem bestimmten Grundgehalt an 4-HNE, in
Abhiéngigkeit der Erhitzungsbedingungen zur Nachbildung kommt. Gabbanini et al. (2015)
konnten in kommerziellem Erdnussol mittels UHPLC-MS/MS kein 4-HNE nachweisen. Erst
nach Erhitzung des Oles auf 180 °C fiir 1 h war ein Gehalt von 1,1 mg/kg Ol quantifizierbar.
Dieser Wert ist mit den in der vorliegenden Arbeit nach Erhitzung des Oles fiir 40 min

erhaltenen Werten vergleichbar.
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Abb. 44 Mittels GC-MS (EI) quantifizierte Gehalte an 4-HNE in den auf 170 °C erhitzten (A) Erdnussol-
und (B) Erdnussproben

Differenzen in den Absolutwerten an Sekundirprodukten konnten ihre Ursachen in
unterschiedlichen Oxidationszustinden der untersuchten Proben haben. Hierauf konnten
Unterschiede in der Lagerdauer und den Lagerbedingungen einen Einfluss gehabt haben.
Hierdurch wire erklirbar, dass Gabbanini et al. (2015) in der nativen Probe kein 4-HNE
nachweisen konnten. Ebenfalls vergleichbare Daten erhielten Seppanen & Csallany (2006), die
Sojabohnendl auf 185 °C erhitzten und nach 2 h 1,8 mg 4-HNE/kg Ol mittels HPLC-UV
nachweisen konnten. Han & Csallany (2008) erhitzten Butter-, Maiskeim- und Sojabohnendl
auf 190 °C fiir 30 min und konnten 4-HNE in Gehalten von 1-3 mg/kg Ol mittels HPLC-UV
bestimmen. In nativem Olivendl Extra wurden Gehalte von 0,06-0,12 mg 4-HNE/kg Ol mittels
GC-MS quantifiziert (Papastergiadis et al., 2014). Precursoren fiir 4-HNE stellen hierbei
o-6-Fettsduren wie die Linol-, y-Linolen- und Arachidonséure dar (Spickett, 2013; Esterbauer
et al.,, 1991). Nach Erhitzen von Methyllinoleat auf 185 °C fiir bis zu 6 h wurde mittels
HPLC-UV festgestellt, dass es vor allem innerhalb der ersten Stunde zur Bildung des 4-HNE
kam (Han & Csallany, 2009). Die Anteile an Linolsdure betragen in Erdnussdl und Erdniissen
jeweils 21,6 und 13,9 % (Souci et al., 2008), wohingegen die Gehalte an y-Linolen- und
Arachidonséure nicht relevant sind (Maguire et al., 2004). Somit ist es naheliegend, dass die
4-HNE-Bildung als Folge der Erhitzung von Erdnussdl oder der Erdnussréstung ebenfalls zu
Beginn erfolgt. Diese Vermutung stimmt mit den Beobachtungen in Abb. 44A {iberein, da die
4-HNE-Bildung innerhalb der ersten 20 min ausgepréagter erfolgte, als in den darauf folgenden
20 min.

In Abb. 44B sind die Gehalte an 4-HNE der Erdnussproben dargestellt. Diese nahmen als
Folge der Rostung von 12,4 umol/100 g Protein (4,5 mg/kg Erdnuss) der nativen Erdniisse auf
2,2 umol/100 g Protein (0,8 mg/kg Erdnuss) der fiir 20 min gerdsteten Erdniisse ab. Die
Anwesenheit von 4-HNE in den nativen Erdniissen konnte auf die Trocknung und

anschlieBende Lagerung der Erdniisse zuriickzufiihren gewesen sein. In der Handelsprobe
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wurden Gehalte von 2,9 umol 4-HNE/100 g Protein (1,3 mg/kg) quantifiziert. Diese Gehalte
stimmten mit den Gehalten der im Labormalstab gerosteten Erdniisse iliberein. Zwischen den
fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniissen konnten keine signifikanten Unterschiede in den
Gehalten an 4-HNE festgestellt werden. Dies deutete, analog den Untersuchungen zur Bildung
von MDA (Abb. 43B), auf einen Zustand hin, in welchem die Bildung und der Abbau des
4-HNE im Gleichgewicht standen. Hierdurch konnte auch der quantifizierte Gehalt an 4-HNE
in der Handelsprobe erklart werden, deren Ausgangsgehalt an 4-HNE in den Erdniissen vor der
Rostung nicht bekannt war. Eine Nachbildung wére, wie im Falle des MDA, wihrend der
Lagerung nach der Rostung demnach nicht erfolgt. Denkbar wére somit, dass auch als Folge
des Erhitzens des Erdnussodls iiber einen ldngeren Zeitraum ein Plateau erreicht wiirde. Eine
solche Plateaubildung konnten auch Seppanen & Csallany (2006) nach Erhitzen von
Sojabohnendl auf 185 °C ab 4 h Erhitzungszeit beobachten. Hierbei wurden 4-HNE-Gehalte im
Bereich von 3 mg/kg Ol erreicht. Auch Han & Csallany (2009) beobachteten ein Plateau der
4-HNE-Gehalte nach Erhitzen von Linolséduremethylester auf 185 °C ab 4 h Erhitzungsdauer.
Papastergiadis et al. (2014) quantifizierten mittels GC-MS unter Anwendung der gleichen
Derivatisierungsstrategie wie in vorliegender Arbeit 4-HNE in kommerziell erhiltlichen
Erdniissen. Die bestimmten Gehalte lagen im Bereich von 0,1-0,6 mg/kg Erdnuss und sind
somit mit den in der vorliegenden Arbeit quantifizierten Gehalten in den im Labormafstab
gerdsteten Erdnlissen und der Handelsprobe vergleichbar. In  Walniissen konnten
0,1-0,4 mg 4-HNE/kg und in Sauglingsnahrung 0,2 mg/kg bestimmt werden (Papastergiadis et
al., 2014). In Rind- und Schweinefleisch wurden mittels HPLC-UV jeweils Gehalte von
2,2-21,9 mg/kg und 0,2-23,8 mg/kg bestimmt, wobei eine Korrelation zwischen den 4-HNE-
Gehalten des Schweinefleisches und den Gehalten an w-6-Fettsduren festgestellt wurde (Sakai
etal., 1995). In Blaumakrelen und Héhnchenfleisch wurden mittels HPLC-Fluoreszenz Gehalte
an 4-HNE von jeweils 1,2 und 0,04 mg/kg quantifiziert (Tanaka et al., 2013). Die in der
vorliegenden Arbeit quantifizierten Gehalte an 4-HNE liegen somit in einer vergleichbaren
GroBenordnung wie in der Literatur.

Somit kann festgehalten werden, dass es analog dem MDA in Anwesenheit weiterer
Erdnussmatrixbestandteile zu einer Abnahme des Gehalts an 4-HNE kam, wohingegen als
Folge des Erhitzens des reinen Erdnussdls unter gleichen Bedingungen eine Zunahme
verzeichnet werden konnte. Ein thermischer Abbau des MDA und 4-HNE kann somit nicht

malgeblich zu den beobachteten Verlusten wiahrend der Erdnussrostung beigetragen haben.
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4.2.3 Fazit

Anhand des Modells der Erhitzung von Erdnussol unter Erdnussrostbedingungen konnten
Hexanal, Nonanal und 2-Heptenal als relevante Sekundérprodukte identifiziert werden. Bisher
wurden allerdings noch keine Studien durchgefiihrt, die konkrete Gehalte ausgewaihlter
Sekundirprodukte vergleichend in nativen und gerdsteten Erdniissen sowie nativem und unter
Erdnussrostbedingungen erhitztem Erdnussol quantifizierten. Zudem wurde Acrolein bisher
nicht in Erdniissen quantifiziert. Da die Erdnussrostung bei 170 °C fiir 20 min eine industrielle
Erdnussrostung nachempfinden sollte, sind nachfolgend die in der vorliegenden Arbeit
quantifizierten Gehalte an Acrolein, MDA und 4-HNE in den Erdnussdl- und Erdnussproben
zusammengefasst, die jeweils unter diesen Bedingungen erhitzt wurden (Tab. 49). Ver-
gleichend dazu sind die quantifizierten Gehalte der industriell gerdsteten Erdnusshandelsprobe
angegeben.

Tab. 49 Quantifizierte Gehalte an Acrolein, MDA und 4-HNE in den bei 170 °C fiir 20 min erhitzten
Erdnussol- und Erdnussproben sowie der Handelsprobe

Sekundirprodukt Erdnussol Erdniisse . Handelsprobe ‘
[umol/100 g Ol]  [umol/100 g Protein]  [umol/100 g Protein]
Acrolein 79+2.8 8,9+0,8 6,4+ 0,02
MDA 5,0+0,2 16,7+3,3 551,1 +£57,6
4-HNE 0,4 +0,02 2,2+£0,6 2,9+0,7

Generell wurde festgestellt, dass als Folge der Erhitzung des Erdnussols die Gehalte an
Acrolein, MDA und 4-HNE zunahmen. Hierbei lagen die Gehalte an Acrolein und MDA etwa
um den Faktor 10 hoher als die des 4-HNE. Die in der vorliegenden Arbeit quantifizierten
Gehalte lieBen sich dabei groBenordnungsmifBig in die Literaturwerte einordnen. Beziiglich der
Erdnussproben wurde festgestellt, dass MDA und 4-HNE bereits in den nativen Erdniissen in
hoheren Gehalten vorlagen als in den erhitzten Erdnussdlproben, was auf die Verwendung von
raffiniertem Erdnussol zurlickzufiihren war. Ursédchlich fiir das Vorliegen von Sekundér-
produkten in den nativen Erdniissen konnte eine wihrend der Trocknung der Erdniisse
abgelaufene Lipidperoxidation gewesen sein. Um den Wassergehalt der Erdniisse nach ihrer
Ernte von 40 % auf 10 % zu senken, werden die Pflanzen von ihren Wurzeln getrennt und
zusammen mit den Friichten fiir einige Wochen zum Trocknen aufgehangen (Bickel-
Sandkotter, 2001; Franke et al., 1988). Alternativ kann die Trocknung durch Schwaden-
trocknung iiber zwei bis drei Tage und nachfolgender HeiBlufttrocknung fiir 18-24 h realisiert
werden (Vercellotti et al., 1995). Prinzipiell wére auch eine Erdnuss-Lipoxygenaseaktivitét als
mogliche Ursache denkbar (Burow et al., 2000).
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Als Folge der Erdnussrostung wurde im Falle von MDA und 4-HNE eine deutliche Abnahme
der Gehalte beobachtet. Acrolein konnte hingegen nur in den gerdsteten, nicht aber in den
nativen Erdniissen nachgewiesen werden. Dies konnte auf die hohe Reaktivitit des Acroleins
zuriickzufiihren sein (Esterbauer et al., 1991), wodurch es wéahrend der Lagerung der Erdniisse
bereits zu einer vollstindigen Abreaktion gekommen sein konnte. Fiir MDA und 4-HNE
existieren Literaturwerte fiir industriell gerdstete Erdnussproben, die mit den in der
vorliegenden Arbeit quantifizierten Gehalten libereinstimmen (Papastergiadis et al., 2012,
Papastergiadis et al., 2014). Acrolein konnte erstmals in Erdnussproben quantifiziert werden.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Handelsprobe wies vergleichbare Gehalte an
Acrolein und 4-HNE auf wie die fiir 20 min im LabormaRstab gerdstete Probe. Somit ergaben
die angewandten Rdstbedingungen ein der industriellen Rostung vergleichbares Produkt. Die
hohen Gehalte an MDA konnten auf eine schnelle Nachbildung wéhrend der Lagerung
zurlickzufilhren sein. Da als Folge der Erdnussrostung eine Abnahme der Gehalte der
Sekundirprodukte MDA und 4-HNE festgestellt wurde, konnte es wiahrend der Rostung zu
einer schnelleren Weiterreaktion mit Erdnussmatrixbestandteilen im Vergleich zu deren
Nachbildung gekommen sein. Ein thermischer Abbau konnte als Ursache ausgeschlossen
werden, da als Folge der Erhitzung von Erdnussél unter den gleichen Bedingungen Zunahmen
der Sekundirprodukte beobachtet wurden. Potentielle Reaktionspartner stellen hierbei
nukleophile Aminosdureseitenketten der Erdnussproteine dar. Somit konnte es wéhrend der
Erdnussrostung neben der Bildung von Maillard-Reaktionsprodukten zur Reaktion von
Sekundérprodukten aus der Lipidperoxidation mit Aminosédureseitenketten gekommen sein.
Fiir diese Reaktionen wird in der vorliegenden Arbeit in Analogie zur Maillard-Reaktion oder
nicht-enzymatischen Glykosylierung die Bezeichnung ,,Lipierungsreaktion oder ,,Lipierung*
vorgeschlagen (siehe hierzu Kap. 2.4). Die hierdurch entstehenden Lipierungsprodukte konnten
zu der von Wellner et al. (2012b) beobachteten und nicht durch die Bildung von Maillard-

Reaktionsprodukten erklarbaren Lysinabnahme beitragen.

4.3 Identifizierung reaktiver Aminosaurereste der Erdnussproteine
gegeniiber ausgewahlten Sekundarprodukten

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung reaktiver Aminosdurereste im
Erdnussproteinverband gegeniiber Sekundarprodukten. Hieriiber sollten Informationen dartiber
erhalten werden, welche Aminoséuren fiir die nachfolgenden Untersuchungen zur Bildung
konkreter Lipierungsprodukte relevant waren. Dazu wurde ein Erdnussproteinextrakt, das aus
nativen, ungerdsteten Erdniissen isoliert wurde, mit den ausgewihlten Sekundérprodukten
Hexanal, 2-Heptenal, Acrolein, MDA und 4-HNE inkubiert. Die Auswahl der Sekundirprodukte
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begriindete sich wie folgt: (1) Hexanal und 2-Heptenal wurden als relevante Sekundarprodukte
identifiziert, die als Folge der Erhitzung von Erdnussdl gebildet wurden (siehe hierzu
Kap. 4.2.1); (2) Acrolein, MDA und 4-HNE wurden in der vorliegenden Arbeit in Erdnussol-
und Erdnussproben quantifiziert, da sie auf Grund ihrer hohen Reaktivitdten (Esterbauer et al.,
1991) interessante Reaktionspartner fiir weiterfithrende Reaktionen darstellen (siehe hierzu
Kap. 4.2.2); (3) Hexanal stand stellvertretend fiir die Gruppe der Aldehyde, 2-Heptenal und
Acrolein fiir die Gruppe der 2-Alkenale, MDA fiir die Gruppe der Dialdehyde und 4-HNE fiir
die Gruppe der 4-Hydroxyalkenale. Die Inkubationen erfolgten in aufsteigenden
Stoffmengenverhéltnissen (0,1:1 bis maximal 10:1) an Sekunddrprodukt bezogen auf die
Summe der Stoffmengen der potentiell reaktiven Aminoséuren der Erdnussproteine Cystein,
Histidin, Lysin und Arginin. Deren Anteile betrugen im Erdnussproteinextrakt jeweils
3,83+0,79, 19,27 £ 0,06, 32,58 + 1,39 und 70,58 = 3,22 mmol/100 g Protein. Die Inkubationen
erfolgten bei 37 °C fiir 24 h in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) in Anlehnung an Ishino et al.
(2010), Furuhata et al. (2003) und Ichihashi et al. (2001), die Auswertungen mittels Amino-
sdureanalyse nach enzymatischer Hydrolyse (eH), um siurelabile Produkte mit zu erfassen.
Lediglich Histidin sowie Arginin im Falle der Inkubation mit 4-HNE wurden nach salzsaurer
Hydrolyse (sH) erfasst, da es hier bei den enzymatischen Hydrolysaten zu Coelutionen bei der
Aminosdureanalytik kam. Die nachfolgend dargestellten Aminosdureabnahmen wurden jeweils
iiber die Verhiltnisse zu Valin, bezogen auf die jeweiligen Ausgangsverhéltnisse, der analog
inkubierten Erdnussprotein-Blindwertproben berechnet. Valin diente hierbei als interner
Standard. Die Auswirkungen auf die Proteinquervernetzung der Erdnussproteine wurden
mittels SDS-PAGE untersucht. Diese waren vor dem Hintergrund einer moglichen
Beeinflussung des allergenen Potentials der Erdnussproteine interessant (siche hierzu
Kap. 2.2.3). Dabei lag der Fokus insbesondere auf den beiden Erdnusshauptallergenen Ara h 1
und Ara h 2. Die eingesetzten Proben wurden auf einen Proteingehalt von 1,0 mg/ml normiert,
sodass eine direkte Vergleichbarkeit der Lanes untereinander gegeben ist. Des Weiteren wurden
die Proben reduziert, um mdgliche Disulfidbriicken zu spalten und beobachtete
Quervernetzungen somit ausschlieBlich auf Reaktionen mit den Sekundéirprodukten

zurickzufiihren waren.

4.3.1 Hexanal

In Abb. 45 sind die Aminosdureabnahmen und die SDS-PAGE der mit Hexanal inkubierten

Erdnussproteine dargestellt.
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Abb. 45 Erdnussproteine inkubiert mit Hexanal; (A) Aminosdureabnahmen und (B) SDS-PAGE
(reduziert, 5-15 % Acrylamid)

Die Aminosdureabnahmen (Abb. 45A) zeigen, dass Hexanal vor allem mit den e-Amino-
gruppen des Lysins Lipierungsreaktionen eingeht. Die Lysinabnahmen betrugen im 0,1:1- und
10:1-Ansatz jeweils 1 % und 31 %. Weiterhin konnte im 10:1-Ansatz eine geringe
Cysteinabnahme von 4 % festgestellt werden. Weitere Aminosduren wurden nicht modifiziert.
Anhand der SDS-PAGE (Abb. 45B) ist zu erkennen, dass es als Folge der Lipierung durch
Hexanal zu keinen Proteinquervernetzungen kam. Auch der Vergleich des nicht inkubierten
Erdnussproteinextrakts (Lane 1) mit dem inkubierten Erdnussprotein-Blindwert (Lane 2) zeigt,
dass die Inkubation als solche bei 37 °C fiir 24 h zu keinen Proteinquervernetzungen fiihrte.
Wird das mogliche Reaktionsproduktspektrum des Hexanals mit Nukleophilen betrachtet, so
kann zunidchst als mogliches Lipierungsprodukt eine Schiff’sche Base 1 entstehen, welche
einerseits bei Anwesenheit reduzierender Substanzen zu den entsprechenden mono- (3) und
dialkylierten (4) Reaktionsprodukten (Fenaille et al., 2004) und andererseits zu 1,2,3,5- oder
1,3,4,5-substituierten Pyridiniumderivaten 2 unter Einbeziehung drei weiterer Hexanalmole-
kiile weiterreagieren kann (Kato et al., 1986; Suyama & Adachi, 1979). Zudem kann es pro-
tonenkatalysiert in Anwesenheit oxidierender Agenzien zur Bildung von N*-(Hexanoyl)lysin §
kommen (Ishino et al., 2008). Generell besteht somit im Falle der Aldehyde lediglich die
Moglichkeit zur Ausbildung einer Schiff’schen Base sowie den hieriiber zuginglichen

Folgeprodukten. Eine direkte Proteinquervernetzung ist nicht moglich. Denkbar wire diese im
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Falle der Ausbildung von Aldolkondensationsprodukten des Hexanals, noch bevor es zu
Reaktionen mit Nukleophilen kommt. Hierdurch bestiinde die Moglichkeit, dass es nach einer
Michael-Addition an das Aldolkondensationsprodukt zur Ausbildung einer Schiff’schen Base
kommen und hierdurch Proteinquervernetzungen resultieren konnten. Zudem stellen Aldehyde,
beispielsweise im Vergleich zu 2-Alkenalen oder 4-Hydroxy-alkenalen, unreaktivere

Reaktionspartner da (sieche Kap. 4.3.5).

4.3.2 2-Heptenal und Acrolein

In Abb. 46 und Abb. 47 sind die Aminosdurcabnahmen sowie die SDS-PAGEs der mit

2-Heptenal beziehungsweise Acrolein inkubierten Erdnussproteine dargestellt.
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Abb. 46 Erdnussproteine inkubiert mit 2-Heptenal; (A) Aminosidureabnahmen und (B) SDS-PAGE
(reduziert, 5-15 % Acrylamid)

2-Heptenal und Acrolein waren im Vergleich zum Hexanal deutlich reaktiver. So kam es bereits
als Folge der Inkubation mit geringen Konzentrationen an 2-Heptenal im 0,2:1-Ansatz zu einer
Histidinmodifizierung von 3 % (Abb. 46A). Ab dem 0,5:1-Ansatz konnten auch Lysinmodifi-
zierungen von 3 % festgestellt werden. Generell standen bei geringen 2-Heptenal-Konzentrati-

onen Histidin- und bei hoheren Konzentrationen Lysinmodifizierungen im Vordergrund. Diese
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betrugen bei fiinffachem Uberschuss an 2-Heptenal jeweils 28 und 36 % bezogen auf den
Blindwert. Reaktionen mit Cystein oder Arginin wurden nicht beobachtet. Anhand der SDS-
PAGE (Abb. 46B) zeigte sich, dass es bereits im 0,1:1-Ansatz (Lane 2) zu Proteinquervernet-
zungen kam. Dies wurde einerseits anhand der ,,verschmierten Banden* {iber der Ara h 1-Bande
sichtbar. Hierbei handelte es sich um Proteine, die sich auf Grund ihrer Modifizierung nicht
mehr einer einheitlichen Molmasse zuordnen lieBen. Andererseits waren Proteinaggregate er-
kennbar, die auf Grund ihrer GréBe nicht mehr in das Trenngel eintreten konnten und somit
Molmassen aufwiesen, die grofler als 212 kDa waren. Weiterhin zeigten sich Ara h 1-Di- und
Trimere, die densitometrisch ausgewertete Molmassen im Bereich von 130 und 190 kDa
aufwiesen und somit dem zwei- beziehungsweise dreifachen Molekulargewicht des Ara h 1-
Monomers entsprachen. Zudem wurde deutlich, dass damit einhergehend eine Abnahme der
Intensitdt der Ara h 1-Bande zu verzeichnen war. Dies wurde besonders bei den fiinf- (Lane 7)
und zehnfachen (Lane 8) 2-Heptenal-Ansétzen deutlich. Bei den weiteren Erdnussproteinen
zeigten sich hingegen kaum Intensitétsabnahmen. Somit kann ausgesagt werden, dass es durch

2-Heptenal vor allem zur Modifizierung des Erdnusshauptallergenes Ara h 1 kommt.
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Abb. 47 Erdnussproteine inkubiert mit Acrolein; (A) Aminosdureabnahmen und (B) SDS-PAGE
(reduziert, 5-15 % Acrylamid)
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Acrolein zeigte im Vergleich zum 2-Heptenal eine hohere Reaktivitit. So konnten bereits im
0,2:1-Ansatz Lysin- und Argininmodifizierungen von jeweils 7 und 3 % bestimmt werden
(Abb. 47A). Im 0,5:1-Ansatz waren auch Cystein- und Histidinabnahmen von jeweils 12 % und
11 % zu beobachten. Im fiinffachen Inkubationsansatz betrugen die Abnahmen von Cystein,
Histidin, Lysin und Arginin jeweils 18 %, 45 %, 79 % und 8 %. Die Reaktivititsreihenfolge fiir
Acrolein im Erdnussproteinverband lautete somit wie folgt: Lysin > Histidin > Cystein >
Arginin. Anhand der SDS-PAGE (Abb. 47B) konnten ab dem 0,5:1-Ansatz (Lane 5)
Proteinquervernetzungen anhand der Ausbildung von Ara h 1-Di- und Trimeren, dem Auftreten
,verschmierter Banden* sowie dem Verbleib von Proteinaggregaten in den Probeauftrage-
taschen festgestellt werden. Im Gegensatz zum 2-Heptenal zeigten sich Intensitdtsabnahmen
aller Erdnussproteinbanden. Im 5:1-Ansatz waren keine Monomerbanden der einzelnen
Erdnussproteine, allerdings deutlich ausgeprigte Ara h 1-Oligomerbanden und Protein-
aggregate in der Probentasche, erkennbar. Da die Inkubation mit Acrolein zu hdheren
Aminosdureabnahmen und weniger selektiven Proteinquervernetzungen fiihrte als im Falle des
2-Heptenals, kann Acrolein beziiglich der Erdnussproteine als reaktiver eingestuft werden. Die
Ursache fiir die schneller eintretende Proteinoligmerisierung in Anwesenheit des 2-Heptenals
konnte auf dessen hydrophoberen Charakter zuriickgefiihrt werden, wodurch sich dieses besser
an das ebenfalls eher hydrophobe Ara h 1 anlagern konnte.

Generell konnen in Anwesenheit von 2-Alkenalen Michael-Addukte 6 gebildet werden, was
ursichlich fiir die im Falle der 2-Heptenal-Inkubation zuerst aufgetretene Histidinabnahme
gewesen sein konnte. Die gebildeten Michael-Addukte konnen im weiteren Reaktionsverlauf
zur Bildung von Formylderivaten 7 fiihren (Uchida et al., 1998), die schlielich weiter zu den
entsprechenden Thioethern 8 reagieren konnen (Furuhata et al., 2002). Hierdurch kann es
sowohl zu inter- als auch zu intramolekularen Proteinquervernetzungen kommen. Ein weiteres
Quervernetzungsprodukt kann durch Michael-Addition des Imidazolrings des Histidins und
anschlieender Ausbildung einer Schiff’schen Base, beispielsweise mit der e-Aminogruppe des
Lysins, resultieren (Ishii et al., 2007). Dies konnte erkldren, weshalb nach der Inkubation mit
2-Heptenal und Acrolein starke Abnahmen der Aminosduren Histidin und Lysin beobachtet
wurden. Kommt es andererseits zuerst zur Ausbildung einer Schiff’schen Base, so bilden sich
Pyridiniumderivate 10 (Furuhata et al., 2003), wodurch weitere Quervernetzungsreaktionen
unterbunden werden (Ishii et al., 2007). Eine weitere Moglichkeit zur Quervernetzung bestiinde
prinzipiell auch iiber die Dihydropyridine, welche Vorstufen der Pyridiniumderivate darstellen,
durch eine Michael-Addition an eine Schiff’sche Base (Baker et al., 1998).
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4.3.3 Malondialdehyd

In Abb. 48 sind die Aminosdureabnahmen und die SDS-PAGE der mit MDA inkubierten

Erdnussproteine dargestellt.
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Abb. 48 Erdnussproteine inkubiert mit MDA; (A) Aminosdureabnahmen und (B) SDS-PAGE (reduziert,
5-15 % Acrylamid)

Mittels Aminosdureanalyse (Abb. 48A) wurde festgestellt, dass es als Folge der Inkubation mit
MDA im Erdnussproteinverband hauptsidchlich zur Abnahme der Aminoséure Lysin kam.
Diese Abnahmen betrugen im 5:1- und 10:1-Ansatz jeweils 20 % und 35 %. Fiir Cystein zeigte
sich im zehnfachen Ansatz eine geringe Abnahme von 3 %. Fiir Arginin und Histidin konnten
keine Abnahmen festgestellt werden. Somit war die Reaktivitit von MDA unter den gegebenen
Bedingungen mit der Reaktivitit des Hexanals vergleichbar. Unter neutralen und alkalischen
Bedingungen liegt MDA zu tiber 99 % in Form seines Enolatanions vor, wohingegen es auf
Grund seines pKa-Werts von 4,6 (Slatter et al., 1998) bei pH-Werten unter 4,5 in Form des nicht
dissoziierten Enols vorliegt, welches im Gleichgewicht mit dem Dialdehyd steht (Esterbauer
etal., 1991), (siehe hierzu Kap. 2.4.3 Abb. 16). Unter den in der vorliegenden Arbeit gewihlten
Inkubationsbedingungen bei pH 7,4 lag MDA somit in Form seines Enolatanions vor, wodurch

die Reaktivitit eingeschrinkt war. King (1966) identifizierten beispielsweise nach Inkubation
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von MDA und Arginin in 12 M HCI N®-(2-Pyrimidinyl)-L-ornithin. Allerdings erfolgte der
Umsatz in 6 M HCI bereits sechs Mal langsamer und in neutraler Losung nicht mehr (King,
1966). Im Gegensatz dazu geht das Strukturisomer Methylglyoxal auch unter neutralen
Reaktionsbedingungen Reaktionen mit der Guanidinogruppe des Arginins ein (Henle et al.,
1994). Der pH-Wert der nativen Erdniisse wurde zu 6,9, nach Rostung bei 170 °C fiir 20 min
zu 6,6 und nach Rostung bei 170 °C fiir 40 min zu 6,3 bestimmt. Somit ist davon auszugehen,
dass die Reaktivitdt des MDA in den Erdniissen ebenfalls eingeschrankt ist. Als Folge der
innerhalb der Erdniisse ablaufenden Lipierungsreaktionen waren unter dem Einfluss von MDA
demnach vor allem Lysin-Addukte zu erwarten.

Mittels SDS-PAGE (Abb. 48B) zeigte sich, dass es ab dem dquimolaren Inkubationsansatz
(Lane 6) zu Quervernetzungen gekommen ist. Beobachtet wurden Ara h 1-Di- und -Trimere
sowie das Verbleiben von Proteinaggregaten in den Probentaschen. Gleichzeitig war eine
Reduktion der Ara h 1-Monomerbande feststellbar, sodass geschlussfolgert werden kann, dass
es sich bei den Proteinoligomeren in den Probentaschen vor allem um Ara h 1-Oligomere
handelte. Generell besteht fiir die e-Aminogruppe des Lysins und MDA die Moglichkeit der
Ausbildung einer Schiff’schen Base 12, welche im Gleichgewicht mit dem entsprechenden
Aminopropenal 12¢ steht (Itakura & Uchida, 2001; Requena et al., 1997; Nair et al., 1981).
Dieses kann nukleophil durch die Guanidinogruppe des Arginins angegriffen werden, wodurch
es Uber die Bildung einer Schiff’schen Base zur Cyclisierung und als Folge zur Ausbildung des
Quervernetzungsprodukts 2-Ornitinyl-4-methyl-1-e-lysyl-1,3-imidazol 16 kommen kann
(Slatter et al., 2004). Slatter et al. (2004) konnten 16 nach Inkubation von bovinem Serum-
albumin mit MDA mittels 'H und 2D NMR-Spektroskopie sowie massenspektrometrisch
nachweisen. Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass es iiber das Aminopropenal 12¢ durch
einen weiteren nukleophilen Angriff am Cs zur Bildung eines Diimins 13 kommt, welches im
Gleichgewicht mit seinem resonanzstabilisierten Enamin 13¢ steht (Sayre et al., 2006; Requena
et al., 1997; Chio & Tappel, 1969), wodurch es ebenfalls zur Proteinquervernetzung kommen
kann. Itakura et al. (1996) identifizierten ein weiteres mdogliches, fluoreszierendes
Proteinquervernetzungsprodukt 17 nach Inkubation von N*-Acetyl-glycyl-L-lysinmethylester
mit MDA, welches sowohl einen Dihydropyridin- als auch einen Pyridiniumring aufweist.
Zudem wurde die Bildung eines ebenfalls fluoreszierenden 1,4-Dihydropyridin-Addukts 14
beschrieben (Sayre et al., 2006; Xu et al., 1997; Nair et al., 1988), welches die Moglichkeit fiir
zwei weitere nukleophile Angriffe bietet, wodurch sich ein weiteres Quervernetzungprodukt 15
aus drei Nukleophilen bilden kann (Slatter et al., 1998).
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4.3.4 4-Hydroxynonenal

In Abb. 49 sind die Aminosdureabnahmen und die SDS-PAGE der mit 4-HNE inkubierten

Erdnussproteine dargestellt.
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Abb. 49 Erdnussproteine inkubiert mit 4-HNE; (A) Aminosdureabnahmen und (B) SDS-PAGE
(reduziert, 5-15 % Acrylamid)

Bereits ab dem 0,1:1-Ansatz kam es zu Lysinabnahmen (Abb. 49A), welche bis zum 5:1-
Inkubationsansatz von 8 % auf 25 % zunahmen. Weiterhin waren ab dem 1:1- bis zum 5:1-
Inkubationsansatz Histidinabnahmen von 4 % bis 5 % zu beobachten. Cystein und Arginin
blieben unverdndert, obwohl Cystein nach Sayre et al. (1993) gegeniiber 4-HNE eine hohere
Reaktivitit zeigt als Lysin. Ursédchlich fiir diese Diskrepanz konnte sein, dass Cystein einerseits
im Erdnussproteinverband nur in geringen Stoffmengen von 3,83 + 0,79 mmol/100 g Protein
vorkommt und andererseits im Proteinverband leicht zur Ausbildung von Disulfidbriicken
neigt, sodass die Thiolgruppen nicht mehr fiir Reaktionen zur Verfiigung standen. Somit kann
festgehalten werden, dass es bereits bei geringen Konzentrationen an 4-HNE zu
Lysinmodifizierungen kommt, die Reaktivitdt im Erdnussproteinverband allerdings geringer
als die der 2-Alkenale ist.

Mittels SDS-PAGE (Abb. 49B) wurde gezeigt, dass es ab dem dquimolaren Inkubationsansatz

zur Ausbildung von Ara h 1-Dimeren und Proteinaggregaten gekommen ist, die in den Proben-
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taschen verblieben. Gleichzeitig konnte eine Intensititsabnahme der Ara h 1-Monomerbande
beobachtet werden, wohingegen die anderen Erdnussproteine unverdnderte Bandenintensi-
titen zeigten. Somit wurde geschlussfolgert, dass diese Oligomere hauptsédchlich aus Ara h 1-
Untereinheiten aufgebaut waren. Moglichkeiten 4-HNE-induzierter Proteinquervernetzungen
bestehen durch die Ausbildung eines Schiff’sche Base-Michael-Addukts 22 unter Beteiligung
eines 4-HNE-Molekiils, welches im Gleichgewicht mit seinem Hemiacetal 22¢ steht
(Nadkarni & Sayre, 1995; Uchida & Stadtman, 1993). Zudem wurde die Bildung eines
fluoreszierenden 2-Alkyl-2-hydroxy-1,2-dihydropyrrol-3-oniminiumions 23 beschrieben (Xu
et al., 1999; Xu & Sayre, 1998; Itakura et al., 1998), dessen Bildung die Anwesenheit von O>
bendtigt und durch oxidierende Metallionen wie beispielsweise Cu®* beschleunigt wird (Xu
et al., 1999). Xu et al. (1999) geben fiir optimale Reaktionsbedingungen einen Uberschuss des
Nukleophils im Verhéltnis zu 4-HNE von 5-10:1 und einen pH-Wert von 7 bis 7,5 an.
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Abb. 50 Ara h 1 inkubiert mit 4-HNE; (A) Aminosdureabnahmen, (B) Fluoreszenzmessung der
enzymatischen Hydrolysate und (C) SDS-PAGE (reduziert, 5-15 % Acrylamid)
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Um den Einfluss einer 4-HNE-induzierten Lipierung auf das Erdnusshauptallergen Ara h 1
genauer zu untersuchen, erfolgte die Inkubation des isolierten Allergens analog den
Inkubationen des Erdnussproteinextrakts. Die Gehalte der potentiell reaktiven Aminosduren
Cystein, Histidin, Lysin und Arginin wurden jeweils zu 6,32 + 0,56, 20,68 = 0,35, 39,94 + 0,26
und 74,84 + 0,07 mmol/100 g Protein bestimmt. Parallel wurden mit den enzymatischen
Hydrolysaten Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt, um Hinweise auf die Bildung des von
Xu & Sayre (1998) beschriebenen Fluorophors 23 zu erhalten. Die Ergebnisse sind in Abb. 50
dargestellt.

