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1 Einleitung 

1 Einleitung 

Der fortschreitende demografische Wandel in der Alterungsstruktur der Bevölkerung stellt eine 

der herausforderndsten Fragen der heutigen Zeit dar. Im Jahr 2017 betrug der Anteil an 

Personen über 65 Jahren 21,4% der Gesamtbevölkerung Deutschlands und ist damit um 36,6% 

innerhalb der letzten 20 Jahre gestiegen.1 Altern ist ein komplexer physiologischer Vorgang bei 

dem bereits über 300 verschiedene beteiligte Mechanismen auf zellulärer und 

makromolekularer Ebene vorgeschlagen wurden.2 Die meisten Theorien über molekulare 

Veränderungen basieren auf spontanen chemischen Reaktionen, welche die Funktion von 

Proteinen und anderen biologischen Makromolekülen beeinträchtigen.3 Eine der wichtigsten 

Ursachen für die irreversible, nicht-enzymatische Modifikation von Proteinen besteht in ihrer 

Interaktion mit Kohlenhydraten, der sogenannten Maillard-Reaktion.  

Der wohl schwierigste Aspekt der Maillard-Reaktion besteht dabei in der Fülle der gebildeten 

Reaktionsprodukte.4 Unter physiologischen Bedingungen wird die Komplexität der 

auftretenden Mechanismen durch weitere Einflussfaktoren wie dem Redoxzustand und den 

zahlreichen parallel ablaufenden enzymatischen Vorgängen in vivo erhöht. Nach unserem 

heutigen Verständnis stellen Enzyme bemerkenswert spezifische Katalysatoren dar und die 

Vorstellung, dass „ein Enzym – ein Substrat – eine Reaktion“ bestimmt, ist weit verbreitet.5 

Durch alternative Cofaktoren, konformativer Diversität und einem breiten Substratspektrum 

können jedoch Abweichungen von der eigentlich vorgesehenen physiologischen Reaktion 

entstehen.6 Abweichungen dieser Art treten vor allem in diversen Pathologien auf, die eine 

Störung des chemischen und biochemischen Gleichgewichts bedingen. 

Die Vereinigung von verschiedenen chemischen und biochemischen Mechanismen in 

Verbindung mit klinischen Studien kann so einen einheitlichen konzeptionellen Rahmen für die 

zukünftige Forschung und dem Verständnis der zugrunde liegenden Mechanismen in der 

Modifikation von Proteinen bilden.  



 

 

2 Aktueller Stand der Forschung 

2 Aktueller Stand der Forschung 

2.1 Die Maillard-Reaktion 

Die nach dem französischen Chemiker Louis Camille Maillard benannte Reaktion ist vor allem 

durch ihren Einfluss auf Lebensmittel bekannt geworden. Sie ist maßgeblich an der Ausbildung 

von Farbe und der Entwicklung eines charakteristischen Aromaprofils beteiligt. Zusätzlich wird 

die Relevanz dieser Reaktion bei pathologischen Prozessen immer häufiger diskutiert.7 

Generell beschreibt die Maillard-Reaktion die Reaktion zwischen freien Aminogruppen von 

Aminosäuren, Peptiden und Proteinen mit reduzierenden Zuckern. Im weiteren Verlauf der 

Reaktion entstehen reaktive Verbindungen, welche weiteren Enolisierungen, Dehydratationen, 

Cyclisierungen, Fragmentierungen und Redoxreaktionen unterliegen. Diese Verbindungen sind 

maßgeblich an der Reaktion beteiligt und tragen zur Bildung von posttranslationalen 

Aminosäure- und Proteinmodifikationen (Advanced Glycation Endproducts, AGEs), 

aromaaktiven Stoffen und braunen Pigmenten, den Melanoidinen, bei (Abb. 1).8 Die Reaktion 

wird insbesondere von der Temperatur, dem pH-Wert und dem Redoxpotential der Umgebung 

beeinflusst.9–11 Ebenso sind reduzierende Zucker in der Lage, auch ohne Zusatz von 

Aminosäuren zu reagieren. Dieser Vorgang wird als Karamellisierung zusammengefasst.12 

 

Abb. 1: Grundzüge der Maillard-Reaktion13 



 

 

3 Aktueller Stand der Forschung 

2.1.1 Initialphase 

Die Maillard-Reaktion kann in drei Phasen unterteilt werden. In der Anfangsphase der Reaktion 

greift die freie Aminogruppe der Aminosäure nucleophil an die Carbonylfunktion des Zuckers 

an (Abb. 2). Diese Reaktion führt zum Halbaminal, das in einer Folgereaktion unter der 

Abspaltung von Wasser zum Imin, der so genannten Schiff‘schen Base, übergeht. Über 

Enolisierungen verlaufende Folgereaktionen führen über das 1,2-Enaminol zu der 1-Amino-

1-Desoxyketose (Amadori-Produkt).14 Dabei korreliert die Reaktivität verschiedener Zucker 

und Zuckerphosphate mit der Verfügbarkeit der offenkettigen Carbonylform.15,16 

  

Abb. 2: Bildung des Amadori-Produktes am Beispiel der Glucose 

Das Amadori-Produkt stellt die zunächst quantitativ bedeutendste Verbindung dar, da es, 

gemäß einer intramolekularen Halbacetalbildung zwischen dem Carbonylkohlenstoff und einer 

Hydroxylgruppe, für gewöhnlich als verhältnismäßig stabile Pyranose vorliegt. Die analog 

verlaufende Reaktion mit Ketosen führt zu den instabileren Aminoaldosen (Heyns-Produkt).17 

Infolge des Gleichgewichts zwischen offenkettiger und cyclischer Form finden weitere 

Umlagerungs- und Abbaureaktionen statt.  

2.1.2 Bildung reaktiver Intermediate 

Die fortgeschrittene Phase der Maillard-Reaktion beschreibt die Umwandlung und den Abbau 

des Amadori-Produkts unter Bildung von reaktiven Carbonylverbindungen. Darunter befindet 

sich eine Gruppe von α-Dicarbonylen mit zwei vicinal angeordneten Carbonylfunktionen. 

Ihre Bildung kann auf verschiedenen Wegen erfolgen (Abb. 3). Die Säure-Basen-katalysierte 

Enolisierung des Amadori-Produkts kann zum 1,2-Enaminol oder dem 2,3-Endiol führen. 

Ausgehend vom 1,2-Enaminol bildet sich nach β-Eliminierung der Hydroxylgruppe am 

C3-Atom und anschließender hydrolytischer Abspaltung der Aminosäure das 

3-Desoxyglucoson. Das 1-Desoxyglucoson repräsentiert ein zentrales Folgeprodukt des 

2,3-Endiols und wird durch β-Eliminierung der Aminosäure am C1 gebildet.8,18 Nach 
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4 Aktueller Stand der Forschung 

Enolisierung entlang des kompletten Kohlenstoffgrundgerüsts bildet sich das Lederer Glucoson 

aus dem 5,6-Endiol. Redoxreaktionen sind ebenfalls von entscheidender Bedeutung für die 

Bildung von Folgeprodukten. So kann, durch Autoxidation oder der aminkatalysierten 

Oxidation, aus dem Amadori-Produkt das Glucoson gebildet werden.19,20 

 

Abb. 3: Bildung von α-Dicarbonylen ausgehend vom Amadori-Produkt der Glucose 

Aufgrund der hohen Reaktivität von α-Dicarbonylen erfolgt der weitere Abbau des 

Kohlenstoff-Grundgerüstes zu kurzkettigen Carbonylverbindungen (α-Dicarbonyle, 

Reduktone, Aldehyde und Carbonsäuren), die das Produktspektrum dieser Substanzklasse 

weiter erhöhen. Einige wichtige Vertreter sind in Abb. 4 dargestellt. 

 

Abb. 4: Reaktive Intermediate mit C2-C5 Kohlenstoff-Grundgerüst 

3-Desoxypentoson wird als charakteristisches Abbauprodukt von Di- und Oligosacchariden 

beschrieben. Allerdings kann seine Bildung auch aus dem Glucoson erfolgen.19,21,22 Threoson 

konnte als Folgeprodukt von 1-Desoxyglucoson aus dem Maillard-induzierten Abbau von 

Glucose nachgewiesen werden.23 Methylgloxal und Glyoxal stellen die mitunter am häufigsten 

in Lebensmitteln identifizierten α-Dicarbonyle dar. Obwohl zahlreiche Untersuchungen 
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5 Aktueller Stand der Forschung 

durchgeführt wurden, können weder für Methylgloxal noch Glyoxal  definierte 

Bildungsmechanismen beschrieben werden. Experimente über den Abbau von 13C-markierter 

Glucose zeigten die Entstehung von Methylgloxal und Glyoxal entlang des kompletten 

Kohlenstoffskeletts auf.19,24 Ein weiteres Folgeprodukt stellt Glycolaldehyd dar. Als möglicher 

Vorläufer wurde unter anderem das Threoson identifiziert, welches nach einer 

β-Dicarbonylspaltung zu Glycolaldehyd führt.25  

Zentrale Mechanismen der Fragmentierung und Bildung reaktiver Carbonylverbindungen 

Weenen und Tressl beschrieben drei grundlegende Fragmentierungsmechanismen für die 

Bildung von α-Dicarbonylen während der Maillard-Reaktion: Retro-Aldol-Reaktion, 

α-Dicarbonylspaltung und β-Dicarbonylspaltung.26,27 Allerdings zeigten aktuelle Studien, dass 

nur die oxidative α-Dicarbonylspaltung sowie die hydrolytische und amininduzierte 

β-Dicarbonylspaltung von Relevanz sind.28 

Die Retro-Aldol-Spaltung setzt beim umzusetzenden Kohlenhydrat eine 

β-Hydroxycarbonylstruktur voraus und führt zu einem Bruch zwischen dem Cα und Cβ in 

Nachbarschaft zur Carbonylgruppe. Pfeifer und Kroh postulierten die Bildung von 

Glycolaldehyd und D-Erythrose ausgehend von Glucose.29 Obwohl diesem Mechanismus eine 

große Bedeutung zugesprochen wird, bleibt seine Relevanz in vivo fraglich.28,30 Zum 

derzeitigen Stand der Forschung konnte die Retro-Aldol-Reaktion nicht eindeutig 

nachgewiesen werden.18 Wohingegen die Bildung von α-Dicarbonylen und anderen 

Verbindungen durch Aldolkondensation einen festen Bestandteil der Maillard-Kaskade 

darstellt.29,31  

Die Spaltung von α-Dicarbonylen über einen oxidativen Weg wurde erstmals von Davídek et 

al. nachgewiesen und später anhand von Modelluntersuchungen mit Ascorbinsäure (Vitamin C) 

bestätigt.32,33 Dabei greift aktivierter molekularer Sauerstoff an einer der beiden 

Carbonylverbindungen an (Abb. 5). Das entstehende Alkoxyradikal reagiert über eine 

Elektronenübergangsreaktion zum Hydroperoxidanion. Durch eine Bayer-Villiger Umlagerung 

wird ein Sauerstoffatom in das Kohlenstoffskelett eingebaut und liefert ein gemischtes 

