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Elektrophorese

Die IUPAC definiert Elektrophorese als die Wan-
derung kolloidaler Partikel in einem elektrischen
FeldV. In der Praxis wird die Technik zur Tren-
nung geladener geloster oder dispergierter Mole-
kiile in einem elektrischen Feld eingesetzt. Man
unterscheidet die ,klassische* Elektrophorese
(meist als planares Verfahren in Form der Gel-
elektrophorese) und die Kapillarelektrophorese,
bei der die Trennung in einer elektrolytgefiillten
Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 bis
100 um erfolgt. Wihrend die klassische Elektro-
phorese zur Analytik von Makromolekiilen (Nuk-
leinsduren und Proteinen) dient, kOnnen mittels
Kapillarelektrophorese neben Makromolekiilen
auch niedermolekulare Substanzen analysiert wer-
den. Der vorliegenden Text beschreibt die klassi-
sche Variante, wihrend die Kapillarelektrophorese
in 2.2.47 (Ph. Eur.) abgehandelt wird. Die iso-
elektrische Fokussierung ist ebenfalls ein elektro-
phoretisches Verfahren, das amphotere Substanzen
nach ihren isoelektrischen Punkten trennt. Diese
Technik wird in 2.2.54 (Ph. Eur.) beschrieben.

Zu Grundlagen und den verschiedenen experimen-
tellen Durchfiihrungen der elektrophoretischen
Verfahren siehe Lit.2%, zur Terminologie von
Trennverfahren siehe Lit.¥.

Die Elektrophorese ist kein chromatographisches
Trennverfahren, beide Techniken unterscheiden
sich in ihrem fundamentalen Trennprinzip. In der
Chromatographie erfolgt die Trennung aufgrund
unterschiedlicher Adsorption oder Verteilung der
Analyte zwischen stationdrer und mobiler Phase
basierend auf ihrer Lipophilie. Elektrophoretische
Verfahren trennen aufgrund unterschiedlicher La-
dungsdichte der Analyte; unterschiedliche moleku-
lare Eigenschaften wie Ladungszahl, Groe oder
dufere Form, aber auch spezifische Wechselwir-
kungen mit dem Medium koénnen die Auftrennung
eines Substanzgemisches in einzelne Komponen-
ten bewirken.

Der Text ist beziiglich Abschnitt 5 ,,Poylacryl-
amid-Gelelektrophorese mit Natriumdodecylsulfat
(SDS-PAGE)* mit der USP und JAP harmonisiert
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(siehe auch 5.8, Ph. Eur.); dieses Verfahren ist vor
allem fiir die Analytik von Proteinen wichtig. Die
in den ersten vier Abschnitten beschriebenen
Grundlagen (Abschnitt 1) sowie relativ unbedeu-
tende Methoden (2. Grenzflichenelektrophorese,
3. Zonenelektrophorese und 4. Polyacrylamid-
Gelelektrophorese in zylindrischen Gelen) finden
sich nur in der Ph. Eur.

1. Allgemeine Grundlagen

Die Elektrophorese beruht auf der Wanderung ge-
ladener Teilchen in einem Elektrolyten unter dem
Einfluss eines elektrischen Feldes. Hauptanwen-
dungsgebiet in der Ph. Eur. ist die Trennung von
Proteinen.

Auf ein geladenes Teilchen, das sich in einem
elektrischen Feld befindet, wirkt eine Kraft F, die
proportional zu der effektiven Ladungszahl z,, und
der Feldstirke E ist [GI. (1)].

Fel:Zeﬁ"E 1
F,; = Kraft, hervorgerufen durch das elektrische Feld
Zeff = effektive Ladungszahl

E = elektrische Feldstirke

Als Folge dieser Kraft wandert das Teilchen bei
negativer Ladung zur Anode, bei positiver zur Ka-
thode. Diese Bewegung wird mit zunehmender
Stirke des angelegten Feldes beschleunigt, ande-
rerseits durch die Reibung gebremst, die sich in-
nerhalb eines definierten Mediums durch das Sto-
kes’sche Gesetz (2) beschreiben lésst.

F, =6m 1e-v-1 2)

F,, = Reibung

ro = effektiver hydrodynamischer Radius des Teilchens
v = Geschwindigkeit des Teilchens

n = Viskositit des Mediums

Einfluss auf die Reibung und damit die Wande-
rungsgeschwindigkeit haben die Grofe und duBere
Form der Teilchen, zu deren Charakterisierung der
effektive Radius dient. Hierunter versteht man den
Radius eines kugelformigen Teilchens, das das
gleiche Verhalten aufweist wie das betrachtete
Teilchen. Die Reibung ist ferner von der Viskositit
des Mediums abhingig. Nach kurzer Zeit stellt
sich ein Kriftegleichgewicht ein; die Beschleuni-
gung durch das elektrische Feld ist genau so grof§
wie die Abbremsung durch die Reibung, und das
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Teilchen bewegt sich mit einer konstanten mittle-
ren Geschwindigkeit v,; (Gl. 3).

Zefpr E
67‘[ . reﬁr- T]

Vel = 3)
Charakteristisch fiir das Verhalten einer Substanz
ist ihre elektrophoretische Beweglichkeit p,;:

v
el = —— 4
Uer Z (€3]

o= — ®)
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Die elektrophoretische Mobilitédt . scheint auf
den ersten Blick eine Stoffkonstante zu sein, die
nur durch die Viskositit des Mediums beeinflusst
wird, da lediglich der effektive Radius und die ef-
fektive Ladungszahl des Teilchens in Gl. (5) enthal-
ten sind. Die elektrophoretische Beweglichkeit ist
aber eine gegen Versuchsparameter sehr empfind-
liche GroBe. So dndert sich bei Proteinen die ef-
fektive Ladungszahl mit dem pH-Wert. Im sauren
Milieu liegen freie Aminogruppen protoniert vor,
das Protein besitzt somit einen Uberschuss positi-
ver Ladungszentren. Durch Anderungen der Art
der Ionen des Hintergrundelektrolyten (z.B. durch
Austausch von Chlorid gegen Phosphat) oder
durch die Anderung der Konzentration des Elek-
trolyten kann sich die Hydrathiille der Proteine
und damit ihre Quartirstruktur dndern. Anderun-
gen in der Losungsmittelzusammensetzung kon-
nen groRere Anderungen der riaumlichen Struktur
der Proteine zur Folge haben, was mit einer Erho-
hung oder Verminderung der effektiven Teilchen-
grofle verkniipft ist. Alle experimentellen Details
miissen deshalb sehr genau eingehalten werden,
um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

Weiterhin gilt es zu bedenken, dass Molekiile nicht
die Gestalt einer Kugel besitzen, fiir die die Bezie-
hungen gelten. Fiir nichtsphérische Molekiile wie
Proteine wurde experimentell der Zusammenhang
zwischen relativer Molekiilmasse und elektropho-
retischer Mobilitit abgeleitet:

2 (6)
3

Einige Materialien wie Glas, Agarose oder Cellu-
lose bilden aufgrund der Dissoziation acider
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Gruppen bei Kontakt mit Elektrolytlosungen eine
elektrische Doppelschicht aus. Ist z.B. die Ober-
fliche des Materials negativ geladen, werden diese
auf der Losungsseite durch positive Ladungen
(Kationen) kompensiert. Beim Anlegen einer
Spannung bewirkt die kationische Gegenladung
einen zur Kathode gerichteten Massenfluss der
Elektrolytlosung, den elektroendosmotischen Fluss
(auch elektroosmotischer Fluss, EOF, genannt).
Die Geschwindigkeit des EOF, v, ist eine Funk-
tion der Permittivitit der Elektrolytlosung, des Ze-
tapotentials der Ladungsschicht, der Viskositit der
Losung und der elektrischen Feldstirke:
e-C-E

Veof = ——————— (@)
eof 4.7

Permittivitit der Elektrolytlosung
Zetapotential
i

Viskositit der Elektrolytlosung
elektrische Feldstirke

= m
I

Der EOF wirkt auf alle Teilchen in einer Losung
gleichermaflen, sodass sich die fiir einen Analyten
beobachtete Wanderungsgeschwindigkeit als sum-
marische Grofe der elektrophoretischen Wande-
rungsgeschwindigkeit und der Geschwindigkeit
des elektroendosmotischen Flusses ergibt. Durch
die angelegte Spannung kann es aufgrund der ent-
stehenden Joule-Widrme zu lokaler Verdunstung
der Elektrolytlosung in den Poren kommen. Da-
durch wandert die Pufferlosung von den Enden des
Trigers zum Zentrum hin, sodass die lonenstirke
im Trennsystem nicht mehr gleichmiBig ist, was
zu einer Anderung der Beweglichkeit der Teilchen
fiihrt. Aufgrund der Abhingigkeit der Wande-
rungsgeschwindigkeit der Teilchen von den expe-
rimentellen Bedingungen sowie der oben be-
schriebenen Effekte muss unter definierten expe-
rimentellen Bedingungen — am besten unter
Verwendung von Referenzsubstanzen — gearbeitet
werden.