Analog des Erdnussproteinextrakts kam es bereits ab dem 0,1:1-Ansatz zu Lysinabnahmen
(Abb. 50A), welche in Abhédngigkeit der 4-HNE-Konzentration von 1 % auf 24 % zunahmen.
Weiterhin zeigte sich ebenfalls analog des Erdnussproteinextrakts, dass ab dem dquimolaren
Inkubationsansatz zunehmende Histidinabnahmen von 5 % auf 10 % auftraten. Anhand der
SDS-PAGE (Abb. 50C) wurde deutlich, dass es bei Vorliegen des isolierten Ara h 1 schneller
zu Oligomerisierungsreaktionen kam als im Erdnussproteinverband. Zunahmen an Ara h 1-Di-
und -Trimeren konnten bereits ab dem 0,1:1-Ansatz (Lane 2) festgestellt werden. Ab dem
dquimolaren Ansatz (Lane 4) waren zusitzlich Proteinaggregate in den Probentaschen
erkennbar, die nicht in das Gel eintreten konnten. Die Inkubation mit 5:1-fachem Uberschuss
an 4-HNE (Lane 5) flihrte zu einer sehr starken Quervernetzung, sodass die Loslichkeit stark

reduziert war und zudem die 16slichen Proteine nicht mehr in das Gel eintreten konnten.

Anhand der enzymatischen Hydrolysate der Erdnussprotein- und Ara h 1-Inkubationsansétze
wurden Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt (Abb. 50B). Durch die Freisetzung aus dem
Proteinverband sollten fluoreszenzverstirkende Effekte im Proteinverband durch mogliche
Fluorophore vermieden werden. Deutlich erkennbar war, dass es ab dem &quimolaren
Inkubationsansatz zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensitdten sowohl in den modifizierten
Erdnussprotein- als auch den Ara h 1-Proben kam. Somit wurden Hinweise dahingehend
erhalten, dass es als Folge der 4-HNE-induzierten Lipierung zur Bildung des von Xu et al.
(1999) beschriebenen Fluorophors 23 gekommen sein konnte, auch wenn die optimalen
Fluorophorbildungseigenschaften bei den hier durchgefiihrten Inkubationen nicht vorlagen.
Dieses konnte zu den ab den dquimolaren Inkubationsansdtzen beobachteten Proteinquer-

vernetzungen beigetragen haben.

Ursache fiir die schnelle Quervernetzung des Ara h 1 in Anwesenheit quervernetzender
Agenzien konnte zum einen die Anzahl der Lysinreste des Ara h 1 sein. Mit 36 Lysinresten
weist das Ara h 1 im Vergleich zu den weiteren Erdnussproteinen die hochste Anzahl an
Lysinresten auf (UniProt; NCBI). Im Gegensatz dazu enthélt das Ara h 2 beispielsweise nur
3 Lysinreste und die weiteren Erdnussallergene zwischen 3 und 18 Lysinreste (UniProt; NCBI).

Wie in der vorliegenden Arbeit am Beispiel von Hexanal, Acrolein, 2-Heptenal, MDA und

155



4 Ergebnisse und Diskussion

4-HNE gezeigt, stellt Lysin diejenige Aminosdure dar, welche bevorzugt als Folge der
Lipierung modifiziert wird. Aufgrund dessen ist die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass es
innerhalb der Erdnussproteine bevorzugt zu einer Modifizierung des Ara h 1 und als Folge auch
zu Quervernetzungen kommt. Zum anderen bildet Ara h 1 in nativem Zustand Tri- und hohere
Oligomere aus, die durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert sind (van Boxtel et al.,
2006). Somit ist zusdtzlich die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass es zur Ausbildung von
Proteinquervernetzungen kommt, da naheliegend ist, dass schon miteinander in Kontakt

stehende Proteine leichter untereinander quervernetzt werden kdnnen.

Vergleichend zu den durch Sekundirprodukte modifizierten isolierten Erdnussproteinen ist in

Abb. 51 das Elektropherogramm der nativen und gerdsteten Erdniisse sowie der Handelsprobe

dargestellt.
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Abb. 51 SDS-PAGE der nativen und gerosteten Erdniisse sowie der Handelsprobe (reduziert,
isokratisch, 9 % Acrylamid)

Bei den gerdsteten Erdniissen (Lane 3) zeigte sich im Vergleich zu den nativen Erdniissen
(Lane 2) eine deutliche Reduktion der Bandenintensitit des Ara h 1 sowie die Ausbildung
verschmierter Banden mit Molekulargewichten > 66 kDa. Des Weiteren waren Proteinaggre-
gate in den Probentaschen erkennbar, die auf Grund ihrer groBen Molmassen nicht mehr in das
Gel eintreten konnten. Auch die Handelsprobe (Lane 4) zeigte ein analoges Verhalten wie die
im Labormafstab gerosteten Erdniisse. Ein Vergleich der Handelsprobe mit den nativen
Erdniissen war hierbei nicht moglich, da nicht bekannt war, welche Erdniisse fiir die industrielle
Rostung eingesetzt wurden. Vergleichbare Ergebnisse erhielten auch Kopper et al. (2005), die

eine deutliche Reduktion der Proteinbanden sowie die Ausbildung verschmierter Banden als
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Folge der Erdnussrostung beobachteten. Die in der vorliegenden Arbeit durch die Sekundir-
produkte modifizierten Erdnussproteine verhielten sich somit &hnlich den gerosteten Erdniissen
(Abnahme der Ara h 1-Bande, verschmierte Banden, in den Probentaschen verbliebene
Proteinaggregate). Somit konnten beim Erdnussrdsten ablaufende Lipierungsreaktionen mit zu

der beobachteten Proteinquervernetzung beigetragen haben.

4.3.5 Fazit

Anhand der Inkubationsmodelle isolierter, nativer Erdnussproteine mit ausgewiahlten Vertre-
tern der Sekundirprodukte wurde gezeigt, dass es im Falle aller Sekundarprodukte zu Amino-
sdureabnahmen kam. Nachfolgende Tab. 50 fasst die Reaktivititen der untersuchten Sekundér-
produkte gegeniiber den potentiell reaktiven Aminosduren Cystein, Histidin, Lysin und Arginin
sowie die proteinquervernetzenden Eigenschaften im Erdnussproteinverband zusammen.

Tab. 50 Zusammenfassung der Reaktivititen der untersuchten Sekundérprodukte gegeniiber
Erdnussproteinen und Ara h 1 sowie deren proteinquervernetzende Eigenschaften;

Unterschuss/Uberschuss - Stoffmenge an Sekundirprodukt im Unterschuss/Uberschuss bezogen auf die
Summe der Stoffmengen der potentiell reaktiven Aminoséduren Cystein, Histidin, Lysin und Arginin

Sekundér- Reaktivitit gegenliber Aminosduren proteinquervernetzende Eigenschaft
produkt

Hexanal Lysin, Cystein (erst im 10:1-Ansatz) keine

2-Heptenal Histidin und Lysin hoch, ab geringster Konzentration

geringe Konzentration (Unterschuss): beobachtet, vor allem Ara h 1 wurde

Histidin > Lysin quervernetzt
hohere Konzentration (Uberschuss):
Lysin > Histidin

Acrolein Cystein, Histidin, Lysin, Arginin hoch, ab 0,5:1-Ansatz beobachtet,

geringe Konzentration (Unterschuss): wenig selektiv alle Erdnussproteine

Lysin > Cystein = Histidin > Arginin quervernetzt
hohere Konzentration (Uberschuss):
Lysin > Histidin > Cystein > Arginin

MDA Lysin, Cystein (erst im 10:1-Ansatz) mittel, ab 1:1-Ansatz beobachtet, vor

allem Ara h 1 quervernetzt

4-HNE Erdnussproteinextrakt: Histidin, Lysin mittel, ab 0,2:1-Ansatz beobachtet,
geringe Konzentration (Unterschuss): vor allem Ara h 1 quervernetzt
Lysin

hohere Konzentration (dquimolar):
Lysin > Histidin
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Sekundér- Reaktivitit gegenliber Aminosduren proteinquervernetzende Eigenschaft
produkt
Ara h 1: Histidin, Lysin hoch, ab geringster Konzentration
geringe Konzentration (Unterschuss): beobachtet
Lysin

hohere Konzentration (dquimolar):
Lysin > Histidin

Somit kann festgehalten werden, dass (1) eine Lipierung von Erdnussproteinen im Proteinver-
band mdglich ist, wodurch entsprechende Reaktionen auch als Folge der Erdnussrostung zu
erwarten sind. (2) Lysin stellt diejenige Aminosidure im Erdnussproteinverband dar, die
bevorzugt modifiziert wird. Lediglich im Falle des 2-Heptenals war bei niedrigen
Konzentrationen eine Histidinmodifizierung zu beobachten, weshalb als Folge einer
Erdnussrostung ebenfalls vor allem Lysin-Lipierungsprodukte zu erwarten sind. (3) Nach
Vergleich der 5:1-Ansdtze stellt Acrolein dasjenige Sekundirprodukt dar, welches im
Erdnussproteinverband zur hochsten Aminosduremodifizierung und Proteinquervernetzung
fiihrt. Die Reaktividtsreihenfolge gegeniiber den Erdnussproteinen lautet somit wie folgt:
Acrolein > 2-Heptenal = 4-HNE > MDA > Hexanal. (4) Bei niedrigen und somit lebensmittel-
relevanten Konzentrationen an Sekundirprodukten und unter Beriicksichtigung des leicht
sauren pH-Werts der Erdniisse diiften vor allem Lipierungsprodukte des Acroleins und 4-HNE
relevant sein. (5) Als Folge der Lipierung kommt es vor allem zur Quervernetzung des
Erdnusshauptallergens Ara h 1, wohingegen die weiteren Erdnussproteine, unter anderem das
zweite Erdnusshauptallergen Ara h 2, nur geringfiigig quervernetzt werden. Lediglich im Falle
des Acroleins konnten unselektive Quervernetzungsreaktionen beobachtet werden, was sich in
der Quervernetzung aller Erdnussproteine &uflerte. Prinzipiell diirften neben der
Verbindungsklasse des Sekundirprodukts auch dessen Kettenlinge sowie die Polaritit des
Proteins einen Einfluss auf die Reaktivitit im Allgemeinen haben.

Weiterhin zeigte sich, dass es als Folge der Erdnussrostung, analog der Lipierung von
Erdnussproteinen, auf der SDS-PAGE vor allem zur Abnahme der Ara h 1-Bandenintensitét,
der Ausbildung verschmierter Banden und dem Verbleib hochmolekularer Proteinaggregate in
den Probentaschen kam. Somit kann geschlussfolgert werden, dass beim Erdnussrdsten
ebenfalls Lipierungsreaktionen ablaufen konnten, die zu der bisher nicht erklirbaren
Lysinblockierung beitragen (Kap. 4.1.2 und Wellner et al., 2012b). Werden mogliche
Auswirkungen auf das allergene Potential in Betracht gezogen, so konnten bei der
Erdnussrostung gebildete Lipierungsprodukte einerseits das IgE-Bindevermogen direkt {liber
Verianderungen nicht-kovalenter Wechselwirkungen beeinflussen oder zur Generierung von
Neoepitopen fithren. Weiterhin konnte die beobachtete Proteinquervernetzung die
Verdaubarkeit von Erdnussallergenen reduzieren (Bogh et al., 2012; van Boxtel et al., 2006;

Maleki et al., 2000b), wodurch sowohl die Wahrscheinlichkeit zur Resorption von Peptiden mit
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intakten Epitopen als auch die Wahrscheinlichkeit zur Sensibilisierung auf Grund
kontinuierlicher Freisetzung von Peptiden mit intakten Epitopen im Gastrointestinaltrakt erhoht

werden konnte.

4.4 Identifizierung von Lipierungsprodukten in Modellansédtzen

Da Lysin diejenige Aminosédure darstellt, die im Erdnussproteinverband bevorzugt durch
Sekundirprodukte der Lipidperoxidation modifiziert wurde (siche hierzu Kap. 4.3), war es ein
weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, mogliche Lipierungsprodukte des Lysins zu
identifizieren und eine Auswahl liber mogliche, relevante Lipierungsprodukte, die sich als
Folge der Erdnussrostung bilden konnten, zu treffen. Zudem sollten Darstellungsstrategien
abgeleitet werden, um ausgewdhlte Lipierungsprodukte erstmalig in Erdnussproben nach-
weisen und quantifizieren zu kdnnen. Hierzu wurde N*-Acetyl-L-lysin (AcLys), als Modell-
substanz fiir proteingebundenes Lysin mit Hexanal, 2-Heptenal, Acrolein, MDA und 4-HNE in
jeweils dquimolaren Stoffmengenverhéltnissen fiir 4 h bei 75 °C in Methanol umgesetzt und
die dabei entstandenen Lipierungsprodukte mittels LC-ESI-MS/MS (positive mode)
identifiziert. Zundchst wurden Scanldufe durchgefiihrt und anschlieBend ausgewihlte
Lipierungsprodukte mittels collision-induced dissociation- (CID-) Experimenten in Produkt-
ionenscans identifiziert. Uber die erhaltenen produktcharakteristischen Fragmentmuster
(Tochterionen) erfolgte schlieBlich der Riickschluss auf die jeweilige Ausgangsverbindung
(Mutterion). Anhand von Stabilitdtsuntersuchungen der Lipierungsprodukte wurden

Darstellungsstrategien abgeleitet und ausgewihlte Verbindungen dargestellt.

Nachfolgend werden zundchst charakteristische Fragmente der Lysinderivate erldutert, die in
nahezu allen Fragmentmustern der Produktionenscans identifiziert wurden. Angegeben sind
jeweils die berechneten monoisotopischen Massen. Kommt es zur Abspaltung der
Acetylgruppe (-43 u), tritt eine effektive Massenreduktion der Ausgangsverbindung von -42 u
nach Protonierung der a-Aminogruppe auf. Eine weitere Fragmentierung unter Abspaltung der
a-Aminogruppe in Form von NH3; und CO aus der Carbonsduregruppe resultiert in einer
zusdtzlichen Massenreduktion um -45 u (Shek et al., 2006), (Abb. 52). Die postulierten
Bildungswege moglicher Lysin-Fragmentionen m/z 130,1, m/z 129,1, m/z 102,1 und m/z 84,1
in Anlehnung an Shek et al. (2006), Fenaille et al. (2004) und Yalcin & Harrison (1996) sind
in Abb. 52 dargestellt.

Nach der Abspaltung der Acetylgruppe (42 u) kann es entsprechend des
Fragmentierungswegs 1 (positive Ladung befindet sich an der e-Aminogruppe) durch einen

nukleophilen Angriff der a-Aminogruppe an den e-Kohlenstoff zur Eliminierung der
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e-Stickstoffgruppierung kommen, wodurch es zur Bildung der 2-Piperidincarbonsdure mit
m/z 130,1 kommt (Shek et al., 2006; Yalcin & Harrison, 1996). Diese kann durch Eliminierung
von CO und H20 (-46 u) in ein 2,3,4,5- oder 1,2,3,4-Tetrahydropyridin-1-ium-Derivat mit
m/z 84,1 tberfithrt werden (Shek et al., 2006; Fenaille et al., 2004). Entsprechend des
Fragmentierungswegs 2 (positive Ladung befindet sich an der a-Aminogruppe) kommt es zum
nukleophilen Angriff des e-Stickstoffs an den Carbonsdurekohlenstoff, wodurch zunéchst unter
Abspaltung von H>O (-18 u) das a-Amino-e-Caprolactam mit m/z 129,1 entsteht, welches nach
Eliminierung von CO und NHj3 (-45 u) ebenfalls in das entsprechende Tetrahydropyridin-1-
tum-Derivat Uberfiihrt wird (Fenaille et al., 2004). Analoge Fragmentierungen sind auch bei
alkylierten e-Aminogruppen zu erwarten. Im Falle quartirer Ammoniumverbindungen, wie den
nachfolgend beschriebenen Pyridiniumderivaten, ist eine Fragmentierung entsprechend des

Fragmentierungswegs 2 nicht moglich.
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Abb. 52 Bildungswege der charakteristischen Lysin-Fragmentionen m/z 130,1, m/z 129,1, m/z 102,1
und m/z 84,1 in LC-ESI-MS/MS-CID-Experimenten; Weg 1 in Anlehnung an Shek et al. (2006) und
Yalcin & Harrison (1996), Weg 2 in Anlehnung an Fenaille et al. (2004)

Eine Differenzierung zwischen (Z)- und (E)-Konfigurationen bei Doppelbindungen ist anhand
von Fragmentierungsmustern nicht moglich. Deshalb wurden Konfigurationen von Doppel-
bindungen identifizierter Verbindungen, die nicht zusitzlich i{iber dargestellte Standards
abgesichert wurden, auf Grund zeichnerischer Vorteile willkiirlich dargestellt. In diesen Féllen
wurde bei der Benennung nach [UPAC auf die Angabe der Konfiguration verzichtet. Generell
ist zu beachten, dass eine Identifizierung von Lipierungsprodukten anhand von Fragmen-
tierungsmustern in der vorliegenden Arbeit sehr gut moglich war und Absicherungen durch
dargestellte Standards dies auch belegten. Eine absolute Sicherheit bei Verbindungen, die nicht
durch dargestellte Standards abgesichert worden sind, war allerdings nicht gegeben. Die

angegebenen Bezeichnungen ,,M+H "™ oder ,,M " bezeichnen nachfolgend nicht ausschlieBlich
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die Mutterionen, sondern auch die infolge der Fragmentierung entstandenen Tochterionen und

sind somit als generelle Angaben des Protonierungsstatus eines lons zu verstehen.

4.4.1 Lipierungsprodukte des Hexanals

In Abb. 53 sind das LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm des Inkubationsansatzes aus
N%Acetyl-L-lysin und Hexanal sowie die charakteristischen Fragmentmuster der zugeordneten

Lipierungsprodukte dargestellt.
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Abb. 53 LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit Hexanal
(oben) fiir 4 h bei 75 °C und den jeweiligen Fragmentmustern aus den Produktionenscans (unten),
(A) 2-Acetamido-6-(hexylamino)hexansiure 3 (N°-Hexyl-AcLys), (B) 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-2-
pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansdure 2 (AcLHP 1), (C) 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-4-pentyl-pyridin-
1-ium-1-yl)hexansdure 24 (AcLHP 2)

Das Produktion mit m/z 189,2 (M+H") (tret 11,5 min) entsprach dem nicht vollstindig
umgesetzten N®-Acetyl-L-lysin, welches eine berechnete monoisotopische Masse von
189,1 g/mol (M+H") aufweist. Die Identifizierungen der drei Lipierungsprodukte werden im

Folgenden ausfiihrlich diskutiert. In den nachfolgenden Kapiteln identifizierte Lipierungs-
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produkte wurden analog ausgewertet. In Abb. 54 sind die postulierten Fragmentionen der

2-Acetamido-6-(hexylamino)hexansiure (N®-Hexyl-AcLys) und stellvertretend fiir die beiden

Pyridiniumderivate die Fragmentionen der 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-

ium-1-yl)hexansdure (AcLHP 1) angegeben.
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Abb. 54 Erldauterungen der Fragmentierungswege der 2-Acetamido-6-(hexylamino)hexansdure
(N*-Hexyl-AcLys) mit m/z 273,2 (M+H") sowie der 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-
ium-1-yl)hexansédure (AcLHP 1) mit m/z 433,3 (M") in CID-Experimenten mittels LC-ESI-MS/MS
(positiv mode); angegeben sind jeweils die berechneten monoisotopischen Massen

Im Falle der Verbindung mit m/z 273,2 (Abb. 53A, tret =

29,8 min) lieB sich zunichst eine

effektive Massenreduktion um -42 u beobachten, die einer Deacetylierung der N*-Aminogruppe
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entsprach, wodurch das Ion der entschiitzten 2-Amino-6-(hexylamino)hexansdure mit
m/z 231,1 (M+H") entstanden ist. Entsprechend des in Abb. 52 angegebenen Fragmen-
tierungswegs 2 (positive Ladung an der N*-Aminogruppe) kam es zur Eliminierung von H>O
(-18 u), wodurch in Analogie zu Fenaille et al. (2004) das entsprechende Caprolactamion mit
m/z 213,1 (M+H") entstanden ist. Das Ion mit m/z 168,2 (M+H") zeigte eine nachfolgende
Abspaltung von CO und NH3 (-45 u) an, wodurch entsprechend Fenaille et al. (2004) das
entsprechende 1-Hexyl-tetrahydropyridin-1-ium gebildet wurde. Das Ion mit m/z 130,1
(M+H") deutete auf eine Fragmentierung entsprechend des in Abb. 52 angegebenen Fragmen-
tierungswegs 1 (positive Ladung an der N°*-Aminogruppe) hin, wodurch es in Analogie zu Shek
et al. (2006) und Yalcin & Harrison (1996) zur Abspaltung der N*-Aminogruppierung (-101 u)
kam. Der weitere Massenverlust von -46 u lie3 schlie8lich eine Eliminierung von CO und H>O
vermuten, wodurch sich das entsprechende Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H")
bildete (Shek et al., 2006, Fenaille et al., 2004). Somit lieBen die im Produktionenscan
erhaltenen Fragmentionen, in Ubereinstimmung mit der Literatur (Fenaille et al., 2004), den
Riickschluss auf das Vorliegen der 2-Acetamido-6-(hexylamino)hexansiure 3 (nachfolgend
als N*:-Hexyl-AcLys bezeichnet) zu. Diese weist eine berechnete monoisotopische Masse von
273,2 g/mol (M+H") auf. Nach Darstellung der entschiitzten 2-Amino-6-(hexylamino)hexan-
saure (Kap. 3.9.3) wurde zusétzlich iiber das analoge Fragmentmuster ausgehend von m/z 231,1
(M+H") das Vorliegen der reduzierten Schiff’schen Base besttigt.

Die Verbindungen mit m/z 433,4 (Abb. 53B und C, trer = 49,0 und 50,9 min) zeigten ver-
gleichbare Fragmentionen, die sich lediglich in thren relativen Signalintensititen unterschieden.
Somit wurde angenommen, dass es sich hierbei um Strukturisomere handelte. Der
Massenverlust von -42 u wies zunidchst auf eine Deacetylierung der N*-Aminogruppe hin,
wodurch das Ion der 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansdure mit
m/z 391,1 (M") erklarbar war. Die weitere Massenreduktion um -45 u unter Ausbildung des
Fragmentions m/z 346,2 (M") deutete auf eine Abspaltung von NH3 und CO analog Shek et al.
(2006) hin. Entsprechend des Fragmentierungswegs 1 kam es zur Abspaltung des Pyridinium-
rests (-261 u), welcher nach Protonierung in Form des Tons mit m/z 262,1 (M+H") detektiert
wurde. Das dabei entstandene Fragmention m/z 130,1 (M+H") konnte nach Abspaltung von
CO und H>O (-46 u) in das Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H") {ibergehen (Shek
et al., 2006, Fenaille et al., 2004). Somit lieBen die im Produktionenscan erhaltenen
Fragmentionen den Riickschluss auf das Vorliegen von zwei Pyridiniumverbindungen zu,
wovon das 1,2,3,5-substituierte Derivat 2 von Kato et al. (1986) in entschiitzter Form nach
Inkubation von Lysin mit Hexanal identifiziert wurde. Nach Suyama & Adachi (1979) ist
prinzipiell neben der Bildung eines 1,2,3,5-substituierten Derivats 2 auch die Bildung eines

1,3,4,5-substituierten Derivats moglich. Beide Stellungsisomere weisen die gleiche berechnete
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monoisotopische Masse von 433,3 g/mol (M") auf. Eine zusitzliche Protonierung unter
Ausbildung von zwei positiven Ladungen wurde nicht beobachtet. Diese Beobachtung stimmt
mit dem Verhalten quartirer Ammoniumverbindungen, beispielsweise aus dem Bereich der
Pestizide, iiberein (Poulsen et al., 2007; Ariffin & Anderson, 2006). Nach Darstellung beider
Verbindungen in entschiitzter Form (Kap. 3.9.4) wurden iiber analog erhaltene Fragment-
muster, jeweils ausgehend von m/z 391,3 (M"), das Vorliegen der 2-Acetamido-6-(3,5-
dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexanséure 2 (nachfolgend benannt als AcLHP 1) und
der 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-4-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansiure 24 (nachfolgend
be-nannt als AcLHP 2) bestitigt. Die Elutionsreihenfolge konnte wie folgt zugeordnet werden:
Bei der zuerst eluierenden Verbindung handelte es sich um AcLHP 1 und bei der nachfolgend
eluierenden Verbindung um AcLHP 2. Anhand von UV-Messungen bei A = 227 nm wurde das
Bildungsverhéltnis von LHP 1 zu LHP 2 zu 1:0,7 abgeschédtzt. Somit konnte auch in den
Erdnussproben LHP 1 die relevante Verbindung darstellen.

Als Folge der Inkubation von N*-Acetyllysin mit Hexanal unter physiologischen Bedingungen
in Anwesenheit des Reduktionsmittels NaCNBH3 konnten Fenaille et al. (2004) sowohl das
monoalkylierte 3 als auch das dialkylierte 4 Reaktionsprodukt massenspektrometrisch
identifizieren. Ein mogliche Ursache fiir das Vorliegen der reduzierten Schiff’schen Base 3 in
der vorliegenden Arbeit in Abwesenheit eines extern zugegeben Reduktionsmittels, konnte die
Bildung der Pyridiniumderivate AcLHP 1 und AcLHP 2 dargestellt haben. Deren Bildung
erfolgt zunéchst iiber die Schiff’sche Base 1, gefolgt von Aldolkondensationen unter Einbe-
ziehung von zwei weiteren Molekiilen Hexanal und eines Oxidationsschritts (Kato et al., 1986).
Die Oxidation kann hierbei sauerstoffinduziert, durch Disproportionierung oder Oxidations-
mittel erfolgen (Suyama & Adachi, 1979). Somit war es moglich, dass im Zuge der Bildung der
Pyridiniumverbindungen eine gleichzeitige Reduktion der Schiff’schen Base erfolgte. Die
Ausbildung der nicht reduzierten Schiff’schen Base 1 oder eines dialkylierten Reaktions-
produkts 4 wurde unter den vorgelegenen Bedingungen und in Abwesenheit extern

zugegebener Reduktionsmittel nicht beobachtet.

Ableitung der Darstellungsstrategien

Nach salzsaurer Hydrolyse des Inkubationsansatzes konnten sowohl die 2-Amino-6-(hexyl-
amino)hexansiure 3¢ (nachfolgend benannt als N*-Hexyllysin) als auch die beiden Pyri-
diniumderivate 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-2-pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)hexansiure 2¢ (nach-
folgend benannt als LHP 1) und 2-Amino-6-(3,5-dibutyl-4-pentyl-pyridin-1-ium-1-
yDhexansiure 24¢ (nachfolgend benannt als LHP 2) mittels LC-ESI-MS/MS identifiziert
werden. Die Fragmentmuster entsprachen dabei den in Abb. 53 dargestellten Fragmentmustern,
jeweils ausgehend von den monoisotopischen Massen der jeweiligen Mutterionen mit
m/z 273,2 (M+H") (tret = 30,1 min), bezichungsweise m/z 391,1 (M") (tret = 45,0 min und
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46,9 min). Die Séurehydrolysestabilitidten des Alkylamins und der Pyridiniumderivate waren in
Uberein-stimmung mit der Literatur (Ishino et al., 2010; Requena et al., 1997). Somit war fiir
alle drei Derivate eine analoge Freisetzung aus dem Proteinverband moglich. Die Darstellung
des N*-Hexyllysins erfolgte durch direkte Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin und Hexanal unter
hydrierenden Bedingungen in Anwesenheit von H; und eines Palladium-Kohlenstoft-
Katalysators. Dabei zeigte sich in Vorversuchen, dass die Aminokomponente in mindestens
dreifachem Uberschuss vorliegen sollte, da es sonst zu der von Fenaille et al. (2004)
beschriebenen Dialkylierung kam. Nach Entschiitzung durch salzsaure Hydrolyse erfolgte die
Aufreinigung mittels Kationenaustauschchromatographie. Die Darstellung der Pyridinium-
derivate erfolgte ebenfalls durch direkte Inkubation von N®Acetyl-L-lysin mit Hexanal.
Hierbei wurde ein dreifacher molarer Uberschuss der Aldehydkomponente gewihlt, um die
Ausbeute an Produkt zu erhohen. Nach salzsaurer Hydrolyse erfolgte die Aufreinigung mittels
semipraparativer HPLC, um eine Trennung der beiden Stellungsisomere zu erreichen. Die
Darstellung der stabilisotopenmarkierten Verbindungen erfolgte in Anlehnung hieran unter
Verwendung von Hexanal-di> (sieche hierzu Kap. 3.9.3 und Kap. 3.9.5).

Abb. 55 zeigt die Strukturen sowie die beobachteten, relevanten heteronuclear multiple bond
correlations (HMBCs) von N*-Hexyllysin, LHP 1 und LHP 2.

A

O
HoN

Abb. 55 Strukturen von (A) N*-Hexyllysin 3¢, (B) LHP 1 2¢ und (C) LHP 2 24¢ mit den beobachteten,
relevanten HMBCs

Fenaille et al. (2004) identifizierten N*-Hexyllysin 3¢ in seiner acetylierten Form 3. Das von
Kato et al. (1986) identifizierte und als 1-(5-Carboxy-5-aminopentyl)-2-pentyl-3,5-dibutyl-
pyridiniumbetain bezeichnete Produkt entsprach dem in der vorliegenden Arbeit identifizierten
Produkt LHP 1 2¢. Die Existenz von LHP 2 24¢ wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben.
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4.4.2 Lipierungsprodukte des 2-Heptenals

Abb. 56 zeigt das LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm des Inkubationsansatzes aus
N®Acetyl-L-lysin und 2-Heptenal sowie die charakteristischen Fragmentmuster der zu-

geordneten Lipierungsprodukte.
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Abb. 56 LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit (Z)-2-Hep-
tenal (oben) fiir 4 h bei 75 °C und den jeweiligen Fragmentmustern aus den Produktionenscans (unten),
(A) 2-Acetamido-6-[4-butyl-3-[(Z)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-yl]hexansdure 25 ((Z)-AcBPP), (B)
2-Acetamido-6-[4-butyl-3-[ (E)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-ylJhexanséure 26 ((£)-AcBPP)

Neben nicht vollstindig umgesetztem N*-Acetyl-L-lysin mit m/z 189,2 (M+H") konnten im
Chromatogramm zwei Hauptprodukte identifiziert werden, die jeweils das gleiche
Masse/Ladungsverhiltnis von m/z 375,3 (Abb. 56A, tret = 38,8 min und (B), tret = 40,0 min)
aufwiesen. Zusitzlich zeigten beide Verbindungen im Produktionenscan vergleichbare
Fragmentmuster, wobei sich die Fragmentionen geringfiigig beziiglich ihrer relativen
Intensitdten unterschieden. Auf Grund abweichender Retentionszeiten wurde das Vorliegen
von zwei Stellungsisomeren angenommen. Ishino et al. (2010) konnten nach Inkubation von
N®Acetyl-L-lysin mit trans-2-Nonenal ebenfalls zwei stellungsisomere Pyridiniumderivate

identifizieren. Diese zeigten iibertragbare Fragmentmuster im LC-ESI-MS/MS-Produktionen-
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scan, wie in der vorliegenden Arbeit beobachtet. Die Identifizierung beider Verbindungen
erfolgte analog Kap. 4.4.1. Die Massenreduktion um -42 u deutete auf eine Deacetylierung hin.
Durch direkte Abspaltung von NH; und CO aus dem Mutterion konnte die Massenreduktion
von -45 u erklirt werden. Das Fragmention mit m/z 288,2 (M) ergab sich durch Deacetylierung
und zusitzliche Abspaltung von NH3 und CO. Durch Abspaltung des Pyridiniumrests analog
des in Abb. 52 und Abb. 54 dargestellten Fragmentierungswegs 1 konnten sowohl das
Fragmention mit m/z 204,1 (M+H"), welches dem Pyridiniumrest entsprach, als auch das
Fragmention mit m/z 130,1 (M+H") erklirt werden. Uber weitere Abspaltungen von CO und
H>0O (-46 u) aus dem Ion mit m/z 130,1 resultierte schlieBlich das Tetrahydropyridin-1-ium mit
m/z 84,1 (M+H"). Nach Darstellung beider Verbindungen in entschiitzter Form (Kap. 3.9.6)
wurde iiber analog erhaltene Fragmentmuster, jeweils ausgehend von m/z 333,1 (M"), das
Vorliegen von 2-Acetamido-6-[4-butyl-3-[(Z)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-yl]hexansiure
25 (nachfolgend benannt als (Z)-AcBPP) und 2-Acetamido-6-[4-butyl-3-[(E)-pent-1-
enyl]pyridin-1-ium-1-yl]lhexansiure 26 (nachfolgend benannt als (E)-AcBPP) bestitigt. Die
Elutionsreihenfolge konnte wie folgt zugeordnet werden: Bei der zuerst eluierenden
Verbindung handelte es sich um (Z)-AcBPP und bei der nachfolgend eluierenden Verbindung
um (E)-AcBPP. Diese Elutionsreihenfolge war in Ubereinstimmung mit entsprechenden
Pyridiniumderivaten, die aus Umsetzungen mit (E)-2-Hexenal oder (E)-2-Nonenal
hervorgingen (Ishino et al., 2010, Baker et al., 1998). Beide Verbindungen weisen berechnete
monoisotopische Massen von 375,3 g/mol (M") auf.

Die Bildung von (Z)-AcBPP, obwohl (E)-2-Heptenal als Reaktionspartner zur Verfiigung stand,
konnte auf eine Amin-katalysierte Isomerisierung des (E)-2-Heptenals in Anwesenheit der
e-Aminogruppe des N*-Acetyl-L-lysins zuriickzufiihren sein (Ishino et al., 2010). Anhand von
UV-Messungen bei A = 227 nm wurde das Verhiltnis von (Z)- zu (E)-AcBPP zu 1:2
abgeschétzt. Grund hierfiir konnte die thermodynamisch bevorzugte Struktur des (E)-Derivats
sein, oder, dass als Folge der Isomerisierung geringere Stoffmengen an (Z)-2-Heptenal zur
Verfligung standen. Analog des von Baker et al. (1998) postulierten Reaktionsweges der
Bildung von (Z)- und (E)-Pyridiniumderivaten, die aus der Reaktion von (E)-2-Hexenal und
der e-Aminogruppe des Lysins hervorgingen, kommt es zunéchst zur Ausbildung einer
Schiff’schen Base. Nach Michael-Addition eines zweiten Molekiils (E)-2-Heptenal kann es zu
einer Cyclisierung, gefolgt von einem Oxidationsschritt und schlieSlich zur Ausbildung der

Pyridiniumderivate kommen.