Säureanhydrid. Dieses kann nun wieder nucleophil von einer Aminosäure oder einem 

Hydroxidion angegriffen werden, welches zu den entsprechenden Carbonsäuren 

beziehungsweise Amiden führt. Eine rein hydrolytisch erfolgende α-Dicarbonylspaltung kann 

dagegen ausgeschlossen werden.28 



 

 

6 Aktueller Stand der Forschung 

 

Abb. 5: Mechanismus der oxidativen α-Dicarbonylspaltung am Beispiel des 1-Desoxyglucosons nach 

Davidek et al.32 

Die hydrolytische β-Dicarbonylspaltung wurde bereits 1961 als alternativer Mechanismus zur 

Retro-Aldol-Reaktion erwähnt und gilt als Hauptweg der Zuckerfragmentierung (Abb. 6).23,25,34 

Generell erfolgt der Angriff nach Tautomerisierung des Dicarbonyls in seine Reduktonform, 

welche dann in seine korrespondierenden Fragmente gespalten wird. Die hydrolytische β-

Dicarbonylspaltung folgt dem Prinzip einer Retro-Claisen-Kondensation, wobei ein 

Hydroxidion an eine der beiden Carbonylfunktionen des β-Diketons angreift und Carbonsäuren 

beziehungsweise α-Hydroxycarbonylverbindungen resultieren.26,32 Neben Hydroxidionen 

können auch andere Nucleophile in Form von Aminosäuren  zum weiteren Abbau von 

Dicarbonylen führen. Diese amininduzierte Dicarbonylspaltung verläuft nach dem Prinzip 

seines hydrolytischen und oxidativen Pendants, jedoch in deutlich geringerem Umfang.35 

 

Abb. 6: Mechanismus der hydrolytischen β-Dicarbonylspaltung am Beispiel des Threosons nach 

Voigt et al.25 

Des Weiteren werden die Autoxidation von Zuckern, welche allerdings quantitativ nur eine 

marginale Bedeutung besitzt, und radikalische Mechanismen diskutiert.36,37 Der radikalische 

Abbau von Maillard-Intermediaten ist nach seinem Entdecker Namiki benannt und umfasst die 

durch freie Radikale vermittelte Bildung von Carbonylspaltungsprodukten.38,38 
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7 Aktueller Stand der Forschung 

2.1.3 Folgeprodukte und deren Bedeutung in vivo 

Neben aromaaktiven Stoffen und den hochpolymeren Melanoidinen bilden AGEs die stabilen 

Endprodukte der Maillard-Reaktion. Sie zeichnen sich durch einen breiten Bereich ihrer 

chemischen Stabilität und durch hohe Variation ihrer biologischen Wirkungsweise aus.39 

Typischerweise erfolgt die Modifikation an der ε-Aminogruppe von Lysin oder der 

Guanidinogruppe von Arginin. Obwohl Glucose eine deutlich höhere Plasmakonzentration 

aufweist, sind kurzkettige Carbonylverbindungen wesentlich reaktiver und können aufgrund 

ihrer geringen Molekülgröße leichter und tiefer in ein Protein und dessen Kontaktregionen 

vordringen.40,41 Daher verläuft die Bildung von AGEs häufig über freie oder proteingebundene 

α-Dicarbonyl-Intermediate.42 Es sind drei grundlegende Bildungswege für AGEs durch die 

Maillard-Reaktion bekannt. Die erste Möglichkeit besteht in der Umlagerung der Amadori-

Produkte, gefolgt von oxidativen und nicht-oxidativen Abbauwegen. Zweitens bilden 

Kondensationsreaktionen von Arginin-, Lysin- und Cysteinseitenketten von Proteinen mit 

reaktiven Carbonylen AGEs und drittens führen amininduzierte Dicarbonyspaltungen direkt zu 

Amid-AGEs.43,44 

Trotz ihrer Komplexität und umfassenden pathologischen Verteilung verursachen alle 

bekannten AGEs das gleiche chemische Resultat. Sie modifizieren Proteine und bedingen deren 

kovalente Verknüpfung. Man unterscheidet hierbei in monovalente Modifikationen einzelner 

Aminosäuren und bivalente Modifikationen von zwei Aminosäuren und die damit verbundene 

Quervernetzung innerhalb eines Proteins (intramolekular) oder verschiedener Proteine 

(intermolekular).  Die Vielfältigkeit der Reaktion wird dabei einerseits an der möglichen Fülle 

der gebildeten AGEs aus einem Carbonylsubstrat (Abb. 7, hier am Beispiel von Glycolaldehyd, 

der einfachsten Verbindung aus der Gruppe der α-Hydroxyaldehyde) und andererseits an der 

Anzahl unterschiedlicher Ausgangssubstrate und Mechanismen deutlich, die zu einem AGE 

führen. So sind allein für die Bildung von N6-Carboxymethyllysin (CML), dem ersten in vivo 

identifizierten und häufig als Biomarker verwendeten AGE, bereits mehrere Möglichkeiten 

bekannt.45,46 Die Reaktion von Glyoxal zu CML benötigt Enolisierungs- und Cannizzaro-

ähnliche Schritte, während für Glycolaldehyd ein zusätzlicher oxidativer Schritt erforderlich 

ist. Darüber hinaus kann Glycolaldehyd über einen oxidativ radikalisch unterstützten 

Mechanismus zu CML führen.47 Neben der Reaktion von Glycolaldehyd und Glyoxal mit Lysin 

führt auch die oxidative Fragmentierung des Amadori-Produkts verschiedener Zucker, die 

Peroxidation von Lipiden und die Autoxidation von Ascorbinsäure zu CML.37,48–51 Die Bildung 

von bivalenten, quervernetzenden AGEs (Crosslinks) ist, neben dem mechanistischen Aspekt 

ihrer Bildung, zusätzlich stark von der Verfügbarkeit der Aminogruppen in Proteinen abhängig. 
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Bisher sind nur Crosslinks zwischen Lysin-Lysin (z.B. Glyoxal-Lysin-Dimer, GOLD) und 

Arginin-Lysin (z.B. Glyoxal-Lysin-Arginin-Crosslink, GODIC) bekannt. Die Aufklärung 

dieser Verbindungen und der zugehörigen Reaktionsmechanismen ist daher von entscheidender 

Bedeutung für ein umfassendes Verständnis der Maillard-Reaktion in vitro und in vivo. 

 

Abb. 7: Übersicht von mono- und bivalenten AGEs ausgehend von Glycolaldehyd und Glyoxal 

In vivo wird die endogene Akkumulation von AGEs durch oxidativen und Carbonyl-induzierten 

Stress gefördert, was zu veränderten Strukturen und Funktionen von Proteinen führt und so 

einen wichtigen Marker für Gewebeschäden bei der Alterung und diversen Krankheitsbildern 

wie Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Nierenbeschwerden und neurodegenerativen 

Erkrankungen darstellt.52–56 Die Akkumulation wird dabei durch verschiedene biologische 

Faktoren beeinflusst. Die wichtigsten sind der Umsatz von Proteinen (protein turnover) und die 

Konzentration der reagierenden Carbonylsubstrate.57 Unter den bekannten biologischen 

Parametern sind ebenfalls die Art der reagierenden Carbonylsubstrate, Position und Reaktivität 

der basischen Aminosäure, der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies, der chemische oder 

enzymatischer Abbau von AGEs und ihren Vorläuferstrukturen und deren Ausscheidung 

(renale Eliminierung) von Bedeutung.58–60 Vor allem langlebige Proteine der extrazellulären 

Matrix wie Augenlinsen oder Kollagen, mit einer Lebensdauer von mehreren Jahren, sind 

äußerst anfällig für Strukturveränderungen.61–63 Die zunehmende Versteifung und Dysfunktion 
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des Gewebes korreliert dabei mit steigender Konzentration an mono- und bivalenten AGEs.64 

Es ist allerdings hervorzuheben, dass auch kurzlebige Proteine modifiziert werden. Während 

eine anhaltende, exzessive Modifikation von Enzymen sich negativ auf die Substratbindung 

und enzymatische Aktivität auswirkt, kann eine minimale Glykierung auch eine 

aktivitätssteigernde Wirkung, z. B. durch die Verbesserung der Löslichkeit, auslösen.65,66 

 

Abb. 8: Übersicht über chemische, enzymatische und biologische Einflussfaktoren auf die Bildung 

von AGEs in vivo 

Zusätzlich zur Maillard-induzierten AGE-Bildung durch die Reaktion mit Kohlenhydraten und 

deren Degradationsprodukten, werden auch andere  physiologische Wege, wie der chemische 

Abbau von DNA und Lipiden diskutiert. Dabei werden diese durch den enzymatischen 

beziehungsweise oxidativen Abbau von Glycerin und Fettsäuren gebildeten 

Proteinmodifikationen in der Literatur auch als Advanced Lipoxidation Endproducts (ALEs) 

bezeichnet. Neben diesen rein nicht-enzymatischen Reaktionen erfolgt parallel auch eine 

enzymatische Bildung und Entgiftung ihrer Vorläuferstrukturen und Endprodukte. Dabei 

spielen vor allem der Polyol- und Pentosephosphatweg, die Glycolyse, das Glutathion-

Redoxsystem und der direkte Abbau von Aminosäuren und reaktiven Carbonylspezies durch 

Enzyme (z.B. Aldehydreduktasen) eine entscheidende Rolle.67–76 Abgesehen von den 

endogenen Bildungswegen werden AGEs auch exogen über die Nahrung aufgenommen.77,78 
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Abb. 8 fasst die postulierten Einflussfaktoren auf die Bildung reaktiver Carbonyle und folgend 

der AGEs zusammen. Die direkte Modulierung von AGEs und reaktiven 

Carbonylverbindungen durch biologische und spontane chemische Reaktionen der Maillard-

Reaktion wurde bereits intensiv untersucht. Allerdings sind auch die enzymkatalysierte 

Beeinflussung und die ineinander übergreifende Wechselwirkung dieser Mechanismen von 

entscheidender Bedeutung. 

2.2 Rolle der Transketolase-Reaktion 

Da dem Einfluss der Transketolase-Reaktion und des Pentosephosphatwegs auf die 

Modifikation von Proteinen eine besondere Bedeutung in dieser Dissertation zufällt, werden an 

dieser Stelle spezifische Details dieser essentiellen Stoffwechselreaktion beleuchtet. 