2. Grenzflachenelektrophorese
(tragerfreie Elektrophorese)

Die englische Bezeichnung des Abschnitts lautet
»free or moving boundary electrophoresis®. Diese
1939 von Tiselius entwickelte Methode der
elektrophoretischen Trennung eines Substanzge-
misches arbeitet in einem U-formigen Glasrohr.
Die Analyt-Ionen befinden sich im unteren U-
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formigen Teil in einer Elektrolytlosung, dariiber
wird in beiden Schenkeln des Rohrs eine spezi-
fisch leichtere Pufferlosung geschichtet, in die die
Elektroden eintauchen. Bei Anlegen einer Gleich-
spannung wandern die Ionen entsprechend ihrer
Ladung und Beweglichkeit in die Grenzfliche
zwischen den beiden Losungen und konnen dort
konduktometrisch, refraktometrisch oder spektral-
photometrisch detektiert werden. Da die angelegte
Spannung und die Zeitdauer des elektrophoreti-
schen Trennprozesses bekannt sind, kann die Be-
weglichkeit nach Gl. (8) berechnet werden.

®)

=
==

s = zuriickgelegte Strecke
t = Trennzeit
E = elektrische Feldstirke

Bei Kenntnis der effektiven Ladung der aufge-
trennten Substanzen ldsst sich nach GI. (5) auch
der effektive Radius errechnen, wenn die Viskosi-
tit des Trennmediums bekannt ist. Das Verfahren
ist messtechnisch relativ aufwindig und besitzt in
der pharmazeutischen Analytik keinerlei Bedeu-
tung.

Ein von der Ph. Eur. nicht beschriebenes und fiir
die pharmazeutische Analytik ebenfalls bedeu-
tungsloses Verfahren der (trigerfreien) Zonene-
lektrophorese ist die Freiflusselektrophorese (Free-
Flow-Elektrophorese). Dabei wird ein gleichmifi-
ger laminarer Fliissigkeitsstrom durch zwei Platten
geleitet. Quer zur FlieBrichtung wird ein elektri-
sches Feld angelegt. Dadurch werden die gelade-
nen Teilchen gemiB ihrer elektrophoretischen Be-
weglichkeit aus der senkrechten Flussrichtung
abgelenkt und verlassen das Trennsystem an unter-
schiedlichen Stellen am unteren Rand. Sie konnen
dort z.B. in Mikrogefiden aufgefangen werden,
sodass sich das Verfahren zur mikropriparativen
Gewinnung von Teilchen eignet.

3. Zonenelektrophorese
(Elektrophorese auf
Trdagermaterial)

Die Ph. Eur. verwendet den Begriff der Zonen-

elektrophorese fiir Verfahren unter Verwendung

von mechanisch stabilen Tridgermaterialien. Dies
wird im englischen Titel des Abschnitts ,,zone
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electrophoresis using a supporting medium* klarer
herausgestellt als in der deutschen Ubersetzung. In
der Literatur wird der Begriff Zonenelektrophorese
auch fiir tragerfreie Verfahren verwendet, speziell
auch im Format der Kapillarzonenelektrophorese.

Bei der Zonenelektrophorese erfolgt die Trennung
der geladenen Teilchen in einem homogenen Puf-
fer mit konstantem pH-Wert iiber die gesamte
Trennstrecke (sog. kontinuierliche Elektrophore-
se). Die Verwendung eines Trigers bietet den Vor-
teil einer problemlosen Versuchsdurchfiihrung.
Neben der elektrophoretischen Beweglichkeit be-
einflusst auch die Grofle der Molekiile bedingt
durch den Siebeffekt des Gelmediums die Tren-
nung. Weiterhin ist die elektrophoretische Beweg-
lichkeit der Analyte aufgrund des Tridgermaterials
geringer als bei der trigerfreien Elektrophorese, da
die Teilchen Hindernisse umgehen miissen und in
den Porenkanilen des Trégers lingere Strecken zu-
riicklegen. Weiterhin fiihren Inhomogenititen im
Triger zu ungleichméBiger Wanderung. In der Re-
alitdt ist daher die von den Teilchen durchlaufene
Strecke grofer als die aus der detektierten
Wegstrecke abgeleitete Strecke, sodass sich die
Verfahren nicht zur Bestimmung der Beweglich-
keit von Substanzen eignen.

Als Triagermaterialien werden vor allem Cellulose-
acetat, Agarose- oder Polyacrylamidgele verwen-
det. Celluloseacetat auf einer Trigerfolie ist grof3-
porig und iibt praktisch keine Siebwirkung auf
Proteine aus. Derartige Gele werden auch als
nichtrestriktiv =~ bezeichnet.  Elektrophoretische
Trennungen auf diesen Materialien sind daher nur
ladungsabhingig. Die Matrix wirkt kaum der Dif-
fusion entgegen, sodass die getrennten Zonen rela-
tiv breit und die Auflosung sowie die Nachweis-
empfindlichkeit relativ niedrig sind. Vorteile sind
einfache Handhabung, schnelle Trennung und An-
farbung. Celluloseacetat-Elektrophorese ist in der
klinisch-chemischen Analytik weit verbreitet, z.B.
zur Untersuchung der Serumproteine.

Agarosegele sind ebenfalls weitgehend nichtre-
striktiv. Agarose ist ein lineares Polysaccharid aus
Meeresalgen. Die Substanz wird durch Aufkochen
in Wasser gelost und geliert beim Abkiihlen. Dabei
lagern sich die Polysaccharid-Helices in Gruppen
zu relativ dicken, untereinander verwobenen Faden
zusammen, was dem Gel seine Stabilitét verleiht.
Die Porengrofle kann iiber die Agarosekonzentra-
tion gesteuert werden. Beispielsweise erhdlt man
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150-nm-Poren mit einer 1 %igen Losung, wihrend
eine 0,16 %ige Losung ein Gel mit 500-nm-Poren
ergibt. Agarosegele werden meist durch Ausgieflen
der Losung auf eine Glasplatte oder Trigerfolie
hergestellt. Agarosegele sind nicht vollig klar und
nicht frei von EOF. Ebenso sind nicht alle Firbe-
verfahren problemlos anwendbar.

Die universellsten Gele bestehen aus Polyacryl-
amid. Sie sind in der Regel restriktiv und die Po-
rengrofe ist gut steuerbar. Zu weiteren Ausfiihrun-
gen siehe den Abschnitt 5.1.4.

Die Ph. Eur. setzt das in diesem Abschnitt be-
schriebene Verfahren der Trigerelektrophorese
beispielsweise zur Bestimmung der Proteinzu-
sammensetzung in den Monographien Albuminlé-
sung vom Menschen oder Normales Immunglo-
bulin vom Menschen zur intravenosen Anwen-
dung ein.

Apparatur: Ein Elektrophoresegerit in planarer
Anordnung, das hiufig bei der kontinuierlichen
Tragerelektrophorese eingesetzt wird, ist schema-

tisch in Abb. 1 dargestellt. Es besteht aus einer re-
gulierbaren Gleichstromquelle (300 bis 6000 V,
150 bis 1000 mA) und einer Elektrophoresekam-
mer mit zwei Elektrodenkammern fiir die Elektro-
Iytlosungen. In diese tauchen die Elektroden
(meist aus Platin), an die die Spannung angelegt
wird, ein. Das Fliissigkeitsniveau in den Kammern
der Elektrolytlosung muss gleich sein, um eine Si-
phonwirkung zu vermeiden. Der Kontakt zum
Trager wird iiber Filterpapierstreifen oder pordse
Materialien sichergestellt oder das Trigermaterial
steht in direktem Kontakt mit der Elektrolytlosung.
Die Kammer sollte dicht verschlossen sein, um
eine gesittigte Atmosphére aufrechtzuerhalten und
das Verdampfen des Losungsmittels und somit ein
Austrocknen des Tridgermaterials zu vermeiden.
Weiterhin sollte ein automatisches System vorhan-
den sein, das beim Offnen des Deckels die Span-
nung unverziiglich abschaltet. Ab einer elektri-
schen Leistung von ca. 10 W sollte das Trigerma-
terial bei der Analyse gekiihlt werden.

eingespanntes puffergetrénktes Filtrierpapier
als Trager und Trennbett der Elektrophorese