Ableitung der Darstellungsstrategie

Nach salzsaurer Hydrolyse des Inkubationsansatzes konnten beide Pyridiniumderivate
2-Amino-6-[4-butyl-3-[(Z)-pent-1-enyl|pyridin-1-ium-1-yl]|hexansiure 25¢ (nachfolgend
benannt als (Z)-BPP) und 2-Amino-6-[4-butyl-3-[(E)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-
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yl]hexansiure 26¢ (nachfolgend benannt als (E)-BPP) mittels LC-ESI-MS/MS identifiziert
werden. Die Fragmentmuster entsprachen dabei den in Abb. 56 dargestellten Fragmentmustern,
jeweils ausgehend von den monoisotopischen Massen der jeweiligen Mutterionen mit
m/z 333,1 (M) (tre 34,5 min und 35,5 min). Die Sédurehydrolysestabilitit der
Pyridiniumderivate war in Ubereinstimmung mit der Literatur (Ishino et al., 2010). Somit war
eine analoge Freisetzung aus dem Proteinverband mdoglich. Die Darstellung der Pyridinium-
derivate erfolgte durch direkte Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit (E)-2-Heptenal. Hierbei
wurde ein dreifacher molarer Uberschuss der 2-Alkenalkomponente gewihlt, um die Ausbeute
an Produkt zu erhdhen. Nach salzsaurer Hydrolyse erfolgte die Aufreinigung mittels
semipraparativer HPLC, um eine Trennung der (Z)- und (E)-Isomere zu erreichen.

Abb. 57 zeigt exemplarisch die Struktur sowie die beobachteten, relevanten HMBCs von
(E)-BPP. Analoge Kopplungen wurden im Falle des (Z)-BPP erhalten. Die Differenzierung
zwischen den (Z)- und (E)-Isomeren erfolgte anhand der '"H Kopplungskonstanten der Vinyl-
protonen H-12 und H-13 J = 11,3 Hz fiir das (Z)-Derivat und J = 15,8 Hz fiir das (E)-Derivat.
Weitere Bestitigung lieferte ein 2D '"H/'H NOESY Experiment. Hierbei wurden im Falle des
(Z)-Derivats NOEs zwischen dem Proton H-3 und den Proteinen H-14, H-15 und H-16
(schwach) beobachtet. Weiterhin war kein NOE zwischen den Protonen H-3 und H-13 sowie
nur ein schwacher NOE zwischen den Protonen H-12 und H-14 nachweisbar. Im Gegensatz
dazu konnten im Falle des (E)-Derivats keine NOEs zwischen dem Proton H-3 und den
Protonen H-14, H-15 und H-16 beobachtet werden, wohingegen sich starke NOEs zwischen
den Protonen H-3 und H-13 sowie H-12 und H-14 zeigten.

Abb. 57 Struktur von (E)-BPP 26 mit den beobachteten, relevanten HMBCs

Sowohl das (Z)- als auch das (E)-BPP wurden bisher in der Literatur nicht charakterisiert.

168



4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.3 Lipierungsprodukte des Acroleins

In Abb. 58 sind das LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm des Inkubationsansatzes aus
N“Acetyl-L-lysin und Acrolein sowie die charakteristischen Fragmentmuster der zugeordneten

Lipierungsprodukte dargestellt.
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Abb. 58 LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit Acrolein fiir
4 h bei 75 °C (oben) und den jeweiligen Fragmentmustern aus den Produktionenscans (unten), (A) 2-
Acetamido-6-(3-methylpyridin-1-ium-1-yl)hexansidure 10 (MP-AcLys), (B) 2-Amino-6-[5-(hydroxy-
methyl)-3,6-dihydro-2H-pyridin-1-yl[hexansédure 7, reduziert (reduziertes FDP-Lys) nach Reduktion
und salzsaurer Hydrolyse (m/z 243,1, M+H")

Neben nicht vollstindig umgesetztem N*-Acetyl-L-lysin mit m/z 189,0 (M+H") zeigte sich im
Chromatogramm eine Verbindung mit m/z 265,0 (Abb. 58A, tret = 18,8 min), bei der das
acetylierte MP-Lysin-Derivat 10 vermutet wurde. Die Identifizierung erfolgte analog
Kap. 4.4.1 anhand der im Produktionenscan erhaltenen Fragmentionen: die Massenreduktion
um -42 u deutete auf eine Deacetylierung hin; durch nachfolgende Abspaltung von NH3; und
CO (-45 u) konnte das beobachtete Fragmention mit m/z 178,1 (M") erklédrt werden; durch
Fragmentierung entsprechend des Fragmentierungswegs 1 in Abb. 52 und Abb. 54 unter

Abspaltung des Pyridiniumrests, welcher nach Protonierung mit m/z 94,1 (M+H") beobachtet
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wurde, konnte das Fragmention mit m/z 130,1 (M+H") erkldrt werden; durch weitere
Fragmentierung des Ions mit m/z 130,1 war das Fragmention des Tetrahydropyridin-1-iums mit
m/z 84,1 (M+H") erkldrbar. Somit lieBen die im Produktionenscan erhaltenen Fragmentionen
den Riickschluss auf das das Vorliegen der 2-Acetamido-6-(3-methylpyridin-1-ium-1-
yDhexansiure 10 (nachfolgend als MP-AcLys bezeichnet) zu. Diese weist eine berechnete
monoisotopische Masse von 265,2 g/mol (M") auf. Nach Darstellung der Verbindung in
entschiitzter Form (Kap. 3.9.7) wurde iiber das analog erhaltene Fragmentmuster, ausgehend
von m/z 223,1 (M"), das Vorliegen des Pyridinium-Derivats besttigt.

Weiterhin wurde eine Verbindung mit m/z 283,1 (tret = 15,3 min) beobachtet, bei der das
Vorliegen des acetylierten FDP-Derivats 7 vermutet wurde. Allerdings war eine direkte
Identifizierung iiber den Produktionenscan nicht moglich, da nicht alle Fragmentionen
zuordenbar waren. Als Ursache wurde vermutet, dass es hier zu Coelutionen mit Verbindungen
gleichen Masse/Ladungsverhiltnissen kam. Um die Anteile storender Verbindungen zu
reduzieren, erfolgte eine Reduktion des Inkubationsansatzes mit anschlieBender salzsaurer
Hydrolyse. Als Folge zeigte sich im Scan-Chromatogramm eine Verbindung mit dem
erwarteten Masse/Ladungsverhédltnis des reduzierten, deacetylierten FDP-Derivats mit
m/z 243,1 (M+H") (tret 14,1 min). Eine Reduktion der Doppelbindung innerhalb der
Ringstruktur erfolgt durch NaBH4 nicht. Die Identifizierung erfolgte anhand des erhaltenen
Fragmentmusters (Abb. 58,B) in Analogie zu Kap. 4.4.1: das Ion mit m/z 225,1 deutete auf
einen Cyclisierungsschritt unter Wasserabspaltung (-18 u) analog des Fragmentierungswegs 2
in Abb. 54 hin; nach weiterer Abspaltung von CO und NHj3 (-45 u) konnte sich das Fragmention
mit m/z 180,2 bilden; der Massenverlust von -45 u, ausgehend vom Mutterion, wies auf eine
Abspaltung von NH3 und CO hin; das Fragmention mit m/z 130,1 (M+H") deutete auf eine
Fragmentierung entsprechend des Fragmentierungswegs 1 in Abb. 54 hin, welches nach
Abspaltung von CO und H,O (-46 u) in das Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H")
iibergehen konnte. Gleichzeitig verblieb das protonierte Tetrahydropyridinderivat der
ehemaligen e-Aminogruppe mit m/z 114,1 (M+H"). Somit lieBen die im Produktionenscan
erhaltenen Fragmentionen den Riickschluss auf das Vorliegen der 2-Amino-6-[5-
(hydroxymethyl)-3,6-dihydro-2H-pyridin-1-yl|hexansiure 7, reduziert (nachfolgend als
reduziertes FDP-Lys bezeichnet) zu. Diese weist eine berechnete monoisotopische Masse von
243,2 g/mol (M+H") auf.

Die Bildung des MP-Lysin-Derivats 10 erfolgt durch nukleophilen Angriff am C; des Acroleins
(sieche Kap. 2.4.2, Abb. 15). Die hierdurch gebildete Schiff’sche Base 9 kann durch Michael-
Addition eines weiteren Molekiils Acrolein, zwei nachfolgenden Oxidationsschritten und
Cyclisierung zum MP-Lysin-Derivat 10 weiterreagieren (Furuhata et al., 2003). Die
detaillierten Oxidations- und Cyclisierungsreaktionen sind bisher allerdings nicht geklart.

Furuhata et al. (2003) identifizierten das aus der Inkubation von N®-Acetyllysin mit Acrolein
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unter physiologischen Bedingungen hervorgegangene MP-Lysin-Derivat massenspektro-
metrisch sowie mittels 1D und 2D NMR-Spektroskopie. Erfolgt eine Michael-Addition am Cs,
entsteht zunichst das Propanal-Addukt 6. Dieses konnte allerdings in der vorliegenden Arbeit
nicht nachgewiesen werden, da unter den verwendeten Bedingungen mdglicherweise die
Weiterreaktion im Vordergrund stand. Kommt es zu einer erneuten Michael-Addition eines
Acroleinmolekiils sowie einer nachfolgenden Aldolkondensation, besteht die Moglichkeit zur
Bildung des entsprechenden 3-Formyl-3,4-dehydropiperidino-Derivats 7 (Uchida et al., 1998).
Die Ausbildung von 7 erfolgt dabei exklusiv nur nach Reaktion mit Lysinseitenketten (Colzani
et al., 2013). So identifizierten Uchida et al. (1998) nach Inkubation von N*-Acetyllysin mit
Acrolein unter physiologischen Bedingungen und nachfolgender salzsaurer Hydrolyse das
entsprechende N°-(3-Formyl-3,4-dehydropiperidino)lysin (FDP-Lysin). Untersuchungen in der
vorliegenden Arbeit zeigten allerdings, dass das FDP-Derivat nach direkter salzsaurer
Hydrolyse nicht mehr nachweisbar, sondern eine vorherige Reduktion zur Stabilisierung

erforderlich war.

Ableitung der Darstellungsstrategie

Als ausgewidhltes Lipierungsprodukt des Acroleins wurde das MP-Lysin-Derivat 10 dargestellt,
da es sich hierbei um ein stabiles Endprodukt handelt. Nach salzsaurer Hydrolyse des
Inkubationsansatzes konnte die entschiitzte 2-Amino-6-(3-methylpyridin-1-ium-1-yl)hexan-
sidure 10¢ (nachfolgend bezeichnet als MP-Lysin) mit m/z 223,1 (M") und tret 16,9 min mittels
LC-ESI-MS/MS identifiziert werden. Das Fragmentmuster entsprach dabei, ausgehend von der
monisotopischen Masse des Mutterions von m/z 223,1 (M"), dem in Abb. 58 (A) dargestellten
Fragmentmuster. Auf Grund der Séurehydrolysestabilitit war eine analoge Freisetzung aus dem
Proteinverband moglich. Die Darstellung erfolgte durch direkte Inkubation von N*-Acetyl-L-
lysin mit Acrolein. Hierbei wurde ein dreifacher molarer Uberschuss an Acrolein gewihlt, um
die Ausbeute an Produkt zu erhéhen. Nach salzsaurer Hydrolyse erfolgte die Aufreinigung
mittels semipriparativer HPLC.

Abb. 59 zeigt die Struktur sowie die beobachteten, relevanten HMBCs von MP-Lysin.

0]

H-N 11
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Abb. 59 Struktur von MP-Lysin 10¢ mit den beobachteten, relevanten HMBCs
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4.4.4 Lipierungsprodukte des Malondialdehyds

Abb. 60 zeigt das LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm des Inkubationsansatzes aus
N®Acetyl-L-lysin und Malondialdehyd sowie die charakteristischen Fragmentmuster der zu-

geordneten Lipierungsprodukte.
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Abb. 60 LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit Malon-
dialdehyd fiir 4 h bei 75 °C (oben) und den jeweiligen Fragmentmustern aus den Produktionenscans
(unten), (A) 2-Acetamido-6-(3-formyl-2-hydroxy-2H-pyridin-1-yl)hexanséure 27, (B) 2-Acetamido-6-
[(3-oxoprop-1-enyl)amino]hexansdure 12¢ (N*-Propenal-AcLys), (C) 2-Acetamido-6-[(3-(5-acetamido-
6-hydroxy-6-oxo-hexyl)iminoprop-1-enyl)amino]hexansiure 13¢ (MDA-Crosslink)

Neben nicht vollstindig umgesetztem N*-Acetyl-L-lysin mit m/z 188,9 (M+H") zeigte sich im
Chromatogramm eine Verbindung mit m/z 296,9 (Abb. 60A, tree = 14,4 min). Die
Identifizierung erfolgte analog Kap. 4.4.1 anhand der im Produktionenscan erhaltenen
Fragmentmuster: die Massenreduktion von -18 u deutete auf eine direkte Fragmentierung unter
Verlust von H>O analog des Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 ohne vorherige
Deacetylierung hin; die Massenreduktion um -42 u wies auf eine erfolgte Deacetylierung der
Ausgangsverbindung hin; die weitere Reduktion um -45 u wurde der Abspaltung von NH3 und
CO zugeordnet; das Fragmention mit m/z 172,1 deutete auf eine direkte Fragmentierung
entsprechend des Fragmentierungswegs 1 in Abb. 52 und Abb. 54 ohne vorherige
Deacetylierung hin, wobei das Fragmention mit m/z 126,1 (M+H") abgespalten wurde (-125 u),
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das ebenfalls erkennbar war; erfolgte zuerst die Deacetlyierung und nachfolgend die
Fragmentierung entsprechend des Fragmentierungswegs 1, so konnte das Fragmention mit
m/z 130,1 (M+H") entstehen, das nach Abspaltung von CO und H>O (-46 u) in das
Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H") iibergehen konnte. Somit konnte das Vorliegen
der 2-Acetamido-6-(3-formyl-2-hydroxy-2H-pyridin-1-yl)hexansidure 27 angenommen
werden, die eine berechnete monoisotopische Masse von 297,1 g/mol (M+H") aufweist. Die
Bildung konnte durch Reaktion von zwei MDA-Molekiilen und anschlieBender Cyclisierung
erfolgt sein. Ein entsprechendes Reaktionsprodukt ist in der Literatur bisher nicht publiziert.
Ein moglicher Reaktionsweg iiber das Aminopropenal 12¢ ist in Abb. 61 dargestellt (Deuber,
2015). Als Folge der Eliminierung von H>O besteht die Moglichkeit, dass sich die
2-Acetamido-6-(3-formyl-4-hydroxy-4H-pyridin-1-yl)hexanséure als auch die 2-Acetamido-6-
(3-formyl-2-hydroxy-2H-pyridin-1-yl)hexansdure bilden. Zur eindeutigen Identifizierung und
Absicherung ist die Darstellung entsprechender, mittels NMR-Spektroskopie charakterisierter,
Standards nétig.

R —~
R \NMO R\NMO
NH, + 2(|) (l) W )\/\ —_— J
2 HO ~o HO™ ™
’\/H
o

Roy Roy Roy
A =
OH HO -H0 Ho OH
27 27

Abb. 61 Postulierter Reaktionsweg der Bildung der 2-Acetamido-6-(3-formyl-4-hydroxy-4H-pyridin-1-
yDhexansdure 27¢ bezichungsweise 2-Acetamido-6-(3-formyl-2-hydroxy-2H-pyridin-1-yl)hexan-
sdure 27; R—NH; - e-Aminogruppe des N*-Acetyl-L-lysins

Weiterhin zeigte sich im Chromatogramm eine Verbindung mit m/z 243,0 (Abb. 60B)
(tret = 15,7 min), bei welcher das Vorliegen der Schiff’schen Base 12, beziehungsweise des
entsprechenden Aminopropenals 12¢, vermutet wurde: die Massenreduktion von -42 u deutete
auf eine Deacetylierung hin und die weitere Reduktion um -18 u auf eine Abspaltung von H>O
entsprechend des Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54; durch eine weitere
Abspaltung von CO und H>O (-46 u) konnte das Fragmention mit m/z 138,1 (M+H") erklart
werden; das Fragmention mit m/z 156,0 deutete auf eine Deacetylierung (-42 u) des Mutterions
und nachfolgender Abspaltung von NHz und CO (-45 u) hin; entsprechend des
Fragmentierungswegs 1 nach vorangegangener Deacetylierung (-42 u) konnte das Fragmention
mit m/z 130,0 (M+H") erkldrt werden, welches nach Abspaltung von CO und H>O (-46 u) in
das Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H") ilibergehen konnte. Somit konnte die
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Vermutung bestitigt werden, dass es sich bei der vorliegenden Verbindung um 12,
beziehungsweise 12¢ (2-Acetamido-6-[(3-oxoprop-1-enyl)amino]hexanséure, nachfolgend
als N*-Propenal-AcLys bezeichnet) handeln konnte. Diese weist eine berechnete mono-
isotopische Masse von 243,1 g/mol (M+H") auf. Die Bildung erfolgt iiber die Schiff’sche Base
12, die im Gleichgewicht mit dem entsprechenden Aminopropenal 12¢ steht (Itakura & Uchida,
2001; Requena et al., 1997; Nair et al., 1981), wobei das Enamin 12¢ die bevorzugte
Konformation darstellt (Gir6n et al., 1992). Aus diesem Grund wurde vermutet, dass in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls das Aminopropenal 12¢ vorlag. Uchida et al. (1997)
identifizierten 12¢ als Hauptprodukt der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin und MDA. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass das Produkt nicht sdurehydrolysestabil war; es konnte
jedoch mittels LC-ESI-MS/MS durch vorangegangene Reduktion in Form des 3-(N®-Lysino)-
propan-1-ols (m/z 205,2, M+H") identifiziert werden. Eine entsprechende Freisetzung aus dem
Proteinverband ist somit moglich. Requena et al. (1997) wiesen das N*-Propanol-Addukt sowie
sein Artefakt 3-(N*-Lysino)-1-chlorpropan auf analogem Wege mittels GC-MS in LDL-Proben
nach.

Bei der im Chromatogramm sichtbaren Verbindung mit m/z 413,0 (Abb. 60C, tret = 21,1 min)
wurde das Vorliegen eines Quervernetzungsprodukts vermutet, da die Masse auf zwei
Molekiile N*-Acetyl-L-lysin, ein Molekiill MDA sowie die Abspaltung von zwei Molekiilen
H>0 hindeutete. Eine Fragmentierung konnte hierbei allerdings erst bei einer im Vergleich zu
den anderen Fragmentierungen hohen Kollisionsspannung von 30 eV erreicht werden, weshalb
das Fragmentmuster deutlich mehr Fragmentionensignale aufwies: die Massenreduktion
um -18 u wies analog Kap. 4.4.1 auf eine direkte Fragmentierung entsprechend des Fragmen-
tierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 ohne vorherige Deacetylierung hin, wohingegen die
Reduktion um -42 u die Deacetylierung anzeigte; das Fragmention mit m/z 326,1 (M+H")
deutete auf eine nachfolgende Abspaltung von NH3 und CO hin (-45 u); entsprechend des
Fragmentierungswegs 2 konnte nach Deacetylierung (-45 u), Abspaltung von H,O (-18 u) und
Abspaltung von CO und NHj3 (-45 u) das Fragmention mit m/z 308,1 (M+H") erklart werden;
das Fragmention mit m/z 242,0 wurde als Folge einer Deacetylierung (-42 u) und nachfolgender
Fragmentierung nach Fragmentierungsweg 1 (-129 u) in Abb. 52 und Abb. 54 zugeordnet;
durch weitere Fragmentierung dieses lons durch eine zweite Deacetylierung (-42 u) und
Fragmentierung analog des Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 unter Abspaltung
von H>O (-18 u), CO und NHj (-45 u) konnte das Fragmention mit m/z 137,0 (M+H") erklart
werden; nach Deacetylierung (-42 u) und Fragmentierung entsprechend des Fragmentierungs-
wegs 1 (-241 u) ergab sich das Fragmention mit m/z 130,0 (M+H"), welches nach Abspaltung
von CO und H2O (-46 u) in das Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H") {ibergehen
konnte. Somit bestitigte sich die Vermutung, dass es sich bei der vorliegenden Verbindung um

das Quervernetzungsprodukt 2-Acetamido-6-[(3-(5-acetamido-6-hydroxy-6-oxo-hexyl)-
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iminopropl-enyl)amino]hexansiure 13¢ handelte. Dieses weist eine berechnete mono-
isotopische Masse von 413,2 g/mol (M+H") auf. Die Bildung erfolgt iiber einen zweiten
nukleophilen Angriff an 12, wodurch es zur Bildung eines Diimins 13 kommt, welches im
Gleichgewicht mit seinem resonanzstabilisierten Enamin 13¢ steht (Sayre et al., 2006; Requena
et al., 1997; Chio & Tappel, 1969). Requena et al. (1997) konnten 13 beziehungsweise 13¢
ebenfalls nach Reduktion und salzsaurer Hydrolyse mittels GC-MS in LDL-Proben

nachweisen.

4.4.5 Lipierungsprodukte des 4-Hydroxynonenals

In Abb. 62 sind das LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm des Inkubationsansatzes aus
N Acetyl-L-lysin und 4-HNE sowie die charakteristischen Fragmentmuster der zugeordneten
Lipierungsprodukte dargestellt.

Neben nicht vollstindig umgesetztem N*-Acetyl-L-lysin mit m/z 189,1 (M+H") zeigte sich im
Chromatogramm eine Verbindung mit m/z 365,2 (Abb. 62A, tree = 31,4 min). Die
Identifizierung erfolgte analog Kap. 4.4.1 anhand der im Produktionenscan erhaltenen
Fragmentmuster: die Massenreduktion um -18 u deutete auf eine direkte Fragmentierung
entsprechend des Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 ohne vorherige
Deacetylierung hin; die Reduktion um -42 u wurde einer Deacetylierung zugeordnet, auf die
eine weitere Abspaltung von NH3; und CO (-45 u) folgte, wodurch das Fragmention mit
m/z 278,1 resultierte; entsprechend des Fragmentierungswegs 1 in Abb. 52 und Abb. 54 konnte
es zur Abspaltung des Fragmentions mit m/z 194,2 (M+H") kommen, das einem protonierten
Pyridiniumrest zugeordnet wurde, wihrend das Fragmention mit m/z 130,1 (M+H") verblieb;
nach Abspaltung von CO und H>O (-46 u) aus dem Fragmention mit m/z 130,1 konnte dieses
in das Tetrahydropyridin-1-ium mit m/z 84,1 (M+H") iibergehen; das Fragmention mit
m/z 176,1 konnte als Folge einer Eliminierung von H>O (-18 u) aus dem Pyridiniumrest
entstehen. Somit wurde das Vorliegen des Pyridiniumderivats 2-Acetamido-6-[3-(2-hydroxy-
heptyl)pyridin-1-ium-1-yllhexansiure 28 angenommen. Dieses weist eine berechnete
monoisotopische Masse von 365,2 g/mol (M") auf. Napetschnig et al. (1988) identifizierten
nach Inkubation von 4-Hydroxypentenal und Glycin ein entsprechendes Pyridiniumderivat,
welches zur Bildung zwei Molekiile 4-Hydroxypentenal und ein Molekiil Glycin benétigte. Der
genaue Reaktionsmechanismus war dabei nicht geklirt, allerdings postulierten Napetschnig
et al. (1988), dass sich zundchst ein Michael-Addukt oder ein Carbinolamin bildet. Beide
Produkte konnen dann mit einem weiteren Molekiil 4-Hydroxypentenal zum Pyridiniumderivat
kondensieren, wobei HoO, OH™ und Acetaldehyd abgespalten werden (Napetschnig et al.,
1988). Ein Pyridiniumderivat aus 4-HNE und der e-Aminogruppe des Lysins ist in der Literatur

175



4 Ergebnisse und Diskussion

bisher nicht beschrieben. Im Gegensatz zu dem von Napetschnig et al. (1988) identifizierten

Pyridiniumderivat wére eine Bildung auch innerhalb des Proteinverbands mdoglich.
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Abb. 62 LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit 4-HNE fiir
4 h bei 75 °C (oben) und den jeweiligen Fragmentmustern aus den Produktionenscans (unten), (A)
2-Acetamido-6-[3-(2-hydroxyheptyl)pyridin-1-ium-1-ylJhexansdure 28 (Pyridinium-Derivat), (B)
2-Amino-6-[4-(hydroxynon-2-enyliden)amino]hexansdure 18 (Schiff’sche Base), (C) 2-Acetamido-6-
(2-pentylpyrrol-1-yl)hexansdure 21 (2-PP-AcLys), (D) 2-Amino-6-[(2-pentyltetrahydrofuran-3-yl)-
amino]-hexansdure 19, reduziert (reduziertes, cyclisiertes Michael-Addukt) nach Reduktion und
salzsaurer Hydrolyse (m/z 287,2, M+H")

Weiterhin zeigte sich im Chromatogramm eine Verbindung mit m/z 327,2 (Abb. 62B,
tret = 34,3 min). Auf Grund der Tatsache, dass die Masse in der Summe jeweils eines Molekiils

N®Acetyl-L-lysins und 4-HNE abziiglich eines Wassermolekiils entsprach, wurde das
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Vorliegen einer Schiff’schen Base 18 vermutet. Die Identifizierung erfolgte analog Kap. 4.4.1:
die Massenreduktion um -18 u deutete auf eine direkte Fragmentierung analog des
Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 ohne vorherige Deacetylierung hin; durch
vorangegangene Deacetylierung (-42 u) und nachfolgende Abspaltung von H,O (-18 u) konnte
das Fragmention mit m/z 267,3 (M+H") erkldrt werden, welches nach Abspaltung von CO und
NHj3 (-45 u) in das Fragmention mit m/z 222,2 {ibergehen konnte; durch zusétzlich Eliminierung
von H>O (-18 u) kam es zur Bildung des Fragmentions mit m/z 204,2 (M+H"); durch
Deacetylierung (-42 u) des Mutterions und nachfolgender Abspaltung von NH3 und CO war
das Fragmention mit m/z 240,2 (M+H") erklirbar; entsprechend des Fragmentierungswegs 1 in
Abb. 52 und Abb. 54 konnte es nach Deacetylierung (-42 u) und Abspaltung des ebenfalls
nachgewiesenen Fragmentions m/z 156,0 (M+H") zur Bildung des Fragmentions mit m/z 130,0
(M+H") kommen, welches nach Abspaltung von CO und H>O (-46 u) in das Tetrahydropyridin-
1-ium mit m/z 84,1 (M+H") {ibergehen konnte. Somit war das Vorliegen der Schiff’schen Base
2-Amino-6-[4-(hydroxy-non-2-enyliden)amino]hexan-siure 18 anzunehmen. Diese weist
eine berechnete monoisotopische Masse von 327,2 g/mol (M+H") auf. Ein entsprechendes
Derivat wurde bisher in der Literatur nicht identifiziert.

Bei der Verbindung mit m/z 309,2 (Abb. 62C, tret = 44,4 min) wurde das Vorliegen des
2-Pentylpyrrolderivats 21 angenommen. Die Identifizierung erfolgte analog Kap. 4.4.1: die
Massenreduktion um -42 u deutete auf eine Deacetylierung hin; durch nachtrédgliche
Abspaltung von NH3 und CO (-45 u) konnte das Fragmention mit m/z 222,2 (M+H") erklart
werden; die Bildung des Fragmentions mit m/z 204,2 (M") war entsprechend des
Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 (-18 u, -45 u) nach vorheriger Deacetylierung
(-42 u) erklarbar; das Fragmention mit m/z 130,2 (M+H") konnte nach Deacetylierung (-42 u)
iiber den Fragmentierungsweg 1 in Abb. 52 und Abb. 54 und durch Abspaltung des ebenfalls
nachgewiesenen Fragmentions mit m/z 138,3 (M+H") entstehen; nach Abspaltung von CO und
H,0 (-46 u) wurde der Ubergang in das Tetrahydropyridin-1-ium-Derivat mit m/z 84,1 (M+H")
erklart. Somit war das Vorliegen des 2-Pentylpyrrolderivats 2-Acetamido-6-(2-pentylpyrrol-
1-yl)hexansiure 21 (nachfolgend als 2-PP-AcLys bezeichnet) anzunehmen. Dieses weist eine
berechnete monoisotopische Masse von 309,2 g/mol (M+H") auf. Nach Darstellung der
Verbindung in entschiitzter Form (Kap. 3.9.8) wurde iiber das analog erhaltene Fragment-
muster, ausgehend von m/z 267,2 (M+H"), das Vorliegen des 2-Pentylpyrrol-Derivats 21
bestétigt. Die Bildung erfolgt iiber die Schiff’sche Base 18 (Nadkarni & Sayre, 1995;
Uchida & Stadtman, 1993). Diese kann in das entsprechende Enamin und nach Keto-Enol-
Tautomerisierung in das 4-Oxo-Enamin umgelagert werden, wodurch es schlielich zur
Cyclisierung unter Ausbildung des 2-Pentylpyrrolderivats 21 kommt (Sayre et al., 1993). Auf
Grund des irreversiblen Kondensationsschritts stellt die Verbindung ein advanced lipation end
product (ALE) dar (Sayre et al., 2006). Mittels '*C NMR konnte als Folge einer Inkubation von
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BSA mit 4-HNE unter physiologischen Bedingungen (37 °C, pH 7,4) gezeigt werden, dass 20 %
des reagierten 4-HNE in Form des 2-Pentylpyrrolderivats vorlagen (Amarnath et al., 1998).
Hierdurch wird die Hydrophobizitit des Proteins erhoht und es besteht die Moglichkeit zu
Pyrrol-induzierten Quervernetzungen (Amarnath et al., 1998).

Auf Grund der Instabilitdt des Michael-Addukts 19 (Lin et al., 2005; Nadkarni & Sayre, 1995)
erfolgte die Identifizierung nach Reduktion und anschlieBender salzsaurer Hydrolyse in Form
des reduzierten, cyclisierten Michael-Addukts analog Requena et al. (1997). Die potentielle
Verbindung mit m/z 287,2 (M+H") eluierte bei tret = 28,0 min (Abb. 62D). Die Identifizierung
erfolgte analog Kap. 4.4.1: die Massenreduktion um -18 u deutete auf eine Fragmentierung
analog des Fragmentierungswegs 2 in Abb. 52 und Abb. 54 hin; die Massenreduktion um -45 u
wurde durch Abspaltung von NH3 und CO erklért; entsprechend des Fragmentierungswegs 2
konnte es durch Abspaltung von H>O (-18 u) sowie CO und NH;3 (-45 u) zur Bildung des
Fragmentions mit m/z 224,2 (M+H") kommen; entsprechend des Fragmentierungswegs 1 kam
es zur Bildung der Fragmentionen mit m/z 158,2 (M+H") und m/z 130,1 (M+H"); nach
Abspaltung von CO und H>O (-46 u) war der Ubergang in das Tetrahydropyridin-1-ium mit
m/z 84,1 erkldrbar. Somit war das Vorliegen des reduzierten, cyclisierten Michael-Addukts
2-Amino-6-[(2-pentyltetrahydrofuran-3-yl)amino]hexansiure 19, reduziert anzunehmen.
Dieses weist eine berechnete monoisotopische Masse von 287,2 g/mol (M+H") auf.

Nach Inkubation von nativen Erdnussproteinen mit 4-HNE konnte in der vorliegenden Arbeit
eine Zunahme der Fluoreszenz beobachtet werden (Kap. 4.3.4), was auf die Bildung eines
4-HNE-induzierten Fluorophors 23 (Xu et al., 1999; Itakura et al., 1998; Xu & Sayre, 1998)
zurlickgefithrt wurde. Dieses konnte jedoch nicht identifiziert werden, was auf die
Reaktionsbedingungen zuriickzufiihren war. Optimale Reaktionsbedingungen zur Bildung des
Fluorophors stellen ein Uberschuss des Nukleophils im Verhéltnis zu 4-HNE von 5-10:1, ein
pH-Wert zwischen 7 und 7,5 und ein Cu?*-Gehalt von 0,5 % bezogen auf 4-HNE dar (Xu et al.,
1999). Da im Falle der Inkubation der Erdnussproteine ein pH-Wert von 7,4 vorlag, war
eventuell die Fluorophorbildung begiinstigt, wohingegen sie im Falle der methanolischen

Inkubation nicht im Vordergrund stand.

Ableitung der Darstellungsstrategie

Als ausgewdhltes Lipierungsprodukt des 4-HNE wurde das 2-Pentylpyrrolderivat dargestellt,
da es sich um ein stabiles Endprodukt handelt (Sayre et al., 2006). Auf Grund der Sédurelabilitit
wurde zunéchst eine basische Hydrolyse mit 2 M NaOH (23 h, 110 °C) durchgefiihrt, wodurch
die entschiitzte 2-Amino-6-(2-pentylpyrrol-1-yl)hexansdure 21°¢ (nachfolgend als 2-PPL
bezeichnet) mittels LC-ESI-MS/MS identifiziert werden konnte (tret 21,7 min). Das
Fragmentmuster entsprach dabei, ausgehend von der monisotopischen Masse des Mutterions
von m/z 267,2 (M+H"), dem in Abb. 62C dargestellten Fragmentmuster. Auf Grund der

178



4 Ergebnisse und Diskussion

Séurelabilitit des Produktes ist eine enzymatische Freisetzung aus dem Proteinverband
erforderlich. Da eine direkte Umsetzung von N®-Acetyl-L-lysin mit 4-HNE zur Bildung vieler
Nebenprodukte und Polymerisierungen des Pyrrols fiihrte, wurde eine vierstufige
Darstellungsstrategie iliber eine Paal-Knorr-Pyrrol-Synthese gewidhlt. Zundchst wurde
v-Nonalacton mittels Lithiumaluminiumhydrid zum Nonan-1,4-diol reduziert. Im Anschluss
erfolgte eine Oxidation mittels Pyridintumchlorochromat zum 4-Oxononanal, welches in einer
Paal-Knorr-Pyrrol-Synthese mit N*-Acetyl-L-lysin zum 2-Pentylpyrrolacetyllysin umgesetzt
wurde. Nach Entschiitzung durch basische Hydrolyse erfolgte die Aufreinigung mittels
semipréparativer HPLC.

Abb. 63 zeigt die Struktur sowie die beobachteten, relevanten HMBCs von 2-PPL.

Abb. 63 Struktur von 2-PPL 21°¢ mit den beobachteten, relevanten HMBCs

4.4.6 Fazit

Anhand von LC-ESI-MS/MS-Messungen konnte das Vorliegen von Lipierungsprodukten, die
aus Reaktionen von ausgewdhlten Sekundérprodukten der Lipidperoxidation mit der
e-Aminogruppe des Lysins hervorgingen, identifiziert werden. Des Weiteren wurden als
relevant eingestufte Produkte dargestellt, um nachfolgend auf das Vorhandensein in
Erdnussproben priifen zu konnen. In Abb. 64 und Tab. 51 sind die identifizierten Lipierungs-
produkte, die aus der Reaktion mit N®-Acetyl-L-lysin hervorgingen, als Ubersicht dargestellt.