Transketolase (Glycolaldehydtransferase, EC 2.2.1.1) ist das geschwindigkeitsbestimmende 

Enzym im nicht-oxidativen Teil des Pentosephosphatweges, einem der Hauptstoffwechselwege 

für Kohlenhydrate. Eine gestörte metabolische Funktion wurde bereits mit einer Reihe von 

Krankheiten wie Diabetes, Alzheimer, Krebs und dem Wernicke-Korsakoff-Syndrom in 

Verbindung gebracht.79–81  

2.2.1 Stoffwechselfunktion 

An der Schnittstelle zwischen den Hexose- und Pentosephosphaten steht der 

Pentosephosphatweg mit seinen spezifischen Enzymen Transketolase und Transaldolase. Der 

Pentosephosphatweg dient der Gewinnung von Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 

(NADPH) für anabole Reaktionen, Erythrose-4-phosphat (E4P) für die Synthese aromatischer 

Aminosäuren und der Bildung und Umwandlung von Pentosephosphaten, die wichtige 

Vorstufen für die Biosynthese von Nucleinsäuren, Vitaminen und Coenzymen darstellen.82 

Darüber hinaus hilft NADPH den Redoxzustand einer Zelle aufrecht zu erhalten, indem 

Reduktionsäquivalente für die Glutathion-Produktion bereitgestellt werden. Glutathion ist ein 

essentielles Molekül zum Ausgleich des Redoxzustands und der Biotransformation von 

Schadstoffen in einer Zelle. 83,84 

Der Pentosephosphatweg (Abb. 9) ist ein von Glucose ausgehender teilweise parallel zur 

Glycolyse geschalteter Stoffwechselweg. Zuerst wird die aufgenommene Glucose durch das 

Enzym Hexokinase phosphoryliert. Das gebildete Glucose-6-phosphat (G6P) wird danach 

hauptsächlich für die Energiegewinnung durch die Glycolyse und anschließender Oxidation der 

Produkte im Citratcyclus genutzt oder über den Pentosephosphatweg  

umgewandelt.83,84 
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Abb. 9: Glycolyse und Pentosephosphatweg 

Der Pentosephosphatweg kann in zwei Phasen unterteilt werden, die oxidative, irreversible 

Phase und die sich anschließende nicht-oxidative, reversible Phase. Dabei wird G6P durch 

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Lactonase in Gluconat-6-phosphat überführt und 

NADPH gebildet. Durch Dehydrierung und Decarboxylierung wird unter Katalyse der 

6-Phosphogluconat-Dehydrogenase NADPH, CO2 und Ribulose-5-phosphat (Ru5P) gebildet. 

Im weiteren Verlauf der Reaktion wird im reversiblen nicht-oxidativen Abschnitt Ru5P in 

Xylulose-5-phosphat (X5P) oder Ribose-5-phosphat (R5P) isomerisiert. Dabei kann das 

gebildete R5P einerseits für die Zellproliferation verwendet oder zusammen mit X5P über eine 

Transketolase- und Transaldolase-katalysierte Transferreaktion wieder in die Glycolyse 

eingeschleust werden. Dafür wird durch Transketolase die obere C2-Einheit (Abb. 9, roter 

Rahmen) von X5P auf R5P übertragen, sodass aus zwei C5-Zuckern ein C3-Zucker 

(Glycerinaldehyd-3-phosphat, G3P) und ein C7-Zucker (Sedoheptulose-7-phosphat, S7P) 

entsteht. Anschließend erfolgt die Transaldolase-katalysierte Übertragung einer C3-Einheit 

(Abb. 9, blauer Rahmen) von S7P auf G3P zu Fructose-6-phosphat (F6P) und E4P. Ein weiteres 

im oxidativen Abschnitt entstandenes X5P wird zusammen mit E4P erneut als Substrat der 

Transketolase genutzt. Die Reaktionskaskade des nicht-oxidativen Teils liefert so zwei 

Moleküle F6P und ein Molekül G3P, die Zwischenstufen der Glycolyse darstellen. S7P stellt 
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das einzige Intermediat des Pentosephosphatwegs dar, das nicht an anderen Stoffwechselwegen 

beteiligt ist. Je nach Stoffwechsellage erfolgt der weitere glycolytische Abbau aller anderen 

Metaboliten oder durch einige Enzyme der Gluconeogenese ein erneuter Zyklus für die 

Generierung von NADPH.83–86 

2.2.2 Cofaktoren & Substratspezifität 

Transketolase benötigt Thiamindiphosphat (ThDP, Abb. 10), die biologisch aktive Form des 

Vitamin B1 und ein bivalentes Metallkation wie Mg2+, Mn2+ oder Ca2+ als Cofaktoren.  Thiamin 

setzt sich aus einem aromatischen Methyl-Aminopyrimidinring und einem 

Methyl-Thiazoliumring zusammen, die über eine Methylengruppe verknüpft sind. Die 

physiologisch aktive Form trägt zusätzlich eine Pyrophosphatgruppe an der 

Hydroxyethylseitenkette des Thiazoliumrings. ThDP bestimmt trotz seiner Vielseitigkeit weder 

die Richtung noch das jeweilig umzusetzende Substrat der Transketolase-Reaktion. Dies wird 

ausschließlich von der Struktur des Apoproteins bestimmt.82,87 

 

Abb. 10: Strukturformel von Thiamindiphosphat 

Das Enzym kommt ubiquitär in der Natur vor und weist eine 45-50% Homologie der 

Aminosäuresequenz in Bakterien, Hefen und Pflanzen auf. Humane Transketolase hingegen 

zeigt, verglichen mit Hefe und Escherichia coli (E. coli), lediglich eine Überschneidung von 

ca. 27%.88 Bevorzugt werden Donorsubstrate mit D-threo-Konfiguration und α-hydroxylierte 

C2-D-Akzeptorsubstrate umgesetzt, da diese Konfigurationen zu optimal ausgebildeten 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Enzym und Substrat führen.89,90 Während humane 

Transketolase ausschließlich phosphorylierte Donorketosen (X5P, F6P und S7P) und 

Akzeptoraldosen (R5P, G3P und E4P) mit Kettenlängen zwischen drei und sieben C-Atomen 

umsetzen kann, verfügt Transketolase aus E. coli, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) und 

Spinat über ein breites Spektrum an phosphorylierten und nicht-phosphorylierten Substraten 

(Tab. 1).82,91 Das geringere Substratspektrum von humaner Transketolase kann, neben einem 

kleineren Durchmesser des Substratkanals, in einer abweichenden Aminosäuresequenz 

begründet sein. Ein zusätzlicher Lysinrest (Lysin 260) soll so zu einer höheren Affinität von 

phosphorylierten Substraten führen.88 Eine Sonderform stellt die Dihydroxyaceton-Synthase 
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beziehungsweise Formaldehydtransketolase aus den Organismen Hansenula polymorpha, 

Candida boidinii und Acetinobacter sp. dar, welche zusätzlich Formaldehyd und Acetaldehyd 

als Akzeptoren nutzen kann.92–94 

Tab. 1: Substrate verschiedener Transketolasen 

 Human88,95–98 S. cerevisiae99 E. coli89,91 Spinat89,100 

Donorketosen     

 

D-Xylulose-5-phosphat 

D-Fructose-6-phosphat 

D-Sedoheptulose-7-phosphat 

Dihydroxyacetonphosphat 

Dihydroxyaceton 

β-Hydroxypyruvat 

 

X 

X 

X 

 

 

 

 

 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

 

 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

 

 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

 

Akzeptoraldosen     

 

D-Ribose-5-phosphat 

D-Erythrose-4-phosphat 

D-Glycerinaldehyd-3-phosphat 

Glycolaldehyd 

unphosphorylierte Aldosen 

 

X 

X 

X 

X 

 

 

X 

X 

X 

X 

 

 

X 

X 

X 

X 

 

 

X 

X 

X 

X 

X 

 

2.2.3 Reaktionsmechanismus der Transketolase 

Transketolase ist ein aus zwei identischen Untereinheiten aufgebautes, rotationssymmetrisches 

Homodimer mit zwei aktiven Zentren.101,102 Pro Untereinheit sind jeweils ein Molekül ThDP 

und ein bivalentes Metallion für eine katalytische Aktivität notwendig.103 

Die Wirkungsweise der Transketolase beruht auf der Übertragung eines C2-Fragments 

(„aktivierter Glycolaldehyd“) von einer Donorketose (X5P) auf eine Akzeptoraldose (R5P) 

(Abb. 11). Die Reaktion kann dabei in zwei Abschnitte unterteilt werden. Zunächst erfolgt die 

Deprotonierung des Cofaktors am C2-Atom des Thiazoliumrings zum Carbanion (Ylid). Nach 

nucleophilem Angriff an die Carbonylfunktion der Donorketose entsteht das kovalent 

gebundene Donor-ThDP-Addukt. Die enzymvermittelte Deprotonierung der C3-OH-Gruppe 

führt zur Spaltung der Bindung zwischen C2 und C3 der Donorketose und zur Bildung einer um 

zwei C-Atome verkürzten Aldose (G3P) und 1,2-Dihydroxyethylthiamindiphosphat 

(DHEThDP).90,104 Im zweiten Teil der Reaktion erfolgt der nucleophile Angriff des Carbanion-

DHEThDP-Intermediats am C1 einer Akzeptoraldose (R5P) wodurch der am Cofaktor 

gebundene Glycolaldehydrest übertragen wird. Als Produkt entsteht eine um zwei 

Kohlenstoffeinheiten verlängerte Ketose (S7P) und ThDP in seiner ursprünglichen Form.105,106  
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Abb. 11: Reaktionsmechanismus der Katalyse am Beispiel von Xylulose-5-phosphat und 

Ribose-5-phosphat 

Neben der Zweisubstratreaktion, bei der eine Donorketose mit einer Akzeptoraldose umgesetzt 

wird, kann das Enzym auch Einsubstratreaktionen unter Ausschluss der Akzeptoraldose 

ausführen.88,96 Dabei wird lediglich eine Hälfte des Homodimers genutzt.107 Die katalytische 

Umsetzung der Donorketose verläuft dabei zunächst analog zur Zweisubstrat-katalysierten 

Umsetzung und führt zu der entsprechenden Aldose und DHEThDP. Der Zerfall des 

DHEThDP-Intermediats in ThDP und Glycolaldehyd, welches nun als Akzeptoraldose dienen 

kann, stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Katalyse dar und kann nur 

enzymatisch erfolgen.108–110  
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3 Zielstellung 

Die Bildung von Maillard-abgeleiteten posttranslationalen Proteinmodifikationen ist ein 

wichtiger Forschungsbereich sowohl in der Lebensmittelchemie als auch in vivo. 

Nicht-enzymatische Carbonyl-Amin-Reaktionen führen dabei zu Veränderungen in der 

biologischen Funktion und Struktur von Proteinen. Besonders reaktive kurzkettige Aldehyde 

wie Glycolaldehyd und sein oxidatives Pendant Glyoxal sind zentrale Vorläufer für die Bildung 

von Proteinmodifikationen (Advanced Glycation Endproducts, AGEs). Dabei werden diese 

Carbonylverbindungen und ihre Folgeprodukte durch verschiedene Pathologien, dem 

Redoxzustand und multiple enzymatische Reaktionen beeinflusst. Die in dieser Dissertation 

präsentierten Ergebnisse sollen zu einem tieferen Verständnis der Reaktionen von 

Glycolaldehyd und Glyoxal in vitro und in vivo beitragen. 