Halterung fir Filtrierpapier

= Kunststoffkldtze als mechanische Trager
des Trennbettes

- Pufferldsung als Stromkontakt zwischen
Elektrodenraum und Trennbett

L Y

Diaphragma

Leitelektrolyt im Elektrodenraum

Elektrode (Kathode bzw. Anode)

Abb. 1: Schematischer Aufbau einer planaren Elektrophoresekammer

Ausfithrung: Die Elektrodenkammern werden
mit der Elektrolytlosung befiillt und das mit Elekt-
rolytlosung imprégnierte Tridgermaterial wird in
die Kammer eingebracht. Die Probe wird am
Start aufgetragen. Nach dem Verschluss der
Kammer wird die Spannung fiir die vorgeschrie-
bene Zeitdauer angelegt. Anschliefend wird der
Stromfluss unterbrochen, das Trigermaterial ent-
nommen, getrocknet und die Banden in geeig-
neter Weise sichtbar gemacht (siehe z.B. Ab-
schnitt 5.3).
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4. Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese in zylindrischen
Gelen

Bei der Polyacrylamid-Gelektrophorese (PAGE)
werden die Gele entweder als zylindrische Gele,
oder hiufiger als planare Gele durch radikalische
Polymerisation hergestellt (siche den Abschnitt
5.1.1). Fiir diese Variante werden Elektrophorese-
kammern benoétigt, die eine geeignete Haltevorrich-
tung fiir zylindrische Gele besitzen. Die Polymeri-
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sation zur Herstellung der Gele erfolgt in Rhrchen
unmittelbar vor der Analyse. Nach vollstindiger
Gelbildung werden die Rohrchen so in die Kammer
eingebracht, dass die unteren Enden in die mit der
vorgeschriebenen Elektrolytlosung befiillte untere
Vorratskammer eintauchen. Anschliefend werden
die Rohrchen vorsichtig mit Pufferlosung iiber-
schichtet und die Proben unter Zusatz von Succrose
zur Erhohung der Dichte sowie eines niedermoleku-
laren Markerfarbstoffs auf die Gele aufgebracht.
Nach Anlegen der vorgeschriebenen Spannung an
die Elektroden wird die Trennung wie vorgeschrie-
ben durchgefiihrt. Kurz bevor der Farbstoff das unte-
re Ende des Gels erreicht hat, wird die Stromzufuhr
unterbrochen und das Gel vorsichtig aus dem Rohr-
chen ausgestofen. Die Banden werden nach dem
angegebenen Verfahren sichtbar gemacht.

5. Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese mit Natriumdode-
cylsulfat (Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis,
SDS-PAGE)

Der harmonisierte Abschnitt beschreibt die ,,klassi-
sche® und hiufigste Durchfiihrung der Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese unter Verwendung planarer
Gele, die durch Polymerisation hergestellt wurden.
Diese konnen eine einheitliche durchschnittliche
Porengrofe iiber das gesamte Gel aufweisen (sog.
gleichformige Gele) oder die Porengrofe verringert
sichiiber die Trennstrecke (sog. Gradientengele).

Die SDS-PAGE wird zur Analytik von Proteinen
eingesetzt. Dabei kommt das anionische Tensid
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate,
SDS) zum FEinsatz, das Proteine solubilisiert und
denaturiert. SDS bindet in einem ungefihr konstan-
ten Verhiltnis von 1,4 g SDS pro g Protein an Prote-
ine (entsprechend ca. ein Molekiil SDS bezogen auf
zwei Aminoséduren). Dadurch wird die Eigenladung
der Proteine iiberdeckt, sodass alle negativ geladene
Teilchen zur Anode wandern. Durch die Denaturie-
rung resultieren ldngliche Proteine, sodass die
Trennung weitgehend proportional zur relativen
Molekiilmasse erfolgt, da groBere Proteine durch
die pordse Gelmatrix stirker in der Wanderung be-
hindert werden als kleinere. Derartige Gele werden
auch als restriktive Gele bezeichnet.
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Probleme ergeben sich bei Modifikationen von
Proteinen wie N- oder O-Glykosylierung, da die
Glykosid-Reste SDS nicht in gleichem Ausmal
adsorbieren wie das Proteingrundgeriist. Dadurch
ist die Proportionalitit von relativer Molekiilmasse
und elektrophoretischer Beweglichkeit der Protei-
ne nicht mehr gegeben.

5.1 SDS-PAGE - Gleichférmige Gele

5.1.1 Eigenschaften von Polyacrylamid-
gelen

Polyacrylamidgele werden durch radikalische Po-
lymerisation von Polyacrylamid und bifunktionel-
len Quervernetzern wie N,N'-Methylenbisacryl-
amid hergestellt (siche den Abschnitt 5.1.4). Poly-
acrylamidgele sind mechanisch sowie chemisch
stabile und klare Gele, die nach der Trennung rela-
tiv einfach archiviert werden konnen. Sie weisen
praktisch keinen EOF auf und sind fiir viele Fir-
bemethoden geeignet. Nachteil ist vor allem die
hohe Toxizitdt der Monomere, die bei der Selbst-
herstellung von Gelen beachtet werden muss. Au-
Berdem eignen sich die Gele aufgrund der erreich-
baren Porengrofie nicht zur Analytik von Proteinen
mit relativen Molekiilmassen > 800 kDa.

5.1.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit
Denaturierung

Bei dieser Durchfithrung wird dem Probenpuffer
SDS im Uberschuss zu den Proteinen zugegeben
und die Probe fiir 2 bis 5 min auf 95°C erhitzt.
Dabei werden Tertidr- und Sekundérstrukturen
aufgebrochen und die Proteine nehmen eine léng-
liche Gestalt an. Wie oben beschrieben wird SDS
an die Proteine adsorbiert (1,4 g SDS pro g Prote-
in), sodass diese Assoziate bei der anschlieenden
Elektrophorese getrennt werden. SDS befindet sich
auch im Elektrophoresepufter.

Reduzierende Bedingungen: Bei dieser Art der
Durchfiihrung werden Disulfidbindungen im Pro-
tein — in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol (5%
VIV) oder Dithiothreitol (10 mM) fiir 2 bis 5 min
auf 95 °C erhitzt — durch Reduktion gespalten, wo-
durch die durch diese Bindungen stabilisierte Ter-
tidr- und Quartérstrukturen der Proteine zerstort
werden. Die freien SH-Gruppen kénnen durch Al-
kylierung mit Iodacetamid, Iodessigsdure oder Vi-
nylpyridin geschiitzt werden. SDS-PAGE unter re-
duzierenden Bedingungen dient zur Bestimmung
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der relativen Molekiilmasse der Proteine bzw. Pro-
teinuntereinheiten.

Nicht reduzierende Bedingungen: Hier wird die
Probe nicht in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol
oder Dithiothreitol erhitzt, sodass die Disulfidbrii-
cken nicht aufgespalten werden und somit keine
Dissoziation in Proteinuntereinheiten erfolgt, so-
fern diese durch Disulfidbriicken zusammengehal-
ten werden. Dadurch bleibt die dreidimensionale
Struktur des Proteins teilweise erhalten. Weiterhin
werden nicht reduzierte Proteine nicht vollstindig
mit SDS gesittigt, weshalb sie einen kleineren
Stokes-Radius und damit kleinere scheinbare Mo-
lekiilmassen als ein vollstindig entfaltetes Protein
besitzen. Zwar ist deshalb die Bestimmung der re-
lativen Molekiilmasse von Proteinen mit diesem
Verfahren in der Regel nicht moglich, dennoch
kann es informativ sein, ein Protein unter sowohl
reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden
Bedingungen zu analysieren.

Eine fiir die Durchfiihrung der SDS-PAGE iibliche
einfache vertikale Elektrophoreseapparatur ist in
Abb. 2 skizziert. Die Gele sind vollsténdig von Glas-
platten und dem Puffer eingeschlossen. Die Proben
werden vorsichtig in die Probentaschen unter den
Kathodenpuffer unterschichtet. Der Probe ist ein
niedermolekularer geladener Farbstoff zugesetzt.
Erreicht dieser fast den unteren Rand des Gels, wird
die Stromzufuhr abgeschaltet und das Gel zum An-
farben und weiteren Verarbeitung entnommen.