Hieraus wird ersichtlich, dass (1) in Lebensmitteln eine Vielzahl an Lipierungsprodukten
erwartet werden kann. Diese konnen prinzipiell auch aus anderen hier nicht untersuchten
Sekundéarprodukten hervorgehen. In Abhédngigkeit der Kettenlinge der reagierenden
Sekundérprodukte sind dabei entsprechend analoge Lipierungsderivate zu erwarten. (2)
Weiterhin wurden als prinzipiell relevante Lipierungsprodukte des Lysins die Schiff’sche Base
und zwei Pyridiniumderivate des Hexanals, zwei Pyridiniumderivate des 2-Heptenals, das MP-

Lysin-Derivat des Acroleins und das 2-Pentylpyrrol-Derivat des 4-HNE eingestuft. Unter

179



4 Ergebnisse und Diskussion

Beriicksichtigung der Erkenntnisse aus Kap. 4.3.5 konnten somit (3) MP-Lysin und 2-PPL

relevante Lipierungsprodukte in den Erdnussproben darstellen.
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Abb. 64 Ubersicht iiber die mittels LC-ESI-MS/MS identifizierten Lipierungprodukte, die aus der
Reaktion von N*-Acetyl-L-lysin (AcLys) mit ausgewihlten Sekundérprodukten der Lipidperoxidation
hervorgingen.
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Tab. 51 Ubersicht der mittels LC-ESI-MS/MS identifizierten Lipierungsprodukte, die aus der Reaktion
von N*-Acetyl-L-lysin mit ausgewéhlten Sekundérprodukten der Lipidperoxidation hervorgingen. Die
Absicherung iiber dargestellte Standards erfolgte jeweils durch Vergleich der Fragmentmuster nach
Entschiitzung der zu identifizierenden Lipierungsprodukte mittels salzsaurer oder basischer Hydrolyse.

Sekundaér-
produkt

identifiziertes
Lipierungsprodukt

bekannt in
Literatur

zusétzliche Absicherung

Hexanal

2-Heptenal

Acrolein

MDA

4-HNE

(1) 2-Acetamido-(6-hexyl-
amino)hexansiure (N*-Hexyl-
AcLys) 3,V

(2) 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-2-
pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)-
hexansdure (AcLHP 1) 2, D

(3) 2-Acetamido-6-(3,5-dibutyl-4-
pentyl-pyridin-1-ium-1-yl)-
hexansédure (AcLHP 2) 24,

(4) 2-Acetamido-6-[4-butyl-3-
[(Z)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-
yl]hexansiure ((Z)-AcBPP) 25, D

(5) 2-Acetamido-6-[4-butyl-3-
[(E)-pent-1-enyl]pyridin-1-ium-1-
yl]hexansdure ((E)-AcBPP) 26, "
(6) 2-Acetamido-6-(3-methyl-
pyridin-1-ium-1-yl)hexansdure
(MP-AcLys) 10, !

(7) 2-Amino-6-[5-(hydroxyl-
methyl)-3,6-dihydro-2H-pyri-din-
1-yl]hexansdure

(reduziertes FDP-Lys) 7, red., »

(8) 2-Acetamido-6-(3-formyl-2-
hydroxy-2H-pyridin-1-yl)-
hexanséure 27

(9) 2-Acetamido-6-[(3-oxoprop-
1-enyl)amino Jhexansédure
(N®-Propenal-AcLys) 12°

(10) 2-Acetamido-6-[(3-(5-acet-
amido-6-hydroxy-6-oxo-hexyl)
iminoprop-1-enyl)amino|hexan-
sdaure (MDA-Lys-Crosslink) 13’
(11) 2-Acetamido-6-[3-(2-hy-
droxyheptyl)pyridin-1-ium-1-
yl]hexansdure 28
(Pyridinium-Derivat)

(12) 2-Amino-6-[(4-hydroxy-
non-2-enyliden)amino]hexan-
sdure (Schiff’sche Base) 18

ja?

4)

ja

nein

nein

nein

5)

ja

ja, in Form
des nicht-
reduzierten
Derivats ©

nein
7)

ja

ja®

nein

nein

iiber dargestellten Standard
ja

ja
ja
ja
ja
ja

nein

nein
nein

nein

nein

nein
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Sekundér- identifiziertes bekannt in  zusétzliche Absicherung
produkt Lipierungsprodukt Literatur iiber dargestellten Standard
(13) 2-Acetamido-6-(2-pentyl- ja? ja

pyrrol-1-yl)hexanséure
(2-PP-AcLys) 21, "

(14) 2-Amino-6-[(2-pentyltetra- ja® nein
hydrofuran-3-yl)amino]hexan-
sdure 19, red. (reduziertes,
cyclisiertes Michael-Addukt) ?
D zusitzlich auch in entschiitzter Form identifiziert, ? nach Reduktion und salzsaurer Hydrolyse

identifiziert, ¥ Fenaille et al. (2004), ¥ Kato et al. (1986), > Furuhata et al. (2003), ® Uchida et al. (1998),
) Nair et al. (1981), ¥ Requena et al. (1997), ¥ Sayre et al. (1993), red. - reduziert

Die Lipierungsprodukte konnen analog den Maillard-Reaktionsprodukten in Frithphasen-
produkte und fortgeschrittene ,,End“-Produkte (advanced lipation endproducts, ALEs)
eingeteilt werden. Im Falle des 4-HNE stellen beispielsweise die Schiff’sche Base und das
Michael-Addukt Frithphasenprodukte dar, wohingegen das Pyridinium-Derivat und das
2-Pentylpyrrol-Derivat fortgeschrittene ,,End*“-Produkte darstellen wiirden, da deren Bildung
mehrere Reaktionsschritte bendtigt und sie stabilere Produkte darstellen. Obwohl das Pyrrol-
Derivat nach Sayre et al. (2006) ein ALE darstellt, sind dennoch Pyrrol-induzierte
Quervernetzungen in Anwesenheit von Protonen- oder Lewissduren als nachfolgende
Reaktionen denkbar (Can et al., 2004).

4.5 Quantifizierung von Lipierungsprodukten in modifizierten
Erdnussproteinen und in Erdniissen

Anhand der in Kap. 4.4 abgeleiteten und dargestellten Standards war ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit, ausgewdhlte Lipierungsprodukte des Lysins zu quantifizieren. Hierfiir
sollten Quantifizierungsmethoden mittels LC-ESI-MS/MS entwickelt werden. Weiterhin waren
ausgewahlte Lipierungsprodukte in den nach Kap. 4.3 mit Sekundérprodukten modifizierten
Erdnussproteinen zu quantifizieren, um die jeweiligen Anteile an der Lysinblockierung zu
bestimmen und somit Aussagen iiber die Relevanz der jeweiligen Produkte treffen zu kénnen.

Zudem sollten ausgewdhlte Lipierungsprodukte in den Erdnussproben quantifiziert werden.
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4.5.1 Analytik

Lipierungsprodukte des Hexanals: N*-Hexyllysin (3¢), LHP 1 (2¢) und LHP 2 (24°)

Die Quantifizierung der Schiff’schen Base erfolgte nach Reduktion und salzsaurer Hydrolyse
in Form des N*-Hexyllysins mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse unter Verwendung des
dargestellten internen Standards N*-Hexyllysin-di» (Kap. 3.9.3). Die beiden Pyridiniumderivate
LHP 1 und LHP 2 wurden direkt nach salzsaurer Hydrolyse mittels Stabilisotopenverdiinnungs-
analyse unter Verwendung der dargestellten internen Standards LHP 1-d29 und LHP 2-dx9
(Kap. 3.9.5) quantifiziert. In Abb. 65 sind die mittels LC-ESI-MS/MS im Produktionenscan
erhaltenen Massenspektren der verwendeten internen Standards N®-Hexyllysin-di2 und
LHP 1-dy9 dargestellt, welche den in Kap. 4.4.1, Abb. 53 erlduterten Fragmentierungswegen
folgten. Das Fragmentmuster des LHP 2-d29 entsprach dem Fragmentmuster des LHP 1-d»9 und
diejenigen von N*-Hexyllysin, LHP 1 und LHP 2 den in Kap. 4.4.1 in Abb. 53 dargestellten

Fragmentmustern, jeweils ausgehend von m/z 231,1 (M+H") beziehungsweise m/z 391,3 (M").

A N°f-Hexyllysin-di2 B LHP 1-dx
o] 420,5
84,1 i ,
1004 N g, 100
80- 130,1 80
T 60 H oo b b T 60
= 5
& o]
E 404 2433 £ 409 291,4
® 2
20 198,2 20
114,2 180,2 84,1 130,1 375,4
O T l T L T T 1 0 l T ‘ T T T T T I T 1
100 150 200 250 300 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z mi7

Abb. 65 LC-ESI-MS/MS-Produktionenspektren des (A) Né-Hexyllysins-di» und (B) LHP 1-dxo

Die Fragmentzuordnungen der internen Standards erfolgten analog Kap. 4.4. Das Ion mit
m/z 243,3 des N*-Hexyllysins-di2 (Abb. 65A) entsprach dem Mutterion, das eine berechnete
monoisotopische Masse von 243,3 g/mol (M+H") aufweist. Weiterhin zeigten sich ein
Fragmention mit m/z 198,2 (M+H"), das einer Abspaltung von NH3 und CO (-45 u) zuzuordnen
war, sowie ein Fragmention mit m/z 180,2 (M+H"), welches einer Abspaltung von H,O, CO
und NHj3 (-63 u) zugeordnet wurde. Weiterhin waren Fragmentionen mit m/z 114,2 (M+H") des
abgespaltenen deuterierten e-Aminorests und des verbliebenen cyclisierten Fragmentions mit
m/z 130,1 (M+H") erkennbar. Dieses konnte nach Abspaltung von H>O und CO (-46 u) in das
Fragmention mit m/z 84,1 (M+H") iibergehen.
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A N-Hexyllysin

4 _
1.0x10" 1/ 231,1 > 84,1 N*-Hexyllysin
5,0x10% -
) 8
S 0,0 ; c
o) m/z 243,1> 84,1  N-Hexyllysin-d,, =
O [72]
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Retentionszeit [min]
B LHP 1
4 _
1.0x10"1m/2 391,3 > 262,3 LHP 1
{
5,0x10°
2 8
S 0,0 e
3 miz 420,5 > 291 4 LHP 2-d 3
9, ;P B,
LHP 1-d,,

16 17 18 19 20 21 22 23
Retentionszeit [min]

Abb. 66 LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramme der Quantifizierung von (A) N*-Hexyllysin und
(B) LHP 1 in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe mit den extrahierten Ubergéingen (A)
m/z 231,1 > 84,1 fiir N°*-Hexyllysin (schwarz) und m/z 243,1 > 84,1 fiir N*-Hexyllysin-d;» (grau) sowie
(B) m/z 391,3 > 262,3 fiir LHP 1 (schwarz) und m/z 420,5 > 291,4 fiir LHP 1-d29 und LHP 2-d,9 (grau)

Die Uberginge von m/z 231,1 nach 84,1 (N:-Hexyllysin) und m/z 243,3 nach 84,1
(Né-Hexyllysin-di2) dienten als Quantifier und die Ubergéinge von m/z 231,1 nach 130,1
(N®-Hexyllysin) und m/z 243,3 nach 130,1 (N*-Hexyllysin-di2) als Qualifier.

Analog entsprach das Ion mit m/z 420,5 des LHP 1-d29 (Abb. 65B) dem Mutterion, welches
eine berechnete monoisotopische Masse von m/z 420,5 g/mol (M") aufweist. Das LHP 1-da9
zeigte Fragmentionen einer Abspaltung von NH; und CO (-45 u), des abgespaltenen
deuterierten Pyridiniumrings mit m/z 291,4 (M+H") und des verbleibenden cyclisierten
Fragmentions mit m/z 130,1 (M+H"). Dieses konnte nach Abspaltung von CO und H>O in das
Fragmention mit m/z 84,1 (M+H") iibergehen.
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Die Uberginge von m/z 391,3 nach 262,3 (LHP 1 und LHP 2) und m/z 420,5 nach 291,4
(LHP 1-d29 und LHP 2-da9) dienten als Quantifier und die Ubergiinge von m/z 391,3 nach 84,1
(LHP 1 und LHP 2) und m/z 420,5 nach 84,1 (LHP 1-d29 und LHP 2-dj9) als Qualifier. Ein
beispielhaftes LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramm der Quantifizierung von N*-Hexyl-
lysin und LHP 1 in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe ist in Abb. 66
dargestellt. Im Falle der Pyridiniumderivate zeigte sich, dass die stabilisotopenmarkierten
Standards etwa 0,3 min eher eluierten als die Analyten. Mogliche Ursache konnte hierbei der
hohe Deuterierungsgrad in Verbindung mit Matrixeffekten gewesen sein, da die Retentions-

zeiten in einer Mischung aus internem Standard und Analysenstandard nahezu identisch waren.

Lipierungsprodukte des 2-Heptenals: (Z)-BPP (25°) und (E)-BPP (26°)

Die beiden Pyridiniumderivate (Z)-BPP und (E)-BPP wurden direkt nach salzsaurer Hydrolyse
quantifiziert. Als interner Standard diente N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin und die
Quantifizierung erfolgte mittels Matrixkalibrierung. In Abb. 67 ist das mittels LC-ESI-MS/MS
im Produktionenscan erhaltene Massenspektrum des verwendeten internen Standards
N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin dargestellt. Die Fragmentmuster des (Z)-BPP und (E)-BPP
entsprachen den in Kap. 4.4.2, Abb. 56 dargestellten Fragmentmustern, jeweils ausgehend von
m/z 333,3 (M").

100 166,1 Q H ¢

1 N
80

< - 57

T 60 - 46

i N

C

2

£ 401 - 165

E 162,1 -162, + H'
20 - 120,2 \ ‘

105,o| I s21.2

0 o L |

100 150 200 250 300 350
m/z

Abb. 67 LC-ESI-MS/MS-Produktionenspektrum des N-Benzoylglycyl-L-phenylalanins

Nach Spaltung der Peptidbindung zwischen Glycin und Phenylalanin verblieb der
Phenylalanylrest mit m/z 166,1 (M+H") (Abb. 67) sowie der Benzoylglycylrest mit
m/z 162,1 (M"). Durch Abspaltung von H,O und CO (-46 u) aus dem Fragmention mit
m/z 166,1 analog Shek et al. (2006) konnte das Fragmention mit m/z 120,2 (M") zugeordnet
werden. Das Fragmention mit m/z 105,0 (M") wurde dem abgespaltenen Benzoylion
zugeordnet. Die berechnete monoisotopische Masse des N-Benzoylglycyl-L-phenylalanins
betrigt m/z 327,1 g/mol (M+H").

Die Ubergiinge von m/z 333,3 nach 204,2 ((Z)- und (E)-BPP) und m/z 327,1 nach 166,1
(N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin) dienten als Quantifier und die Uberginge von m/z 333,3
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nach 84,1 ((Z)- und (E)-BPP) und m/z 327,1 nach 105,1 (N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin) als
Qualifier.
Da beide Pyridiniumderivate in den Erdnussproben nicht nachweisbar waren, zeigt Abb. 68 ein

beispielhaftes Chromatogramm einer mit 2-Heptenal im Verhéltnis 0,1:1 modifizierten

Erdnussproteinprobe.
m/z 327,1 > 166,1 m/z 333,3 > 204,2
6,0x10°{ 2 0 g
i (E)-BPP
4,0x10° \
‘| (2)-BPP
- 2,0x10 I =
S 00- 2
3 ’ ]
L, £
18 19 20 21 22 23

Retentionszeit [min]

Abb. 68 LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramme der Quantifizierung von (Z)- und (E)-BPP in einer
mit 2-Heptenal im Verhéltnis 0,1:1 (2-Heptenal:Summe der potentiell reaktiven Aminoséuren)
modifizierten Erdnussproteinprobe (schwarz) und eines Matrixkalibrierpunkts (grau) mit den
extrahierten Ubergiingen m/z 327,1 > 166,1 des internen Standards (IS) N-Benzoylglycyl-L-phenyl-
alanin im ersten Zeitfenster und m/z 333,3 > 204,2 fiir (Z)- und (E)-BPP im zweiten Zeitfenster

Lipierungsprodukt des Acroleins: MP-Lysin (10°)

Das Pyridiniumderivat MP-Lysin wurde direkt nach salzsaurer Hydrolyse mittels Matrix-
kalibrierung quantifiziert. Als interner Standard diente N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin. Das
mittels LC-ESI-MS/MS im Produktionenscan erhaltene Massenspektrum des verwendeten
internen Standards N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin ist in Abb. 67 dargestellt. Das Fragment-
muster des MP-Lysins entsprach dem in Kap. 4.4.3, Abb. 58 dargestellten Fragmentmuster,
ausgehend von m/z 223,1 (M").

Die Uberginge von m/z 223,1 nach 84,1 (MP-Lysin) und m/z 327, nach 166,1
(N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin) dienten als Quantifier und die Uberginge von m/z 223,1
nach 94,1 (MP-Lysin) und m/z 327,1 nach 105,1 (N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin) als
Qualifier. Da das MP-Lysin und der interne Standard zur selben Zeit eluierten, wurden alle vier
Ubergiinge innerhalb eines Zeitfensters erfasst.

Ein beispielhaftes LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramm der Quantifizierung von
MP-Lysin in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe ist in Abb. 69 dargestellt.

186



4 Ergebnisse und Diskussion

4 .
1,5x10" - miz 223,1 > 84,1 MP-Lysin
m/z 327,1 > 166,1
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Abb. 69 LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramme der Quantifizierung von MP-Lysin in einer bei
170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe (schwarz) und eines Matrixkalibrierpunkts (grau) mit den
extrahierten Uberg’angen m/z223,1 > 84,1 des MP-Lysins und m/z 327,1 > 166,1 des internen Standards
(IS) N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin

Lipierungsprodukt des 4-Hydroxynonenals: 2-PPL (21¢)

Die Quantifizierung des 2-PPL erfolgte auf Grund der Sdurelabilitdt nach enzymatischer
Hydrolyse. Als interner Standard diente N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin. Die Quantifizierung
erfolgte mittels Matrixkalibrierung. Das mittels LC-ESI-MS/MS im Produktionenscan
erhaltene Massenspektrum des verwendeten internen Standards N-Benzoylglycyl-L-phenyl-
alanin ist in Abb. 67 dargestellt. Das Fragmentmuster des 2-PPL entsprach dem in Kap. 4.4.5,
Abb. 62 dargestellten Fragmentmuster, ausgehend von m/z 267,2 (M+H").

3 _
1,510 my7 327,1 > 166,1 miz 267,2 > 204,2
2-PPL
1,0x10° f
5,0x10°1 o
z o ] 8
[ u
5 00 =
3 B,
18 19 20 21 22 23

Retentionszeit [min]

Abb. 70 LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramme der Quantifizierung von 2-PPL in einer bei 170 °C
fir 20 min gerdsteten Erdnussprobe (schwarz) und eines Matrixkalibrierpunkts (grau) mit den
extrahierten Ubergéingen m/z 327,1 > 166,1 des internen Standards (IS) N-Benzoylglycyl-L-phenyl-
alanin und m/z 267,2 > 204,2 des 2-PPL
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Die Uberginge von m/z 267,2 nach 204,2 (2-PPL) und m/z 327,1 nach 166,1 (N-Benzoyl-
glycyl-L-phenylalanin) dienten als Quantifier und die Ubergiinge von m/z 267,1 nach 84,1
(2-PPL) und m/z 327,1 nach 105,1 (N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin) als Qualifier.

Ein beispielhaftes LC-ESI-MS/MS-(MRM)-Chromatogramm der Quantifizierung von 2-PPL
in einer bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdnussprobe ist in Abb. 70 dargestellt.

Nachfolgend sind die nach Kap. 3.13 bestimmten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der
N®-Hexyllysin-, LHP 1- und LHP 2-, (Z)- und (E)-BPP-, MP-Lysin- und 2-PPL-Analytik
angegeben (Tab. 52).

Tab. 52 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der N°-Hexyllysin-, LHP 1- und LHP 2-, (Z)- und (E)-

BPP-, MP-Lysin- und 2-PPL-Analytik, jeweils angegeben bezogen auf 100 g Erdnussprotein und 100 g
Erdnussprobe

Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
pmol/100 g pumol/100 g pumol/100 g pmol/100 g
Protein Erdnuss Protein Erdnuss
N*®-Hexyllysin 3¢ 0,63 2,65 1,05 4,41
LHP 1 2¢ und LHP 2 24¢ 0,0001 0,0004 0,0002 0,0006
(Z)- und (E)-BPP, 25¢und 26°¢ 0,04 1 - 0,07 1 -
MP-Lysin 10¢ 0,07 0,27 0,11 0,46
2-PPL 21°¢ 0,01 0,05 0,02 0,09

Dbestimmt in Erdnussproteinextraktmatrix

4.5.2  Quantifizierung

4.5.2.1 Hexanal-Lipierungsprodukte: N*-Hexyllysin 3¢, LHP 1 2¢ und
LHP 2 24¢

Modifizierte Erdnussproteine

In Abb. 71 sind die quantifizierten Gehalte an N*-Hexyllysin 3¢, LHP 1 2¢ und LHP 2 24¢ in
den mit Hexanal inkubierten Erdnussproteinen sowie die jeweiligen berechneten Anteile am
Lysinverlust bezogen auf den Inkubationsblindwert dargestellt. Alle drei Hexanal-Lipierungs-
produkte konnten in den mit Hexanal modifizierten Erdnussproteinen quantifiziert werden. Die
Stoffmengen nahmen dabei jeweils in Abhéngigkeit der Stoffmenge an Hexanal zu. Das LHP 1
(Abb. 71B) stellte dasjenige Produkt dar, welches bevorzugt gebildet wurde. Der Gehalt betrug
im 10:1-Ansatz 16,97 mmol/100 g Protein. Dies entsprach einer Lysinblockierung von

306,8 mmol/mol Lysin.
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Abb. 71 Mittels LC-ESI-MS/MS in den mit Hexanal inkubierten Erdnussproteinen quantifizierte
Gehalte an (A) N°-Hexyllysin, (B) LHP 1 und LHP 2 sowie (C) den jeweiligen berechneten Anteilen
am Lysinverlust bezogen auf den Inkubationsblindwert

Demgegeniiber wurden LHP 2 (Abb. 71B) und N*-Hexyllysin (Abb. 71A) in Stoffmengen
gebildet, die um den Faktor 1500 geringer als die des LHP 1 lagen und erreichten im 10:1-
Ansatz Gehalte von jeweils 0,01 und 0,02 mmol/100 g Protein. Dies entsprach jeweils
Lysinblockierungen von 0,2 und 1,4 mmol/mol Lysin. Die Schiff’sche Base als Vorstufe der
Pyridiniumderivate (Kato et al., 1986; Suyama & Adachi, 1979) stellt somit ein kurzlebiges
Intermediat dar, welches schnell weiter reagiert. Urséchlich hierfiir konnte die Ausbildung des
stabilen Pyridiniumrings sein. Anhand der berechneten Anteile am Lysinverlust wurde gezeigt,
dass bis zum 0,5:1-Ansatz nur etwa 5 % der Lysinabnahme durch die Bildung von N*-Hexyl-
lysin, LHP 1 und LHP 2 erkldrt werden konnten, wohingegen beim 10:1-Ansatz die Lysin-
abnahme vollstindig erkldrbar war. Ursache hierfiir konnte gewesen sein, dass bei geringen
Hexanal-Konzentrationen Lipierungsprodukte wie die Pyridiniumderivate in ihren Vorstufen
vorlagen und somit nicht erfasst wurden, wohingegen bei hdoheren Konzentrationen die

Gleichgewichte auf den Seiten der Endprodukte lagen. Somit waren bei niedrigen und damit
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lebensmittelrelevanteren Hexanal-Konzentrationen ebenfalls nur geringe Umsatzraten zu den

hier quantifizierten Lipierungsprodukten zu erwarten.

Erdniisse
In Abb. 72 sind die in den Erdnussproben quantifizierten Gehalte an N*-Hexyllysin 3¢ und
LHP 1 2¢ dargestellt.

A N®Hexyllysin B LHP1
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Abb. 72 Mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an (A) N*-Hexyllysin (n = 3) und (B) LHP 1
(n=4) in den nativen und bei 170 °C gerdsteten Erdnussproben sowie der Handelsprobe

Sowohl N*-Hexyllysin als auch LHP 1 konnten erstmalig direkt in Erdnussproben quantifiziert
werden. Im Falle des N*-Hexyllysins (Abb. 72A) wurde als Folge der Rostung eine Abnahme
der Stoffmenge von 34,2 auf 20,5 umol/100 g Protein verzeichnet. Dies entsprach Gehalten von
18,3 bis 11,1 mg/kg Erdnuss und Lysinblockierungen von 1,1 bis 0,6 mmol/mol Lysin. Somit
wurden als Folge der Rostung fiir 20 und 40 min jeweils 5,0 pmol und 8,6 pmol Lysin/100 g
Protein frei oder zu nachfolgenden Reaktionsprodukten der Schiff’schen Base umgesetzt. Ein
moglicher Abbau der Schiff’schen Base konnte auf deren Instabilitéit zuriickzufiihren sein, die
moglicherweise unter Hitzeeinwirkung wieder in ihre Edukte zerfiel. Auf Grund des
Siedepunkts des Hexanals von 130 °C (Sigma-Aldrich, 2012) konnte dieses sich in Folge der
Rostung bei 170 °C verfliichtigt haben, wodurch sich das Reaktionsgleichgewicht der Bildung
der Schiff’schen Base auf die Seite der Edukte verschoben haben konnte. Bestitigt wurde diese
Vermutung durch die Quantifizierung der Pyridininumderivate. Hierbei zeigte sich einerseits,
dass keine Zunahme des Gehalts an LHP 1 in Folge der Rostung erfolgte und andererseits das
LHP 2 nicht nachweisbar war. Dies war in Ubereinstimmung mit der Quantifizierung beider
Derivate in den mit Hexanal modifizierten Erdnussproteinen (Abb. 71B). Hierbei wurde das
LHP 2 in Gehalten um den Faktor 1500 geringer als die des LHP 1 quantifiziert. Die
Handelsprobe wies 92,1 pmol N*-Hexyllysin/100 g Protein, entsprechend 61,1 mg/kg Erdnuss
auf. Die Stoffmengen des quantifizierten LHP 1 (Abb. 72B) lagen um den Faktor 2000 unter
den Stoffmengen des N*-Hexyllysins. Die ausbleibende Zunahme des Gehalts an LHP 1 in

Folge der Rostung konnte durch die Tatsache erkldrbar sein, dass es durch die Rostung zu
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Abnahmen der Stoffmengen der Vorstufe N*-Hexyllysin kam, weshalb auch das Gleichgewicht
zwischen der Schiff’schen Base und dem Pyridiniumderivat auf der Seite der Schiff’schen Base
gelegen haben diirfte. Diese wurde wiederum wihrend der Rdstung abgebaut, weshalb ein
Grundgehalt an Pyridiniumderivaten festgestellt wurde, der nicht in Abhéngigkeit der Rostzeit
zunahm. Somit konnte die Vermutung, dass Intermediate zwischen der Schiff’schen Base und
den Pyridiniumderivaten vorlagen, ausgeschlossen werden. Die Mittelwerte der quantifizierten
Gehalte an LHP 1 betrugen in den nativen und den bei 170 °C fiir 40 min gerdsteten Erdniissen
jeweils 17,3 und 19,0 nmol/100 g Protein, entsprechend 15,6 bis 17,5 pg/kg Erdnuss. Dies
entsprach Lysinblockierungen von jeweils 0,6 pmol/mol Lysin. Die Handelsprobe wies
3,1 nmol/100 g Protein, entsprechend 9,0 pg/kg Erdnuss auf. Generell lagen die Gehalte an
N®-Hexyllysin und LHP 1 der Handelsprobe in vergleichbaren Gréf3enordnungen wie die der
im LabormaBstab gerdsteten Erdniisse.

Eine Lysinmodifizierung durch Hexanal-Lipierungsprodukte erfolgte somit als Folge der
Erdnussrdstung nicht.

Zielinski et al. (2001) bestimmten in einem Homogenisat aus Hihnchenschenkelfleisch und
PBS-Puffer, welches auf 50 °C erhitzt wurde, in Abhéngigkeit der Erhitzungszeit nach
Reduktion mit NaCNBH3 eine Zunahme der Gehalte des N*-Hexyllysins 3 mittels ELISA iiber
mono- und polyklonale Antikorper. Die Gehalte lagen hierbei in einem Bereich, angegeben als
Hexanal-Aquivalente, von 5-61 nmol/g Fleisch. Wird ein Proteingehalt von 18,2 % zugrunde
gelegt (Souci et al., 2008), ergeben sich 3-34 umol/100 g Protein. Somit sind die von Zielinski
et al. (2001) und die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Werte (34,2-20,5 umol/100 g
Protein) vergleichbar. Allerdings unterscheiden sich die Werte von Zielinski et al. (2001)
teilweise um den Faktor 3 in Abhéngigkeit der Verwendung von mono- oder polyklonalen
Antikorpern. Weiterhin zeigten die monoklonalen Antikorper, die gegen Hexanal-BSA-
Addukte erzeugt wurden, Kreuzreaktivitidten gegeniiber Hithnerserumalbumin, welches durch
Pentanal, Heptanal und 2-Hexenal modifiziert wurde, im Bereich von 38-77 %. Die
polyklonalen Antikorper wurden dahingehend nicht getestet. Somit kann nicht davon
ausgegangen werden, dass ausschlieBlich N°®-Hexyllysin erfasst wurde. Da das
Fleischhomogenisat bei milden Temperaturen erhitzt wurde, ist anzunehmen, dass die
Verfliichtigung des Hexanals reduziert war und es zu einer Nachbildung des N*-Hexyllysins
kommen konnte. Somit wurde geschlussfolgert, dass in Lebensmitteln, die unter milden
Bedingungen erwirmt oder gelagert werden (T < 130 °C), Zunahmen an N°®-Hexyllysin und
somit auch an LHP 1 zu erwarten sind. In Lebensmitteln, die bei hoheren Temperaturen erhitzt
werden, sind auf Grund der Verfliichtigung des Hexanals hingegen Abnahmen an

N*®-Hexyllysin und gleich bleibende Gehalte an LHP 1 zu erwarten.
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4.5.2.2 2-Heptenal-Lipierungsprodukte: (Z)- und (E)-BPP (25¢, 26°)

Modifizierte Erdnussproteine
In Abb. 73 sind die quantifizierten Gehalte an (Z)- und (E)-BPP (25¢,26¢) in den mit 2-Heptenal
inkubierten Erdnussproteinen sowie die jeweiligen berechneten Anteile am Lysinverlust

bezogen auf den Inkubationsblindwert dargestellt.
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Abb. 73 (A) Mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an (Z)- und (E)-BPP in den mit 2-Heptenal
inkubierten Erdnussproteinen sowie (B) den jeweiligen berechneten Anteilen am Lysinverlust bezogen
auf den Inkubationsblindwert

Sowohl das (Z)- als auch das (E)-BPP konnten in den mit 2-Heptenal modifizierten
Erdnussproteinen quantifiziert werden, wobei die Stoffmengen in Abhéngigkeit der
zugegebenen Stoffmenge an 2-Heptenal zunahmen (Abb. 73A). Dabei stellte das (E)-BPP
dasjenige Produkt dar, welches bevorzugt gebildet wurde. Diese Beobachtung stimmt mit den
Identifizierungsversuchen der Lipierungsprodukte nach Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin mit
2-Heptenal iiberein (Kap. 4.4.2). Anhand von UV-Messungen wurde hierbei ein Verhiltnis von
(Z)- zu (E)-AcBPP von 1:2 abgeschitzt. Mogliche Ursache konnte die thermodynamisch
bevorzugte Struktur des (E)-Derivats gewesen sein. Die Stoffmengen an (Z)- und (E)-BPP
betrugen im 10:1-Ansatz jeweils 1,23 und 1,46 mmol/100 g Protein. Dies entsprach maximalen
Lysinblockierungen von jeweils 93,5 und 110,5 mmol/mol Lysin. Anhand der berechneten
Anteile des Lysinverlusts (Abb. 73B) zeigte sich zum einen, dass das (Z)-Derivat einen nahezu
konstanten Prozentsatz von 10 % zur Lysinblockierung beitrug. Das (E)-Derivat hingegen hat
vor allem bei niedrigen Konzentrationen an 2-Heptenal in deutlich hoéheren Anteilen zur
Lysinblockierung beigetragen. Zum anderen zeigte sich, dass bei den gering modifizierten
Proteinen nahezu 80 % des Lysinverlusts durch die Bildung beider Pyridiniumderivate erklart
werden konnte, wohingegen bei hoheren Konzentrationen an 2-Heptenal andere als die hier

untersuchten Reaktionsprodukte relevant gewesen sein durften. Generell mdglich wére die
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Bildung von Michael- und Schiff’sche Base-Addukten, Intermediaten der Pyridiniumderivate
oder auch die Ausbildung von Quervernetzungsprodukten, wie mittels SDS-PAGE (Kap. 4.3.2,
Abb. 46) beobachtet wurde. Hierzu beigetragen haben konnte die Ausbildung einer
Schiff’schen Base und eines Michael-Addukts an demselben Molekiil 2-Heptenal oder eine
Quervernetzung iiber Dihydropyridine, welche Vorstufen der Pyridiniumderivate darstellen,
durch eine Michael-Addition an eine Schiff’schen Base (Baker et al., 1998).

Erdniisse

Im Falle der Erdnussproben konnte weder das (Z)- noch das (E)-BPP nachgewiesen werden.
Auch ein Versuch der Aufkonzentrierung der Pyridiniumderivate mittels schwachem
Kationenaustauscher fiihrte nicht zu einem eindeutigen Nachweis der Verbindungen. Anhand
der modifizierten Erdnussproteine wurde die Nachweisgrenze zu 0,04 pmol/100 g Protein
abgeschitzt. Somit wurde vermutet, dass die Gehalte an (Z)- und (E)-BPP, im Falle ihrer
Bildung, in den Erdnussproben niedriger liegen. Da anhand der modifizierten Erdnussproteine
gezeigt wurde, dass vor allem bei geringen Gehalten an 2-Heptenal der Lysinverlust nahezu
vollstindig durch die Bildung dieser beiden Pyridiniumderivate erkldrt werden konnte, war
anzunehmen, dass diese auch in den Erdnussproben Hauptaddukte darstellen konnten.
Ubertriigt man die Ergebnisse der Quantifizierung der Hexanal-Pyridiniumderivate, kénnte
allerdings auch im Falle des 2-Heptenals eine Weiterreaktion der als Vorstufe nétigen
Schiff’schen Base gehemmt sein. Eine Quantifizierung in den Erdnussproben kdnnte eventuell
mittels empfindlicheren massenspektrometrischer Geréten gelingen, wobei die zu erwartenden
Gehalte sehr niedrig sein diirften. Ein moglicher Beitrag zur Lysinblockierung wiirde somit
ebenfalls sehr gering ausfallen. Anhand der Quantifizierungen in den modifizierten
Erdnussproteinen liel3 sich allerdings abschitzen, dass in Lebensmitteln bevorzugt das (£)-BPP
zu erwarten ist. Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass es bei niedrigen Konzentrationen an

2-Heptenal auch zu Histidin-Modifizierungen kommt (siehe hierzu Kap. 4.3.2).