Ein Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung der Transketolase-Reaktion in der Bildung und 

Reduktion reaktiver Carbonylspezies und deren Beteiligung an der Glykierung von Proteinen 

im Detail zu untersuchen. Zur Etablierung eines aussagekräftigen Modellsystems wurde 

zunächst rekombinante Transketolase A von Escherichia coli mit dem artifiziellen Substrat 

β-Hydroxypyruvat umgesetzt. Für mechanistische Aussagen wurden die Inkubationen in 

Gegenwart von Bovinem Serum Albumin mit und ohne Zusatz von Glycolaldehyd 

durchgeführt. Um die Relevanz dieser Reaktion in vivo zu beurteilen, wurden 

Folgeuntersuchungen mit humaner Transketolase und 13C-markierten Standards durchgeführt. 

Durch die Implementierung neuer Methoden zur Quantifizierung von Glycolaldehyd und 

anderen Zuckern sowie Zuckerphosphaten wurde darüber hinaus die Rolle zentraler 

Stoffwechselintermediate der Transketolase im Krankheitsbild der Urämie untersucht. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit bezog sich auf die Veränderung der 

physikochemischen Eigenschaften von Proteinen durch die Modifikation mit Glycolaldehyd 

und Glyoxal. Die Bildung von AGEs durch beide Aldehyde ist eng miteinander verknüpft. 

Allerdings wurden in vitro grundlegend unterschiedliche Reaktionsmechanismen und Arten 

von Proteinspezies für beide Aldehyde beobachtet. Um die Veränderung der 

physikochemischen Eigenschaften von Proteinen auf molekularer Ebene zu verstehen, wurden 

einzelne Proteinspezies charakterisiert, isoliert und anschließend auf ihren Gehalt an 

spezifischen AGEs untersucht.  
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4 Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 

4.1 Modellsysteme zur Untersuchung der Transketolase-Reaktion und 

ihren Einfluss auf die Bildung von Proteinmodifikationen 

Zahlreiche Studien belegen einen direkten Zusammenhang zwischen oxidativem und Carbonyl-

induziertem Stress und der Bildung von Proteinmodifikationen in vivo.111–116 Im Zentrum dieser 

Reaktion befinden sich vor allem kurzkettige Aldehyde wie Glycolaldehyd und Glyoxal, 

welche direkte Vorläuferstrukturen für die Bildung von Advanced Glycation Endproducts 

(AGEs) darstellen. Dabei wird die Glykierung von Proteinen durch zahlreiche enzymatische 

Vorgänge beeinflusst, die den metabolischen Fluss und den Redoxzustand in vivo regulieren.13 

Neben dem Glyoxalase-System wird auch der Transketolase-Reaktion eine zentrale Rolle in 

der Unterdrückung von Carbonylstress zugesprochen.117 So wurde bereits die indirekte 

Unterdrückung von Methylglyoxal infolge der Reduktion von Glycerinaldehyd-3-phosphat 

(G3P) nach Aktivierung der Transketolaseaktivität (TKA) durch Thornalley et al. 

beschrieben.118 Gleichzeitig postulierten die Arbeitsgruppen um Fiedler et al. und Bykova et al. 

erstmals die enzymkatalysierte Freisetzung des Cofaktor-gebundenen Glycolaldehyds im 

aktiven Zentrum der Transketolase als einen möglichen Nebenweg der 

C2-Transferreaktion.108,109 Im Gegensatz zu dieser Annahme konnte bis jetzt kein freier 

Glycolaldehyd sondern lediglich das Kondensationsprodukt Erythrulose nachgewiesen werden.  

Anhand der Literatur können drei mögliche Szenarien für die Transketolase-katalysierte 

Modulation von Glycolaldehyd in Gegenwart von Proteinen postuliert werden (Abb. 12). So 

kann (I) die Einsubstrat-katalysierte Freisetzung von Glycolaldehyd aus dem 

1,2-Dihydroxyethylthiamindiphosphat-Intermediat (DHETHDP) erfolgen und zur Erhöhung 

von posttranslationalen Proteinmodifikationen führen. Zum anderen (II) bedingt die 

enzymkatalysierte Umwandlung von Glycolaldehyd in die stabilere Erythrulose die Senkung 

von Proteinmodifikationen oder (III)  durch die Bindung von Glycolaldehyd an das 

Modellprotein erfolgt keine Interaktion mit dem aktiven Zentrum der Transketolase. 
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Abb. 12: Rolle von Glycolaldehyd während der Transketolase-Reaktion 

Daher war es das Ziel, das Verständnis um die Transketolase-Reaktion zu erweitern und ihren 

Einfluss auf die Bildung von posttranslationalen Proteinmodifikationen zu untersuchen. Eine 

detaillierte Beschreibung des experimentellen Aufbaus sowie die Diskussion der Ergebnisse 

können den Veröffentlichungen „Transketolase A From E. Coli Significantly Suppresses 

Protein Glycation By Glycolaldehyde And Glyoxal in Vitro“ (Journal of Agricultural and Food 

Chemistry, 2017, 65, 8196-8202) und „Influence of Transketolase-Catalyzed Reactions on the 

Formation of Glycolaldehyde and Glyoxal Specific Posttranslational Modifications under 

Physiological Conditions“ (Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2018, 66, 1498-1508) 

entnommen werden.119,120 

Modellsystem A: Untersuchungen mit rekombinanter Transketolase A von E. coli 

Um mechanistische Aussagen über die Rolle von Glycolaldehyd während der Transketolase-

Reaktion zu treffen, wurden zunächst Umsetzungen mit rekombinant synthetisierter 

Transketolase A aus Escherichia coli (E. coli) untersucht. Dazu wurden äquimolare Anteile an 

β-Hydroxypyruvat und Ribose-5-phosphat (R5P) mit und ohne Zusatz von 10 mol% 

Glycolaldehyd in Gegenwart von Bovinem Serum Albumin (BSA) inkubiert (pH = 7,4 und 

25°C). Um die Quelle von enzymatisch und nicht-enzymatisch gebildeten Glycolaldehyd zu 
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unterscheiden, wurden zusätzlich Inkubationen mit inaktivierter Transketolase durchgeführt. 

Die Umwandlung der Zucker und die Bildung von posttranslationalen Proteinmodifikationen 

wurden dabei über verschiedene Methoden der instrumentellen Analytik verfolgt. 

Da die Reaktion mit dem Einsatz von β-Hydroxypyruvat als artifizielle Donorketose unter 

Freisetzung von CO2 irreversibel verläuft, konnte das Modellsystem ausreichend vereinfacht 

werden, um mechanistische Zusammenhänge herzustellen (Abb. 13). Die Thiamindiphosphat-

vermittelte (ThDP) Katalyse führt dabei zuerst zum DHEThDP. Das Carbanion-Enamin-

Intermediat überträgt den gebundenen Glycolaldehyd auf R5P, wobei als Hauptprodukt der 

Reaktion Sedoheptulose-7-phosphat (S7P) entsteht. Bei der Zugabe von Glycolaldehyd als 

konkurrierender Akzeptor erfolgt zusätzlich die Bildung von Erythrulose. 

 

Abb. 13: Modellsystem A: Mechanismus der Transketolase-katalysierten Umsetzung von 

Glycolaldehyd in Gegenwart von BSA (übernommen von Klaus et al. 2017)119 

Ein entscheidender Faktor bei der Umsetzung von Multi-Komponenten-Systemen durch 

Enzyme stellt die Substrataffinität der einzelnen Verbindungen gegenüber dem Enzym dar. 

Glycolaldehyd stellt, gemessen an seiner Affinität (KM = 14 mM)91, das beste nicht-

phosphorylierte Akzeptorsubstrat für nicht-tierische Transketolasen dar und wurde bereits für 

die enzymatische Synthese von Erythrulose verwendet.121–123 Tatsächlich konnte neben einer 

signifikanten Abnahme der Glycolaldehydkonzentration die verstärkte Bildung von 

Erythrulose in Inkubationen mit Glycolaldehyd beobachtet werden (Tab. 2). Die mögliche 

enzymatische Bildung von Erythrulose aus der Kondensation von zwei 
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Glycolaldehydmolekülen kann aufgrund der sehr geringen Affinität von Glycolaldehyd als 

Donorsubstrat (KM = 140 mM, gemessen mit Transketolase aus Saccharomyces cerevisiae) 

ausgeschlossen werden.124 Inkubationen ohne den Zusatz von Glycolaldehyd zeigten ebenfalls 

die Bildung geringer Mengen an Erythrulose. Allerdings muss diese auf die nicht-enzymatische 

Bildung von Glycolaldehyd durch den Maillard-katalysierten Abbau der Substrate und die 

anschließende Umwandlung in Erythrulose durch Transketolase zurückgeführt werden. Vor 

allem β-Hydroxypyruvat ist anfällig für nicht-enzymatische Abbaureaktionen die zu 

Glycolaldehyd, Glyoxylsäure und Spuren von Erythrulose durch Aldolkondensation 

führen.89,125,126 Die signifikanten Unterschiede zwischen den Inkubationen mit und ohne 

Glycolaldehyd beweisen, dass im Verlauf der Reaktion ebenfalls S7P (KM = 4 mM)91 neben 

β-Hydroxypyruvat (KM = 18 mM)91 als Donorketose für die Bildung von Erythrulose agiert. 

Die dabei gebildete Erythrulose, kann nun in einem weiteren Reaktionszyklus (futile Cycle) als 

Donorketose fungieren. Ob sich dabei ein Gleichgewichtszustand (Steady-State) zwischen 

Erythrulose, R5P, S7P und ungebundenem Glycolaldehyd ausbildet oder die Reaktion zum 

Erliegen kommt, wurde nicht abschließend geklärt.127 

Tab. 2: Gehalte an Zucker [mol%, Ribose-5-phosphat] und Proteinmodifikationen [mmol/mol L-Leu] 

in Gegenwart von Transketolase A (TK) oder inaktivierter Transketolase A (ITK) nach 8 h mit und 

ohne Zusatz von 10 mol% Glycolaldehyd (GA).119 

 TK ohne GA ITK ohne GA TK mit GA ITK mit GA 

Sedoheptulose-7-P 87.3 ± 1.6 < NGa 82.0 ± 1.9* < NG 

Ribose-5-P 11.5 ± 0.6 89.2 ± 0.7 13.5 ± 0.5* 88.5 ± 0.8 

Glycolaldehyd 0.108 ± 0.006 0.536 ± 0.009 1.23 ± 0.03# 3.7 ± 0.1# 

Erythrulose 0.58 ± 0.05 < BGb 5.3 ± 0.3* < BG 

     

HEL 3.4 ± 0.2 4.1 ± 0.3* 6.2 ± 0.2 18 ± 1# 

CML 0.62 ± 0.05 0.64 ± 0.03 0.85 ± 0.02 1.6 ± 0.1# 

Imidazolinon 0.034 ± 0.002 0.033 ± 0.002 0.049 ± 0.002 0.09 ± 0.01* 

aNG: Nachweisgrenze, bBG: Bestimmungsgrenze, *signifikanter Unterschied im Vergleich zu Inkubationen ohne GA mit t-

Test (α = 0.05), # signifikanter Unterschied im Vergleich zu Inkubationen ohne GA mit WELCH-Test (α = 0.05) 

Alle Inkubationen wurden in Gegenwart von BSA durchgeführt. Dabei sollte das Modellprotein 

als eine Art Abfangreagenz für möglicherweise aus dem Intermediat freigesetztes 

Glycolaldehyd dienen. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde BSA auf glycolaldehyd- und 

glyoxalspezifische Proteinmodifikationen untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 

zusammengefasst. In Inkubationen ohne zugesetzten Glycolaldehyd konnten analog zu der 

ungebundenen Glycolaldehydkonzentration signifikant niedrigere Gehalte an 
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N6-(2-Hydroxyethyl)lysin (HEL) bestimmt werden. Dieser Unterschied muss dabei dem nicht-

enzymatischen Abbau von β-Hydroxypyruvat und anderen Zuckern zugeordnet werden. 