Kathode @—|

- _ Puffer , J Probentasche

\ -— Tragermaterial

Trenngel (Glasplatten)

Sammelgel

Anode

Puffer j
L

Abb. 2: Schematischer Aufbau einer vertikalen
Gelelektrophoreseapparatur

5.1.3 Eigenschaften der Gelelektrophorese
im diskontinuierlichen Puffersystem

Die SDS-PAGE im diskontinuierlichen Format
wird auch als Disk-Elektrophorese bezeichnet und
in der Regel nach dem von U. K. Laemmli be-
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schriebenen Verfahren durchgefiihrt?). Das vertikal
orientierte Gel besteht aus einem Sammelgel und
dem Trenngel. Das Sammelgel weist gegeniiber
dem Trenngel vier prinzipielle Unterschiede (Dis-
kontinuitdten, daher die Bezeichnung Disk-Elek-
trophorese) auf. Es weist (1) groere Poren auf, (2)
ist der pH-Wert des Sammelgelpuffers etwa 2 Ein-
heiten geringer und weist (3) eine geringere Leit-
fahigkeit auf. AuBlerdem setzt man (4) unterschied-
liche Anionen im Gelpuffer und dem Elektropho-
resepuffer ein. Dadurch erfolgt im Sammelgel
Aufkonzentrierung der Proteinbanden nach dem
Prinzip der Isotachophorese, wihrend im Trenngel
die ,klassische* elektrophoretische Trennung nach
GroBe der Protein-SDS-Assoziate stattfindet. Die
wichtigsten Schritte sind in Abb. 3 skizziert. Das
grofBporige Sammelgel (3 bis 4% T) enthilt einen
0,125 M Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan,
Trometamol)-HCl-Puffer (pH 6,8), das engporige
Trenngel (10 bis 20% T) einen 0,375 M Tris-HCI-
Puffer (pH 8.,8). Der Elektrodenpuffer (Trennpuf-
fer) besteht aus Tris-Glycin (pH 8,3). Glycin be-
sitzt den isoelektrischen Punkt pI = 6,1 und hat
daher beim pH des Sammelgelpuffers nur eine ge-
ringe (negative) Ladungsdichte und damit geringe
elektrophoretische Mobilitit. Glycin ist hydrophil
und lagert sich nicht an Proteine an. Das Chlorid-
Anion ist unabhéngig vom pH negativ geladen und
weist eine hohe Mobilitidt auf. Beim Anlegen der
Spannung trennen sich die Proteine im Sammelgel
nach dem Prinzip der Isotachophorese als Stapel,
basierend auf ihren elektrophoretischen Mobilité-
ten zwischen dem Leitelektrolyt Chlorid und dem
Folgeelektrolyt Glycin. Dabei konzentrieren sie
sich in Zonen, was man als Stacking bezeichnet.
Aufgrund der groBporigen nichtrestriktiven Matrix
ist die Mobilitit nur von der Ladung abhéngig und
nicht von der MolekiilgroBe. An der Grenze zum
engporigen Trenngel wirkt auf die Proteinstapel
ein Reibungswiderstand, der zur weiteren Zonen-
schérfung fiihrt. Glycin ist aufgrund der geringen
MolekiilgroBe nicht davon betroffen. Beim deut-
lich hoheren pH-Wert des Trenngels ist die Ami-
nosdure auBerdem vollstindig negativ geladen,
,berholt*“ die Proteine und wandert mit Chlorid in
der Front. Die Proteine befinden sich im Trenngel
daher in einem homogenen Puffersystem und tren-
nen sich nach dem Prinzip der Zonenelektrophore-
se. Die Mobilitdt wird nun neben der Ladung zu-
sitzlich durch die Molekiilgrole bestimmt. Die
Proteine arrangieren sich in neuer Reihenfolge.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.0
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Probenaufgabe

Tris-Glycin ph 8,3
|

) ° Probe
Tris-CI~ pH 6,8 Sammelgel
0,125 M

Tris-CIO pH 8,8 Trenngel
0,375 M

Tris-CI©

L

Konzentrierung im Sammelgel

©
Tris-Glycin ph 8,3

E——Proteinstapel

@

Trennung im Trenngel

©
Tris-Glycin ph 8,3

Tris-CI®
@

Abb. 3: Schema der diskontinuierlichen SDS-PAGE (nach Lit.?)

Die diskontinuierliche Elektrophorese erreicht
hohe Bandenschirfe und Auflosung. Bei ,,Bela-
dung® mit SDS sind alle Proteine negativ geladen
und wandern zur Anode. Ohne Zusatz von SDS
wiirden beispielsweise im beschriebenen System
Proteine mit einem pl > 6,8 zur Kathode wandern.
Generell konnen die Puffersysteme fiir die Disk-
Elektrophorese relativ frei gewahlt werden. Wich-
tig sind unterschiedliche pH-Werte in Sammel-
und Trenngel. Aulerdem muss das Puffersystem
ein beim pH-Wert des Sammelgels vollstindig io-
nisiertes Ion mit hoher Mobilitit und ein nur teil-
weise ionisiertes, daher langsam wanderndes Ion
sowie ein gemeinsames Gegenion enthalten. Das
vollstindig ionisierte Ion weist eine hohere Mobi-
litdt auf als die Proteine, das unvollstindig ioni-
sierte eine geringere Mobilitét.

5.1.4 Herstellung von vertikalen Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelen in dis-
kontinuierlichem Puffer

Polyacrylamidgele werden durch radikalische Co-
polymerisation von Polyacrylamid (1) und N,N'-
Methylenbisacrylamid (2) als Quervernetzer der an-
sonsten linearen Polymerketten hergestellt (Abb. 4).
Dabei dient Ammoniumpersulfat (3, APS, Ammo-
niumperoxodisulfat) als Radikalstarter und Tetra-
methylethylendiamin (4; TEMED) als Katalysator.
Die PorengroBe hingt von der Monomer-Gesamt-
konzentration T (T-Wert, Gl. 9) und dem Ver-
netzungsgrad C (C-Wert, Gl. 10) ab und lisst sich
exakt und reproduzierbar einstellen.
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T= MMonomer T MMonomer . 100 ©)
Volumen (ml)

C= MVernetzer . 100 (10)

MMonomer T MVernetzer

MMonomer = Masse Acrylamid in g
Myeretzer = Masse Methylenbisacrylamid in g

Bei konstantem C und steigendem T sinkt die Po-
rengrofle. Bei konstantem T und steigendem C
folgt die Porengrofe einer parabolischen Funktion,
sodass bei hohen und niedrigen C-Werten grofe
Poren erhalten werden. Bei T = 10 % liegt das Mi-
nimum liegt bei C = 4 %. Generell sind Gele mit C
> 5% sprode und hydrophob, sie werden nur in
Sonderfillen verwendet.

Die Polymerisation sollte unter Luftausschluss er-
folgen, da Sauerstoff als Radikalfinger fungiert.
Die Gele werden daher in vertikalen Apparaturen
gegossen. Diese bestehen im einfachsten Fall aus
zwei Glasplatten, die mit 0,5 bis 1,5 mm starken
Abstandshaltern abgedichtet werden. Die Platten
werden in eine Standvorrichtung eingespannt und
mit der gepufferten wissrigen Polymerisationslo-
sung blasenfrei befiillt. Zum Schutz vor Luftsauer-
stoff wird mit Wasser-gesittigtem Butanol oder
70 %igem 2-Propanol iiberschichtet. Wird ein aus
Sammel- und Trenngel bestehendes Gel gegossen,
stellt man zuerst das Trenngel her. Die Alkohol-
Schutzschicht wird anschliefend abgegossen und
Reste mit Filterpapier entfernt. AnschlieBend wird
die gepufferte Polymerlosung fiir das Sammelgel
blasenfrei eingefiillt. Zur Ausbildung der Proben-
taschen wird ein scharfkantiger Kamm eingesetzt
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Abb. 4: Schema der Polymerisationsreaktion

und nach erfolgter Polymerisation vorsichtig her-
ausgezogen. Die Polymerisationsgeschwindigkeit
ist abhingig von der Temperatur, dem pH-Wert, der
Gesamtkonzentration und der Katalysatorkonzent-
ration und liegt je nach Bedingungen zwischen
15 min und einigen Stunden. Aufgrund langsamer
Nachpolymerisation sollte ein Gel erst einen Tag
nach der Herstellung verwendet werden. Die Zu-
sammensetzung der Polymerisationslosungen fiir
Trenn- und Sammelgele fiihrt die Ph. Eur. in Tabel-
len auf.

Fir die Verwendung in der diskontinuierlichen
Elektrophorese wird das Sammelgel erst unmittel-
bar vor der Elektrophorese aufeinander gegossen, da
es bei lingerem Stehen zur Diffusion der Puffer-
Ionen kommt. Alternativ kann man ein derartiges
Gel in einem Arbeitsschritt ohne zwischenzeitliches
Uberschichten mit Butanol herstellen, indem man
der Trenngel-Losung Glycerin zusetzt und direkt mit
der Sammelgel-Losung iiberschichtet. Bei diesen
Gelen gibt es keine Probleme mit der Diffusion der
Puffer und sie konnen linger gelagert werden. Aller-
dings ist die Lagerdauer durch den hohen pH-Wert
des Trenngels begrenzt, da nach ca. 10 bis 14 Tagen
langsame Hydrolyse der Polyacrylmatrix einsetzt.
Kommerzielle Fertiggele werden daher mit anderen
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Puffern, beispielsweise einem Tris-Acetat-Puffer
(pH 6,7) hergestellt. Bei diesen Gelen wird Tricin
(N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin) im Elektro-
denpuffer mit einem pH-Wert von 8,3 eingesetzt. Fiir
weitere Angaben siehe auch Lit.>3).