4.5.2.3 Acrolein-Lipierungsprodukt: MP-Lysin 10¢

Modifizierte Erdnussproteine

In Abb. 74 sind die quantifizierten Gehalte an MP-Lysin 10¢ in den mit Acrolein inkubierten
Erdnussproteinen sowie die jeweiligen berechneten Anteile am Lysinverlust bezogen auf den
Inkubationsblindwert dargestellt. Als Folge der Inkubation der Erdnussproteine mit Acrolein
konnte das Lipierungsprodukt MP-Lysin nachgewiesen werden. Anhand der Quantifizierung
(Abb. 74A) und des hieriiber berechneten erklérbaren Lysinverlusts (Abb. 74B) zeigte sich,

dass bei geringen Konzentrationen an Acrolein im 0,1:1-Ansatz der Lysinverlust nahezu
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vollstédndig (96 %) durch die Bildung des MP-Lysins erkldrbar war. In den Ansétzen 0,2:1 bis
1:1 waren etwa 60 % des Lysinverlusts erkldrbar. Dies deutet auf eine konstante Bildungsrate
des MP-Lysins hin. Ab dem 5:1-Ansatz zeigte sich, dass nur noch 10 % des Lysinverlusts
erklart werden konnten. Somit kam es bei einer hohen Konzentration an Acrolein zur Bildung
weiterer Lipierungsprodukte oder deren Intermediate. Die Stoffmenge an MP-Lysin hat im
1:1-Ansatz 6,61 mmol/100 g Protein betragen und entsprach einer Lysinblockierung von
212,3 mmol/mol Lysin. Im 5:1-Ansatz betrug die Stoffmenge an MP-Lysin hingegen
1,89 mmol/100 g Protein, was einer Lysinblockierung von 71,5 mmol/mol Lysin entsprach.
Somit sollte in Lebensmitteln bei geringen Gehalten an Acrolein MP-Lysin das Haupt-

lipierungsprodukt darstellen.
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Abb. 74 (A) Mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an MP-Lysin in den mit Acrolein
inkubierten Erdnussproteinen sowie (B) den jeweiligen berechneten Anteilen am Lysinverlust bezogen
auf den Inkubationsblindwert

Erdniisse

In Abb. 75 sind die in den Erdnussproben quantifizierten Gehalte an MP-Lysin 10¢ dargestellt.
MP-Lysin konnte erstmalig in Lebensmitteln allgemein und in den Erdnussproben im
Speziellen quantifiziert werden. Dabei zeigte sich eine Zunahme der quantifizierten
Stoffmengen in Abhingigkeit des Rostprozesses von 0,1 auf 19,7 umol/100 g Protein. Dies
entsprach 0,03 bis 10,2 mg/kg Erdnuss. Zwischen den nativen und fiir 20 min gerdsteten
Erdniissen war eine Zunahme des MP-Lysins um den Faktor 37 festzustellen und zwischen den
fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniissen um den Faktor 9. Da in den nativen Erdniissen kein
freies Acrolein nachweisbar war (Kap. 4.2.2.2), musste das fiir die Bildung des MP-Lysins
benotigte Acrolein wihrend des Rostprozesses entstanden sein und direkt weiterreagiert haben.
Dies kann auf die hohe Reaktivitdt des Acroleins zuriickgefiihrt werden (siche Kap. 4.3.2;
Esterbauer et al., 1991).
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Abb. 75 Mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an MP-Lysin in den nativen und bei 170 °C
gerosteten Erdnussproben sowie der Handelsprobe

Unter Berticksichtigung der in Kap. 4.2.2.2 quantifizierten Gehalte an freiem Acrolein ergaben
sich abgeschitzte Acroleinumsatzraten zu MP-Lysin fiir die 20 und 40 min gerOsteten
Erdnussproben von jeweils 39 und 72 %. Hierbei konnte Acrolein, welches zu anderen
Lipierungsprodukten als MP-Lysin abreagiert hatte, nicht beriicksichtig werden. Allgemein
konnte abgeschitzt werden, dass das gebildete Acrolein in relevanten Mengen zu MP-Lysin
umgesetzt wurde und Reaktionen mit anderen Aminoséureseitenketten nicht iiberwogen haben.
Dies konnte anhand der Inkubation von nativen Erdnussproteinen mit Acrolein (Kap. 4.3.2,
Abb. 46) ebenfalls beobachtet werden, da es hierbei vor allem zu Lysinmodifizierungen
gekommen ist und bei geringen Stoffmengen an Acrolein nahezu ausschlieBlich Lysin-
seitenketten modifiziert wurden. In diesem Zusammenhang wurde bereits diskutiert, dass
MP-Lysin bei niedrigen und somit lebensmittelrelevanteren Konzentrationen an Acrolein (siehe
Kap. 2.3.3, Tab. 5) das Hauptlipierungsprodukt darstellen sollte. Moglichkeiten fiir weitere
Lipierungsprodukte des Acroleins wéren beispielsweise die Bildung des in Kap. 4.4.3
identifizierten FDP-Derivats 7 sowie des hieraus hervorgehenden, quervernetzenden Thioethers
8 (Furuhata et al., 2002). In der Handelsprobe wurden 0,5 pmol/100 g Protein, entsprechend
0,3 mg/kg Erdnuss, quantifiziert. Somit wies die Handelsprobe Gehalte an MP-Lysin auf, die
zwischen denjenigen der nativen und bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdniissen lagen.
Ursache hierfiir konnten unterschiedliche Stadien der Lipidperoxidation der jeweiligen zur
Rostung eingesetzten Erdniisse gewesen sein. Die Lysinblockierung durch MP-Lysin betrug fiir
die nativen und fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniisse jeweils 0,002, 0,1 und 0,6 mmol/mol
Lysin und der erkldrbare Lysinverlust fiir die 20 und 40 min gerdsteten Erdniisse jeweils 0,05 %
und 0,13 %.

Ein Nachweis oder eine Quantifizierung des MP-Lysins in Lebensmitteln ist in der Literatur
bisher nicht erfolgt. Maeshima et al. (2012) konnten MP-Lysin mittels LC-ESI-MS/MS {iber

eine Stabilisotopenverdiinnungsanalyse in oxidiertem LDL, welches einer in vitro Oxidation
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fir 24 h an Cu®*" bei 37 °C ausgesetzt war, quantifizieren. Hierbei konnten
0,06 mol MP-Lysin/mol LDL bestimmt werden, wodurch 1 % des Lysinverlusts erklért wurde.
Der in der vorliegenden Arbeit bestimmte Anteil am Lysinverlust in den gerdsteten

Erdnussproben liegt somit unter dem von Maeshima et al. (2012) in oxLDL bestimmten Anteil.

4.5.2.4 4-Hydroxynonenal-Lipierungsprodukt: 2-PPL 21°¢

Modifizierte Erdnussproteine und modifiziertes Ara h 1
In Abb. 76 sind die quantifizierten Gehalte an 2-PPL 21°¢ in den mit 4-HNE inkubierten
Erdnussproteinen und des Ara h 1 sowie die jeweiligen berechneten Anteile am Lysinverlust

bezogen auf den Inkubationsblindwert dargestellt.
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Abb. 76 (A) Mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an 2-PPL in den mit 4-HNE inkubierten
Erdnussproteinen sowie (B) den berechneten Anteilen am Lysinverlust bezogen auf den Erdnussprotein-
Inkubationsblindwert, (C) den quantifizierten Gehalten an 2-PPL in dem mit 4-HNE inkubierten Arah 1
sowie (D) den berechneten Anteilen am Lysinverlust bezogen auf den Ara h 1-Inkubationsblindwert,
n. n. - nicht nachweisbar
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In den mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteinen und dem analog modifizierten Ara h 1
konnte das Lipierungsprodukt 2-PPL nachgewiesen werden. Anhand der Quantifizierung zeigte
sich in beiden Inkubationsreihen (Abb. 76A und C), dass bis zum 1:1-Ansatz die Stoffmenge
an 2-PPL in Abhéngigkeit der Stoffmenge an 4-HNE gebildet wurde. Die Ergebnisse zeigten,
dass die Bildung des 2-PPL eintrat, sobald 4-HNE anwesend war. Eine Erh6éhung der
Stoffmenge an 4-HNE fiihrte zu einer geringen Nachbildung an 2-PPL bis zum 1:1-Ansatz. In
der Inkubationsreihe der Erdnussproteine betrug die Stoffmenge an 2-PPL im 1:1-Ansatz
2,33 mmol/100 g Protein und in der Ara h 1-Inkubationsreihe 1,3 mmol/100 g Protein. Dies
entsprach jeweils Lysinblockierungen von 97,9 und 31,9 mmol/mol Lysin. Generell hat somit
das modifizierte Arah 1 im Vergleich zu den modifizierten Erdnussproteinen geringere Gehalte
an 2-PPL und Lysinblockierungen aufgewiesen. Dies lédsst auf eine verringerte Zugéinglichkeit
der Lysinreste des Ara h 1 im Vergleich zu anderen Erdnussproteinen schlieBen, was in
Ubereinstimmung mit den beobachteten Lysinabnahmen steht (Kap. 4.3.4, Abb. 50A). Anhand
der SDS-PAGE (Kap. 4.3.4, Abb. 50C) wurde festgestellt, dass es im Falle der Inkubation des
Ara h 1 zu stirkeren Oligomerisierungen als bei der Inkubation der Erdnussproteine kam. Dies
lieB die Vermutung zu, dass das Ara h 1 bereits ohne Reaktion mit 4-HNE in hoheren, nicht
kovalent vernetzten oligomeren Formen vorlag, wodurch moglicherweise die Zugénglichkeit
der Lysinseitenketten reduziert war. Die Eigenschaft des Ara h 1 zur Ausbildung von
Oligomeren ist in der Literatur beschrieben (van Boxtel et al., 2006; Maleki et al., 2000b). Der
5:1-Ansatz wies in beiden Inkubationsreihen deutlich geringere Stoffmengen an 2-PPL von
jeweils 0,22 und 1,02 mmol/100 g Protein auf. Dies entsprach Lysinblockierungen von jeweils
10,0 und 40,9 mmol/mol Lysin. Anhand der berechneten erkldrbaren Lysinverluste (Abb. 76B
und D) zeigte sich fiir die Erdnussproteine und das Ara h 1, dass bei niedrigen Konzentrationen
an 4-HNE der Lysinverlust nahezu vollstindig durch die Bildung des 2-PPL erkldrbar war. Im
Falle des 0,1:1-Ansatzes betrug der erkldrbare Lysinverlust bei den Erdnussproteinen und des
Ara h 1 jeweils 98 % und 87 %. Somit konnte auch eine mogliche Polymerisierung des 2-PPL
analog Can et al. (2004) unter den sauren Bedingungen wihrend der ersten Stufe der enzyma-
tischen Hydrolyse bei pH 2 ausgeschlossen werden. Bei hoheren Konzentrationen an 4-HNE
mussten hingegen weitere Reaktionsprodukte bevorzugt gebildet worden sein, weshalb die
Stoffmenge an 2-PPL in den 5:1-Ansédtzen geringer als in den 1:1-Ansdtzen war. Auf der einen
Seite ist bei hoheren Konzentrationen an 4-HNE eine Oxidation oder eine Polymerisierung iiber
eine Aldolkondensationsreaktion denkbar, wodurch die fiir eine Reaktion zur Verfligung
stehende Stoffmenge an 4-HNE reduziert gewesen wire. Auf der anderen Seite ist bei hoheren
Konzentrationen an 4-HNE die Bildung weiterer Lipierungsprodukte mdglich. Hierzu konnte
das unter Kap. 4.4.5 identifizierte Pyridinium-Derivat, die Schiff’sche Base oder auch das
Michael-Addukt zdhlen. Fluoreszenzmessungen der mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteine
(Kap. 4.3.4, Abb. 50) erbrachten den Hinweis, dass es ab dem 1:1-Ansatz zur Ausbildung des
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von Xu et al. (1999) beschriebenen Fluorophors 23 kam. Generell kdnnte somit das 2-PPL ein
kinetisch kontrolliertes Reaktionsprodukt darstellen, wohingegen bei hoheren Konzentrationen
an 4-HNE die Reaktion moglicherweise auf der Schiff’schen Base als Vorstufe stehen bleiben

und somit bevorzugt andere Reaktionsprodukte gebildet werden konnten.

Erdniisse
In Abb. 77 sind die in den Erdnussproben quantifizierten Gehalte an 2-PPL 21¢ dargestellt.
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Abb. 77 Mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an 2-PPL in den nativen und bei 170 °C
gerosteten Erdnussproben sowie der Handelsprobe (n = 3), n. n. - nicht nachweisbar

2-PPL konnte erstmalig massenspektrometrisch in Lebensmitteln quantifiziert werden. In den
nativen Erdniissen war kein 2-PPL nachweisbar, die Stoffmenge steig allerdings in Abhingig-
keit der Rostdauer an. In den fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniissen wurden jeweils 112,1 und
175,1 nmol 2-PPL/100 g Protein quantifiziert. Dies entsprach jeweils 299,5 und 468,0 ng/kg
Erdnuss und einer jeweiligen Lysinblockierung von 3,5 und 5,5 pmol/mol Lysin. Die
Handelsprobe wies 144,5 nmol 2-PPL/100 g Protein, entsprechend 386,2 pg/kg Erdnuss auf
und zeigte somit vergleichbare Gehalte, wie die im Labormafstab bei 170 °C fiir 20 min
gerOsteten Erdniisse. Anhand der Abnahme an freiem 4-HNE als Folge der Erdnussrostung
(Kap. 4.2.2.2) lielen sich in den fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniissen jeweils 1 und 2 % des
4-HNE-Verlusts durch die Bildung des 2-PPL erkldren. Hierbei muss allerdings beriicksichtigt
werden, dass 2-PPL auch iiber eine Paal-Knorr-Reaktion bei Anwesenheit von 4-Oxononanal
entstehen kann und es zu einer 4-HNE-Neubildung in Folge der Rostung gekommen sein
konnte. In Kap. 4.3.4, Abb. 49 wurde festgestellt, dass es bei geringen Konzentrationen an
4-HNE ausschlieBlich zu Lysinmodifizierungen kam. Somit kann abgeschétzt werden, dass als
Folge des Erdnussrostens ebenfalls vor allem Lysinseitenketten modifiziert werden sollten.
Werden die nach Inkubation der Erdnussproteine mit 4-HNE erhaltenen Erkenntnisse auf die
Erdniisse libertragen, kann weiter geschlussfolgert werden, dass in Anwesenheit niedriger
Konzentrationen an 4-HNE vor allem 2-PPL gebildet werden sollte (Kap. 4.5.2.4, Abb. 76). In
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geringeren Stoffmengen waren auch weitere Lipierungsprodukte, wie sie in Kap. 4.4.5
identifiziert wurden, zu erwarten. Weiterhin kann es zur Bildung des quervernetzenden
Fluorophors 23 (Xu et al., 1999) oder des ebenfalls quervernetzenden Schiff’sche Base-
Michael-Addukts 22, beziehungsweise seines Hemiacetals 22¢ (Nadkarni & Sayre, 1995;
Uchida & Stadtman, 1993) gekommen sein. Sayre et al. (1993) stellten fest, dass es in Folge
einer Erhitzung von 4-HNE mit primidren Aminen nur im Spurenbereich zur Bildung von
Pyrrolen kam und hauptséchlich das Kondensations-produkt des 4-HNE 2-Pentylfuran gebildet
wurde. Hierdurch konnte es in Folge der hohen Rosttemperatur und in Anwesenheit der
Erdnussproteine ebenfalls zu einem Abbau des bereits in den nativen Erdniissen vorliegenden
freien 4-HNE gekommen und die Weiterreaktion zum 2-PPL somit unterbunden worden sein.
Hieraus ldsst sich ableiten, dass in weniger stark erhitzten Lebensmitteln oder linger gelagerten

Lebensmitteln hohere Stoffmengen an 2-PPL gebildet werden kdnnten.

Lynch et al. (2001) konnten mittels ELISA in Rinder- und Schweineliposomen, Rinder-
microsomen und Rindfleisch 4-HNE-Lipierungsprodukte identifizieren. Aussagen iiber die
genaue als Antigen fungierende Struktur wurden allerdings nicht getétigt und es erfolgte keine
Quantifizierung, sondern ein Vergleich von Absorptionszunahmen im ELISA. Weiterhin
konnten Lynch et al. (2001) in Abhéngigkeit der Lagerdauer in den Rindfleischproben eine
Absorptionszunahme der 4-HNE-Addukt-Gehalte feststellen, was mit obiger Vermutung
korreliert. In Proteinextrakten aus rohen und gerdsteten Erdniissen konnten ebenfalls mittels
ELISA 4-HNE-Addukte nachgewiesen werden, die sich allerdings beziiglich ihrer Absorptions-
werte nicht signifikant unterschieden (Chung et al., 2002; Chung & Champagne, 2001). Da als
Folge einer Erdnussrostung die Proteinloslichkeit reduziert wird (Kopper et al., 2005), ist
fraglich, inwieweit hierbei lipierte Proteine in den Extrakt iibergehen konnten. Eine direkte
Quantifizierung des 2-PPL unter Verwendung chemisch charakterisierter Standards ist in der
Literatur bisher nicht erfolgt.

4.5.2.5 Diskussion

In Tab. 53 sind die jeweiligen Lysinblockierungen und erkldrbaren Anteile am Lysinverlust der
gerosteten Erdniisse durch die quantifizierten Maillard-Reaktionsprodukte Fruktose-Lysin
(Fru-Lys), Pyrralin und N*-Carboxymethyllysin (CML) sowie der quantifizierten Lipierungs-
produkte N*-Hexyllysin, LHP 1, MP-Lysin und 2-PPL vergleichend gegeniibergestellt.
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Tab. 53 Lysinblockierungen und erklarbare Anteile am Lysinverlust der bei 170 °C fiir 20 und 40 min
gerosteten Erdniisse durch die Maillard-Reaktionsprodukte Fru-Lys, Pyrralin und CML sowie die
Lipierungsprodukte N°®-Hexyllysin, LHP 1, MP-Lysin und 2-PPL, jeweils bezogen auf die nach
salzsaurer Hydrolyse erhaltenen Stoffmengen an Lysin

Quantifiziertes Lysinblockierung Anteil am Lysinverlust
Produkt [mmol/mol Lysin] [%]

20 min 40 min 20 min 40 min
Fru-Lys 16,6 30,7 7,3 1,0
Pyrralin 8,4 23,8 6,3 3,6
CML 2,0 3,6 1,4 0,4
N*-Hexyllysin 1,0 1,0 -b -b
LHP 1 0,001 0,001 -b -b
MP-Lysin 0,07 0,61 0,05 0,13
2-PPL 0,004 0,005 0,002 0,001

D keine Zunahme in Folge der Erdnussrostung und somit kein Beitrag zum Lysinverlust

Die Lipierungsprodukte trugen generell in geringerem MalBle zur Lysinblockierung bei als die
Maillard-Reaktionsprodukte. Werden CML und MP-Lysin verglichen, so trug das MP-Lysin in
den fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniissen zu Lysinblockierungen bei, die jeweils um die
Faktoren 30 und 6 niedriger lagen als die des CML. Anhand der berechneten Anteile am
Lysinverlust zeigte sich, dass das MP-Lysin innerhalb der Gruppe der untersuchten
Lipierungsprodukte den grofften Beitrag leistete und somit in den gerdsteten Erdniissen als
relevantestes Lipierungsprodukt identifiziert werden konnte. Demgegeniiber hat die Bildung
des 2-PPL nur sehr geringfiigig zum Lysinverlust beigetragen. Auffillig war, dass im Falle des
MP-Lysins der Anteil des Lysinverlusts auch bei den fiir 40 min gerdsteten Erdniissen zunahm,
wohingegen bei den weiteren quantifizierten Produkten der erkldrbare Anteil am Lysinverlust
abnahm. Dies deutete auf eine exponentielle Zunahme der MP-Lysin-Bildung in Abhéngigkeit
der Rostzeit hin, wohingegen die Bildung der weiteren Produkte ein Plateau erreicht haben
musste. Somit konnte das MP-Lysin auch fiir ldnger erhitzte Lebensmittel einen geeigneten
Parameter zur Beurteilung der Erhitzung und des Zustandes der Lipidperoxidation darstellen.
Im Falle der Pyridiniumderivate LHP 1 und MP-Lysin kdnnte es durch die Rosttemperatur von
170 °C zum Abbau und als Folge zur Freisetzung der entsprechenden Pyridine gekommen sein
(Suyama & Adachi, 1980; Suyama & Adachi, 1979). Somit konnten die Gehalte der Pyri-
diniumderivate geringer erfasst worden sein, als diese im Zuge der Rostung urspriinglich
gebildet wurden, woraus ein bisher nicht erkldrbarer Lysinverlust resultieren wiirde. Als

mogliches Lysinderivat konnte hierbei Norleucin entstanden sein.

Die Handelsproben wiesen Gehalte an Lipierungsprodukten auf, die vergleichbar mit den
Gehalten der im Labormalstab gerdsteten Erdniissen waren. Ein direkter Vergleich war
allerdings nicht méglich, da der Oxidationszustand der zur industriellen Réstung eingesetzten,

ungerosteten Erdniisse nicht bekannt war. Unter der Annahme vergleichbarer Rostbedingungen
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wiirden Unterschiede in den jeweiligen Lipidperoxidationsstadien, der im LabormaRstab und
zur industriellen Rostung eingesetzten Erdniisse, zu unterschiedlich ablaufenden Lipierungs-
reaktionen fithren. Dies stellt einen Unterschied zur Maillard-Reaktion dar, da die hierbei zur
Reaktion bendtigten Zuckerkomponenten in der Regel bereits als Edukte vorliegen,
wohingegen im Falle der Lipierungsreaktionen die Sekundirprodukte in jedem Fall erst
gebildet werden miissen. Somit ist es naheliegend, dass es in identischen Lebensmitteln, welche
sich allerdings in ihren Stadien der Lipidperoxidation unterscheiden (beispielsweise durch
unterschiedliche Lagertemperatur, Lagerdauer, UV-Bestrahlung), im Zuge ihrer Prozessierung

oder Lagerung zu unterschiedlichen Gehalten an Lipierungsprodukten kommen kann.

Der durch die quantifizierten Maillard-Reaktionsprodukte erklirbare Lysinverlust betrug fiir
die fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniisse jeweils 14 und 9 % (Kap. 4.1.2). Unter Einbeziehung
der quantifizierten Gehalte an Lipierungsprodukten ergaben sich erkldrbare Anteile der
Lysinverluste von jeweils 17 und 11 %. Somit konnten durch die quantifizierten Lipierungs-
produkte Beitrige von jeweils 3 und 2 % des jeweiligen Gesamtlysinverlusts erklirt werden.
Im Vergleich mit den Maillard-Reaktionsprodukten sind die Stoffmengen der jeweiligen
Lipierungsprodukte als gering einzustufen. Wird allerdings die Vielzahl an Sekundérprodukten
betrachtet, die als Folge der Lipidperoxidation wahrend des Erdnussrdstens entstehen (Kap. 4.2;
Liu et al., 2011; Chetschik et al., 2008; Matsui et al., 1998; Brown et al., 1972), so ist die
Bildung einer Vielzahl entsprechender Lipierungsprodukte denkbar. Die Summe der
Einzelprodukte konnte somit einen hoheren Beitrag zu der bisher nicht erkldrbaren
Lysinmodifizierung leisten. Weitere Ursachen fiir geringe Gehalte an Lipierungsprodukten
konnten (1) in der Fliichtigkeit der Sekundédrprodukte oder (2) einer Hemmung der
Lipidperoxidation gelegen haben. Hemmend konnte hierbei das Vorhandensein natiirlicher
Antioxidantien wie Tocopherole gewirkt haben. Die Gehalte an Gesamttocopherol und
a-Tocopherol betragen jeweils bis zu 19 und 10 mg/100 g Erdnuss (Souci et al., 2008; Maguire
et al., 2004). Weiterhin konnten (3) antioxidativ wirksame Lipierungsprodukte eine Rolle
gespielt haben. Hwang et al. (2001) rosteten Erdniisse bei 180 °C bis zu 60 min und konnten in
Abhidngigkeit der Rostdauer eine Zunahme der antioxidativen Kapazitit beobachten.
Chiou et al. (1993) erhitzten Erdnussdl in An- und Abwesenheit von entfettetem Erdnusspulver
und beobachteten in Anwesenheit des Erdnusspulvers eine Reduktion der Bildung konjugierter
Diene. Ursichlich konnte die antioxidative Wirkung der Lipierungsprodukte gewesen sein, die
fiir Pyrrole, Dihydropyridine, Pyridiniumverbindungen und Michael-Addukte des Histidins
gezeigt wurde (Zamora & Hidalgo, 2009; Alaiz et al., 1996; Alaiz et al., 1995¢). Da diese
Produkte in der Lage sind, die Lipidperoxidation in Anwesenheit von Proteinen zu hemmen,
wird in diesem Zusammenhang von einem ,,Feedback-Inhibierungsmechanismus* gesprochen

(Zamora & Hidalgo, 2009). Weiterhin enthalten Erdniisse antioxidativ wirksame Reduktone
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(Hydroxycarbonylverbindungen mit zwei bis fiinf C-Atomen), deren Gehalte in den nativen
Erdniissen zwischen 0,7 und 1,3 % liegen (Vercellotti et al., 1995).

Eine weitere Ursache fiir den nicht erklirbaren Lysinverlust von 83 % und 89 % in den fiir
20 und 40 min gerdsteten Erdniissen kdnnten neben nicht erfassten Maillard- und Lipierungs-
produkten direkte radikalische Modifizierungen von Aminosiuren im Proteinverband durch
Radikale der Lipidperoxidation dargestellt haben. Wie bereits in Kap. 4.1.2 diskutiert,
beobachteten Roubal & Tappel (1966), dass eine wissrige Inkubation von peroxidiertem
Ethylarachidonat mit y-Globulin bei 37 °C zu einem Ausfallen des Proteins und einem
Lysinverlust von 59 % fiihrte. Hierfiir konnten Radikalreaktionen als auch Reaktionen mit
Sekundirprodukten der Lipidperoxidation verantwortlich gewesen sein (Gardner, 1979). Im
Falle der Radikalreaktionen konnen entsprechend Kap. 2.3.1 Radikale von Fettsdure-
hydroperoxy- und Fettsdurehydroxyradikale an die Aminosédureseitenketten der Proteine
iibertragen werden (Kap. 4.1.2, Abb. 33), (Gardner, 1979). In trockenen Systemen wie den
Erdniissen konnte es als Folge vor allem zu Proteinspaltungen kommen (Gardner, 1979), die
nach Stadtman & Levine (2003) und Garrison (1987) unter anderem durch a-Amidierung oder
den Diamid-Reaktionsweg erfolgen konnen. Diese wurden allerdings in der vorliegenden
Arbeit nicht beobachtet (Kap. 4.3.4, Abb. 51). Weiterhin sind radikalinduzierte Protein-
quervernetzungen moglich (Stadtman & Levine, 2003; Ozben, 1998). Abb. 78 zeigt den
prinzipiellen radikalinduzierten Verlauf der Oxidation einer Aminosdure im Proteinverband
nach Stadtman & Levine (2003) und Ozben (1998).

Proteinquervernetzung
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Abb. 78 Prinzipieller radikalinduzierter Verlauf der Oxidation einer Aminoséure im Proteinverband
nach Stadtman & Levine (2003) und Ozben (1998), R - Aminosiureseitenkette

Die Reaktion wird durch die Abstraktion eines a-Wasserstoffatoms einer beliebigen Amino-
sdure induziert. Das hierbei entstehende Radikal kann entweder mit einem weiteren Radikal

unter Ausbildung eines Quervernetzungsprodukts weiterreagieren oder es kann andererseits
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Sauerstoff addiert werden, wodurch ein Alkylperoxyradikal resultiert. Dieses kann mit einem
protonierten Superoxidanion (HO>"), Fe?" oder durch Abstraktion eines Wasserstoffatoms aus
einem anderen Molekiil zum Alkylperoxid weiter reagieren. Das Alkylperoxid kann mit HO>'
oder Fe** zum Alkoxyradikal umgesetzt werden, wodurch eine Proteinspaltung mdglich ist,
oder unter weiterer Einwirkung von HO:" oder Fe** zum Hydroxyderivat reagieren.
(Stadtman & Levine, 2003; Ozben, 1998)

Weiterhin wurde gezeigt, dass Aminosdureseitenketten von Lysin, Arginin, Prolin und
Threonin metallionenkatalysiert in die jeweiligen Carbonylderivate 6-Oxo-norleucin (Lysin),
5-Oxo-norvalin (Arginin und Prolin) und 2-Amino-3-oxobutansidure (Threonin) und der
Imidazolring des Histidins zu 2-Oxo-Histidin umgesetzt werden konnen (Stadtman & Levine,
2003; Uchida, 2003b). Methionin kann iiber Methioninsulfoxid bis zum Methioninsulfon
oxidiert werden (Vogt, 1995).

Auf Grund der Vielzahl an moglichen Sekundirprodukten besteht zudem die Mdglichkeit, der
Bildung heterogener Lipierungsprodukte. Heterogene Lipierungsprodukte zeichnen sich
dadurch aus, dass sie im Gegensatz zu homogenen Lipierungsprodukten neben dem
urspriinglichen Nukleophil aus mehreren unterschiedlichen Carbonylverbindungen aufgebaut
sind. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass es nach der Abspaltung der Sekundérprodukte
aus der Fettsdure zu Lipierungsreaktionen des am Glycerol verbleibenden, oxidativ
gespaltenen Fettsiurerests, der ebenfalls reaktive Carbonylgruppierungen aufweisen kann,
kommt. Beziiglich dieser beiden Moglichkeiten wurden orientierende Untersuchungen

durchgefiihrt, die in den nachfolgenden Kapiteln 4.5.3 und 4.5.4 vorgestellt werden.

4.5.3 Heterogene Lipierungsprodukte

Die Untersuchung der Bildung heterogener Lipierungsprodukte erfolgte am Beispiel einer
methanolischen Inkubation von Hexanal, Nonanal und N®%Acetyl-L-lysin in jeweils
dquimolaren Stoffmengen fiir 4 h bei 75 °C. Da Aldehyde als Reaktionspartner eingesetzt
wurden, war auf Grundlage von Kap. 4.4.1 die Bildung der entsprechenden Monoalkylierungs-
produkte und Pyridiniumderivate zu erwarten. In Abb. 79 ist das erhaltene LC-ESI-MS/MS-
Scan-Chromatogramm sowie die charakteristischen Fragmentmuster der zugeordneten
Lipierungsprodukte dargestellt. Im Falle der Pyridiniumderivate mit gleichem
Masse/Ladungsverhiltnis (m/z) wurde exemplarisch jeweils das Fragmentmuster des zuerst
eluierten Pyridiniumderivats dargestellt. Die spéter eluierten Pyridiniumderivate mit gleichen
Masse/Ladungsverhéltnissen wiesen jeweils analoge Fragmentierungsmuster auf, die sich nur
in den relativen Intensitdten der Fragmentionen unterschieden. Die Identifizierungen erfolgten
anhand der LC-ESI-MS/MS-Fragmentmuster analog Kap. 4.4.
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Abb. 79 LC-ESI-MS/MS-Scan-Chromatogramm der Inkubation von N®-Acetyl-L-lysin mit Hexanal
und Nonanal (oben) und der jeweiligen Fragmentmuster der Pyridiniumderivate aus den Produktionen-
scans (unten), (A) m/z 433,3, (B) m/z 475,3, (C) m/z 517,3 und (D) m/z 559,4

Neben nicht vollstindig umgesetztem N%Acetyl-L-lysin (trec = 8,3 min) mit m/z 189,1 (M+H"),
wurden die beiden Verbindungen mit m/z 273,2 (tret = 26,5 min) und m/z 315,2 (tret = 37,1 min)
jeweils analog Kap. 4.4.1, Abb. 53A den Monoalkylierungsprodukten (M+H") des Hexanals
beziehungsweise Nonanals mit N*-Acetyl-L-lysin zugeordnet (Abb. 80A). Diese weisen
berechnete monoisotopische Massen von jeweils 273,2 g/mol (M+H") und 315,3 g/mol (M+H")
auf. Bei den nachfolgend eluierten Verbindungen mit m/z 433,3 (M", tret = 46,2 und 48,1 min)
(Abb. 79A) handelte es sich auf Grund von mit Kap. 4.4.1, Abb. 53B und C {iberein-

stimmenden Fragmentmustern um die beiden homogenen Pyridiniumderivate AcLHP 1 und
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AcLHP 2 (Abb. 80B). Diese weisen berechnete monoisotopische Massen von jeweils
433,3 g/mol (M") auf.

Im Bereich zwischen tree = 53,0 und 56,3 min zeigten sich im Produktionenscan fiinf
Verbindungen mit jeweils m/z 475,3 (M"), deren Fragmentionen (Abb. 79B) {iber analoge
Fragmentierungsrouten zugeordnet werden konnten wie im Falle von AcLHP 1 und AcLHP 2
(siehe Kap. 4.4.1). Hierbei konnten heterogene Pyridiniumderivate identifiziert werden, die sich
aus jeweils einem Molekiil N*-Acetyl-L-lysin und Nonanal sowie zwei Molekiilen Hexanal
zusammensetzten. Moglich war somit die Bildung von fiinf heterogenen Isomeren, die sich aus
jeweils drei AcLHP 1-Analoga und zwei AcLHP 2-Analoga zusammensetzten (Abb. 80C). Die
berechneten monoisotopischen Massen betragen jeweils 475,4 g/mol (M").

Im Bereich zwischen tret = 59,4 und 63,2 min zeigten sich im Produktionenscan ebenfalls fiinf
Verbindungen mit jeweils m/z 517,3 (M"), deren Fragmentionen (Abb. 79C) iiber analoge
Fragmentierungsrouten zugeordnet werden konnten wie im Falle von AcLHP 1 und AcLHP 2.
Somit konnten erneut heterogene Pyridiniumderivate identifiziert werden, die sich aus jeweils
einem Molekiil N*-Acetyl-L-lysin und Hexanal sowie zwei Molekiilen Nonanal zusammen-
setzten. Moglich war hierbei erneut die Bildung von fiinf heterogenen Isomeren, die sich aus
jeweils drei AcLHP 1-Analoga und zwei AcLHP 2-Analoga zusammensetzten (Abb. 80D). Die
berechneten monoisotopischen Massen betragen jeweils 517,4 g/mol (M").