Während die Maillard-Reaktion von Glycolaldehyd mit der ε-Aminofunktion von Lysin direkt 

zur instabilen Schiff‘schen Base führt, welche mit Hilfe von NaBH4 zu  

HEL reduziert wird, erfolgt die Bildung von N6-Carboxymethyllysin (CML) und 

5-(2-Amino-4-hydro-5-imidazolon-1-yl)-norvalin (Imidazolinon) verzögert.37,40,47 So konnten 

erwartungsgemäß bei CML und Imidazolinon keine signifikanten Unterschiede ermittelt 

werden. Inkubationen unter Zugabe von Glycolaldehyd hingegen zeigten eine signifikante 

Verringerung der HEL-Konzentration von über 60% und jeweils rund 50% bei CML und 

Imidazolinon durch die Transketolase-Reaktion. 

Zusammenfassend konnte eine mögliche Freisetzung von Glycolaldehyd aus dem 

DHEThDP-Intermediat in Gegenwart einer Akzeptoraldose eindeutig widerlegt werden. Vor 

kurzem wurden diese Ergebnisse durch Solovjeva et al. bestätigt. Eine massenspektrometrische 

Analyse des katalytischen Intermediats zeigte, dass der Rest des „aktivierten Glycolaldehyds“ 

während der Umsetzung zu Erythrulose in der Einsubstratreaktion gleichermaßen an den 

Thiazolring von ThDP und an der Aminogruppe seines Aminopyrimidinrings gebunden 

bleibt.128 Zusätzlich ist die Geschwindigkeit der Bildung von DHEThDP beträchtlich höher als 

seine Spaltungsrate. Die gebildeten Mengen in Gegenwart einer Akzeptoraldose bleiben 

vernachlässigbar klein.129 Weder Glycolaldehyd noch die detektierten Proteinmodifikationen 

stiegen während der Transketolase-Reaktion. Das Enzym ist damit in der Lage Glycolaldehyd 

zu metabolisieren und trägt so zu einer Reduktion von AGEs bei. 

Modellsystem B: Untersuchungen mit rekombinanter humaner Transketolase  

Um die Relevanz der Reaktion in vivo beurteilen zu können, wurden weiterführende 

Untersuchungen mit rekombinant synthetisierter humaner Transketolase durchgeführt. Im 

Gegensatz zum irreversibel ablaufendem Modellsystem A ist das Transketolase-System in vivo 

aufgrund der Gleichgewichtseinstellung zwischen den Edukten und Produkten der Reaktion 

deutlich komplexer. Dazu wurde Fructose-6-phosphat (F6P) und R5P unter Zusatz von 

Glycolaldehyd in Gegenwart von humanem Serum Albumin (HSA) unter physiologischen 

Bedingungen (pH = 7.4, 37°C) inkubiert und mit Inkubationen mit inaktivierter humaner 

Transketolase verglichen. Basierend auf den hier ermittelten Ergebnissen (Vergleich 4.2, 

Tab. 3) und den Daten in der Literatur wurde das Verhältnis der Edukte an die Konzentrationen 

in vivo angepasst.130 Zucker und Zuckerphosphate wurden durch Nachinkubation mit 1-

Naphthylamin und Natriumcyanoborhydrid abgefangen und mittels LC-MS2 analysiert.131 
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Durch die Verwendung 13C-markierter Standards (1-13C-F6P und 1-13C-Glycolaldehyd) in 

mehreren Modellsystemen war es so möglich (I) die Metabolisierung der einzelnen Substrate 

genau zu verfolgen und (II) die Quelle der gebildeten AGEs durch die Interaktion von 

Glycolaldehyd und den Substraten mit HSA genau zu bestimmen. Der katalytische Umsatz ist 

schematisch in Abb. 14 dargestellt. 

 

Abb. 14: Modellsystem B: Umsetzung von Glycolaldehyd durch humane Transketolase, * und # 

markieren dabei 13C-markierte Positionen (übernommen von Klaus et al. 2018)120 

Als Donorketose überträgt F6P eine C2-Einheit auf R5P oder Glycolaldehyd unter Bildung von 

S7P, Erythrulose und der Freisetzung von Erythrose-4-phosphat (E4P). Wie in Abb. 15 

dargestellt, führt die Reaktion zu einem Edukt zu Produkt-Verhältnis von etwa 80:20, welche 

zunehmend durch den parallel ablaufenden, nicht-enzymatischen Abbau von E4P in Richtung 

der Produkte verschoben wird. Im Vergleich zu Modellsystem A wurde bei 50 mol% 

zugesetztem Glycolaldehyd in Modellsystem B nur ein relativ geringer Anteil in Erythrulose 

(50% des eingesetzten Glycolaldehyds mit Transketolase A vs. 7% des eingesetzten 

Glycolaldehyds mit humaner Transketolase) umgewandelt. Da das aktive Zentrum von 

humaner Transketolase durch die ständige Konkurrenzreaktion mehrerer Akzeptoraldosen 

stärker belegt ist als in Modellsystem A, spielt die mutmaßlich niedrigere Affinität von 

Glycolaldehyd zu humaner Transketolase eine tragende Rolle. Nach aktuellem Kenntnisstand 

wurde die Verwendung von Glycolaldehyd als Akzeptorsubstrat für humane Transketolase 

bisher nur von Meshalkina et al. beschrieben, die jedoch keine greifbaren Substrateigenschaften 

bestimmten.96 Allerdings wird die stetige Bildung von Erythrulose durch die fehlende 

Substrataffinität von humaner Transketolase gegenüber dem C4-Zucker begünstigt. 
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Abb. 15: Umsatzkurven von Modellsystem B in Gegenwart von Transketolase (geschlossene 

Symbole) und inaktivierter Transketolase (offene Symbole), sowie massenspektrometrischer 

Nachweis der Metabolisierung von Glycolaldehyd durch humane Transketolase nach reduktiver 

Aminierung A) Standard, B) 1-13C-Glycolaldehyd, C) 1-13C-Fructose-6-phosphat120 

Die Bildung von Erythrulose durch die Reaktion von DHEThDP mit Glycolaldehyd konnte 

durch ein kollisionsinduziertes Dissoziationsexperiment und den Vergleich der 

Fragmentierungsspektren von Erythrulose eindeutig bewiesen werden (Abb. 15). 

Modellinkubationen von F6P in Gegenwart von 1-13C-Glycolaldehyd (Abb. 15B) und von 

1-13C-F6P in Gegenwart von Glycolaldehyd (Abb. 15C) führten zum Einbau einer 

13C-Markierung in das Erythruloserückgrat und erhöhten das m/z des Molekülions und seiner 

Dehydratisierungsprodukte um 1 amu. Da die Reaktion von F6P mit 1-13C-Glycolaldehyd zu 

3-13C-Erythrulose führt, folgt mit der Eliminierung der 1,2-Dihydroxyethylgruppe und 

Dehydratisierung der Verlust der markierten Position und resultiert in den m/z 186 und 168 

(siehe A und B). Demgegenüber bleibt im Inkubationssystem mit 1-13C-F6P und Glycolaldehyd 

die markierte Position in 1-13C-Erythrulose erhalten (m/z 187 und 169, C).  

Um den Einfluss auf die Bildung von Proteinmodifikationen zu untersuchen, wurden alle 

Reaktionen in Gegenwart von HSA durchgeführt. Die Ergebnisse aus Inkubationen mit 

1-13C-Glycolaldehyd sind in Abb. 16 dargestellt. Wie in Modellsystem A konnte dabei der 

signifikanten Reduktion von HEL um 30% folgend auch eine Reduktion der 

glyoxalspezifischen AGEs, des Imidazolinons um 50% und des bivalenten 

Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) um 70% durch humane Transketolase bestimmt werden. Nicht-

enzymatische Maillard-Prozesse oxidieren Glycolaldehyd leicht zu Glyoxal.37 Da Glyoxal nicht 

durch Transketolasen metabolisiert wird, können diese Unterschiede nur durch den 
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enzymatischen Entzug der Vorläuferverbindung Glycolaldehyd aus dem Inkubationssystem 

erklärt werden. Entgegen den Erwartungen wurden signifikant erhöhte Gehalte an CML 

während der Transketolase-Reaktion beobachtet. Während HEL, GH-3 und GOLD 

ausschließlich durch die Reaktion von Glycolaldehyd und Glyoxal mit Lysin bzw. Arginin 

gebildet werden,132,133 wurde die oxidative Fragmentierung des Amadori-Produkts als 

alternativer Weg für CML beschrieben.37,49 Offensichtlich wird während der 

Transketolase-Reaktion instabiles E4P gebildet und infolge seiner offenkettigen Struktur zu 

mehr als 80% abgebaut. Diese Argumentation wurde weiter durch die Tatsache bestätigt, dass 

der signifikante Unterschied zwischen Transketolase und Blindwert auf den unmarkierten 

Anteil von CML zurückzuführen ist. 

 

Abb. 16: Einfluss der Transketolase-Reaktion auf die Bildung glycolaldehyd- und glyoxalspezifischer 

Proteinmodifikationen120 

Entgegen der ursprünglichen Annahme wurde eine Freisetzung von Glycolaldehyd in vivo 

widerlegt.134 Dies bestätigt die hier dargestellte Reduktion von AGEs durch humane 

Transketolase in vitro.  

4.2 Einfluss der Transketolase-Reaktion in vivo 

Um die Bedeutung der Transketolase-Reaktion in vivo zu ermitteln, wurden Glycolaldehyd 

sowie relevante Zucker-Edukte und -Produkte in Vollblut, Plasma und Erythrozyten (RBC) mit 

einer neuartigen optimierten Aufarbeitung und LC-MS2 bestimmt. Dadurch war es erstmals 

möglich, eine gesunde Kontrollgruppe mit urämischen Patienten zu vergleichen. 