5.2 SDS-PAGE - Gradientenkon-
zentrationsgele

Zu allgemeinen Ausfiihrungen zur Herstellung von
Polyacrylamidgelen siehe den Abschnitt 5.1.4.
Gradientengele weisen abnehmende Porengrofie
im Verlauf der Trenngele auf. Sie werden durch
Veridnderung der Acrylamidkonzentration (meist 5
bis 15%) mit Hilfe eines Gradientenmischers bei
der Herstellung der Gele erhalten. Im Prinzip stellt
man zwei Polymerisationslosungen mit unter-
schiedlicher Acrylamidkonzentration her und
mischt der konzentrierteren Losung wéhrend des
GelgieBens die niedriger konzentrierte Losung zu,
sodass die GroBe der Poren von unten nach oben
zunimmt. Man kann Gele mit linearem oder expo-
nenziellem Porengradienten herstellen.

Nach abgeschlossener Polymerisation wird das
Sammelgel auf das Trenngel polymerisiert. Ge-
brauchsfertige Gele sind auch im Handel erhéltlich.

Kommentar zur Ph. Eur. 10.0
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Vorteil der Gradientengele ist, dass damit Proteine
getrennt werden konnen, die in gleichmifBigen Ge-
len co-migrieren. Dies liegt an dem zusitzlichen
diskriminierenden Effekt der Porengréfe durch den
Siebeffekt. Proteine wandern durch das Gel, bis sie
aufgrund ihrer Grofe nicht mehr ungehindert durch
die Poren wandern konnen. Zusétzlich erfolgt da-
durch eine Anreicherung, sodass schirfere Banden
als in gleichméBigen Gelen resultieren. Weiterhin
sind Trennungen von Proteinen iiber einen weiteren
Molekiilmassenbereich als mit gleichméBigen Ge-
len moglich. Gradientengele werden héufig bei der
diskontinuierlichen SDS-PAGE als Trenngele ein-
gesetzt.

5.3 Nachweis von Proteinen in
Gelen

Zum Nachweis von Proteinen in den Gelen erfolgt
die Anfirbung der Substanzzonen typischerweise
entweder mit dem Farbstoff Coomassie-Blau
(Abb. 5) oder mittels Silberfarbung.

Coomassie-Fiarbung: Eines der wichtigsten De-
tektionsverfahren zur Visualisierung von Protein-
banden nach der gelelektrophoretischen Auftren-
nung ist das Anfirben mit Coomassie (Coomassie-
Brillantblau R-250, Séaureblau 83). Dabei erfolgt in
der Regel zunichst die Fixierung mit 10% Tri-
chloressigsédure in Methanol oder in einem Metha-
nol/Essigsdaure/Wasser-Gemisch, da der Coomas-
sie-Farbstoff nur im sauren Milieu an Protein bin-
det. Die Firbelosung selbst enthdlt den blauen
Farbstoff in verdiinnter Essigsdure/Ethanol-Lo-
sung oder er wird der Fixierlosung direkt zugege-
ben. Zahlreiche weitere Farbeprotokolle sind be-
schrieben. Probleme bereitet u.U. die Entfernung
des iiberschiissigen Farbstoffs mit verdiinnter Es-
sigsdure in Methanol/Wasser als Entfirberlosung.
Hierbei konnen vor allem Proteine mit kleineren
relativen Molekiilmassen mit ausgewaschen wer-
den. Dies kann durch die vorherige Fixierung mit
Trichloressigsdure/Methanol vermieden werden.
Da aber auch an Proteine assoziierter Farbstoff
ausgewaschen werden kann, handelt es sich um
eine Konventionsmethode. Die vorgeschriebenen
Konzentrationen und Zeiten miissen vor allem bei
einer quantitativen Analyse exakt eingehalten wer-
den. Die Detektionsgrenze liegt iiblicherweise bei
etwa 1 pg Protein, durch bestimmte Protokolle re-
sultieren aber auch deutlich niedrigere Detek-
tionsgrenzen von wenigen ng Protein®.
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Abb. 5: Strukturformel von Coomassie-Blau

Silberfarbung: Das Anfirben mit Silbernitrat ist
um das 10- bis 100fache empfindlicher als die
Coomassie-Firbung. Sie kann allerdings nicht fiir
alle Proteine eingesetzt werden, da einige (z.B.
Troponin C oder Calmodulin) nicht angefirbt
werden. Die Proteine werden zunidchst mit Hilfe
von Formaldehyd in Methanol/Wasser oder mit
ethanolischer Essigsdure durch Denaturierung am
Gel fixiert. Nach den Waschschritten und der Be-
handlung mit Glutaraldehyd-Losung wird ammo-
niakalische Silbernitrat-Losung zugegeben. Dabei
binden die Silber-Ionen (nichtstochiometrisch) an
die Proteine. Uberschiissige Silber-Ionen werden
mit Wasser ausgewaschen und anschliefend die
gebundenen Ionen mit alkalischer Formaldehyd-
Losung oder Citronenséure-haltiger Formaldehyd-
Losung zu elementarem Silber reduziert, wodurch
sich die Zonen der Proteine schwarz firben. Ab-
gewandelte Protokolle ermdoglichen Detektions-
grenzen im Bereich von 1 bis 0,1 ng Protein?.

Weitere Verfahren unter Verwendung von Farbstof-
fen wie Amidoschwarz 10 B, Fast Green FCF oder
SYNPRO Orange sind beschrieben? 3 8). Weiterhin
konnen die Proteine nach Western Blot immunolo-
gisch analysiert werden? 3.

5.4 Aufzeichnung der Ergebnisse

Die angefirbten Gele konnen feucht oder nach ge-
eigneter Trocknung fotografiert oder gescannt und
mit kommerzieller Software ausgewertet werden.
Zur Archivierung werden die Gele in der Regel ge-
trocknet. Dafiir wird das Gel zunichst in eine Gly-
cerol-Losung eingelegt und anschlieSend zwischen
pordsen Cellulosefolien nach sorgfiltiger Entfer-
nung von Luftblasen bei Normaldruck oder im Va-
kuum getrocknet. Getrocknete Gele sind héufig
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briichig und miissen mit Vorsicht behandelt wer-
den.

5.5 Bestimmung der relativen
Molekiilmasse

Zur Bestimmung der relativen Molekiilmasse M,
von Proteinen wird ihre elektrophoretische Beweg-
lichkeit mit der von Markerproteinen bekannter
relativer Molekiilmasse verglichen. Die Mischung
der Markerproteine, die auch bereits angefirbt sein
konnen, wird auf dem gleichen Gel wie die zu be-
stimmenden Proteine analysiert. Zur Markierung
der Front wird ein geladener niedermolekularer
Farbstoff (hdufig Bromphenolblau) verwendet. Die
Front wird sofort nach der Elektrophorese markiert
und anschlieBend werden die Proteine im Gel mit
einer geeigneten Technik angeférbt (s.o0.). Als Mal
fiir die elektrophoretische Beweglichkeit wird die
Laufstrecke jeder Proteinzone (Markerproteine
und Proteine der Probe) vom oberen Rand des
Gels gemessen und durch die Laufstrecke des
Farbstoffs dividiert. Dieser Wert wird herkdmm-
lich in Analogie zur DC auch als Rg-Wert bezeich-
net. Tragt man die Logarithmen der relativen Mo-
lekiilmassen M, gegen die zugehdrigen Rg-Werte
auf, so erhilt man niherungsweise eine Gerade. In
der Praxis ergibt sich zumeist eine schwach ge-
kriimmte sigmoide Funktion. Die gesuchten relati-
ven Molekiilmassen der untersuchten Proteine er-
hilt man aus einer linearen Regression oder durch
Interpolation zwischen zwei Referenzproteinen.
Eine Auswertung mit Hilfe der linearen Regressi-
on ist beim Vorliegen sigmoider Kalibrierfunktio-
nen nur innerhalb des linearen Bereichs moglich.