Bei tret = 66,1 und 69,5 min eluierten zwei Verbindungen mit jeweils m/z 559,4 (M"). Die
jeweils ibereinstimmenden Fragmentionen (Abb. 79D) wurden iiber analoge Fragmen-
tierungsrouten zugeordnet wie im Falle von AcLHP 1 und AcLHP 2. Hieriiber konnten zwei
homogene Pyridiniumderivate, ausgehend von N*-Acetyl-L-lysin und Nonanal identifiziert
werden, die analog AcLHP 1 und AcLHP 2 zusammengesetzt waren (Abb. 80B). Die
berechneten monoisotopischen Massen betragen jeweils 559,5 g/mol (M"). Im Falle der neu
identifizierten Pyridiniumderivate konnte keine Zuordnung beziiglich der Elutionsreihenfolge

erfolgen, da dies nur iiber die jeweiligen Standardsubstanzen moglich gewesen wire.

Somit konnten sich aus der Reaktion von N®-Acetyl-L-lysin mit Hexanal und Nonanal 2
monoalkylierte Produkte, 4 homogene und 10 heterogene Pyridiniumderivate bilden. Als Folge
bestand somit die Moglichkeit zur Bildung von 16 Lipierungsprodukten. Prinzipiell konnen die
Pyridiniumderivate auch aus drei heterogenen Aldehyden unter Einbeziehung der
e-Aminogruppe des Lysins hervorgehen. Hierdurch wiirde die Moglichkeit zur Bildung von 51
Lipierungsprodukten bestehen. Wie in Kap. 4.2 gezeigt und auch in der Literatur beschrieben
(Liu et al., 2011; Chetschik et al., 2008), entsteht als Folge des Erdnussrostens eine Vielzahl an
potentiell reaktiven Sekundérprodukten. Da die Bildung heterogener Lipierungsprodukte unter
Einbeziehung weiterer Sekundérprodukte, wie beispielsweise weiteren Aldehyden und

2-Alkenalen, denkbar ist, besteht die Mdglichkeit, dass eine Vielzahl von Lipierungsprodukten
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resultieren konnte. Hierdurch wiirde die Stoffmenge an Sekundirprodukt zur Ausbildung
homogener Lipierungsprodukte reduziert werden. Dies konnte eine mdgliche Ursache fiir die
geringen Gehalte der in den Erdniissen quantifizierten Stoffmengen an Lipierungsprodukten
darstellen. Anhand dieses Modells konnte erstmals gezeigt werden, dass es zur Bildung

heterogener Lipierungsprodukte kommen kann.
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Abb. 80 Postulierte Reaktionsprodukte, die aus der Inkubation von N®-Acetyl-L-lysin, Hexanal und
Nonanal in jeweils dquimolaren Stoffmengen hervorgingen
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4.5.4 Lipierungsreaktionen des am Glycerol verbleibenden, oxidativ
gespaltenen Fettsdurerests

Zur Untersuchung der Reaktionsmoglichkeit des nach der Abspaltung eines Sekundarprodukts
am Glycerol verbleibenden Fettsdurerests mit Nukleophilen im Sinne einer Lipierungsreaktion,
wurden N*-Acetyl-L-lysin und Linolsduremethylester in 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) unter
milden oxidativen Bedingungen bei 37 °C fiir 2,5 h in Anlehnung an Refsgaard et al. (2000)
inkubiert. Linolsdure wurde gewéhlt, da diese die Hauptfettsdure in Erdniissen darstellt
(Maguire et al., 2004). Im Zuge der Inkubation entstandene fliichtige Sekundarprodukte wurden
nach einer Hexanextraktion mittels GC-MS (EI) iiber die NIST-Datenbank identifiziert (NIST).
Die Identifizierung der Lipierungsprodukte erfolgte anhand von LC-ESI-MS/MS-Fragment-
mustern analog Kap. 4.4. Da als Folge der Lipidperoxidation von Linolsdure unter anderem
Hexanal und 4-HNE zur erwarten waren (Spickett, 2013; Esterbauer et al., 1991; Esterbauer
et al., 1990a), deren Lipierungsprodukte in der vorliegenden Arbeit bereits identifiziert worden
sind (Kap. 4.4.1 und 4.4.5), wurde der Fokus der Untersuchungen auf die Bildung dieser beiden
Sekundérprodukte sowie den hieraus hervorgehenden Lipierungsprodukten gelegt. Zur
quantitativen Uberfiihrung potentiell gebildeter Schiff’scher Basen in die entsprechenden
Monoalkylierungsprodukte wurde ein Aliquot des Inkubationsansatzes mittels NaBH4
reduziert. In Abb. 81 ist das erhaltene GC-MS (EI)-Scan-Chromatogramm des Hexanextrakts
mit den iiber die NIST-Datenbank identifizierten Verbindungen dargestellt.
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Abb. 81 GC-MS (EI)-Scan-Chromatogramm fliichtiger Verbindungen des Hexan-Extrakts der
Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin und Linolsduremethylester
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Neben Hexanal war auch 2-Pentylfuran, welches das im GC-Injektor thermisch induziert
gebildete Kondensationsprodukt des 4-HNE darstellt, nachweisbar. Des Weiteren wurde der als
Folge der oxidativen Abspaltung von Hexanal aus Linolsduremethylester verbleibende
9-Hydroxy-12-oxododec-10-ensduremethylester analog der Kondensation des 4-HNE in Form
seines Kondensationsprodukts 8-(2-Furyl)octansduremethylester identifiziert. Ebenfalls war
der als Folge der oxidativen Abspaltung von 4-HNE verbleibende 9-Oxononansduremethylester
nachweisbar. Diese Beobachtungen waren in Ubereinstimmung mit der Literatur (Spickett,
2013). In Abb. 82 ist die Bildung oben genannter Sekundérprodukte als Folge der oxidativen

Spaltung des Linolsduremethylesters schematisch dargestellt.
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Abb. 82 Schematische Darstellung der Bildung von (a) Hexanal, (b) 9-Hydroxy-12-oxododec-10-
ensduremethylester, (c) 4-HNE und (d) 9-Oxononansduremethylester als Folge der oxidativen Spaltung
von Linolsduremethylester in Anlehnung an Spickett (2013)

Interessanterweise verbleibt nach der Abspaltung eines Aldehyds eine 4-Hydroxy-
alkenalgruppierung und nach Abspaltung eines 4-Hydroxyalkenals eine Aldehydgruppierung
am Fettsdurerest zuriick. Somit verhalten sich diese Verbindungen zueinander jeweils
komplementir. Sayre et al. (2006) beschrieben diesen Effekt als ,,mirror image processing®.
Somit waren neben der Bildung der in der vorliegenden Arbeit bereits bekannten
Lipierungsprodukte aus Hexanal und 4-HNE mit N%Acetyl-L-lysin auch die Bildung von
Lipierungsprodukten, die aus 9-Hydroxy-12-oxododec-10-ensduremethylester und 9-Oxo-
nonansduremethylester hervorgehen, moglich. Da in Kap. 4.5.2.1, Abb. 72A gezeigt wurde,
dass in den Erdnussproben im Falle der Lipierungsprodukte des Hexanals die Schiff’sche Base
(quantifiziert in Form des N°-Hexyllysins) in hoheren Konzentrationen als LHP 1 und LHP 2
gebildet wurde, lag der Fokus im Falle der Lipierungsprodukte der Aldehyde auf den nach
Reduktion erhaltenen Monoalkylierungsprodukten. Im Falle der 4-Hydroxyalkenale lag der
Fokus auf den Pyrrol-Derivaten (analog zu Kap. 4.4.5 und 4.5.2.4).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 83 zeigt die mittels LC-ESI-MS/MS erhaltenen Fragmentmuster der nach Reduktion
identifizierten 2-Acetamido-6-[(9-methoxy-9-oxo-nonyl)amino Jhexanséure sowie der 2-Acet-

amido-6-[2-(8-methoxy-8-oxo-octyl)pyrrol-1-yl[hexansdure.
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Abb. 83 Mittels LC-ESI-MS/MS erhaltende Fragmentmuster der (A) nach Reduktion identifizierten
2-Acetamido-6-[(9-methoxy-9-oxo-nonyl)amino]hexansiure und (B) 2-Acetamido-6-[2-(8-methoxy-8-
oxo-octyl)pyrrol-1-ylThexansédure

Das aus Hexanal und N®-Acetyl-L-lysin nach Reduktion hervorgegangene Lipierungsprodukt
N¢-Hexyl-AcLys (Abb. 84(3)) wies ein m/z von 273,2 (M+H") auf und zeigte ein identisches
Fragmentierungsmuster wie unter Kap. 4.4.1, Abb. 53A dargestellt. Das Lipierungsprodukt
2-PP-AcLys, hervorgegangen aus 4-HNE und N*-Acetyl-L-lysin (Abb. 84(21)), wies ein m/z
von 309,2 (M+H") auf und zeigte ein identisches Fragmentierungsmuster wie unter Kap. 4.4.5,
Abb. 62C dargestellt. Somit konnten die beiden bereits in Kap. 4.4.1 und 4.4.5 aus Hexanal und
4-HNE hervorgegangenen Lipierungsprodukte N*-Hexyl-AcLys und 2-PP-AcLys identifiziert
werden.

Im Falle der Verbindung mit m/z 359,1 (M+H") wurde entsprechend Kap. 4.4, Abb. 52 und
Abb. 54 der Masseverlust um -42 u einer Deacetylierung zugeordnet; entsprechend des
Fragmentierungswegs 1 konnte das Fragmention mit m/z 299,0 (M+H") nach Deacetylierung
(-42 u) und Abspaltung von H>O (-18 u) resultieren, welches schlieBlich nach zuséatzlicher
Abspaltung von CO und NH3 (-45 u) in das Fragmention mit m/z 254,1 (M+H") iibergehen
konnte; das Fragmention mit m/z 272,1 wurde als Folge einer Deacetylierung (-42 u) und
nachfolgender Abspaltung von NH; und CO (-45 u) erkldrt; entsprechend des Frag-
mentierungswegs 1 (Kap. 4.4, Abb. 52 und Abb. 54) konnte nach Deacetylierung (-42 u) und
Abspaltung des nach Protonierung erhaltenen Fragmentions mit m/z 188,1 (M+H") das
Fragmention mit m/z 130,1 (M+H") resultieren, welches nach Abspaltung von CO und H>O
(-46 u) in das Fragmention mit m/z 84,1 (M+H") ibergehen konnte. Die Fragmentierungswege
waren analog denen des N®-Hexyl-AcLys. Somit wurde nach Reduktion das Vorliegen des

Lipierungsprodukts aus 9-Oxononansduremethylester (Abb. 82d) und N*Acetyl-L-lysin
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2-Acetamido-6-[(9-methoxy-9-oxo-nonyl)amino]hexansiure angenommen (Abb. 84(30)).
Dieses weist eine berechnete monoisotopische Masse von 359,2 g/mol (M+H") auf.
+ AcLys, NaBH, H ?
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Abb. 84 Mittels LC-ESI-MS/MS identifizierte Lipierungsprodukte als Folge der Inkubation von
N¢-Acetyl-L-lysin und Linolsduremethylester: aus Hexanal (a) hervorgegangenes N*-Hexyl-AcLys (3),
aus 9-Hydroxy-12-oxododec-10-ensduremethylester (b) hervorgegangene 2-Acetamido-6-[2-(8-
methoxy-8-oxo0-octyl)pyrrol-1-ylJhexansdure (29), aus 4-HNE (c) hervorgegangenes 2-PP-AcLys (21)
sowie aus 9-Oxononansiuremethylester (d) hervorgegangene 2-Acetamido-6-[(9-methoxy-9-oxo-
nonyl)amino]hexansiure (30)

Im Falle der Verbindung mit m/z 395,3 (M+H") wurde entsprechend Kap. 4.4, Abb. 52 und
Abb. 54 der Masseverlust um -42 u einer Deacetylierung zugeordnet; durch nachfolgende
Abspaltung von NH3 und CO (-45 u) konnte das Fragmention mit m/z 308,1 (M+H")
resultieren; entsprechend des Fragmentierungswegs 2 ergab sich nach einer Deacetylierung
(-42 u), Abspaltung von H>O (-18 u) und Abspaltung von CO und NHj3 (-45 u) das Fragmention
mit m/z 290,1 (M+H"); {iber den Fragmentierungsweg 1 kam es nach der Deacetylierung zur
Abspaltung des nach Protonierung erhaltenen Fragmentions mit m/z 224,1 (M+H") und das
Fragmention mit m/z 130,1 (M+H") resultierte, welches schlieBlich nach Abspaltung von CO
und NH3 (-45 u) in das Fragmention mit m/z 84,1 (M+H") iibergehen konnte. Die

Fragmentierungswege entsprachen somit denen des 2-PP-AcLys. Das nicht zuordenbare Signal
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des Fragmentions mit m/z 127,8 konnte aus einer zur gleichen Zeit eluierten Verbindung mit
ebenfalls m/z 395,3 resultiert haben. Da alle weiteren Fragmentionen zugeordnet werden
konnten und alle erwarteten Fragmentionen vorlagen, wurde das Vorliegen des
Lipierungsprodukts 2-Acetamido-6-[2-(8-methoxy-8-o0xo-octyl)pyrrol-1-ylJhexansiure aus
9-Hydroxy-12-oxododec-10-ensduremethylester und N*-Acetyl-L-lysin (Abb. 84(29)) identifi-

ziert. Dieses weist eine berechnete monoisotopische Masse von 395,2 g/mol (M+H") auf.

Somit konnte gezeigt werden, dass prinzipiell Reaktionen des am Glycerol verbleibenden,
oxidativ gespaltenen Fettsdurerests mit Nukleophilen moglich sind. Wird dieser Reaktionsweg
auf Triacylglyceride iibertragen, die als Folge des Erdnussrostens oxidativ gespalten werden,
so konnten hierdurch nicht fliichtige Sekundérprodukte entstehen, die wihrend des Rdstens
nicht aus den Erdniissen entweichen konnen. Diese Produkte konnten mit den
Aminoséureseitenketten der Erdnussproteine Lipierungsreaktionen eingehen und somit einen
Beitrag zu dem bisher nicht erkldrbaren Lysinverlust leisten. Des Weiteren wéren intra- und
intermolekulare Proteinquervernetzungen durch die Reaktion von beispielsweise zwei oxidativ
gespaltenen Fettsdureresten innerhalb desselben Molekiils Triacylglycerid und zwei Amino-
sdureseitenketten denkbar. Hierdurch konnten kovalent verbundene Protein-Lipid-Komplexe
entstehen, die einen Einfluss auf die als Folge des Erdnussrdstens beschriebene Abnahme der
Proteinldslichkeit (Kopper et al., 2005) haben konnten. Hidalgo & Zamora (2000) beschrieben,
dass eine Inkubation von Proteinen mit peroxidierten Lipiden zu kovalenten Protein-Lipid-
Bindungen fiihrte. Diese wurden allerdings chemisch nicht ndher charakterisiert. Als Folge
einer Inkubation von 13-Hydroperoxylinolensdure mit Cystein und N®-Acetylcystein wurden
entsprechende Thiol-Lipid-Addukte am Coy der Fettsdure identifiziert (Gardner, 1979). Kaur
et al. (1997) konnten immunochemisch eine signifikante Zunahme der Pyrrol-Struktur 29 der
Abb. 84 in Plasmaproben gesunder (169 pmol/ml) und an Nierenerkrankungen oder
Atherosklerose (jeweils 209 pmol/ml) leidenden Patienten quantifizieren. Kawai et al. (2003)
identifizierten nach der Inkubation von N-Benzoylglycyllysin mit Linolsdure unter oxidativen
Bedingungen das Lysinaddukt N*-(Azelayl)lysin mittels LC-MS. Dieses ging aus der Reaktion
mit Fettsdurehydroperoxiden hervor und zeigt somit ebenfalls, dass ein Fettsdurerest kovalent
an einen Aminosdurerest gebunden werden kann (Kato & Osawa, 2010). Immunochemisch
konnten sie dieses Lipierungsprodukt in atherosklerotischen Lasionen von Hasen nachweisen,
wobei keine Quantifizierung erfolgte.

Die Analytik entsprechender Lipierungsprodukte konnte bessere Auskiinfte bei physiolo-
gischen Fragestellungen liefern, da diese im Gegensatz zu den freien Sekundérprodukten oder
deren Lipierungsprodukten direkt am Entstehungsort der Oxidation gebildet und verbleiben
diirften. Prinzipiell wiaren auch Auswirkungen auf die Struktur und somit die Fluiditit von

Zellmembranen denkbar.
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4.5.5 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Lipierungsprodukte in modifizierten
Erdnussproteinextrakten und Lebensmitteln (Erdniissen) direkt mittels LC-ESI-MS/MS unter
Verwendung chemisch charakterisierter Standards quantifiziert. In den Erdnussproben konnten
N¢®-Hexyllysin, LHP 1, MP-Lysin und 2-PPL quantifiziert werden.
In Tab. 54 sind die in den bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten Erdniissen sowie der Handelsprobe
quantifizierten Gehalte der Lipierungsprodukte zusammengefasst.

Tab. 54 Quantifizierte Gehalte der Lipierungsprodukte in den bei 170 °C fiir 20 min gerdsteten
Erdniissen sowie der Handelsprobe

Lipierungsprodukt Erdniisse Handelsprobe
[umol/100 g Protein]  [umol/100 g Protein]
N*®-Hexyllysin 3¢ 29,1 +2.5 92,1 +12,9
LHP 1 2¢ 0,02 + 0,001 0,003 + 0,0003
MP-Lysin 10¢ 22+0,4 0,4 +0,02
2-PPL 21°¢ 0,11 +0,01 0,14 £ 0,01

Die Gehalte des N*-Hexyllysins nahmen innerhalb der Erdnussrostreihe ab und die Gehalte an
LHP 1 zeigten keine signifikante Anderung. Im Falle des MP-Lysins und des 2-PPL konnten
Zunahmen in Abhédngigkeit der Rostzeit festgestellt werden. Die fiir 20 min gerdsteten Erdniisse
zeigten im Vergleich mit der Handelsprobe Gehalte dhnlicher Gréfenordnungen (Tab. 54).
Hierbei ist zu beachten, dass die oxidative Vorbelastung einer Probe einen entscheidenden
Einfluss auf den Ablauf der Lipidperoxidation wéhrend der Rostung und somit auf die Bildung
der Lipierungsprodukte haben diirfte. Der Oxidationszustand der zur industriellen Rdstung
eingesetzten Erdniisse war nicht bekannt. Da die Bildung der Lipierungsprodukte eine Bildung
der entsprechenden Sekundérprodukte voraussetzt, konnten Lipierungsprodukte somit eine
Aussage liber den Fortschritt des Oxidationsstatus eines Lebensmittels zulassen. Im Falle der
Erdnussproben konnte MP-Lysin eine relevante Markerverbindung darstellen, da eine
Zunahme in Abhéngigkeit der Rostdauer verzeichnet wurde und die Gehalte hoher als im Falle
des 2-PPL lagen. Generell stellen stabile Lipierungsprodukte bessere Markerverbindungen dar

als die freien Sekundérprodukte, da diese nicht fliichtig sind oder weiter reagieren.

Im Vergleich zu den Maillard-Reaktionsprodukten sind die Gehalte an Lipierungsprodukten als
gering einzustufen (Kap. 4.5.2.5). Der erkldrbare Lysinverlust durch die Bildung von
Lipierungs- und Maillard-Reaktionsprodukten betrug fiir die fiir 20 und 40 min gerdsteten
Erdniisse 17 beziehungsweise 11 %. Als mogliche Ursachen fiir die geringen Gehalte an
Lipierungsprodukten konnen angesehen werden: (1) die Bildung einer Vielzahl an Sekundar-
produkten wéhrend der Erdnussrostung (Liu et al., 2011; Chetschik et al., 2008; Matsui et al.,
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1998; Brown et al., 1972) kann zu einer Vielzahl unterschiedlicher Lipierungsprodukte fithren;
(2) die Fliichtigkeit vor allem kurzkettiger Sekundérprodukte, die als Folge nicht mehr fiir
Lipierungsreaktionen zur Verfiigung stehen; (3) das Vorhandensein natiirlicher Antioxidantien
wie Tocopherole (Souci et al., 2008; Maguire et al., 2004) sowie (4) antioxidativ wirksamer
Lipierungsprodukte, die die Bildung von Lipierungsprodukten {iber einen Feedback-
Mechanismus inhibieren (Zamora & Hidalgo, 2009; Alaiz et al., 1996; Alaiz et al., 1995c¢); (5)
direkte radikalische Modifizierungen von Aminoséureseitenketten (Gardner, 1979) konnen zu
Proteinspaltungen unter anderem durch o-Amidierung oder den Diamid-Reaktionsweg
(Stadtman & Levine, 2003; Garrison, 1987) sowie direkten oxidativen Aminosaureseitenketten-
modifizierungen fiihren (Stadtman & Levine, 2003; Vogt, 1995); (6) die Bildung von
heterogenen Lipierungsprodukten, wie erstmalig in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der
Reaktion von N®Acetyl-L-lysin mit Hexanal und Nonanal gezeigt (Kap. 4.5.3) und (7)
Reaktionen des am Glycerol verbleibenden, oxidativ gespaltenen Fettsdurerests, die erstmalig
in der vorliegenden Arbeit konkret als Folge der Inkubation von N*-Acetyl-L-lysin und Linol-
sduremethylester unter oxidativen Bedingungen gezeigt wurden (Kap. 4.5.4). Auf Grund der
Vielzahl an moglichen Lipierungsprodukten konnten somit die im Vergleich zu den Maillard-
Reaktionsprodukten geringen Gehalte an einzelnen Lipierungsprodukten erkldrt werden. Die
Summe der Einzelprodukte konnte hingegen einen relevanten Beitrag fiir den Gesamtlysin-

verlust leisten.

4.6 Lipierungsreaktionen im physiologischen Kontext

4.6.1 Einfluss der Lipierung von Erdnussproteinen auf das allergene
Potential

Als Folge des Erdnussrostens ist es zur Bildung von Lipierungsprodukten gekommen
(Kap. 4.5), iiber deren Einfluss auf das allergene Potential von Erdniissen bisher allerdings in
der Literatur keine Erkenntnisse existieren. Aus diesem Grund waren weitere Ziele der
vorliegenden Arbeit, mittels ELISA und Western Blots den Einfluss der Lipierung auf das IgE-
Bindungsvermdgen zu untersuchen. Weiterhin sollte anhand einer simulierten gastro-
intestinalen Verdauung die Beeinflussung der Verdaubarkeit der Erdnussproteine als Folge der
Lipierung untersucht werden. Diese Untersuchungen wurden exemplarisch anhand der mit

4-HNE modifizierten Erdnussproteine und Ara h 1 durchgefiihrt (Kap. 4.3.4).
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4.6.1.1 ELISA und Western Blots

ELISA

Zur Untersuchung des Einflusses der Lipierung auf die IgE-Bindungseigenschaften wurde ein
indirekter ELISA durchgefiihrt. Da Ara h 1 in PBS-Puffer nicht 16slich ist, wurde der ELISA
nur mit den modifizierten Erdnussproteinextrakt-Proben durchgefiihrt. Als Antikdrper wurden
zweil monoklonale Antikdrper mouse anti-Ara h 1 und rabbit anti-Ara h 2 sowie drei Seren von
Erdnussallergikern FM 007, US 4 und US 6 eingesetzt. Des Weiteren wurde als Kontrolle das
Serum eines Nicht-Allergikers mitgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch Vergleich der
Signalintensitdten (optische Dichte) relativ zueinander bei A = 450 nm. In Abb. 85 sind die
Ergebnisse des ELISA dargestellt.
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Abb. 85 ELISA der mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteine (4-HNE : Summe der potentiell reaktiven
Aminosauren)

Das Serum des Nicht-Allergikers (Kontrolle) zeigte keine signifikante IgE-Bindung, wodurch
unspezifische Bindungsreaktionen ausgeschlossen werden konnten. Anhand des spezifischen,
monoklonalen Antikdrpers gegen Ara h 1 wurde im 5:1-Inkubationsansatz eine Abnahme der
Bindungsintensitit um 45 % beobachtet. Diese war auf die Ausbildung von Oligomeren und
einer damit einhergehenden reduzierten Loslichkeit des Ara h 1 zuriickzufiihren, wie sie bereits
in Kap. 4.3.4, Abb. 49B mittels SDS-PAGE beobachtet wurde. Als Folge konnte es im Zuge
der Aufarbeitung durch die Zentrifugation zu einer Abtrennung der hoéhermolekularen
Aggregate gekommen sein. Im Falle des monoklonalen anti-Ara h 2-Antikorpers konnte
ebenfalls bei dem 5:1-Inkubationsansatz eine geringe Abnahme der optischen Dichte

beobachtet werden, die auf eine geringe Reduktion des Ara h 2-Anteils als Folge einer
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Aggregation hindeutete. Prinzipiell bestand die Moglichkeit, dass diejenigen Epitope des
Arah | beziehungsweise Ara h 2, gegen welche die monoklonalen Antikdrper gerichtet waren,
als Folge der Lipierung oder damit induzierter Proteinumfaltungen unzugénglich wurden. Da
allerdings auch die Allergikerseren FM 007, US 4 und US 6, welche polyklonale Antikorper
enthielten, analoge, allerdings nicht signifikante, Tendenzen bei Betrachtung des
5:1-Inkubationsansatzes zeigten, stand als Ursache das Unldslichwerden der Proteine im
Vordergrund.

Generell kann somit die Aussage getroffen werden, dass eine Lipierung der Erdnussproteine
durch 4-HNE zu keiner signifikanten Beeinflussung des Antikorperbindungsvermdgens fiihrt.
Auch Wellner (2012a) konnte mittels Western Blot keine signifikante Beeinflussung des IgE-
Bindungsvermogens als Folge einer gezielten Glykierung der isolierten Erdnussallergene
Ara h 1 und Ara h 2 mit Glukose und Fruktose feststellen. Lediglich anhand eines Histamin-
freisetzungstests konnten Hinweise abgeleitet werden, dass Extrakte aus gerosteten Erdniissen
zu einer hoheren Histaminfreisetzung im Vergleich zu den rohen Erdniissen fiihren kdnnten.
Hierdurch wurde geschlussfolgert, dass eine Glykierung der Erdnusshauptallergene Ara h 1 und
Ara h 2 nicht zur Bildung von Neoepitopen fithrte (Wellner, 2012a). Allerdings wurde der
Hinweis erhalten, dass weitere wihrend der Rostung ablaufende Reaktionen das allergene
Potential beeinflussen konnten (Wellner, 2012a). Somit scheinen weder gezielte Lipierungs-
noch Maillard-Reaktionen das Antikérperbindungsvermogen der modifizierten Erdnuss-
proteine zu beeinflussen.

Da Lysin Bestandteil von 10 der 23 linearen Epitope des Hauptallergens Ara h 1 ist (Burks et al.,
1997), besteht prinzipiell die Moglichkeit, dass Lysinseitenketten innerhalb der Epitope
posttranslational modifiziert werden kdnnen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Verdnderung
einer einzelnen Aminoséure innerhalb eines Epitops des Ara h 1 und Ara h 2 das Antikorper-
bindungsvermdgen von Allergikerseren beeinflussen kann (Shin et al., 1998; Stanley et al.,
1997). Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Modifizierungen der Lipierungs- und
Maillard-Reaktionen entweder nicht innerhalb der Epitope erfolgten oder die resultierenden

Produkte die Antigen-Antikorper-Wechselwirkung nicht beeinflussten.

Western Blots

Anhand von Western Blots sollten Auswirkungen der Lipierung auf die IgE-Bindungen der
einzelnen Erdnussproteine innerhalb des Erdnussproteinextrakts untersucht werden. Weiterhin
sollten Erkenntnisse dariiber erhalten werden, ob die quervernetzten Proteine ebenfalls durch
die Antikérper gebunden werden konnen. Hieriiber sollten erste Erkenntnisse im
Zusammenhang mit einer moglichen Verdauungsresistenz abgeleitet werden. Verwendung

fanden hierbei die nicht zentrifugierten Probelosungen, um Verluste auf Grund von
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Proteinaggregationen zu reduzieren. Als Primérantikorper wurden die Erdnussallergikerseren

US 4 und US 6 eingesetzt. In Abb. 86 sind die erhaltenen Western Blots dargestellt.
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Abb. 86 Western Blots der mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteine und des mit 4-HNE modifizierten
Ara h 1; (A) und (C): Verwendung des Erdnussallergikerserums US 4, (B) und (D): Verwendung des
Erdnussallergikerserums US 6; Lane 1 - Marker, 2 - Blindwert, 3 - 0,1:1,4-0,2:1,5-1:1, 6 - 5:1 (Ver-
héltnis 4-HNE : Summe der potentiell reaktiven Aminoséuren)

Im Falle der modifizierten Erdnussproteine (Abb. 86A und B) war erkennbar, dass vor allem
die beiden Erdnusshauptallergene Ara h 1 und Ara h 2 durch die in den Allergikerseren
enthaltenen Antikorper gebunden wurden. Weiterhin war ersichtlich, dass beide Allergiker-
seren auch Antikorper gegen weitere Erdnussproteine enthielten. In Abhédngigkeit des
Modifizierungsgrads konnten Abnahmen der Intensitidten der Ara h 1- und Ara h 2-Banden
beobachtet werden. Dies wurde besonders beim 5:1-Inkubationsansatz deutlich, wodurch

vergleichbare Ergebnisse erhalten wurden wie bereits mittels SDS-PAGE gezeigt (Kap. 4.3.4,
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Abb. 49B). Die scheinbare Verringerung der Antikorperbindung war somit analog auf eine
Aggregation der Proteine und ein damit einhergehendes Unloslichwerden zuriickzufiihren. Dies
konnte bereits bei der Probenaufarbeitung durch nicht vollstindiges Losen der Proteine im
5:1-Inkubationsansatz beobachtet werden. Ab dem 0,1:1-Inkubationsansatz waren Protein-
aggregate im Western Blot sichtbar, die Molmassen der Ara h 1-Di- und Trimere aufwiesen.
Im Falle des modifizierten Ara h 1 (Abb. 86C und D) konnte ebenfalls eine Zunahme der
Intensitdt der Ara h 1-Dimerbande in Abhéngigkeit des Modifizierungsgrads beobachtet
werden. Das Vorliegen der Ara h 1-Dimerbande im Blindwert wurde auf eine unvollstindige
Reduktion zuriickgefiihrt. Weiterhin konnte ab dem 1:1-Inkubationsansatz die Ausbildung
einer Ara h 1-Trimerbande beobachtet werden. Im 5:1-Ansatz war die Proteinaggregation so
ausgeprigt, dass die Banden nur noch mit sehr geringer Intensitit wahrgenommen werden
konnten. Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen der SDS-PAGE in Kap. 4.3.4, Abb. 50C
iiberein. Des Weiteren zeigten sich im Falle des Blots in Abb. 86D, dass in den
Probenauftragetaschen Proteinaggregate verblieben sind, die auf Grund ihrer MolekiilgroB3e
nicht in das Gel eintreten konnten. Diese waren in den Blots der Abb. 86A bis C nicht
erkennbar, da hier die Probenauftragetaschen nicht mit geblottet wurden. Interessanterweise
wurden sowohl bei den modifizierten Erdnussproteinen als auch im Falle des modifizierten
Ara h 1 die Ara h 1-Dimere, -Trimere und -Oligomere durch die Antikdrper aus den
Allergikerseren gebunden. Somit waren die Epitope dieser lipierungsinduzierten Ara h 1-
Aggregate fiir die Antikorper zugédnglich. Da eine Oligomerisierung von Proteinen im
Allgemeinen und des Ara h 1 im Speziellen die Verdaubarkeit im Vergleich zu den
Proteinmonomeren reduzieren kann (Bogh et al., 2012; van Boxtel et al., 2006; Maleki et al.,
2000b), konnte die Ausbildung lipierungsinduzierter Proteinaggregate das allergene Potential

der Erdnussproteine erh6hen.

4.6.1.2 Simulierter gastrointestinaler Verdau

Um den FEinfluss der Lipierung und der Zubereitungsform der Erdniisse auf die Verdaubarkeit
der Erdnussproteine zu untersuchen, wurde eine simulierte gastrointestinale Verdauung
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein vereinfachtes Modell gewédhlt, welches sich auf die
proteolytischen Verdauungsvorgéinge im Magen (Pepsin) und Diinndarm (Corolase PP,
Pankreasenzymextrakt) beschrinkte. Hieriiber sollten prinzipielle Unterschiede in der
Verdaubarkeit aufgezeigt werden. Die methodische Grundlage stellte dabei die Arbeit von
Hernandez-Ledesma et al. (2004) dar, wobei einige Modifizierungen vorgenommen wurden.
Die Pepsinaktivitdt wurde um den Faktor 10 fiir die Erdnussproben und um den Faktor 50 fiir

die reinen, modifizierten Proteine reduziert. Des Weiteren wurde der Magenverdau auf 90 min
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und der Diinndarmverdau auf 60 min verkiirzt, da die M-Zellen der Peyer-Plaques, welche
Peptide resorbieren konnen, bereits nach 16 min Transitzeit erreicht werden (Eiwegger et al.,
2006). Die Corolaseaktivitit wurde bei den Erdnussproben zusétzlich um den Faktor 10
reduziert. Die Probenahmen erfolgten im Falle des Pepsin- und Corolaseverdaus jeweils nach
5, 30 und 90 Minuten, beziehungsweise 5, 16 und 60 Minuten. Die aus dem Verdau der
modifizierten Erdnussproteine erhaltenen Proben wurden anschlieBend freundlicherweise am
Paul-Ehrlich-Institut (Langen) von Maren Krause mittels Western Blot unter Verwendung der

monoklonalen Ara h 1-Antikdrper und des Erdnussallergikerserums US 6 untersucht.

Modifizierte Erdnussproteine

In Abb. 87 sind die erhaltenen Western Blots der mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteine
nach simulierter gastrointestinaler Verdauung dargestellt.