Nierenversagen zeichnet sich durch erhöhte Mengen an harnpflichtigen Substanzen im Plasma 



 

 

24 Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 

und ein Ungleichgewicht des Redoxzustands aus.135,136 Diese Intoxikation wurde bereits mit 

einer gestörten metabolischen Funktion des Pentosephosphatwegs in Verbindung 

gebracht.137,138 Daher ist die Aktivierung des Pentosephosphatwegs für die Aufrechterhaltung 

antioxidativer Abwehrmechanismen durch die Produktion von NADPH wünschenswert.139–141 

In der klinischen Anwendung wird Benfotiamin, eine fettlösliche Vorstufe von Vitamin B1, 

aufgrund seiner höheren Bioverfügbarkeit verwendet um die Transketolaseaktivität (TKA) zu 

erhöhen. Dabei wurde gleichzeitig die Reduktion von AGEs postuliert.142–145 Eine detaillierte 

Beschreibung der Aufarbeitung und Bestimmung der Analyten in den Blutproben sowie eine 

ausführliche Diskussion der Ergebnisse kann der Veröffentlichung „Influence of Transketolase-

Catalyzed Reactions on the Formation of Glycolaldehyde and Glyoxal Specific 

Posttranslational Modifications under Physiological Conditions“ (Journal of Agricultural and 

Food Chemistry, 2018, 66, 1498-1508) entnommen werden.120  

Tab. 3: Bestimmte Gehalte an Zucker und Transketolaseaktivität (TKA) in Vollblut, Erythrozyten 

(RBC) und Plasma von einer gesunden Kontrollgruppe und Urämie-Patienten.120,146 

 Kontrollgruppe Urämie-Patienten 

[µM] Vollblut RBC Plasma Vollblut RBC Plasma 

Fructose-6-P 
2.03 ± 

0.82 
4.7 ± 1.3 < NGa 2.2 ± 1.0 5.5 ± 2.8 < NG 

Ribose-5-P 
0.69 ± 

0.20 
3.1 ± 1.4* < BGb 

0.99 ± 

0.29 
5.6 ± 1.4 < BG 

Erythrulose 
0.98 ± 

0.37** 
< BG 4.0 ± 1.2* 

0.43 ± 

0.26 
< BG 2.4 ± 1.1 

Glycolaldehyd 
1.39 ± 

0.62 
2.06 ± 0.65 0.58 ± 0.16* 

1.48 ± 

0.47 
1.75 ± 0.91 0.95 ± 0.22 

Glyoxal146 - - 0.49 ± 0.05* - - 1.27 ± 0.98 

TKA 

- ThDP 

[U/g Hb] 

0.87 ± 

0.10 
0.68 ± 0.07 < NG 

0.99 ± 

0.16 
0.73 ± 0.12 < NG 

+ ThDP 

[%] 
111 ± 12 116 ± 20 < NG 104 ± 13 113 ± 10 < NG 

aNG: Nachweisgrenze, bBG: Bestimmungsgrenze, * signifikanter Unterschied im Vergleich zu Urämie-Patienten mit t-Test 

(α = 0.05), **signifikanter Unterschied im Vergleich zu Urämie-Patienten mit t-Test (α = 0.01) 

Die prozentuale Erhöhung der TKA in RBCs und Leukozyten durch die in vitro Zugabe von 

ThDP gilt als empfohlener funktioneller Test zur Überprüfung des Thiaminstatus, da die 

Sättigung des Apoenzyms mit Coenzym bestimmt wird („TPP-Effekt“). Allerdings berichten 

verschiedene Autoren über normale und teilweise sogar erhöhte TKA bei urämischen Patienten, 

während andere eine signifikant unterdrückte TKA beschreiben. 97,147–149 In der vorliegenden 

Studie konnte kein signifikanter Unterschied in der TKA mit oder ohne Zugabe von ThDP 

festgestellt werden (Tab. 3). In vivo kann Glyoxal durch den oxidativen Abbau von Zuckern, 

Lipiden und glykierten Proteinen gebildet, aber durch das Glyoxalase-System auch entgiftet 
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werden.117,150 Im Gegensatz dazu ist zusätzlich zur Maillard-Reaktion lediglich der Abbau von 

L-Serin durch das Enzym Myeloperoxidase an chronischen Entzündungsstellen für die Bildung 

von Glycolaldehyd und der nicht-enzymatische Abbau von Ascorbinsäure für die Bildung von 

Erythrulose bekannt.151,152 Da die Verteilung und Metabolisierung der Analyten zwischen den 

Kompartimenten unterschiedlich ausfällt und signifikante Unterschiede im Zuckerprofil von 

Urämie-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt wurden, konnte keine 

abschließende Beurteilung über die Relevanz der Transketolasereaktion in vivo getroffen 

werden. Allerdings muss die aminkatalysierte Oxidation von Glycolaldehyd zu Glyoxal als ein 

zentraler Vorgang angesehen werden.47 Aufgrund des erhöhten oxidativen Stresses bei Urämie 

kann Oxidation zum Entzug von Glycolaldehyd als Substrat für Transketolase führen. 

Die physiologische Konzentration von Glycolaldehyd wurde bisher auf 0,1 bis 1 mM 

geschätzt.153–156 Allerdings konnte der hier bestimmte Gehalt von 0.58 ± 0.16 μM erst kürzlich 

indirekt durch Henning et al. bestätigt werden.47,146 Glycolaldehyd und Glyoxal sind über ein 

Redoxsystem miteinander verknüpft.157 Durch den Vergleich von proteingebundenem 

Glycolaldehyd zu Glyoxal, welche im Gleichgewicht mit ihrer freien Form vorliegen, können 

direkte Aussagen über die Glycolaldehydkonzentrationen in vivo getroffen werden. Nach 

Reduktion der Plasmaproteine in Gegenwart von NaBD4 kann über das Isotopenverhältnis von 

HEL-1D (Glycolaldehyd) zu HEL-2D (Glyoxal) das Verhältnis von Glycolaldehyd zu Glyoxal 

bestimmt werden (Abb. 17). Dies liegt bei ca. 60:40 (HEL-1D vs. HEL-2D) und ist nahezu 

identisch zu den freien Gehalten 55:45 (Glycolaldehyd vs. Glyoxal). Glycolaldehyd stellt 

damit, verglichen mit anderen α-Dicarbonylen146, eine der quantitativ bedeutendsten direkten 

Vorläuferstrukturen von AGEs in vivo dar. Sein genauer Ursprung bleibt jedoch unklar. 

 

Abb. 17: Unterscheidung von proteingebundenem Glycolaldehyd und Glyoxal durch Deuterierung47 
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4.3 Einfluss von Glycolaldehyd und Glyoxal auf die physikochemischen 

Eigenschaften von Proteinen 

Es wird angenommen, dass reaktive Sauerstoffspezies die primäre Quelle für physiologische 

und pathologische Schäden an Proteinen sind.158 Nach heutiger Sicht der Maillard-Reaktion 

sind unabhängig von ihrer Herkunft, vor allem kurzkettige Aldehyde und 

α-Dicarbonylverbindungen an der Bildung von AGEs beteiligt. Während die Reaktion von 

Glyoxal mit Aminosäuren und Proteinen bereits intensiv untersucht wurde, ist der Einfluss von 

Glycolaldehyd sowohl auf mechanistischer und makromolekularer Ebene kaum 

verstanden.37,40,47,159,160 Obwohl hauptsächlich Crosslinks für die Versteifung und Dysfunktion 

von Geweben verantwortlich gemacht werden, ist in der Literatur nur wenig über die 

seitenspezifische Modifikation von Proteinen und das unterschiedliche intermolekulare 

Quervernetzungspotential von reaktiven Carbonylverbindungen bekannt.64 Ob inter- oder 

intramolekulare Lysin-Lysin oder Lysin-Arginin Vernetzungen gebildet werden, sollte dabei 

von der Verfügbarkeit und Reaktivität der freien Aminogruppen abhängen. Eine Möglichkeit 

die Position von Aminosäuremodifikationen zu bestimmen, besteht in der seitenspezifischen 

Massenspektrometrie (De-Novo-Peptidsequenzierung).161,162 Allerdings gestaltet sich die 

Identifikation aufgrund der hohen Variabilität und unterschiedlichen Verteilung der gebildeten 

Produkte als schwierig. Der gezielte Nachweis von inter- und intramolekularen Crosslinks 

gelang bislang nur wenigen Arbeitsgruppen.163,164 Eine mögliche Alternative stellt die 

Kombination elektrophoretischer und chromatographischer Methoden dar. 

Mit dem Ziel, die Modifikation von Proteinen durch Glycolaldehyd und Glyoxal zu 

untersuchen, wurden Modellinkubationen mit Boviner Ribonuclease A (RNase A) unter 

physiologischen Bedingungen (pH = 7.4, 37°C, anaerob) durchgeführt. Unter Verwendung von 

verschiedenen elektrophoretischen Verfahren konnten unterschiedliche Proteinspezies 

identifiziert und charakterisiert werden. Mithilfe von Ionenaustauschchromatographie (IEX) 

und Gelpermeationschromatographie (GPC) wurde ein Aufarbeitungsverfahren zur Isolation 

der verschiedenen Proteinspezies entwickelt und die Quantifizierung der gebildeten AGEs mit 

LC-MS2 nach saurer und enzymatischer Hydrolyse implementiert. Eine detaillierte 

Beschreibung der experimentellen Vorgehensweise und die Diskussion der Ergebnisse können 

der Veröffentlichung „Modification and Crosslinking of Proteins by Glycolaldehyde and 

Glyoxal: A Model System“ (Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2018, 66, 10835–

10843) entnommen werden.165 
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Abb. 18: 2D-Gelelektrophorese nach Inkubation von RNase A mit Glycolaldehyd (A) und 

Glyoxal (B), die Position nativer RNase A wurde durch ♦ markiert165 

RNase A stellt mit einem Molekulargewicht (MW) von 13,7 kDa und einem isoelektrischen 

Punkt (pI) von 9,6 (aufgrund von vier Arginin- und 10 Lysinseitenketten) das ideale 

Modellprotein für die chemische Modifikation dar.166,167 Mithilfe der 2D-Gelelektrophorese 

(2D-PAGE, Abb. 18) konnten unterschiedliche Polymerisationsgrade und isoelektrische 

Punkte (pI) zwischen Glycolaldehyd- und Glyoxal-Inkubationen mit RNase A nachgewiesen 

werden. Während die Modifikation von RNase A durch Glyoxal überwiegend zu monomeren 

Proteinspezies führt und nur geringe Mengen an Dimer und Trimer nachgewiesen wurden 

(detektiert nach Aufreinigung mittels GPC), führten Inkubationen mit Glycolaldehyd zu einer 

deutlich  stärkeren Vernetzung des Proteins. Darüber hinaus findet eine Verschiebung des pI 

der Proteinspezies vom alkalischen Bereich (9,6) in den sauren Bereich (6,0) statt. 

 

Abb. 19: Isolation und Charakterisierung der gebildeten Proteinspezies nach Inkubation von RNase A 

mit Glycolaldehyd mithilfe von Ionenaustausch- (IEX) und Gelpermeationschromatographie (GPC)165 
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Um die gebildeten Proteinspezies aufzutrennen, wurde zuerst eine 

Anionenaustauschchromatographie (Abb. 19A) unter Verwendung abnehmender pH-Werte 

und steigender NaCl-Konzentrationen durchgeführt. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels 

isoelektrischer Fokussierung (IEF) und Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) auf ihre physikochemischen Eigenschaften untersucht. 