Eine verlédssliche Bestimmung ist nur unter redu-
zierenden Bedingungen moglich. Unter nicht re-
duzierenden Bedingungen ist aufgrund sterischer
Hinderung durch die vorhandene Tertidr- oder
Quartirstruktur des Proteins die Assoziation mit
Dodecylsulfat-lonen moglicherweise nicht mehr
direkt proportional zur relativen Molekiilmasse,
d.h. eine Bestimmung der relativen Molekiilmasse
nach diesem Verfahren fiihrt zu systematischen
Fehlern.
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Weiterhin muss bedacht werden, dass im Falle N-
und O-glykosylierter Proteine aufgrund der gerin-
geren Adsorption von SDS an die Glykosidreste
keine direkte Proportionalitit zwischen der relati-
ven Molekiilmassen M, und den Rp-Werten be-
steht.

Die Ph. Eur. priift mittels SDS-PAGE z.B. Kon-
zentrierte Erythropoeitin-Losung, Konzentrier-
te Interferon-alfa-2-Losung oder Konzentrierte
Interferon-gamma-1b-Losung.

5.6 Validierung der Priifung

Um eine Priifung mittels Gelelektrophorese aus-
werten zu konnen, miissen etwa 80% der Trenn-
stecke des Gels durch geeignete Molekiilmassen-
marker charakterisiert werden. Im Bereich der zu
bestimmenden Proteine (Monomere oder Oligo-
mere) muss eine lineare Beziehung zwischen dem
Logarithmus der relativen Molekiilmasse der Mar-
kerproteine und der zuriickgelegten Wanderungs-
strecke (herkommlich als Rr-Wert bezeichnet) be-
stehen. Bei sigmoidem Verlauf der Kurve darf nur
der lineare Bereich fiir Berechnungen beriicksich-
tigt werden. Die Empfindlichkeit muss durch Ver-
wendung eines Referenzproteins in der entspre-
chenden Grenzkonzentration belegt werden.

5.7 Quantitative Bestimmung von
Verunreinigungen

Die Auswertung erfolgt durch Verwendung eines
Densitometers oder durch Verfahren der Bildana-
lyse. Wird die SDS-PAGE als Priifung auf Verun-
reinigungen eingesetzt, erfolgt die quantitative
Auswertung der Gele dhnlich wie bei der Chroma-
tographie mittels Normalisierung und unter Bezug
auf eine entsprechende Verdiinnung der Untersu-
chungslosung. Nebenzonen der Untersuchungslo-
sungen diirfen nicht stirker geférbt sein als diese
Verdiinnung der Untersuchungslosung. Vorausset-
zung fiir eine quantitative Auswertung ist eine &hn-
liche Empfindlichkeit der Anfirbung der einzelnen
Proteinzonen.

G. Scriba
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Ingwerwurzelstock

Zingiberis rhizoma

Allgemeine Angaben

In der Ph. Eur. 10.0 wurden einige Anderungen in
der mikroskopischen Abbildung vorgenommen.

Definition

Stammpflanze: Der Ingwer, Zingiber officinale
Roscoe (Zingiberaceae), ist eine tropische Rhi-
zomstaude. IThre horizontal im Boden wachsenden,
mehrgliedrigen Rhizomknollen sind geweihartig
verzweigt, die daran anhidngenden Wurzeln fadig.
Die Pflanze treibt einen bis iiber 1m hohen
Scheinstéingel aus, der aus mehreren langen, roh-
renformigen Blattscheiden der lineallanzettlichen
Blatter gebildet wird. Bliitenschifte, bis 30 cm

hoch, treibt die Pflanze eher selten. Die daran in
Ahren stehenden gelben Bliiten sind dreizihlige,
unisymmetrische Rohrenbliiten, die von dachzie-
gelartig libereinander liegenden Deckblittern um-
geben sind.

Die Ingwerpflanze ist in Siidostasien heimisch;
ihre urspriingliche Wildform ist nicht bekannt.
Heute ist sie eine wichtige Kulturpflanze der Tro-
pen.

Droge!-?: Das frisch gegrabene Rhizom wird zu-
nédchst gesdubert, dann zumeist vorsichtig durch
Schilen von der duBeren Korkschicht befreit und
anschlieBend in der Sonne 5 bis 6 Tage getrocknet.
Als besonders wertvoll, aber auf dem Markt wegen
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der geringen Anbaumenge eher selten, gilt der aus
Jamaika stammende Ingwer; Bengalischer und
Australischer Ingwer liefern ebenfalls eine gute
Drogenqualitdt. Die in Deutschland importierte
Ware stammt zum Grof3teil aus Siidchina.

Andere Drogennamen: Ginger, Ginger root
(engl.); Gingembre, Rhizome de gingembre
(franz.); Rizoma di zenzero (ital.); Rizoma de gin-
gibre (span.)

Inhaltsstoffe'>: Die Droge enthilt 1,5 bis 3%
dtherisches O16.7), das je nach Herkunft und Che-
motyp sehr verschieden zusammengesetzt ist; die
Ph. Eur. fordert einen Mindestgehalt an é&theri-
schem Ol von 1,5% (ml/100 g). Bisher wurden ca.
160 Komponenten im Ingwerdl nachgewiesen®.
Zumeist dominieren Sesquiterpene des Bisabolan-
Typs wie (—)-a-Zingiberen (1) und (+)-ar-Curcu-
men (2), daneben kommen (—)-B-Bisabolen (3),
(E)-a-Farnesen, (—)-p-Sesquiphellandren u.a. vor.
Sauerstoffhaltige Sesquiterpene sind nur in gerin-
gen Konzentrationen enthalten, namentlich Sesqui-
phellandrol und Zingiberol. Letzteres ist ein Ge-
misch aus (—)- und (+)-pB-Eudesmol (4) und gilt als
wesentlicher Geruchstriager. Auch sind zahlreiche
Monoterpene enthalten, die ebenfalls wesentlich
zum Aroma beitragen, besonders Citral, ein Isome-
rengemisch aus Geranial (5) und Neral (6), sowie
Linalool, B-Phellandren, Campher und andere.
Australischer Ingwer enthélt relativ viel Citral,
was bereits am typisch zitronenartigen Geruch er-
kennbar ist.

Die Scharfstoffe des Ingwerrhizoms sind nicht
fliichtig und weisen eine grofle Strukturvielfalt
auf8-1D. MengenmiBig dominieren die Gingerole
(7); dies sind Arylalkanone mit unterschiedlich
langer, gesittigter aliphatischer Seitenkette, die
biogenetisch von einer Fettsdure stammt. Haupt-
komponente ist [6]-Gingerol (rn = 4). Die in [ ] ste-
hende Zahl, hier 6, bezeichnet die Anzahl der C-
Atome der an der Biogenese beteiligten Fettsiure.
Wihrend der Lagerung von Ingwer konnen die
Gingerole temperaturabhingig zu Shogaolen (8; 5-
Desoxy-4,5-dehydrogingerole)  dehydratisieren.
Sie sind deutlich schirfer als die Gingerole; ihr
Name leitet sich von jap. ,,.Shoga®“ (= Ingwer) ab.
Die Gingerole und Shogaole liegen teilweise auch
als Sulfate vor'?. AuBerdem wurden mehrere 1,7-
Diarylheptanderivate (Curcuminoide; Gingeron A
bis C) sowie Gingerdione, Dehydrogingerdione,
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Gingerdiole, Paradole (5-Deoxygingerole) und Di-
terpenlactone nachgewiesen. Zingeron (9) ist ein
Lagerartefakt und wirkt sich aromabeeintrichti-
gend aus.

Die Droge enthilt reichlich Stirke, die auch dia-
gnostisch von Bedeutung ist!?. Sie ist sackférmig
und hat als Bildungszentrum eine kleine abgerun-
dete Spitze; die Schichtung ist meist nicht zu er-
kennen.