Bei Verwendung der Ara h 1-Antikérper (Abb. 87A) war bei den nicht verdauten Proben
(Lanes 2 bis 4) nur die Ara h 1-Monomerbande im Bereich von 64 kDa sichtbar, deren Intensitét
mit zunehmendem Modifizierungsgrad abnahm. Diese Abnahme der Ara h 1-Bandenintensitét
konnte auch bei Verwendung des Erdnussallergikerserums US 6 (Abb. 87B, Lanes 2 bis 4)
beobachtet werden. Die Ergebnisse waren somit mit den bereits erhaltenen Ergebnissen der
SDS-PAGE vergleichbar (Kap. 4.3.4, Abb. 49B und Abb. 50C). Bei weiterer Betrachtung der
Blots unter Verwendung der Ara h 1-Antikorper waren als Folge des Pepsinverdaus bis 90 min
(Lanes 5 bis 13) Peptide erkennbar, die Abbauprodukte des Ara h 1 darstellten. Auch Eiwegger
et al. (2006) konnten als Folge eines simulierten gastrointestinalen Verdaus einen schnellen
Abbau des Ara h 1 zu stabilen kurzkettigen Peptiden feststellen. Dabei traten in der
vorliegenden Arbeit verschmierte Bereiche innerhalb der Lanes auf, die auf die Entstehung
einer Vielzahl von Peptiden mit sich geringfligig unterscheidenden molaren Massen
hindeuteten. Dieser verschmierte Bereich war bei der 5:1-Probe am deutlichsten ausgeprigt.
Als Folge des Verdaus mit Corolase PP (Lanes 14 bis 22) konnte der Abbau des Ara h 1 weiter
verfolgt werden. Da die entstandenen Peptide im Western Blot sichtbar waren, lie} dies
riickschlieBen, dass diese noch intakte Epitope aufwiesen. Diese Ergebnisse stimmten mit den
Studien von Eiwegger et al. (2006) {iberein, die ebenfalls nach simuliertem gastrointestinalen
Verdau die IgE-Bindung der entstandenen Peptide aufzeigen konnten. Interessanterweise
konnten deutliche Unterschiede zwischen den Proben der nicht modifizierten Erdnussproteine
und der im Stoffmengenverhéltnis 0,2:1 und 5:1, bezogen auf die potentiell reaktiven
Aminoséduren Cystein, Histidin, Lysin und Arginin, mit 4-HNE inkubierten Proben festgestellt
werden. So zeigte sich iiber den gesamten Verlauf des simulierten Verdaus, dass die nicht
modifizierten Erdnussproteine schneller zu niedermolekularen Peptiden degradiert werden

konnten als die mit 4-HNE modifizierten Erdnussproteine. Besonders deutlich wurde dies bei
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Betrachtung der im Verhéltnis 5:1 inkubierten Probe, da hier auch nach Corolaseverdau fiir

60 min (Lane 22) ein verschmierter Bereich tiber die gesamte Lane erkennbar war.
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1 Marker 5 BW, Pepsinverdau 5 min 14 BW, Corolaseverdau 5 min
2 BW 6 0,2:1, Pepsinverdau 5 min 15 0,2:1, Corolaseverdau 5 min
3 0,2:1 7 5:1, Pepsinverdau 5 min 16 5:1, Corolaseverdau 5 min
4 5l 8 BW, Pepsinverdau 30 min 17 BW, Corolaseverdau 16 min

9 0,2:1, Pepsinverdau 30 min 18 0,2:1, Corolaseverdau 16 min
10 5:1, Pepsinverdau 30 min 19 5:1, Corolaseverdau 16 min

11 BW, Pepsinverdau 90 min 20 BW, Corolaseverdau 60 min
12 0,2:1, Pepsinverdau 90 min 21 0,2:1, Corolaseverdau 60 min
13 5:1, Pepsinverdau 90 min 22 5:1, Corolaseverdau 60 min

Abb. 87 Western Blots der simuliert gastrointestinal verdauten, mit 4-HNE modifizierten Erdnuss-

proteine (4-HNE:Summe der potentiell reaktiven Aminosduren), A - Verwendung von Ara h 1-Anti-
korpern, B - Verwendung des Erdnussallergikerserums US 6

219



4 Ergebnisse und Diskussion

Weiterhin zeigten sich bei der 5:1-Probe hochmolekulare Ara h 1-Aggregate im Ubergang vom
Sammelgel ins Trenngel, die bei den unverdauten Proben nicht erkennbar waren. Auch bei
Betrachtung der Lanes der 0,1:1-Probe zeigte sich ein verschmierter Bereich, der Peptide mit
grofleren Molmassen als die der Ausgangsproteine aufwies. Dies deutete darauf hin, dass sich
in den Probentaschen, die nicht mit geblottet werden konnten, hohermolekulare Ara h 1-
Aggregate befunden haben, aus denen iiber den Zeitraum des Verdaus Peptide freigesetzt
wurden, die nachfolgend zu kurzkettigeren Peptiden abgebaut werden konnten. Die
Beobachtung, dass auch nach simuliertem Diinndarmverdau fiir 60 min im Falle des nicht
modifizierten Ara h 1 (Lane 20) niedermolekulare Peptide erkennbar waren, stimmt mit der in

der Literatur fiir Ara h 1 beschriebenen Verdauungsresistenz iiberein (Maleki et al., 2000b).

Bei Verwendung des Erdnussallergikerserums US 6 (Abb. 87B) konnten ebenfalls die bereits
beschriebenen Unterschiede in der Verdaubarkeit festgestellt werden. Die nicht modifizierten
Proteine wiesen generell Peptide mit niedrigeren molaren Massen als die im Verhiltnis 0,2:1
modifizierte Probe auf, wohingegen die im Verhéltnis 5:1 modifizierte Probe Peptide mit den
hochsten Molmassen zeigte. Interessanterweise wiesen die nicht verdauten Proben 0,2:1 und
5:1 (Lanes 3 und 4) nur sehr geringe Intensitdten der Ara h 1-Banden auf, die allerdings nach
einem Pepsinverdau von 5 min vergleichbar mit der Ara h 1-Bandenintensitit der nicht
modifizierten Probe waren. Weiterhin konnten, wie bereits bei Verwendung der
Ara h 1-Antikorper, bei den Verdauungsansatzen der 5:1-Probe verschmierte Bereiche bis zum
Beginn des Spacergels beobachtet werden. Dies bestétigte die vorherige Beobachtung, dass in
den Probenauftragetaschen Proteinaggregate vorlagen, die auf Grund ihrer Molekiilgrof3e nicht
in das Gel eintreten konnten und im Zuge der Verdauung sukzessive degradiert wurden. Wie
bereits diskutiert, waren diese Aggregate unter anderem aus Ara h 1-Monomeren aufgebaut.
Somit konnten die von den Antikorpern des Allergikerserums erkannten Peptide innerhalb der
verschmierten Bereiche Aggregate darstellen, die aus Ara h 1-Proteinen oder -Peptiden
aufgebaut waren. Das Ara h 2, welches mit seiner charakteristischen Doppelbande im Bereich
zwischen 16 und 22 kDa erkennbar war, zeigte im Vergleich zum Ara h 1 eine noch héhere
Verdauungsresistenz und war auch in den Corolaseverdauansidtzen nach 16 min noch
erkennbar. Fiir diese Verdauungsresistenz wird das Vorhandensein von intramolekularen
Disulfidbriicken verantwortlich gemacht (Sen et al., 2002). Interessanterweise zeigten sich in
den Corolaseverdauansitzen nach 60 min Unterschiede in den Bandenintensititen des Ara h 2
der drei Proben. So wies die nicht modifizierte Probe (Lane 20) die geringste Bandenintensitit
auf, die jedoch mit zunehmendem Modifizierungsgrad zunahm (Lanes 21 und 22). Dies deutete
einerseits darauf hin, dass in den hochmolekularen Proteinaggregaten auch Ara h 2 involviert
war, welches im Zuge des Verdaus analog des Ara h 1 ebenfalls kontinuierlich freigesetzt

wurde. Andererseits konnte die Verdaubarkeit des Ara h 2 als Folge der Lipierung reduziert
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worden sein. Denkbar wére eine Hydrophobisierung oder Umfaltung des im Vergleich zum

Ara h 1 kleineren Proteins, woraus eine reduzierte Enzymzugénglichkeit resultieren konnte.

Native, gekochte und gerostete Erdniisse

Die Zubereitungsformen von Erdniissen unterscheiden sich in den USA und China. In den USA
werden Erdniisse liberwiegend gerdstet verzehrt, in China in der Regel gekocht oder frittiert
(Cong et al., 2008; Beyer et al., 2001). Die in der Literatur verotfentlichten Studien beziiglich
der Auswirkungen auf die IgE-Bindungseigenschaften gekochter und gerdsteter Erdniisse im
Vergleich zu den nativen Erdniissen zeigen widerspriichliche Ergebnisse (Blanc et al., 2011;
Mondoulet et al., 2003; Maleki et al., 2000a; Koppelman et al., 1999). Auf Grund des
unterschiedlichen Eintrags an thermischer Energie ist es naheliegend, dass sich das Ausmal der
bei der Zubereitung der Erdniisse ablaufenden Reaktionen (beispielsweise Lipierungs- und
Maillard-Reaktionen) unterscheidet. Auf Grund hieraus moglicherweise resultierender
unterschiedlicher Verdaubarkeiten kdnnten differierende Zubereitungsarten im Zusammenhang
mit dem unterschiedlich hdufigen Auftreten der Erdnussallergie in den USA und China stehen.
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit native, gekochte sowie gerdstete
Erdniisse elektrophoretisch und mittels Western Blot untersucht, die Aminosdurezusammen-
setzungen verglichen sowie die Proben simuliert gastrointestinal verdaut. In Abb. 88 sind die

Ergebnisse der SDS-PAGE, des Western Blots und der Aminosédureanalyse dargestellt.

Die gekochten Erdniisse unterschieden sich beziiglich der Bandenintensititen der einzelnen
Proteine geringfiigig von den nativen, ungerOsteten Erdniissen (Abb. 88A). Geringe
Intensitdtsabnahmen der Ara h 1- und Ara h 2-Banden waren zu beobachten. Turner et al.
(2014) und Mondoulet et al. (2003) beobachteten als Folge des Kochens von Erdniissen eine
Extraktion der Erdnussallergene Ara h 1, Ara h 2, Ara h 6 und Ara h 7 in das Kochwasser. Im
Falle der gerosteten Erdniisse konnten, wie bereits in Kap. 4.3, Abb. 51 diskutiert, deutliche
Intensitdtsabnahmen der Ara h 1- und Ara h 2-Banden festgestellt werden. Des Weiteren war
ein verschmierter Bereich ab 30 kDa bis zur Probenauftragetasche erkennbar, in welcher zudem
Proteinaggregate vorlagen, die auf Grund ihrer MolekiilgroBe nicht in das Gel eintreten
konnten. Dies war bei den nativen und gekochten Erdniissen nicht zu beobachten. Die Proteine
innerhalb des verschmierten Bereichs und in der Probenauftragetasche wurden von den
Antikdrpern eines Erdnussallergikerserums (US 6) erkannt (Abb. 88B). Dieser verschmierte
Bereich war bei den gekochten Erdniissen deutlich geringer ausgepréigt. Hierdurch wurde
nochmals der Unterschied zwischen den gekochten und den gerdsteten Erdniissen beziiglich
der Ausbildung hohermolekularer Aggregate bestétigt und andererseits wurde deutlich, dass die
aggregierten Proteine immer noch zugéngliche Epitope aufwiesen. Die Ergebnisse waren mit
den Ergebnissen des Western Blots der gezielten Lipierung der Erdnussproteine durch 4-HNE
vergleichbar (Abb. 86A und B). Anhand der Aminosdurezusammensetzung (Abb. 88C) zeigte
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sich, dass sich die gekochten Erdniisse beziiglich ihrer Gehalte an den potentiell reaktiven
Aminosduren Cystein, Histidin, Lysin und Arginin nicht signifikant von den nativen Erdniissen
unterschieden. Bei den gerosteten Erdniissen betrugen die Aminosdureabnahmen von Cystein,
Histidin und Lysin jeweils 17 %, 14 % und 21 %. Die Gehalte an Arginin unterschieden sich
nicht signifikant von den nativen Erdniissen. Wie bereits in Kap. 4.1.1, Abb. 31 gezeigt, wies

die Handelsprobe eine vergleichbare Aminosdurezusammensetzung wie die im Labormal3stab

fiir 20 min gerdsteten Erdniisse auf.

Western Blot (Erdnussallergikerserum US 6)
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Abb. 88 (A) SDS-PAGE (reduziert, isokratisch, 9 % Acrylamid), (B) Western Blot (reduziert) unter
Verwendung des Erdnussallergikerserums US 6 und (C) Aminosdurezusammensetzungen der nativen,
gekochten (100 °C, 20 min) und gerosteten (170 °C, 20 min) Erdnussproben, eH - nach enzymatischer
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Somit wird deutlich, dass die Zubereitungsart der Erdniisse einen Einfluss auf die
Aminosdurezusammensetzung hat. Hierdurch kann der Riickschluss erfolgen, dass sich die als
Folge der Zubereitung ablaufenden Reaktionen ebenfalls unterschieden haben miissen. Als
Folge des Erdnusskochens konnten keine quervernetzten Proteine beobachtet werden und die
Aminosduregehalte unterschieden sich nicht von denjenigen nativer Erdniisse. Somit mussten
in Folge des Kochens im Vergleich zur Rostung Reaktionen wie Lipierungs- oder Maillard-
Reaktionen in geringerem Maf3e ablaufen sein. Die als Folge des Rdstens entstandenen
Proteinaggregate konnten, wie bereits zuvor anhand der simulierten gastrointestinalen
Verdauung der gezielt mit 4-HNE lipierten Erdnussproteine (Kap. 4.6.1.2, Abb. 87) gezeigt,

die Verdaubarkeit gerosteter Erdniisse reduzieren.

Um den Einfluss der Zubereitung auf die Verdaubarkeit zu untersuchen, wurden die Erdnuss-
proben simuliert gastrointestinal verdaut und nachfolgend mittels SDS-PAGE untersucht. In

Abb. 89 sind die erhaltenen Elektropherogramme dargestellt.
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3 gerostet, Pepsinverdau S min 13 gerdstet, Corolaseverdau 5 min

4 nativ, Pepsinverdau 30 min 14 Marker
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gerostet, Fepsinverdat 16 gekocht, Corolaseverdau 16 min

7 Marker 17 gerostet, Corolaseverdau 16 min

8 nativ, Pepsinverdau 90 min 18 nativ, Corolaseverdau 60 min

9

gekocht, Pepsinverdau 90 min 19  gekocht, Corolaseverdau 60 min
10 gerdstet, Pepsinverdau 90 min 20 gerdstet, Corolaseverdau 60 min

Abb. 89 SDS-PAGE der simuliert gastrointestinal verdauten nativen, gekochten (100 °C, 20 min) und
gerdsteten (170 °C, 20 min) Erdnussproben (nicht reduziert, isokratisch, 9 % Acrylamid)

223



4 Ergebnisse und Diskussion

Beim Vergleich der nativen, gekochten und gerdsteten Proben nach 5-miniitigem Pepsinverdau
(Abb. 89, Lanes 1 bis 3) zeigte sich, dass die Intensititen der Proteine und Peptide, die innerhalb
der Lanes erkennbar waren, in folgende Reihenfolge gebracht werden konnten: native
Erdniisse > gekochte Erdniisse > gerostete Erdniisse. Dies lieB den Riickschluss zu, dass die
Proteinextraktion aus den ungerosteten Erdniissen in das wéssrige Verdauungsmedium mit
hoherer Ausbeute verlief, als dies bei den gerdsteten Erdniissen erfolgte. Bei den gekochten
Erdniissen zeigte sich die Bande des Ara h 1 mit hoherer Intensitit als bei den gerdsteten
Erdniissen, weshalb die Proteinextraktionsausbeute zwischen der der ungerdsteten und den
gerosteten Erdniissen eingestuft wurde. Weiterhin waren bei den gekochten und gerdsteten
Erdniissen Proteine in den Probenauftragetaschen erkennbar, wobei die Intensitit bei den
gerosteten Erdniissen hoher war. Somit deuteten die gut sichtbaren Protein- und Peptidbanden
bei den ungerdsteten Erdniissen auf niedermolekulare Proteine und Peptide sowie eine gute
Extrahierbarkeit aus den zur Verdauung eingesetzten Erdnussproben hin, wodurch diese fiir die
Verdauungsenzyme zugénglich waren. Im Gegensatz dazu wies bei den gerdsteten Erdniissen
die geringe Freisetzung aus den Proteinaggregaten auf eine geringere Extrahierbarkeit auf
Grund der Bildung hochmolekularer Proteinaggregate und somit eine geringere Zugénglichkeit
fiir die Verdauungsenzyme hin. Anhand der nachfolgenden Pepsin-Verdauungsschritte
(Lanes 4 bis 10) wurde deutlich, dass die extrahierten Proteine aller Proben abgebaut wurden.
Im Falle der gerdsteten Erdniisse zeigte sich nach 90-miniitigem Verdau (Lane 10), dass die
Bande des Ara h 1 nicht mehr erkennbar war. Dies deutete darauf hin, dass im Falle der
gerdsteten Erdnilisse keine weitere Proteinextraktion aus den Proteinaggregaten erfolgte,
sondern die bereits zu Beginn extrahierbaren Proteine abgebaut wurden. Im Falle der gekochten
Erdniisse (Lane 9) war die Bande des Ara h 1 nach 90-miniitigem Pepsinverdau noch erkennbar
und vergleichbar mit der Intensitdt der nativen Erdniisse (Lane 8). Dies lie den Riickschluss
zu, dass im Falle der gekochten und nativen Erdniisse eine kontinuierliche Proteinextraktion
aus den Erdniissen erfolgt ist. Als Folge des Corolaseverdaus (Lanes 11 bis 20) wurden die
Proteine und Peptide der nativen und gekochten Erdnussproben (Lanes 11 und 12) weiter
abgebaut. Eine weitere Freisetzung der Proteine aus den Aggregaten der gekochten und
gerOsteten Erdniisse wurde nicht beobachtet. Dies wurde anhand der in den
Probenauftragetaschen verbliebenen Proteinaggregate nach 60-miniitigem Corolaseverdau
sichtbar. Im Falle der gerdsteten Erdniisse (Lane 20) zeigten diese eine hohere Intensitit als bei
den gekochten Erdniissen (Lane 19). Zusétzlich wurden die Proben mittels Western-Blot unter
Verwendung des Erdnussallergikerserums US 6 untersucht. Dabei zeigte sich ein analoges Bild
wie in Abb. 89 dargestellt, wobei die Probeauftragetaschen allerdings nicht mit geblottet
werden konnten, sodass keine Aussage daiiber getroffen werden kann, ob diese

hochmolekularen Proteine oder Peptide von den Antikoérpern gebunden wurden.
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Die Reihenfolge der Verdaubarkeit der untersuchten Erdnussproben lie sich somit wie folgt
angeben: native Erdniisse > gekochte Erdniisse > gerdstete Erdniisse. Mogliche Ursachen fiir
die abnehmende Verdaubarkeit in Abhingigkeit des Eintrags thermischer Energie konnten
Lipierungs- und Maillard-Reaktionen gewesen sein. Hierdurch verursachte Protein-
modifizierungen konnen die Verdaubarkeit der Erdnussproben verringern (siehe hierzu
Kap. 2.2.4). Kopper et al. (2005) zeigten, dass eine Zugabe von a-Amylase zu Peptidasen die
Verdaubarkeit gerdsteter Erdniisse verbesserte, da hierdurch hochmolekulare Aggregate
abgebaut werden konnten. Da es sich bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Corolase PP um ein Pankreasenzymgemisch handelte, welches somit auch a-Amylase enthielt
(Heinrich et al., 2014), konnte ausgesagt werden, dass ein natiirliches Verhéltnis von
a-Amylase zu Peptidasen die Proteinaggregate nicht vollstdndig abbauen konnte. Maleki et al.
(2014) zeigten anhand wéssriger Proteinextrakte roher, gekochter und gerosteter Erdniisse, dass
die Verdaubarkeiten der extrahieren rohen und gekochten Proteine vergleichbar waren,
wohingegen die Proteine aus gerdsteten Erdniissen schlecher verdaut werden konnten.

Im Falle der in der vorliegenden Arbeit gerdsteten Erdniisse konnte keine definitive Aussage
dariiber erfolgen, wodurch die Proteinquervernetzungen, die zur Aggregatbildung fiihrten,
induziert wurden. Wie allerdings anhand der gezielten Modifizierung der Erdnussproteine
durch 4-HNE gezeigt wurde, waren lipierungs-induzierte Proteinaggregate schlechter
verdaubar als die nicht modifizierten Proteine. Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit
gezeigt, dass Sekundarprodukte, wie Acrolein, MDA und 4-HNE, in den Erdniissen
nachgewiesen werden konnten (Kap. 4.2), die in der Lage sind, Erdnussproteine
querzuvernetzen (Kap. 4.3). Somit konnten auch die als Folge der Erdnussrostung beobachteten
Proteinaggregate (4.6.1.2, Abb. 88A) zumindest teilweise lipierungs-induziert quervernetzt
gewesen sein.

Weiterhin konnten auch Reaktionen zwischen Proteinen und Lipiden die Verdaubarkeit negativ
beeinflusst haben (siehe hierzu Kap. 4.5.4). Einerseits konnte hierdurch die Zuginglichkeit der
Verdauungsenzyme und andererseits auch die Extrahierbarkeit der Proteine in das
Verdauungsmedium auf Grund der erhdhten Hydrophobizitét reduziert worden sein. Trotz des
in der vorliegenden Arbeit verwendeten einfachen Verdauungsmodells konnten erste Hinweise
beziiglich der Unterschiede in der Verdaubarkeit gekochter und gerdsteter Erdniisse erhalten
werden. Eine weitere Anndherung des Verdauungsmodells an den menschlichen gastro-
intestinalen Verdau, beispielsweise durch Verwendung von Gallensalzen, konnte die Aktivitit
der in der Corolase enthaltenen Lipasen erhohen und somit noch detailliertere Informationen
liefern. Direkte Untersuchungen beziiglich der Verdaubarkeit unterschiedlich zubereiteter

Erdniisse sind bisher in der Literatur nicht veroffentlicht.
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4.6.1.3 Fazit

Mittels ELISA und Western-Blots wurde gezeigt, dass eine gezielte Lipierung der nativen
Erdnussproteine mit 4-HNE das Antikorperbindungsvermdgen nicht beeinflusste. Somit
konnte die Bildung von Neoepitopen ausgeschlossen werden. Analoge Ergebnisse erhielt
Wellner (2012a) nach gezielter Glykierung von Erdnussproteinen. In der vorliegenden Arbeit
wurde in Abhingigkeit des Modifizierungsgrads die Ausbildung hdhermolekularer
Proteinaggregate beobachtet. Die als Folge des Verdaus modifizierter Erdnussproteine
entstandenen Peptide wurden durch Antikérper eines Erdnussallergikerserums erkannt.
RiickschlieBend wiesen diese Peptide demnach intakte Epitope auf. Weiterhin wurde in
Abhingigkeit des Modifizierungsgrads eine erhohte Verdauungsresistenz festgestellt, welche
auf die Ausbildung der eingangs erwéhnten hohermolekularen Proteinaggregate zuriickgefiihrt
werden konnte. In diesen Aggregaten wurde mittels Ara h 1-Antikérpern das Vorhandensein
von Ara h 1 nachgewiesen. Weiterhin wurden Hinweise dahingehend erhalten, dass auch
Ara h 2 involviert war.

Die Erdnussallergie tritt in den USA mit hoherer Wahrscheinlichkeit auf als in China
(Beyer et al., 2001) und Erdniisse zdhlen in Asien nicht zu den Hauptnahrungsmittelallergenen
(Beyer et al., 2001; Hill et al., 1997). Die Verzehrsmengen sind allerdings mit jeweils 3 kg pro
Einwohner und Jahr vergleichbar und ein unterschiedlicher Genpool konnte nicht als Ursache
ausgemacht gemacht werden (Beyer et al., 2001). Ursdchlich wird die Zubereitungsform der
Erdniisse diskutiert. In den USA werden Erdniisse iiberwiegend gerdstet verzehrt, wohingegen
sie in China gekocht oder frittiert werden (Beyer et al., 2001). Somit ist die Vermutung
naheliegend, dass auf Grund des geringeren FEintrags an thermischer Energie beim
Erdnusskochen im Vergleich zur Réstung chemische Reaktionen weniger ausgepragt ablaufen
und sich dies unterschiedlich auf das allergene Potential auswirken konnte. Mittels
Elektrophorese und Western Blot konnte gezeigt werden, dass es als Folge der Erdnussrostung
zur Ausbildung von Proteinaggregaten kam, die sich in einem verschmierten Bereich auf dem
Elektrophoresegel zeigten und teilweise auf Grund ihrer Molekiilgrofe nicht in das Gel
eintreten konnten wodurch sie in den Probenauftragetaschen verblieben. Diese Protein-
aggregate wurden durch Antikérper eines Erdnussallergikerserums erkannt. Die Ergebnisse
waren somit mit den Ergebnissen des Western Blots der Lipierung der Erdnussproteine mit
4-HNE vergleichbar. Weiterhin waren deutliche Reduktionen der Bandenintensititen des
Ara h 1, Ara h 2 sowie weiterer Erdnussproteine erkennbar. Die gekochte Probe zeigte keine
Proteinaggregate in der Probenauftragetasche und lag beziiglich ihrer Proteinbanden-
intensitdten zwischen denjenigen nativer und gerosteter Erdniisse. Hierbei diirfte vor allem eine
Extraktion von Erdnussproteinen in das Kochwasser analog Turner et al. (2014) und Mondoulet

et al. (2003) eine Rolle gespielt haben. Mittels Aminosidureanalyse wurde gezeigt, dass sich die
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gekochten Erdniisse beziiglich ihrer Gehalte an Cystein, Histidin, Lysin und Arginin nicht
signifikant von denjenigen nativer Erdniisse unterschieden, wohingegen bei den gerdsteten
Erdniissen die Aminosdureabnahmen von Cystein, Histidin und Lysin jeweils 17 %, 14 % und
21 % betrugen. Anhand einer simulierten gastrointestinalen Verdauung kann die Reihenfolge
der Verdaubarkeit der Erdnussproben wie folgt angegeben werden: native Erdniisse > gekochte
Erdniisse > gerdstete Erdniisse. Hierbei lagen bei den gerdsteten Erdniissen Proteinaggregate
in den Probeauftragetaschen vor, die im Zuge des proteolytischen Verdaus nicht freigesetzt

werden konnten.

Werden diese Beobachtungen auf den Verzehr gerosteter Erdniisse iibertragen, so konnten
nach gastrointestinaler Verdauung ebenfalls Peptide mit intakten Epitopen resultieren. Diese
stellen die Grundvoraussetzung zur gastrointestinalen Sensibilisierung gegeniiber den
Erdnussallergenen dar. Als Folge des Erdnussrostens kommt es zu Lipierungs- und Maillard-
Reaktionen (Kap. 4.1.2 und Kap. 4.5). Diese beiden Reaktionen kdnnen zur Proteinquerver-
netzung und somit zur Ausbildung hohermolekularer Proteinaggregate beitragen (Kap. 4.3 und
Wellner (2012a)). Generell wirken sich Proteinquervernetzungen negativ auf die
gastrointestinale Verdaubarkeit aus (Bogh et al, 2012; van Boxtel et al., 2006;
Breiteneder & Mills, 2005; Bannon, 2004; Maleki et al., 2000b). Auf Grund der in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachteten verringerten Verdaubarkeit dieser Proteinaggregate
besteht somit die Wahrscheinlichkeit zur Resorption von Peptiden mit intakten Epitopen. Zur
Einleitung einer allergischen Reaktion muss eine Quervernetzung von FceR1 auf der
Mastzelloberfliche erfolgen. Somit muss das resorbierte Antigen mindestens zwei intakte
Epitope aufweisen, woraus sich eine Mindestantigengrofle von 30 Aminosduren oder etwa
3 kDa ableiten ldsst (Huby et al., 2000). Die Resorption von Peptiden mit mindestens zwei
intakten Epitopen stellt somit eine Grundvoraussetzung zur Sensibilisierung und spiteren
allergischen Reaktion dar. In der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel des 4-HNE gezeigt,
dass die Lipierung zur Ausbildung hohermolekularer Proteinaggregate fiihrte. Diese waren
unter anderem aus Ara h 1-Proteinen aufgebaut. In Folge des simulierten gastrointestinalen
Verdaus konnten aus diesen Aggregaten Ara h 1-Peptide mit intakten Epitopen freigesetzt
werden. Diese lagen auch nach einem 16-miniitigen Corolaseverdau vor, wonach die M-Zellen
der Peyer-Plaques erreicht werden und es somit zur Resorption dieser Peptide kommen konnte
(Eiwegger et al., 2006). Da auch die Antikorper des Erdnussallergikerserums diese Peptide
binden konnten, wire eine Erkennung im menschlichen Organismus denkbar. Des Weiteren
konnte sich, auf Grund des langsamen Abbaus der Proteinaggregate lipierter oder gerosteter
Erdniisse im Vergleich zu den nativen Proteinen oder Erdniissen, die Verweilzeit der Peptide
im Gastrointestinaltrakt erhohen. Da eine Tu2-Differenzierung Voraussetzung fiir die

Allergieentstehung ist, kann geschlussfolgert werden, dass eine geringe Anzahl oder eine nur
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kurzzeitige Prédsentation an Antigenfragmenten auf den APC eine Tu2-Differenzierung
begiinstigen konnte (Huby et al., 2000). Hierzu konnte eine langsame, dafiir allerdings
kontinuierlichere Freisetzung an Peptiden mit intakten Epitopen beitragen, wodurch sich erneut
die Wahrscheinlichkeit der Sensibilisierung gegeniiber diesen Peptiden erhéhen konnte. Auch
Kopper et al. (2005) diskutierten, dass die durch eine Erdnussrostung unloslich gewordenen
und daher die gastrointestinale Verdauung iiberstehenden Proteine zu einem spéteren Zeitpunkt
freigesetzt und dadurch zur Sensibilisierung oder allergischen Reaktion fiihren konnten.

Wird die unterschiedliche Hiaufigkeit des Auftretens der Erdnussallergie in den USA und
China betrachtet, konnte eine mogliche Ursache eine unterschiedliche Wahrscheinlichkeit zur
Sensibilisierung gegeniiber den Erdnussproteinen darstellen. Hierauf kénnen neben den in
Kap. 2.2.4 diskutierten Ursachen Unterschiede in der Verdaubarkeit der Erdniisse einen
direkten Einfluss haben. Da es als Folge des Kochens der Erdniisse im Vergleich zum Rdsten
nur geringfligig zur Ausbildung von Proteinaggregaten kam und diese im Modellansatz besser
verdaut werden konnten, wurden Hinweise dahingehend erhalten, dass gekochte Erdniisse nach
ithrem Verzehr ebenfalls besser verdaut werden konnen. Dies konnte somit zu der
unterschiedlichen Hiufigkeit des Auftretens der Erdnussallergie in den USA und China
beitragen.

Somit sollte bei der Beurteilung des allergenen Potentials von Erdniissen und
Lebensmittelproteinen im Allgemeinen nicht nur das IgE-Bindungsvermdgen betrachtet
werden, sondern auch die Verdaubarkeit der prozessierten Proteine. Die in der Literatur
(Blanc et al., 2011; Mondoulet et al., 2003; Maleki et al., 2000a; Koppelman et al., 1999)
publizierten widerspriichlichen Ergebnisse beziiglich der Auswirkungen auf die IgE-
Bindungseigenschaften gekochter und gerdsteter Erdniisse im Vergleich zu den nativen
Erdniissen konnten auf uneinheitliche Proteinextraktionsmethoden zuriickzufiihren sein. Vor
allem als Folge der Erdnussrostung tritt eine Reduktion der Proteinloslichkeit im Bereich von
75 bis 80 % im Vergleich zu den ungerdsteten Erdniissen auf (Turner et al., 2014; Poms et al.,
2004). Damit konnen in Abhéngigkeit der Rostbedingungen unterschiedliche Anteile an
Erdnussallergenen extrahiert werden, weshalb standardisierte Detektionsbedingungen zur
Erdnussallergenanalytik gefordert werden (Poms et al., 2004).

Als Schlussfolgerung sind nachfolgend einige Faktoren zusammengefasst, die einen Einfluss
auf die Sensibilisierung gegeniiber Erdnussallergenen im Speziellen und Lebensmittel-
allergenen im Allgemeinen haben konnen. Hierzu wurde sich an Petersen et al. (2013),
Lepski & Brockmeyer (2013), Becker et al. (2011), Sicherer & Sampson (2007) und Huby et al.

(2000) orientiert sowie die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit einbezogen:

1. Genetische, immunogene, umweltbedingte Faktoren: geographischer Aufenthaltsort;

genetische Pridisposition; Verzehr des Allergens wihrend der Schwangerschaft; Verzehr
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des Allergens wiahrend der Stillzeit; Hygienebedingungen (Helm & Burks, 2000);
Haufigkeit und Zeitpunkt des Verzehrs; Verzehrsmenge; Kreuzreaktionen; Exposition

(beispielsweise auch durch Verwendung allergenenthaltender Salben).

. Eigenschaften des potentiellen Allergens: molare Masse; Anzahl der Epitope; Art der
Epitope (lineare Epitope oder Konformationsepitope); Stabilitdt der Proteinstruktur und
damit einhergehende Verdauungsstabilitéit; Proteaseaktivitit des Allergens; Moglichkeit zur
Beeinflussung des Komplementsystems; Zubereitung des Lebensmittels und damit

einhergehende Verdnderungen der Proteinstruktur.

. Allergenmatrix: Anwesenheit von Emulgatoren, wodurch ein inkomplettes Freund-
Adjuvans erzeugt werden kann; Einnahme von Antazida; posttranslationale Aminoséure-
modifizierungen des Proteins durch Lipierungs- oder Maillard-Reaktionen in Folge der
Reaktion mit Sekundédrprodukten der Lipidperoxidation oder reduzierenden Zucker-
komponenten in Abhéngigkeit der Zubereitungsart; hohe Linolsduregehalte oder ein

niedriges Verhiltnis von Linolen- zu Linolsdure (Gu et al., 1998; Kuwamori et al., 1997).
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5 Ausblick und orientierende weiterfuhrende
Untersuchungen

5.1 Lebensmittel

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Aminosdureanalyse gezeigt, dass sich die Amino-
sdurezusammensetzungen der nativen und gekochten Erdniisse nicht signifikant unterschieden,
wohingegen im Falle der gerosteten Erdniisse deutliche Unterschiede feststellbar waren.
Ausblickend konnten aus diesem Grund Lipierungs- und Maillard-Reaktionsprodukte in den
gekochten Erdniissen bestimmt werden, um ein noch vollstidndigeres Bild dariiber zu erhalten,
inwiefern entsprechende Reaktionen als Folge des Kochens weniger stark ablaufen. Zur
weiteren Absicherung der identifizierten Lipierungsprodukte, welche aus dem Inkubations-
modell von N*-Acetyl-L-lysin mit ausgewahlten Sekundirprodukten resultierten, sollten bisher

nicht dargestellte Verbindungen ebenfalls dargestellt und chemisch charakterisiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin gezeigt, dass auch der nach der Abspaltung eines
fliichtigen Sekundirprodukts zuriickbleibende Fettsdurerest in der Lage ist, Lipierungs-
reaktionen einzugehen. Da unter Berlicksichtigung der quantifizierten Lipierungs- und
Maillard-Reaktionsprodukte in den fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniissen jeweils 83 % und
89 % des Lysinverlusts nicht erkldrt werden konnen, sollten, um die Relevanz entsprechender
Reaktionen als Folge der Erdnussrostung zu untersuchen, entsprechende Lipierungsprodukte
dargestellt und massenspektrometrische Quantifizierungsmethoden etabliert werden. Auf
Grund ihrer Stabilitdt konnte sich hierbei die Darstellung der aus der e-Aminogruppe des Lysins
und 9-Oxononansdure hervorgehenden 2-Acetamido-6-[(9-methoxy-9-oxo-nonyl)amino]-
hexansdure als vielversprechend erweisen. Eine Freisetzung aus dem Protein-Lipid-Verband

konnte nach Reduktion mittels salzsaurer Hydrolyse realisiert werden.