Alkalische Modifikationen (A1-A3) wurden durch die Anwesenheit von monomeren Spezies 

(13,7 kDa) charakterisiert. Ein breiter Bereich von Dimeren (27,4 kDa) bis Tetrameren 

(54,8 kDa) wurde in den mittleren Fraktionen (A4 und A5) und überwiegend stark vernetzte 

RNase A in A6 und A7 nachgewiesen. Zweitens wurden alle aus der IEX gewonnenen 

Fraktionen mittels GPC (Abb. 19B) nach ihrem MW aufgetrennt (hier am Beispiel von Fraktion 

A5) und durch SDS-PAGE und IEF charakterisiert. Wie erwartet, zeichnen sich alle Spezies 

durch den gleichen pI-Bereich aus. 

 

Abb. 20: Nachweis von AGEs aus definierten Proteinspezies von A) isolierten Monomeren mit 

unterschiedlichen isoelektrischem Punkt (pI) und B) Fraktion A5 (IEX)  mit unterschiedlichem 

Molekulargewicht (MW)165 

Im Anschluss an die Proteinaufreinigung war es möglich, die bestimmten Mengen an AGEs in 

den monomeren Proteinspezies der obigen IEX-Fraktionen mit variierenden pI miteinander zu 

vergleichen (Abb. 20A). Im Vergleich zu den anderen monovalenten AGEs korreliert vor allem 

die Menge an CML mit der Abnahme des pI. Dieser Umstand ist auf strukturelle Unterschiede 

der einzelnen Proteinmodifikationen zurückzuführen (Vergleich 2.1.3, Abb. 7). So kommt es z. 

B. bei CML durch die Einführung einer sauren Carboxylgruppe und infolge der Maskierung 

der basischen Aminofunktion von Lysin, zu einer Veränderung des pKa und des pI. Während 

bivalente AGEs keine Veränderung entlang des pI aufweisen, reflektierte die Bestimmung der 



 

 

29 Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 

AGEs entlang ihres Polymerisationsgrads (Abb. 20B) bei konstantem pI das genaue Gegenteil. 

Anders als bei den isolierten Monomeren zeigten die quervernetzenden Strukturen 1-(5-Amino-

5-carboxypentyl)-4-(5-amino-5-carboxypentyl-amino)-pyridiniumsalz (Dilysinopyridin, 

DLP), GOLD und Glyoxal-Lysin-Amid (GOLA) einen deutlichen Trend zu höheren Beträgen 

aufgrund der zunehmenden intermolekularen Quervernetzung.  

Die Entdeckung von DLP (Abb. 21) als glycolaldehydspezifisches AGE gibt einen 

entscheidenden Hinweis über das unterschiedliche Quervernetzungspotential von 

Glycolaldehyd und Glyoxal. Obwohl nach Oxidation von Glycolaldehyd zu Glyoxal beide 

Aldehyde prinzipiell zum gleichen Spektrum an Proteinmodifikationen führen, werden in der 

Literatur zusätzliche Reaktionsmechanismen für Glycolaldehyd diskutiert. Neben der 

radikalisch unterstützten Bildung von AGEs („Namiki-Weg“) sind auch 

Aldolkondensationsreaktionen bekannt.38,47,157,168–171 Ein möglicher Bildungsweg von DLP aus 

Glycolaldehyd sollte einen Aldolkondensations-ähnlichen Cyclisierungsschritt und den Verlust 

von Ameisensäure beinhalten. Zusätzlich modifiziert Glyoxal hauptsächlich Arginin, während 

Glycolaldehyd eine höhere Affinität zu Lysin aufweist.159,172 Ein ähnliches Reaktionsverhalten 

konnte bei HSA festgestellt werden. Während vier Lysinreste die Zielstellen für die Glykierung 

von HSA in Gegenwart von Glucose sind, wurden bevorzugt fünf Argininreste von 

Methylglyoxal am gleichen Protein modifiziert.173,174 

 

Abb. 21:  Strukturformeln verschiedener Pyridinderivate169–171 

Zusammenfassend konnte eine Struktur-Wirkungsbeziehung von AGEs auf die 

physikochemischen Eigenschaften von Proteinen hergestellt werden. Darüber hinaus wurde 

deutlich, dass für die selektive Modifikation von Proteinen die Aminosäuresequenz, die 

Anwesenheit von umgebenden funktionellen Gruppen wie Carbonsäuren (z.B. 

Asparaginsäure), und die Position einer Aminogruppe im Protein von entscheidender 

Bedeutung sind.175 Die Modifikation von Proteinen wird durch die zugrunde liegenden 

Mechanismen und den daraus folgenden Produktspektrum bestimmt. Basierend auf 

vorliegender Arbeit scheint aber auch zusätzlich die wichtigste Determinante für die 
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unterschiedliche Modifikation von Proteinen die Art des Substrats sowie seine Affinität und 

Umsatzrate gegenüber der bevorzugten Aminosäure zu sein.   
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5 Zusammenfassung 

Die posttranslationale Modifikation durch reaktive Carbonylverbindungen führt zu 

Veränderungen der biochemischen und physikalischen Eigenschaften von Proteinen in Bezug 

auf ihre Hydrophobizität, Ladung und biologische Funktion. Nicht-enzymatische 

Carbonyl-Amin-Reaktionen werden auch unter dem Begriff der Maillard-Reaktion 

zusammengefasst und die Endprodukte als Advanced Glycation Endproducts (AGEs) 

bezeichnet. Die ablaufenden Prozesse sind dabei nicht nur in Lebensmitteln sondern auch bei 

pathophysiologischen Veränderungen von besonderem Interesse. In vivo wird das 

mechanistische Verständnis durch die enzymatische Modulation von AGEs und ihrer 

Vorläuferstrukturen zusätzlich erschwert. Daher stehen die Rolle der enzymatischen 

Transketolase-Reaktion und ihr Einfluss auf die Bildung von AGEs im Fokus der vorliegenden 

Dissertation. Des Weiteren wurden die Proteinfunktionalisierung und ihr Effekt auf die 

physikochemischen Eigenschaften von Proteinen untersucht.  

Transketolase A aus Escherichia coli und humane Transketolase wurden aus rekombinanten 

Zellen gewonnen und mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt. Es wurden 

Modellinkubationen mit unterschiedlichen Substraten in Gegenwart und Abwesenheit von 

Glycolaldehyd durchgeführt. Parallel zur Abnahme der Glycolaldehydkonzentrationen konnte 

die enzymatische Umwandlung in Erythrulose bestimmt werden. Die Schiff‘sche Base, aus der 

Reaktion von Glycolaldehyd und Glyoxal mit Lysin, und die stabilen Folgeprodukte 

N6-Carboxymethyllysin einschließlich glyoxalspezifischer Argininmodifikationen wurden 

signifikant reduziert. Darüber hinaus deuten die erhaltenen Ergebnisse auf eine potentielle Rolle 

von Erythrose-4-phosphat bei der Bildung von N6-Carboxymethyllysin über oxidative 

Fragmentierungsmechanismen hin. Da die Bedeutung von Glycerinaldehyd-3-phosphat auf die 

Bildung von Proteinmodifikationen und dessen Modulierung über die Transketolase-Reaktion 

in der Literatur bekannt ist, sollte dieses Phänomen in zukünftigen Untersuchungen weiter 

verfolgt werden. 

Für eine umfassende Bewertung der Transketolase-Reaktion in vivo wurden verschiedene 

Parameter einer Kontrollgruppe analysiert und mit nicht-diabetischen urämischen Patienten 

verglichen, die einer Hämodialyse unterzogen wurden. Basierend auf der Derivatisierung mit 

1-Naphthylamin und Natriumcyanoborhydrid wurde eine neue LC-MS2 Methode zur 

Quantifizierung von Glycolaldehyd sowie Zuckern und Zuckerphosphaten, die am 

Metabolismus von Transketolase beteiligt sind,  etabliert und validiert. Die Quantifizierung 
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ergab Glycolaldehydkonzentrationen bis zu 2 μM und untermauerte seine entscheidende Rolle 

bei der Bildung von AGEs in vivo. 

Diesen Erkenntnissen folgend, wurden Modellinkubationen von Ribonuclease A mit 

Glycolaldehyd oder Glyoxal unter physiologischen Bedingungen durchgeführt. Es konnten 

zentrale Informationen über die unterschiedlichen Reaktionsmechanismen beider Aldehyde 

und ihren Einfluss auf die physikochemischen Eigenschaften von Proteinen gewonnen werden. 

Die aus den Inkubationen resultierenden Proteinspezies wurden erstmals durch 

Ionenaustauschchromatographie nach ihrem isoelektrischen Punkt und mithilfe der 

Gelpermeationschromatographie nach ihrem Polymerisationsgrad aufgetrennt und isoliert. 

Anschließend erfolgte die Quantifizierung der gebildeten AGEs nach saurer und enzymatischer 

Hydrolyse mithilfe von LC-MS2. Unter Verwendung von isoelektrischer Fokussierung und 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) konnte eine 

ausführliche Charakterisierung der einzelnen Proteinspezies durchgeführt werden. Die 

Korrelation der quantifizierten AGEs mit den variierenden isoelektrischen Punkten und 

Polymerisationsgraden der dazugehörenden Proteinspezies ermöglichte die Aufklärung von 

Struktur-Wirkungsbeziehungen relevanter AGEs. So führt vor allem die Bildung von 

N6-Carboxymethyllysin durch die Addition einer sauren Carboxylgruppe an die basische 

Aminofunktion von Lysin zu einer Verschiebung des isoelektrischen Punkts in den sauren 

Bereich. Weiterhin konnte das unterschiedliche Vernetzungspotential von Glycolaldehyd und 

Glyoxal entschlüsselt werden. Die Identifizierung von Dilysinopyridin als 

glycolaldehydspezifisches AGE führte zu (I) neuen Erkenntnissen über die Unterschiede des 

Reaktionsverhaltens von Glycolaldehyd und Glyoxal und impliziert (II) die Relevanz von 

Aldolkondensationsreaktionen in der Maillard-Reaktion. 

Die vorliegende Dissertation erweitert das bisherige Wissen zur Rolle des 

Pentosephosphatwegs in der Unterdrückung von reaktiven Carbonylverbindungen und ihren 

Folgeprodukten. Die quantitative Bewertung dieser reaktiven Intermediate ist essentiell für das 

Verständnis von Transketolase-katalysierten Reaktionen auf molekularer Ebene. Darüber 

hinaus wird so die Entwicklung von möglichen therapeutischen Interventionen bei Krankheiten 

ermöglicht. Weiterhin konnten grundlegende Erkenntnisse über die seitenspezifische 

Modifikation von Proteinen gewonnen werden. Daher ist diese Arbeit essentiell für das 

Verständnis der physikochemischen Veränderungen von Proteinen und in der zukünftigen 

Forschung für die anschließende Bewertung ihrer Rolle in Nahrungsmitteln und in vivo.  
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6 Summary 

Posttranslational modification by reactive carbonyl compounds leads to changes in the 

biochemical and physical properties of proteins in terms of their hydrophobicity, charge, and 

biological function. Non-enzymatic carbonyl-amine reactions are termed Maillard reactions 

and the final products are referred to as Advanced Glycation Endproducts (AGEs). They are 

of particular interest in foodstuffs and various pathologies. In vivo, the mechanistic formation 

of AGEs and their precursor compounds is influenced by a variety of enzymatic reactions. 