Prifung auf Identitat

C. Die DC-Priifung zielt auf die Gingerole, die
Shogaole und das itherische Ol. Auf Kammer-
sittigung wird bewusst verzichtet, um eine bes-
sere Trennung der Gingerole und Shogaole zu
erhalten. Die Droge wird mit Methanol extra-
hiert, der Extrakt auf einer konventionellen
Kieselgelschicht (5 bis 40 um) mit einem He-
xan-Diethylether-Gemisch (40+60) getrennt.
Als Referenzsubstanzen werden Citral (Isome-
rengemisch aus Neral und Geranial, Bestand-
teile des #therischen Ols) und Resorcin (nicht
in der Droge enthalten, dient zur Beschreibung
des Chromatogramms) aufgetragen. Obwohl
die Gingerole und Shogaole und die Haupt-
komponenten des #therischen Ols einen aroma-
tischen Ring bzw. konjugierte Doppelbin-
dungen enthalten und deshalb im UV-Licht
(254 nm) durch Fluoreszenzminderung nach-
gewiesen werden konnten, wird eine Platte
ohne Fluoreszenzindikator verwendet und die-
se Eigenschaft nicht genutzt. Nach der Ent-
wicklung wird sofort mit einer 1 %igen Losung
von Vanillin in konzentrierter Schwefelsidure
bespriiht, die DC-Platte dann erhitzt und im
Tageslicht ausgewertet. Dabei handelt es sich
um einen unspezifischen Nachweis von Terpe-
nen und anderen organischen Substanzen (Bil-
dung von Triphenylmethanfarbstoffen). Die
Farbangaben sind bei diesem Reagenz nur als
Anbhaltspunkte zu verstehen, sie konnen je nach
Erhitzungsgrad und -dauer variieren. Anstelle
des vorgeschriebenen Reagenzes mit konzent-
rierter Schwefelsdure als Losungsmittel kann
mit gleichem Ergebnis das besser verspriihbare
Vanillin- oder Anisaldehyd-Reagenz verwendet
werden (ethanolische Losung). Bei der Inter-
pretation des Chromatogramms der Untersu-
chungslosung werden nur die Gingerole
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(Rr 0,20 bis 0,24, untere Zone [6]-Gingerol)
und die Shogaole (Rg 0,43 bis 0,48, untere
Zone [6]-Shogaol) angesprochen. Weitere Zo-
nen bilden Citral (2 schwach violette Zonen, Rg
0,66 bis 0,69) und die Terpenkohlenwasserstof-
fe unterhalb der FlieBmittelfront (intensive
Zone bei Rg 0,93, u.a. Zingiberen); Resorcin
liegt bei etwa R 0,35. Abb. in Lit.l: 1315, Die
ehemalige Forderung des DAB, dass zwischen
den Gingerolen und Shogaolen nur schwichere
Zonen vorhanden sein diirfen, bezog sich v.a.
auf Zingeron, das eine Zone in diesem Bereich
(Rr 0,26) aufweist. Hohere Konzentrationen an
Zingeron (Lagerartefakt, siehe unter ,Inhalts-
stoffe*) weisen auf eine zu lange und nicht
sachgemife Lagerung der Droge hin, die in ih-
rer geruchlichen Qualitit deutlich gemindert ist.

Andere Identitéitspriifungen: Die DC-Priifung
kann mit modernen Plattenmaterialien (HPTLC
LiChrospher) und préziseren Vorgaben fiir die
DC (Kammertyp, Temperatur) deutlich verbessert
werden und ist dann einer Dokumentation mit
einem DC-Scanner durch einen Mehrwellenlin-
genscan (200 bis 280 nm) zuginglich!D. Auch
wird eine Detektion mit DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazylhydrat 95 %, freies Radikal 0,03 %,
methanolische Losung) empfohlen, wobei die
Radikalfdngereigenschaften der Gingerole und
Shogaole ausgenutzt werden (gelbe Zonen auf vio-
lettem Hintergrund).

Prifung auf Reinheit

Wasser: Der Wassergehalt wird bei Drogen nor-
malerweise in Form des Trockenriickstands be-
stimmt, bei dem die Droge auf ein konstantes
Gewicht getrocknet und gewogen wird. Bei Dro-
gen, die &therisches Ol enthalten, wiirden mit die-
ser Methode die Werte zu hoch ausfallen, da auch
der Olanteil mit erfasst wird. Deshalb muss hier

der Wassergehalt etwas aufwindiger durch Destil-
lation bestimmt werden.

Andere Reinheitspriifungen: Im DAB wurde
ehemals der Extraktgehalt durch Extraktion mit
Aceton bestimmt (Forderung > 4%). Mit dieser
Priifung lieB sich feststellen, ob einer Droge In-
haltsstoffe entzogen wurden, z.B. zur Herstellung
von Gewlirzextrakten. Da dies immer bei hoheren
Temperaturen geschieht, verkleistert dabei die
Stirke, was sich mikroskopisch im Wasserpriparat
gut erkennen ldsst. Deshalb wurde im DAB mikro-
skopisch auch auf verkleisterte Stéirke gepriift.

Gehaltsbestimmung

Die Ph. Eur. fordert einen Mindestgehalt an &dtheri-
schem Ol von 1,5 % (ml/100 g). Fiir die saubere
Abscheidung des itherischen Ols bei der Kreis-
laufdestillation dient die ,,Hilfsphase Xylol. Da
das dtherische Ol bei Ingwerwurzelstock in Olzel-
len unter der Korkschicht und in tieferen Gewebe-
schichten lokalisiert ist, muss die Droge vor der
Gehaltsbestimmung pulverisiert werden. Dies darf
allerdings erst kurz vor der Bestimmung erfolgen
und unter Vermeidung von Wirmeentwicklung, um
moglichst wenig itherisches Ol zu verlieren. Die
Destillationszeit von 4 h ist angesichts der Tatsa-
che, dass das Ol vorwiegend aus Sesquiterpenen
besteht, angemessen.

%ur Methode "siehe den Kommentar zu 2.8.12
Atherische Ole in pflanzlichen Drogen
(Ph. Eur.).

Andere Bestimmungsmethoden: Die Gingerole
und Shogaole lassen sich durch kombinierte

HPLC/Tandem-MS quantitativ bestimmen!% 16),

E. Stahl-Biskup

Pharmakologische
Eigenschaften

Ingwer wird seit Jahrhunderten in Indien und
China angebaut und gilt heute weltweit als eines

der beliebtesten Gewiirze. Das in der Ingwerwur-
zel enthaltene &therische Ol bewirkt zusammen
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mit dem Scharfstoff Gingerol eine Anregung der
Speichel-, Magensaft- und Gallensekretion sowie
der Peristaltik und fiihrt somit zu einer Verdau-
ungsfoérderung'?. Ebenso kommt es zu einer Tonu-
serhohung der Darmmuskulatur sowie zu antimi-
krobiellen, anthelminthischen, Blutzucker- und
Blutlipid-senkenden, immunstimulierenden, antio-
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xidativen und antiphlogistischen Effekten. Letztere
sollen auf einer Hemmung der Cyclooxygenase
und der NO-Synthase beruhen. Zusitzlich wirkt
Ingwer in hoheren Dosierungen antiemetisch,
krampflosend und positiv inotrop. In kleineren kli-
nischen Untersuchungen zeigten Ingwerextrakte
eine gute Wirksamkeit bei Schwangerschaftserbre-
chen und Reisekrankheit. Die antiemetische Wir-
kung beruht offenbar auf einem Antagonismus an
5-HT;-Rezeptoren.

Indikationen'>: Die Droge wird bei Appetitlosig-
keit und als Digestivum bei subazider Gastritis
sowie bei Dyspepsien und Blahungen empfohlen.
Der relativ starke antiemetische Effekt wurde in
mehreren Doppelblindstudien bestétigt und wird
auf langkettige Shogaole und Gingerole zuriickge-
fiihrt.

Das HMPC (Ausschuss der EMA) hat Ingwerwur-
zelstock fiir das Anwendungsgebiet ,,Vorbeugend
gegen Reisekrankheit mit Ubelkeit und Erbrechen*
als medizinisch anerkannt eingestuft (well-
established use); fiir die Anwendungsgebiete ,,zur
Linderung von Symptomen der Reisekrankheit
und zur Behandlung leichter krampfartiger Magen-
Darm-Beschwerden (Bldhungen, Flatulenz)* wur-

de es als tradionelles Arzneimittel eingestuft (tra-
ditional use)!?.

In der Volksmedizin wird Ingwer zusitzlich als
Expektorans und Adstringens verwendet. In der
Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM)
kommt das Rhizom bei Fieber, Husten und Ubel-
keit zur Anwendung. In der Ayurvedischen Medi-
zin wird die Droge zur Migrinebehandlung einge-
setzt.

Dosierung: Als Antiemetikum 2 bis 4 g frisch
zerkleinerte Droge mit etwas Fliissigkeit einneh-
men; diese Menge soll die gleiche antivertigindse
Wirkung wie 100 mg Diphenhydramin besitzen,
der sedierende Effekt fehlt jedoch'®. Die Teeberei-
tung ist bei Ingwer eher ungebriuchlich.

Kontraindikationen: Bei Gallensteinleiden ist vor
der Anwendung ein Arzt zu befragen. Kinder unter
6 Jahren sollten vorsichtshalber nicht behandelt
werden.

Besondere Hinweise: Aufgrund fehlender Daten
sollte die Anwendung groferer Mengen Ingwer-
wurzel als Antiemetikum in der Schwangerschaft
unterbleiben.