Sowohl als Folge einer gezielten Lipierung extrahierter Erdnussproteine als auch des
Erdnussrostens wurde die Bildung von Proteinaggregaten beobachtet, die kovalent quervernetzt
waren. Anhand einer simulierten gastrointestinalen Verdauung wurden Hinweise dahingehend
erhalten, dass diese Proteinaggregate weniger schnell abgebaut werden kdnnen als die nativen
Proteine. Die gekochten Erdniisse konnten beziiglich der Verdaubarkeit ihrer Proteine zwischen
den nativen und gerdsteten Erdniissen eingestuft werden. Dieses Modell kdnnte beispielsweise
durch Nachahmen der Darmperistaltik noch ndher an die menschliche Verdauung angelehnt
werden.

Unterschiede in der Verdaubarkeit der gekochten und gerdsteten Erdniisse konnten dazu fiihren,

dass aus den Proteinaggregaten der gerdsteten Erdniisse iiber einen ldngeren Zeitraum Peptide
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proteolytisch freigesetzt werden, wodurch die Wahrscheinlichkeit zur Sensibilisierung erhoht
wire. Um diese Vermutung experimentell zu tiberpriifen, konnten die Stoffmengen an Ara h 1-
Peptiden im Blut von Probanden quantifiziert werden. Wiirden Unterschiede in der Verdaubar-
keit der gekochten und gerosteten Erdniisse existieren, wiren diese Peptide im Falle der
gerdsteten Erdniisse iiber einen ldngeren Zeitraum nachweisbar. Eine Detektion konnte hierbei

massenspektrometrisch oder mittels ELISA erfolgen.

5.2 Physiologische Systeme
5.2.1 Lipierungsreaktionen am Low Density Lipoprotein (LDL)

Der Transport von Lipiden im Blut erfolgt in Form von Lipoproteinen, die Komplexe aus
Proteinen und Lipiden darstellen. Diese Lipoproteine unterscheiden sich sowohl hinsichtlich
ihres Lipidgehalts als auch in ihrem Lipid-Protein-Verhéltnis und konnen mittels
Ultrazentrifugation in vier Hauptklassen aufgetrennt werden. In aufsteigender Reihenfolge
ithrer Dichten sind dies Chylomikronen, very low density lipoproteins (VLDL), low densitiy
lipoproteins (LDL) und high density lipoproteins (HDL) (Heinrich et al., 2014).

Von besonderem Interesse ist hierbei das LDL, da der LDL-Cholesterinspiegel einen
Risikofaktor fiir atherosklerotische GefaBBveranderungen darstellt (Morawietz, 2010). Dieses
weist in Abhédngigkeit seiner Lipidzusammensetzung eine molare Masse im Bereich von 2000
bis 3500 kDa, eine Dichte von 1,019 bis 1,063 g/ml und einen Durchmesser von 18 bis 25 nm
auf (Heinrich et al., 2014; Goldstein & Brown, 1977). Es ist aus 6 % Triacylglyceriden,
50 % Cholesterol und Cholesterolestern, 22 % Phospholipiden und 22 % Apolipoproteinen
zusammengesetzt, wovon das Apolipoprotein Bioo (Apo Bioo) 95 % ausmacht (Heinrich et al.,
2014). Nach Esterbauer et al. (1990b) bilden die Cholesterolester und Triacylglyceride einen
hydrophoben Kern, der von Phospholipiden und freiem Cholesterol umgeben ist. In diese
Schicht ist das Apo Bioo eingebettet (Esterbauer et al., 1990b), welches aus 4536 Aminoséduren
aufgebaut ist und eine molare Masse von 513 kDa aufweist (Yang et al., 1986). Lysin stellt mit
einem berechneten Molmassenanteil von 8,9 % die dritthdufigste Aminosiure nach Leucin und
Serin dar (UniProt Apo B-100). Von den 2700 Fettsduremolekiilen innerhalb des LDL-
Partikels sind 1300 Fettsduren ungesittigt (Esterbauer et al., 1990b). Wird die
Fettsdurezusammensetzung betrachtet, so zeigt sich, dass die Linolsdure dominiert, deren
Vorkommen innerhalb des LDL-Partikels mit 1100 Molekiilen angegeben wird
(Esterbauer et al., 1990b).
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Da Linolsdure unter anderem ein Precursor fiir die Bildung von Acrolein und 4-HNE darstellt
(Ewert et al., 2014; Esterbauer et al., 1991), ist als Folge einer ablaufenden Lipidperoxidation
die Bildung von 4-HNE und Acrolein innerhalb des LDL-Molekiils moglich. Das Vorkommen
von freiem 4-HNE und Acrolein in nLDL und oxLDL ist bekannt (Uchida et al., 1998;
Esterbauer et al., 1990b; Esterbauer et al., 1987). Hierdurch besteht die Moglichkeit zur Bildung
entsprechender Lipierungsprodukte.

Unter anderem werden oxidative Verdnderungen im Zusammenhang mit der Entstehung von
Atherosklerose diskutiert. Als Folge von Gefdverletzungen (Lasionen) der Arterien kann es
zur Akkumulation von Lipoproteinen innerhalb des Blutgefiles und zur Anreicherung von
Monozyten, die ebenfalls in das Blutgefdl} transmigrieren, kommen. Dort tritt eine Proliferation
und Differenzierung zu Makrophagen ein, welche schlieBlich die Lipoproteine aufnehmen und
es zur Bildung von Schaumzellen kommt. Hierbei wird bevorzugt oxidativ modifiziertes LDL
(oxLDL) aufgenommen, welches iiber die Zwischenstufe des minimal modifizierten LDL vor
allem als Folge der Lipidperoxidation gebildet wird. Die Aufnahme erfolgt tiber Scavenger-
Rezeptoren LOX-1, SR-A, CLA-1/SR-BI, SR-PSOX sowie CD36 und CD68. Absterbende
Schaumzellen geben ihren Lipidinhalt innerhalb der Lésionen ab. Diese sogenannten fatty
streaks fithren zur Akkumulation glatter Muskelzellen und es kann zur Bildung fibroser Plaques
kommen, welche weiter wachsen und schlieBlich die GefiBwandung durchbrechen und in das
Lumen eindringen kénnen. Ein weiteres Wachstum fiihrt zu Gefaverengungen. Kommt es zu
einer Ruptur der Plaques, ist die Entstehung eines GefaBBverschlusses moglich, wodurch ein

Herzinfarkt oder ein Schlaganfall die Folge sein konnen (Morawietz, 2010; Lusis, 2000).

Erkenntnisse dariiber, wodurch sich oxLDL und natives LDL (nLDL) unterscheiden, sind in
der Literatur bisher nur wenige bekannt. So ist verdffentlicht, dass unter anderem oxidierte
Fettsduren und deren Sekundirprodukte, oxidierte und quervernetzte Aminosduren sowie
Lipierungsprodukte (sieche hierzu Kap. 2.4.5) Bestandteile des oxLDL sein konnen. Eine
einheitliche Definition, die auch unterschiedliche Oxidationsstadien des LDL-Partikels
beriicksichtigt, existiert nicht (Parthasarathy et al., 2010).

Bekannt ist allerdings, dass gezielte chemische Modifizierungen, welche zu einer
Negativierung der Nettoladung der Oberfliche des LDL-Partikels fiihren, Voraussetzung fiir
die Erkennung durch Scavenger-Rezeptoren und somit fiir die Aufnahme durch Makrophagen
sind (Esterbauer et al., 1990b). Weiterhin wurde gezeigt, dass Endothelzellen in der Lage sind,
LDL-Partikel insoweit zu modifizieren, dass diese verstiarkt durch Makrophagen aufgenommen
werden konnen (Henriksen et al., 1981). Kumano-Kuramochi et al. (2012) stellten anhand einer
gezielten Lipierung durch 4-HNE die Vermutung auf, dass Aldehyd-Protein-Addukte diejenige

Struktureinheit darstellen, welche durch den Scavenger-Rezeptor LOX-1 erkannt werden.
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Um weitere Erkenntnisse liber die Unterscheidung von nativem und oxidiertem LDL zu
erhalten, wurden orientierende Studien zur Quantifizierung der Lipierungsprodukte MP-Lysin
und 2-PPL in nLDL und oxLLDL durchgefiihrt.

Quantifizierung von MP-Lysin 10¢ und 2-PPL 21¢ in nLDL und oxLDL

Die Isolierung des humanen nLDL erfolgte mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation aus
gepoolten Plasmaproben. Im Anschluss erfolgte die in vitro Oxidation des nLDL in
Anwesenheit von CuSOys fiir 24 h bei 37 °C. Abb. 90 zeigt beispielhafte LC-ESI-MS/MS-
(MRM)-Chromatogramme der Quantifizierung von MP-Lysin 10¢ und 2-PPL 21¢ in nativem
LDL sowie die jeweiligen mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierten Gehalte in den nLDL- und
oxLDL-Proben.
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Abb. 90 LC-ESI-MS-MS-(MRM)-Chromatogramme der Quantifizierung von (A) MP-Lysin und (B)
2-PPL in nativem LDL (nLDL) und mittels LC-ESI-MS/MS quantifizierte Gehalte an (A) MP-Lysin
(n = 3) und (B) 2-PPL (n = 2) in nLDL und oxidiertem LDL (oxLDL); IS - interner Standard
N-Benzoylglycyl-L-phenylalanin

Die Gehalte an MP-Lysin 10' (Abb. 90A) betrugen in den nLDL- und oxLDL-Proben jeweils
6,0 und 19,1 umol/100 g Protein und lagen somit jeweils um die Faktoren 30 und 50 hoher als
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die Gehalte an 2-PPL (Abb. 90B). Da in den nLDL-Proben MP-Lysin nachweibar war, konnte
riickgeschlossen werden, dass es bereits in vivo zu Lipierungsreaktionen mit Acrolein
gekommen sein musste. Als Folge der in vitro Oxidation war eine Zunahme des MP-Lysin-
Gehalts zu verzeichnen. Der dabei aufgetretene Lysinverlust von 13,3 mmol/100 g Protein
konnte zu 0,1 % durch die Bildung des MP-Lysins erkldrt werden. Die Lysinblockierungen
durch MP-Lysin betrugen fiir nLDL und oxLDL jeweils 0,1 und 0,6 mmol/mol Lysin. Uchida
et al. (1998) wiesen mittels Aminosdureanalyse das ebenfalls aus Acrolein und Lysin
hervorgehende Lipierungsprodukt FDP-Lysin 7 anhand eines in vitro Experiments in
Cu**-oxidiertem LDL nach. Nach einer Inkubationszeit von 12 h bei 37 °C und pH 7,4 konnten
3,4 % des beobachteten Lysinverlusts durch die Bildung von FDP-Lysin 7 erkldrt werden
(Uchida et al., 1998). Mittels LC-ESI-MS/MS konnten Maeshima et al. (2012) iiber eine
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse MP-Lysin 10¢ in oxidiertem LDL, welches einer in vitro
Oxidation fiir 48 h an Cu®* bei 37 °C ausgesetzt war, quantifizieren. Hierbei konnte 1 % des
Lysinverlusts durch die Bildung des MP-Lysins erklart werden. Generell unterscheiden sich
LDL-Proben in Abhingigkeit ihrer Zusammensetzungen, Lagerdauer, Isolierung und
tatsdchlichen Oxidationsbedingungen, wodurch somit jede Probe ihre eigene Charakteristik
aufweist (Esterbauer et al., 1990b). Zusétzlich zu einer ldngeren Inkubationszeit konnte dieser
Umstand dazu beigetragen haben, dass Maeshima et al. (2012) nach Inkubation fiir 48 h 1 %
des Lysinverlusts und in der vorliegenden Arbeit nach Inkubation fiir 24 h nur 0,1 % des
Lysinverlusts durch die MP-Lysinbildung erkldrt werden konnten. FDP-Lysin 7 konnten
Maeshima et al. (2012) im Gegensatz zu Uchida et al. (1998) nicht nachweisen.

Die Gehalte an 2-PPL 21°¢ (Abb. 90B) betrugen in den nLDL- und oxLDL-Proben jeweils 204,6
und 406,3 nmol/100 g Protein. Analog des MP-Lysins konnte auch im Falle des 2-PPL
riickgeschlossen werden, dass es bereits in vivo zu Lipierungsreaktionen mit 4-HNE gekommen
sein musste. Weiterhin kam es ebenfalls als Folge der in vitro Oxidation des nLDL zu einer
Zunahme der 2-PPL-Gehalte, wodurch 0,002 % des dabei aufgetretenen Lysinverlusts erklért
werden konnten. Die Lysinblockierungen durch 2-PPL betrugen fiir das nLDL und oxLDL
jeweils 0,004 und 0,012 mmol/mol Lysin. Salomon et al. (2000) und Y14-Herttuala et al. (1989)
identifizierten 2-PPL immunochemisch jeweils an Apo Bigo-Proteinen und an Kollagenfasern
einer arteriosklerotischen Ablagerung sowie in LDL aus arteriosklerotischen Lasionen. LDL
von gesunden Probanden zeigte hingegen keine positive Reaktion. Eine direkte massen-
spektrometrische Identifizierung oder Quantifizierung des 2-PPL in LDL-Proben erfolgte in der
Literatur bisher nicht.

Requena et al. (1997) quantifizierten in LDL-Proben gesunder Probanden MDA-Lipierungs-
produkte mittels GC-MS nach Reduktion und salzsaurer Hydrolyse iiber eine Stabilisotopen-

verdlinnungsanalyse. So konnten sie die Schiff’sche Base 12 in Form des 3-(N®-Lysino)propan-
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1-ols (LM) sowie das Enamin 13¢ in Form des 1,3-Di-(N®-lysino)propans (LML) nachweisen.
Die Gehalte fiir LM und LML betrugen jeweils 0,12 und 0,002 mmol/mol Lysin und lagen
somit von ihrer Gréenordnung im Bereich der in vorliegender Arbeit quantifizierten Gehalte
an 2-PPL und MP-Lysin. Immunochemisch konnten Yamada et al. (2001) das fluoreszierende
Dihydropyridin-Addukt 14 in in vitro oxidiertem LDL nachweisen. Weiterhin konnten sie auf
analoge Weise 14 in atherosklerotischen Plaques aus humanen Aorten identifizieren. Somit
kann festgehalten werden, dass Lipierungsprodukte am LDL und atherosklerotischen Plaques
in der Literatur bekannt sind, allerdings bisher iiberwiegend immunochemisch detektiert

wurden.

Ausblickend konnte somit gezeigt werden, dass es als Folge einer Oxidation von nLDL zu
Lipierungsreaktionen des LDL kam. Quantifiziert wurden hierbei MP-Lysin 10¢ und 2-PPL 21¢
in nLDL und oxLDL. In der Literatur sind Lipierungsreaktionen am LDL bekannt
(Maeshima et al., 2012; Yamada et al., 2001; Salomon et al., 2000; Uchida et al., 1998;
Requena et al., 1997; Yli-Herttuala et al., 1989). Konkrete, mittels Massenspektrometrie
erhaltene quantitative Daten beziiglich der Gehalte an MP-Lysin und 2-PPL in nLDL sind
bisher allerdings nicht publiziert. Des Weiteren wurde 2-PPL bisher nicht direkt massen-
spektrometrisch in oxXLDL nachgewiesen oder quantifiziert.

Es konnte riickgeschlossen werden, dass Lipierungsreaktionen am LDL bereits in vivo
abgelaufen sein mussten, da in den nLDL-Proben 2-PPL und MP-Lysin identifiziert und
quantifiziert werden konnten (Abb. 90). Eine weitere Zunahme der Gehalte an
Lipierungsprodukten im Zuge oxidativer Modifizierungen des LDL in vivo ist, entsprechend
den Erkenntnissen aus dem Oxidationsmodell, denkbar. Die erkldrbaren Anteile der Bildung
von MP-Lysin und 2-PPL am Lysinverlust betrugen jeweils 0,1 % und 0,002 %. Somit mussten
noch weitere Reaktionen abgelaufen sein, die zu einer Lysinabnahme beitrugen. Denkbar ist
hierbei die Bildung weiterer Lipierungsprodukte, heterogener Lipierungsprodukte, Reaktionen
der am Glycerol verbliebenen Sekundéarprodukte oder direkte radikalische Aminosdureseiten-

kettenmodifizierungen (siehe hierzu auch Kap. 4.5.2.4).

Da MP-Lysin in hoheren Gehalten nachgewiesen worden ist als 2-PPL und zudem ein stabiles
Endprodukt darstellt, konnte MP-Lysin eine mogliche Markerverbindung zur Beurteilung des
Oxidationsstatus des LDL 1im Zuge der medizinischen Diagnositik darstellen. Die Klidrung der
Frage, ob Lipierungsprodukte einen Einfluss auf die Makrophagenaufnahme haben, bleibt
nachfolgenden Untersuchungen vorbehalten. Eine Negativierung der LDL-Oberfldche durch
Reaktion der e-Aminogruppe des Lysins zu den in der vorliegenden Arbeit quantifizierten
Lipierungsprodukten wére prinzipiell denkbar. Watanabe et al. (2013) konnten zeigen, dass
durch Acrolein modifiziertes LDL durch den Scavenger-Rezeptor SR-A1 in Makrophagen
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aufgenommen wurde und diese sich als Folge in Schaumzellen umwandelten. Somit besteht
nach Watanabe et al. (2013) ein Zusammenhang zwischen Lipierungsreaktionen und der
Entstehung von Atherosklerose.

Da unter anderem Acrolein Bestandteil von Zigarettenrauch ist (Fujioka & Shibamoto, 2006),
wére weiterhin interessant zu untersuchen, ob sich die Gehalte an Lipierungsprodukten, wie
beispielsweise MP-Lysin, in Geweben der Lunge oder im Blut von Rauchern und
Nichtrauchern unterscheiden, um hieriiber einerseits Aussagen iiber die Reaktionsorte als auch

quantitative Daten tliber die Reaktionsprodukte zu erhalten.
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6 Zusammenfassung

Als Folge der Rostung von Erdniissen wurden Lysinabnahmen von bis zu 42 % festgestellt,
wovon allerdings nur 10 % durch bekannte Maillard-Reaktionsprodukte erkldrbar waren
(Wellner et al., 2012b). Als mogliche Ursache fiir den hohen Anteil an nicht erklérbarer Lysin-
derivatisierung wurden Reaktionen mit Carbonylverbindungen aus der Lipidperoxidation
(Lipierung) angenommen. Erkenntnisse iiber Lipierungsreaktionen stammten bisher vor allem
aus physiologischen Modelluntersuchungen. Uber entsprechende Reaktionen in Lebensmitteln
war zu Beginn der Untersuchungen nur sehr wenig bekannt. Weiterhin waren bisher keine
Daten beziiglich eines Zusammenhangs entsprechender Reaktionen und dem allergenen

Potential von Erdniissen verfiigbar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zundchst freie Sekunddrprodukte der
Lipidperoxidation in Erdniissen zu quantifizieren. Hierzu wurden Erdnussréstexperimente bei
170 °C fiir 20 und 40 min durchgefiihrt. In Modelluntersuchungen sollten anschliefend
potentielle Lipierungsprodukte, die sich wihrend der Erdnussrostung bilden konnten,
identifiziert, als Referenzsubstanzen dargestellt und schlielich in Erdnussproben quantifiziert
werden, um hieriiber konkrete Erkenntnisse iiber Lipierungsreaktionen in Lebensmitteln zu
erhalten. Weiterhin wurden physiologische Konsequenzen der Lipierung vor dem Hintergrund

eines Einflusses auf das allergene Potential untersucht.

Aminosiurezusammensetzung und Ausmafl der Maillard-Reaktion der Erdnussproben

(1) Die Reaktivitatsreihenfolge der potentiell reaktiven Aminosduren innerhalb des Erdnuss-
proteinverbands wéhrend der Erdnussrostung lautete wie folgt: Lysin > Cystein > Arginin >>
Histidin und die aufgetretene Lysinmodifizierung betrug bis zu 62 %. Durch die quantifizierten
Maillard-Reaktionsprodukte N*-Fruktosyllysin, Pyrralin und N*-Carboxymethyllysin konnten
in den fiir 20 und 40 min gerdsteten Erdniisse jeweils 14 % und 9 % des Lysinverlusts erklért

werden, wodurch die Ergebnisse von Wellner et al. (2012b) bestétigt wurden.

(2) Auf Grund des hohen Fettgehalts der Erdniisse und des hohen Anteils an ungeséttigten
Fettsduren waren Reaktionen mit Sekundirprodukten aus der Lipidperoxidation als mogliche
Ursache der nicht erkldrbaren Lysinderivatisierung naheliegend. Fiir diese Reaktionen wurde
in der vorliegenden Arbeit der Begriff ,,Lipierungsreaktion* oder ,,Lipierung® (engl. ,,lipation*)
in Analogie zur Maillard-Reaktion (Glykierung, engl. glycation) eingefiihrt. Fortgeschrittene

Reaktionsprodukte konnen als ,,advanced lipation endproducts (ALE)“ bezeichnet werden.
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Lipidperoxidationsprodukte in Erdnuss6l- und Erdnussproben

(3) Nach der Erhitzung von Erdnussdl unter Erdnussrdstbedingungen (170 °C, 20 min) wurden
Hexanal, Nonanal und 2-Heptenal mittels GC-MS (EI) als relevante fliichtige Sekundir-
produkte identifiziert. Fiir Acrolein, Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynon-2-enal
(4-HNE) wurden Quantifizierungsmethoden mittels GC-MS (EI) fiir die Probenmatrices
Erdnussdl und Erdniisse etabliert. Zur Quantifizierung des 4-HNE wurde ein Darstellungsweg
fiir das stabilisotopenmarkierte 4-HNE-DMA-d in Anlehnung an Chandra & Srivastava (1997)
entwickelt. Die Gehalte an Acrolein, MDA und 4-HNE stiegen in Folge der 40-miniitigen
Erhitzung des nativen Erdnussols jeweils von 0,3 auf 19,1, 0,7 auf 8,0 und 0,1 auf
0,6 umol/100 g Ol an. In den Erdnussproben wurde im Falle des Acroleins eine Zunahme in
Abhiéngigkeit der Rostzeit von nicht nachweisbar auf 15,6 pmol/100 g Protein festgestellt.
MDA und 4-HNE waren hingegen bereits in den ungerdsteten Erdniissen nachweisbar, die
Gehalte nahmen allerdings als Folge der Rostung von jeweils 582,1 auf 13,1 umol/100 g Protein
und 12,4 auf 2,2 umol/100 g Protein ab. Eine Weiterreaktion mit Aminoséureseitenketten

innerhalb des Erdnussproteinverbands war somit als Folge der Erdnussrostung naheliegend.

Identifizierung reaktiver Aminoséiurereste der Erdnussproteine gegeniiber ausgew:hlten
Sekundirprodukten

(4) Zur Identifizierung der reaktiven Aminosdureseitenketten wurden isolierte native
Erdnussproteine mit Hexanal, 2-Heptenal, Acrolein, MDA und 4-HNE in Verhéltnissen von
0,1:1 bis 10:1 bezogen auf die Stoffmengen der potentiell reaktiven Aminosduren Cystein,
Histidin, Lysin und Arginin bei 37 °C fiir 24 h (pH 7,4) inkubiert und die Abnahmen der
Aminosduren nach enzymatischer Hydrolyse mittels Aminosdureanalyse verfolgt. Alle
Sekundirprodukte flihrten zu einer Aminosdureabnahme. Hierbei stellte Lysin diejenige
Aminoséure dar, die bevorzugt modifiziert wurde. Die maximalen Lysinabnahmen betrugen im
Falle von Hexanal, 2-Heptenal, Acrolein, MDA und 4-HNE jeweils 31 %, 36 %, 79 %, 35 %
und 25 %. Acrolein stellte damit dasjenige Sekundérprodukt dar, welches zur héchsten und
unselektivsten Aminosduremodifizierung sowie zur stirksten Proteinquervernetzung
(SDS-PAGE) fiihrte. Die Reaktivititsreihenfolge der Sekundérprodukte lautete unter
Beriicksichtigung der Abnahmen aller Aminosduren und der Eigenschaften zur

Proteinquervernetzung wie folgt: Acrolein > 2-Heptenal = 4-HNE > MDA > Hexanal.

(5) Als Folge der gezielten Lipierung zeigte sich mittels SDS-PAGE, dass es vor allem zur
Quervernetzung des Erdnusshauptallergens Ara h 1 kam, wohingegen die weiteren Erdnuss-
allergene nur geringfiigig quervernetzt wurden. Dies war vor dem Hintergrund einer moglichen

Beeinflussung des allergenen Potentials durch die Lipierung von Interesse.
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Identifizierung von Lipierungsprodukten in Modellansitzen

(6) Nach Umsetzung von N%Acetyl-L-lysin mit den ausgewéhlten Sekundirprodukten
Hexanal, 2-Heptenal, Acrolein, MDA und 4-HNE konnten mittels LC-ESI-MS/MS anhand von
CID-Experimenten 14 Lipierungsprodukte identifiziert werden, davon 6 Verbindungen
erstmalig. Weiterhin wurden 7 ausgewdhlte Verbindungen (N®-Hexyllysin, LHP 1, LHP 2,
(Z)-BPP, (E)-BPP, MP-Lysin, 2-PPL) als Referenzsubstanzen dargestellt und chemisch
charakterisiert, wovon LHP 2 sowie (Z)- und (E)-BPP erstmalig dargestellt werden konnten.
Zusitzlich wurden die stabilisotopenmarkierten Verbindungen WN°®-Hexyllysin-di> und
LHP 1-dy9 erstmalig dargestellt.

Quantifizierung von Lipierungsprodukten in modifizierten Erdnussproteinen und in
Erdniissen

(7) Die Lipierungsprodukte N*-Hexyllysin, LHP 1, LHP 2, (Z)-BPP, (E)-BPP, MP-Lysin und
2-PPL konnten mittels LC-ESI-MS/MS durch Vergleich mit entsprechenden Referenz-
substanzen erstmalig massenspektrometrisch in modifizierten Erdnussproteinextrakten
quantifiziert werden. In den 0,1:1-Inkubationsansitzen konnten fiir die mit Hexanal inkubierten
Erdnussproteine durch die Bildung von N*-Hexyllysin, LHP 1 und LHP 2 0,5 % der gemessenen
Lysinabnahme erklédrt werden. In entsprechenden Experimenten wurde durch die Bildung der
2-Heptenal-, Acrolein- und 4-HNE-Lipierungsprodukte (Z)- und (E)-BPP, MP-Lysin und
2-PPL jeweils 80 %, 96 % und 79 % der Lysinmodifizierung verursacht. Bei geringen und somit
lebensmittelrelevanten Gehalten an Sekundérprodukten diirfte somit die Lysinderivatisierung
vor allem auf die Bildung der in der vorliegenden Arbeit quantifizierten Lipierungsprodukte
(Z)- und (E)-BPP, MP-Lysin und 2-PPL zuriickfiihrbar sein.

(8) In den Erdnussproben konnten mittels LC-ESI-MS/MS und Vergleich mit entsprechenden
Referenzsubstanzen erstmalig die Lipierungsprodukte N*-Hexyllysin, LHP 1, MP-Lysin und
2-PPL quantifiziert werden. Im Falle des N*-Hexyllysins wurde eine Abnahme in Abhéngigkeit
der Rostung fiir 20 und 40 min von 34,2 auf 20,5 umol/100 g Protein festgestellt. Die
Lysinblockierungen betrugen jeweils 1,1 bis 0,6 mmol/mol Lysin. Die Gehalte an LHP 1
zeigten keine signifikanten Verdnderungen als Folge der Rostung und lagen im Bereich von
17,3 bis 19,0 nmol/100 g Protein. Die Lysinblockierungen durch LHP 1 beliefen sich jeweils
auf 0,6 pmol/mol Lysin. Die Stoffmengen an MP-Lysin nahmen als Folge der Erdnussrostung
von 0,1 auf 19,7 umol/100 g Protein zu. Dies entsprach Lysinblockierungen von jeweils 0,002
und 0,6 mmol/mol Lysin. Die Stoffmengen des 2-PPL nahmen ebenfalls als Folge der Rostung
von 112,1 auf 175,1 nmol/100 g Protein zu, entsprechend Lysinblockierungen von jeweils 3,5
und 5,5 pmol/mol Lysin. MP-Lysin stellt somit eine mogliche Markerverbindung zur

Beurteilung des Oxidationsstatus eines Lebensmittels dar.
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(9) Im Vergleich zu den Maillard-Reaktionsprodukten Ne®-Fruktosyllysin, Pyrralin und
N¢f-Carboxymethyllysin waren die Gehalte der quantifizierten Lipierungsprodukte deutlich
geringer. Der erkldrbare Lysinverlust unter Beriicksichtigung der Lipierungs- und Maillard-
Reaktionsprodukte konnte fiir die 20 und 40 min gerdsteten Erdniisse jeweils zu 17 % und 11 %

bestimmt werden. Somit blieben jeweils 83 % und 89 % des Lysinverlusts ungeklért.

(10) In Modelluntersuchungen unter Verwendung von N®-Acetyl-L-lysin, Hexanal und
Nonanal konnte gezeigt werden, dass es zur Bildung heterogener Lipierungsprodukte kommen
kann, wodurch die Vielzahl an Lipierungsprodukten, die sich aus den Sekundérprodukten
bilden kdnnen, nochmals deutlich erweitert wird. Heterogene Lipierungsprodukte zeichnen sich
dadurch aus, dass sie im Gegensatz zu homogenen Lipierungsprodukten neben dem
urspriinglichen Nukleophil aus mehreren unterschiedlichen Carbonylverbindungen aufgebaut
sind. Weiterhin wurde anhand eines Inkubationsmodells von N%Acetyl-L-lysin und
Linolsduremethylester unter oxidativen Bedingungen gezeigt, dass auch der nach der
oxidativen Abspaltung eines fliichtigen Sekundérprodukts zurtickbleibende Fettséurerest in der
Lage ist, Lipierungsreaktionen einzugehen. Als entsprechendes Lipierungsprodukt wurden das
Monoalkylierungsprodukt und das Pyrrol-Derivat identifiziert. Somit ist davon auszugehen,
dass als Folge der Erdnussrostung eine Vielzahl an Lipierungsprodukten entstehen kann, deren
Einzelbeitrige zum Gesamtlysinverlust vermutlich relativ gering sind, in der Summe allerdings

einen erheblicheren Beitrag leisten konnten.

Lipierungsreaktionen im physiologischen Kontext

(11) Mittels ELISA und Western Blots wurde gezeigt, dass eine gezielte Lipierung der
Erdnussproteine mit 4-HNE das Antikdrperbindungsvermdgen nicht beeinflusste. In Abhédngig-
keit des Modifizierungsgrades wurde mittels SDS-PAGE die Ausbildung kovalent
quervernetzter Proteinaggregate beobachtet, welche im Vergleich zu den nicht modifizierten
Proteinen resistenter gegeniiber eines simulierten gastrointestinalen Verdaus waren. Diese
Proteinaggregate waren unter anderem aus Ara h 1-Monomeren aufgebaut. Die bei der
simulierten gastrointestinalen Verdauung entstandenen Peptide wurden durch die Antikorper
eines Erdnussallergikerserums erkannt, wiesen also intakte Epitope auf. Ubertragen auf
Lebensmittel konnten Lipierungsreaktionen damit zu einer verlangsamten gastrointestinalen
Verdauung lipierter Proteine fithren. Hierdurch wiirden im Vergleich zu nicht modifizierten
Proteinen iiber einen ldngeren Zeitraum Peptide mit intakten Epitopen im Gastrointestinaltrakt

verbleiben, wodurch das allergene Potential des Lebensmittels erhoht wire.

(12) Ein elektrophoretischer Vergleich nativer, gekochter und gerdsteter Erdniisse zeigte, dass
die nativen und gekochten Erdniisse dhnliche Bandenintensititen aufwiesen, wohingegen bei

den gerosteten Erdniissen verschmierte Bereiche und in den Probenauftragetaschen verbliebene

240



6 Zusammenfassung

hochmolekulare Proteinaggregate erkennbar waren. Mittels Western Blot unter Verwendung
eines Erdnussallergikerserums zeigte sich, dass die Proteinaggregate innerhalb der
verschmierten Bereiche und in den Probeauftragetaschen durch Antikoérper gebunden wurden.
Somit wurden vergleichbare Ergebnisse erhalten wie nach der gezielten Lipierung des
Erdnussproteinextrakts. Des Weiteren unterschieden sich die nativen und gekochten Erdniisse
beziiglich ihrer Aminosdurezusammensetzung nicht signifikant, wohingegen die gerdsteten
Erdniisse Aminosdureabnahmen von Cystein, Histidin und Lysin von jeweils 17 %, 14 % und
21 % aufwiesen. Anhand eines simulierten gastrointestinalen Verdaus wurde die Verdaubarkeit
der unterschiedlich zubereiteten Erdniisse wie folgt festgestellt: native Erdniisse > gekochte
Erdniisse > gerdstete Erdniisse. Die langsamere Verdaubarkeit der gerdsteten Erdniisse im
Vergleich zu den gekochten Erdniissen konnte eine mdgliche Ursache fiir die unterschiedliche

Hiufigkeit des Auftretens der Erdnussallergie in China und den USA darstellen.

(13) In abschlieBenden orientierenden Untersuchungen konnten MP-Lysin und 2-PPL
massenspektrometrisch auch in nativen, aus humanen Plasmaproben isolierten LDL-Proben
(nLDL) quantifiziert werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass es auch in vivo zu
Lipierungsreaktionen kommt. Das Lipierungsprodukt 2-PPL wurde erstmalig in LDL-Proben
massenspektrometrisch quantifiziert. Als Folge einer in vitro Oxidation des nLDL zum
»OXLDL*“ stiegen die Gehalte an MP-Lysin und 2-PPL von jeweils 6,0 auf
19,1 umol/100 g Protein und von 204,6 auf 406,3 nmol/100 g Protein an. Ubertragen auf die
Situation in vivo sind somit analoge oxidative Verdnderungen des LDL denkbar, wodurch die
Makrophagenaufnahme beeinflusst werden und ein Zusammenhang mit der Entstehung von

Atherosklerose bestehen konnte.

Die Ergebnisse zeigen, dass Lipierungsreaktionen vor allem bei der thermischen Behandlung
von Lebensmitteln ablaufen und im Falle der Erdniisse einen Einfluss auf das allergene
Potential haben konnten. Vor dem Hintergrund einer in China im Vergleich zu den USA
geringeren Privalenz der Erdnussallergie wurden Hinweise erhalten, dass die unterschiedlichen
Zubereitungsarten (China: Kochen, USA: Rosten) vor allem die Verdaubarkeit der Proteine
beeinflussen und hieriiber einen direkten Einfluss auf die Sensibilisierung haben konnten. Zur
Beurteilung des allergenen Potentials unterschiedlich verarbeiteter Erdniisse miissen in
weiterfilhrenden Untersuchungen neben Tests zur Beurteilung des IgE-Bindungsvermogens

auch Verdauungstests durchgefiihrt werden.
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