Therefore, the focus of the present dissertation was placed on the role of transketolase-catalyzed 

reactions and their influence on the formation of AGEs. Furthermore, protein functionalization 

and its effect on the physicochemical properties of proteins were investigated. 

Transketolase A from Escherichia coli and human transketolase were gained from recombinant 

cells and purified via affinity chromatography. Model incubations with varying substrates in 

the presence and absence of glycolaldehyde were carried out and led to a decrease in 

glycolaldehyde concentrations paralleled by the enzymatic conversion to erythrulose. As a 

result, the Schiff base adducts of glycolaldehyde and glyoxal with lysine residues of proteins 

and their follow-up products N6-carboxymethyl lysine and glyoxal specific arginine 

modifications were significantly reduced. Furthermore, the obtained results indicate a potential 

role of erythrose-4-phosphate in the formation of N6-carboxymethyl lysine via oxidative 

fragmentation mechanisms. As the relevance of glyceraldehyde-3-phosphate on the 

modification of proteins is well-known in literature, this phenomenon should be clarified in 

future research. 

For a comprehensive evaluation, parameters of the transketolase reaction were analyzed in vivo 

and compared to nondiabetic uremic patients undergoing hemodialysis. A novel LC-MS2 

method, based on derivatization with 1-naphthylamine and sodium cyanoborohydride, for 

quantitation of glycolaldehyde and other sugars and sugar phosphates involved in the 

transketolase metabolism was established and validated. Quantitation revealed amounts of 

glycolaldehyde up to 2 μM and highlighted its crucial role in the formation of AGEs in vivo. 

Driven by these insights, model incubations of ribonuclease A with glycolaldehyde or glyoxal 

under physiological conditions were carried out. Major information on the different reaction 

mechanisms and their influence on the physicochemical properties of proteins were obtained 

from both aldehydes. For the first time, various protein species derived from these aldehydes 

were successfully separated and isolated based on their isoelectric points by ion-exchange 
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chromatography and on their degree of polymerization by gel permeation chromatography. 

After acidic and enzymatic hydrolysis of the protein samples, AGEs were quantified by 

LC-MS2. Using isoelectric focusing and sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE), a detailed characterization of each protein species was carried 

out. Comparison of the specific AGEs with varying isoelectric points and degrees of 

polymerization of the corresponding protein species enabled the elucidation of structure-

activity relationships of relevant AGEs. Particularly, the formation of N6-carboxymethyl lysine 

leads to a shift of the isoelectric point towards the acidic region by addition of an extra 

carboxylic acid group to the amino function of lysine. Furthermore, the different cross-linking 

potential of glycolaldehyde and glyoxal was unraveled. The identification of Dilysinopyridine 

as a glycolaldehyde-specific AGE led to (I) new insights into the differences of the reaction 

behavior observed for glycolaldehyde and glyoxal and (II) implies the relevance of aldol 

condensation reactions in the Maillard reaction. 

This dissertation extends the current knowledge on the role of the pentose phosphate pathway 

in the suppression of reactive carbonyl compounds and their follow-up products. The 

quantitative assessment of these reactive precursor compounds is essential in the understanding 

of the transketolase metabolism on a molecular level, and in future research on subsequent 

diseases and the development of possible therapeutic interventions. Furthermore, basic 

knowledge about the site-specific modification of proteins was obtained. Therefore, this work 

is essential for understanding the physicochemical changes of proteins and the subsequent 

assessment of their role in foodstuffs and in vivo.  
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Figure S1: LC-MS2 chromatogram of sugar and sugar phosphate standards (A) and sugar and sugar phosphates 

detected in human red blood cells (B). 



 

 

82 Anhang 

m/z120 140 160 180 200 220 240 260

c
p

s

5e+3

1e+4

2e+4

2e+4

A

B
C

D

G

E
F

 

Figure S2: Verification of the fragmentation pattern of the erythrulose naphthylamine reference standard by high 

resolution mass determination:  A) m/z 248.1287 (found), 248.1281 (calculated for C14H18O3N [M + H]+); B) m/z 

230.1181 (found), 230.1176 (calculated for C14H16O2N [M + H]+; C) m/z 212.1075 (found), 212.1070 (calculated 

for C14H14ON [M + H]+; D) m/z 194.0969 (found), 194.0964 (calculated for C14H12N [M + H]+; E) m/z 186.0918 

(found), 186.0913 (calculated for C12H12ON [M + H]+; F) m/z 168.0812 (found), 168.0808 (calculated for C12H10N 

[M + H]+; G) m/z 144.0811 (found), 144.0808 (calculated for C10H10N [M + H]+. 
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Figure SI 1: SDS-PAGE (Samples 1-4) and IEF (Samples 5-8) of the modification of RNase A. Lanes: 1, RNase 

A standard; 2, glycolaldehyde (total incubation); 3, glyoxal (total incubation); 4, molecular weight standard; 5, 

glyoxal (total incubation); 6, RNase A standard; 7, glycolaldehyde (total incubation); 8, IEF standard. 
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Figure SI 2:  2D-PAGE (IPG 3-10, total acrylamide concentration = 15%, cross-linker level = 3.3%) of total 

glycolaldehyde/RNase A (A) and total glyoxal/RNase A (B) incubations. 
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Figure SI 3: Comparison of AGE levels detected in isolated fractions of glycolaldehyde/RNase A incubations 

after ion exchange chromatography: A) closed bars, CML; grey bars, imidazolinone; hatched bars, HEL and open 

bars, GALA; B) closed bars, DLP; grey bars, GOLA and open bars, GOLD. 
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Figure SI 4: Comparison of AGE levels detected in isolated fractions of glyoxal/RNase A incubations after ion 

exchange chromatography: A) closed bars, CML; grey bars, imidazolinone; hatched bars, HEL and open bars, 

GALA; B) grey bars, GOLA and open bars, GOLD. 

  



 

 

88 Anhang 

 

Figure SI 5: SDS-PAGE (A) and IEF (B) of isolated monomers from ion exchange fractions by gel permeation 

chromatography. Lanes: 1, fraction A1; 2, fraction A3; 3, fraction A5; M, molecular weight and IEF standard 

marker; 5, fraction X1; 6, fraction X3 7; fraction X5. 
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Figure SI 6: Comparison of AGE levels detected in isolated monomers of glyoxal/RNase A incubations after ion 

exchange chromatography and gel permeation chromatography: A) closed bars, CML; grey bars, imidazolinone; 

hatched bars, HEL and open bars, GALA; B) grey bars, GOLA and open bars, GOLD. 
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Figure SI 7: Comparison of AGE levels detected in isolated monomer, dimer, trimer, tetramer and oligomers of 

fraction A6 after ion exchange chromatography of glycolaldehyde/RNase A incubation and gel permeation 

chromatography: A) closed bars, CML; grey bars, imidazolinone; hatched bars, HEL and open bars, GALA; B) 

closed bars, DLP; grey bars, GOLA and open bars, GOLD. 
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Figure SI 8: Verification of the fragmentation pattern of DLP standard by high resolution mass determination:  A) 

m/z 353.2182 (found), 353.2183 (calculated for C17H29O4N4 [M]+); B) m/z 308.1968 (found), 308.1969 (calculated 

for C16H26O3N3 [M]+); C) m/z 224.1394 (found), 224.1394 (calculated for C11H18O2N3 [M]+); D) m/z 179.1179 

(found), 179.1179 (calculated for C10H15ON2 [M]+); E) m/z 130.0863 (found), 130.0863 (calculated for C6H12O2N 

[M]+). 
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Figure SI 9: Overview of all protein modifications detected in the model setup: GALA (glycolic acid lysine 

amide), CML (N6-carboxymethyl lysine), HEL (N6-(2-hydroxyethyl) lysine), CMA (N7-carboxymethyl arginine), 

imidazolinone (5-(2-imino-5-oxo-1-imidazolidinyl) norvaline), GOLD (glyoxal-lysine dimer), DLP (1-(5-amino-

5-carboxypentyl)-4-(5-amino-5-carboxypentyl-amino)-pyridinium salt), GODIC (glyoxal imidazolimine), GOLA 

(glyoxal-lysine amide). 

  

GOLD

NHCH2CNH

O

GOLA

Lysine

NH

CH2

COOH

Lysine

NH

CH2

H2C OH

CML

Lysine

NH

C

H2C OH

O

GALA

N N

NN

NH

Arginine

N

Lysine

GODIC

N

N

H2N

Arginine

O

Arginine

NH

CH

NHHN

CH2

COOH

CMA

HEL

imidazolinone

N

NH

Lysine

Lysine

Lysine Lysine

DLP

LysineLysine

+

+



 

 

93 Anhang 

Table SI 1. Comparison of AGEs (mmol/mol L-phenylalanine ± standard deviation) in Dimers formed during 

incubations of glycolaldehyde or glyoxal in the presence of RNase A (pH 7.4, 7 d) after chromatographic 

separation with ion exchange chromatography and gel permeation chromatography. 

 

 Glycolaldehyde (Dimers) Glyoxal (Dimers) 

Fraction A3 A4 A5 A6 X5 X6 

GALA 18.7 17.9 20.2 18.5 73 73 

CML 99 137 158 202 187 253 

HEL 14 18.6 18 21.7 10.4 10.9 

imidazolinone 88 110 108 145 217 344 

GOLD 1.6 1.5 1.6 1.6 4.8 4.9 

GOLA 5.6 5.5 6.2 7.0 23.5 22.8 

DLP 1.04 1.05 1.14 1.0 <LODa <LOD 

 

aLOD: limit of detection 
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Table SI 2. Comparison of AGEs (mmol/mol L-phenylalanine ± standard deviation) formed during incubations 

of glycolaldehyde or glyoxal in the presence of RNase A (pH 7.4, 7 d) after chromatographic separation with ion 

exchange chromatography (A4 vs X6) and gel permeation chromatography. 

 

 Glycolaldehyde (Fraction A4) Glyoxal (Fraction X6)  

 Monomer Dimer Trimer Monomer Dimer Trimer 

GALA 14.9 17 15.7 60 73 88 

CML 144 137 112 253 252 144 

HEL 15.3 18.5 18.8 10.8 10.9 9.1 

GH-3 111 109 116  232 244 257 

GOLD 1.08 1.51 1.59  2.8 4.9 15.3 

GOLA 2.8  5.5 7.2  8.7 22.7 39.5 

DLP 0.46 1.05 1.23 <LODa <LOD <LOD 

 

aLOD: limit of detection 
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