M. Neubeck/Mu
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Carmellose-Natrium

Carmellosum natricum

Allgemeine Angaben

Carmellose-Natrium ist das Natriumsalz einer par-
tiell O-carboxymethylierten Cellulose. Bereits fiir
die Ph. Eur. 1997 wurde der Titel von ,,Carboxy-
methylcellulose-Natrium* (Abkiirzung: CMC-Na)
in ,,Carmellose-Natrium* geéndert. Die USP be-
hilt fiir das Natriumsalz die alte Bezeichnung je-
doch bei (siehe unter ,,Arzneibuchnamen*).

Die Substanz ist das Natriumsalz des Cellulose-
Glycolsdureethers 1. Dem geforderten Natrium-
gehalt von 6,5 bis 10,8 % entsprechen 0,35 bis
1,22 Carboxymethylgruppen pro Glucose-Einheit.
Die Carboxymethylgruppen sind vornehmlich an
C-6 der Glucose-Bausteine etherartig gebunden,
da die primédre Alkoholfunktion an diesem C-Atom
reaktiver ist als die sekunddren Hydroxygruppen
an C-2 und C-3.

Die USP und JAP beschreiben analoge Produkte
mit einem Natriumgehalt von 6,5 bis 9,5% bzw.
8,5 %, bezogen auf die getrocknete Substanz. Die
USP enthilt zusétzlich eine Monographie ,,Carb-
oxymethylcellulose Sodium 12 mit einem Natri-
umgehalt von 10,5 bis 12,0 %, entsprechend einem
Durchschnittssubstitutionsgrad (DS) an Carboxy-
methylgruppen von 1,15 bis 1,45 pro Glucose-
Einheit. Weiterhin enthilt die USP eine Monogra-
phie ,,Croscarmellose Sodium®, dem Natriumsalz
einer quervernetzten, partiell O-carboxymethylier-
ten Cellulose. Handelsiibliche Produkte haben
hiufig einen DS zwischen 0,4 und 0,8D. Die Be-
stimmung des DS kann mit der Uranylnitrat-
Methode sowie durch Perchlorsdure-Titration er-
folgen?.

Schon in der Ph. Eur. 9.0 wurde die Reinheitsprii-
fung auf Schwermetalle gestrichen.
CAS-Nr.: 9004-32-4

PubChem-Nr.: 23706213
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Darstellung?: Cellulosebogen werden in hydrau-
lische Pressen eingespannt und mit 15- bis
42 %iger Natronlauge bei 20°C etwa 1h durch-
trinkt und anschlieend abgepresst. Die so erhal-
tene Alkalicellulose wird durch Mahlen zerfasert
und mit Natriummonochloracetat bei 35 bis 40°C
umgesetzt. Dabei wihlt man die Reaktionsbedin-
gungen so, dass sich von jeder D-Glucopyranose-
Einheit nur die reaktivste der drei Hydroxygrup-
pen umsetzt. Als Nebenprodukte fallen Natrium-
chlorid und Natriumglycolat an.

Rcen— (OH)3 + C1- CH; — COONa + NaOH —>
Rceii — (OH),—O — CH; — COONa + NaCl + H,O

Durch Auswaschen mit wiéssrigem Alkohol erhélt
man hochgereinigte Produkte® mit einem Durch-
schnittspolymerisationsgrad (Anzahl der Glucose-
Bausteine pro Molekiil) zwischen 500 und 2000.

Eine moderne schnelle und effiziente Methode zur
Gewinnung von Carboxymethyl-Hemicellulosen
basiert auf einer Mikrowellensynthese, wodurch
Produkte mit einem DS > 1,02 und einem giinsti-
geren rheologischen Verhalten im Vergleich zu na-
tiven Hemicellulosen erhalten werden®.

Stabilitit/Lagerung: Glycerol, Propylen- oder
Butylenglycol sowie Ethanol (bis 50%) und Ace-
ton (bis 40 %) veridndern das gleichmiflige Ausse-
hen wissriger Losungen nicht. Werden beispiels-
weise Aluminiumsalze zugesetzt, so entsteht nach
einigen Stunden ein festes Gel, das bei Zusatz von
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Konservierungsmitteln — auch in Gegenwart von
Séuren oder bei hoherer Temperatur — stabil ist. Im
sauren pH-Bereich findet ein geringer hydrolyti-
scher Abbau statt, der mit einer Viskosititsabnah-
me einhergeht. Bei pH-Werten < 3 wird aus wiiss-
rigen Losungen die freie Sdure ausgefillt. Wech-
selwirkungen mit polyvalenten anorganischen
Kationen oder organischen Verbindungen vom Typ
der Invertseifen sind zu erwarten.

Die Ph. Eur. gibt keinen Lagerungshinweis, siche
hierzu jedoch die Ausfiihrungen zur Reinheitsprii-
fung ,,Trocknungsverlust®.

Auf der Beschriftung sind Angaben zur Viskositit
notwendig.

Besondere Hinweise: Die Ph. Eur. verzichtet auf
eine Gehaltsbestimmung. Sowohl die USP wie
auch die JAP titrieren 0,500 g Substanz in 80 ml
Eisessig nach 2-stiindigem Erhitzen auf dem Was-
serbad und Abkiihlen auf Raumtemperatur mit
0,1 M-Perchlorsdure bei potentiometrischer End-
punktanzeige. Lit.> beschreibt den Einsatz eines
Rasterelektronenmikroskops als modernes analyti-
sches Verfahren, um den Substitutionsgrad von
Carmellose-Natrium exakt zu bestimmen.

Toxizitdt: Wihrend fiir die perorale und lokale An-
wendung keine toxikologischen Bedenken beste-
hen, sollte CMC-Na fiir Injektionspriparate nicht
verwendet werden. Nach subkutaner Injektion von
CMC-Na-Losungen wurden mit einer Latenzzeit
von 5 bis 18 Monaten im Bereich der Injektionsstel-
le Fibrome bzw. Sarkome bei 4 von 259 Ratten fest-
gestellt®. Eine wissrige Suspension mit 2 bis 4%
CMC-Na, 48 bis 50 % Bariumsulfat und 46 bis 50 %
Wasser war fiir weile Ratten praktisch untoxisch
und kann daher bei der Bronchographie verwendet
werden. Beim Kaninchenversuch wurden die Reste
innerhalb von 2 bis 3 Tagen nach der broncho-
graphischen Aufnahme selbsttiitig entfernt?. Nach
Injektion eines Stereoidgels auf CMC-Basis im
Wundbereich wurde eine kutanvaskulédre Allergie
vom Soforttyp gegeniiber CMC beobachtet!.

Verwendung: Durch Zusatz von CMC-Na kann
die Viskositdt wissriger Systeme erhoht werden.
Suspensionen und Emulsionen erhalten dadurch
eine bessere Stabilitit. Das DAB 1999 beschrieb
ein Carmellosegel, das 5% CMC-Na 600 sowie
10% Glycerol (85 %) in Wasser als Losungsmittel
enthalt.
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Werden Losungen in diinner Schicht getrocknet, so
entstehen folienartige Trockengele (Xerogele), die
durch Zusatz von Weichmachern — z.B. 10 bis
30% Glycerol — eine giinstige Flexibilitit erhalten.
Fiir die Tablettierung und Herstellung von Kapsel-
fiilllmassen ist CMC-Na als Bindemittel und
Sprengmittte]l geeignet. Durch Zusatz von ca. 1%
CMC-Na kann eine giinstige Beeinflussung der
Zerfallszeit von Komprimaten erreicht werden;
hohere Konzentrationen als 5 bis 10% bewirken
eine Zerfallsinhibition unter Ausbildung einer
mehr oder weniger stabilen Hydrokolloidmatrix.
Der Einfluss des Polymerisations- und Substitu-
tionsgrades auf den Tablettenzerfall und die Auflo-
sung wurde untersucht: Ein hoherer Polymerisa-
tionsgrad und eine geringere Zahl von Carboxy-
methylgruppen begiinstigen den Zerfall?.

Wissrige Losungen von CMC-Na sollten anti-
mikrobiell wirksame Zusitze enthalten. Bei einer
moglichen Wiarmebehandlung ist zu beriicksichti-
gen, dass die Viskositdt abnimmt. Der Einfluss des
pH-Werts, der Temperatur und der Verdiinnung auf
das rheologische Verhalten spielt bei der Herstel-
lung von Augentropfen, die unter Verwendung von
Celluloseethern wie z.B. Carmellose-Natrium her-
gestellt werden, eine wichtige Rolle®. Nanoformu-
lierungen und die Entwicklung von Nanopartikeln
auf der Basis von Carboxymethylcellulose erlau-
ben die kontrollierte Abgabe von Arzneistoffen
wie z.B. Taxanen?.

Wegen seiner Fihigkeit, Wasser zu binden, wird
der Zusatzstoff vielfach in energiereduzierten Le-
bensmitteln eingesetzt. Natrium-Carboxymethyl-
cellulose ist ohne Hochstmengenbeschrinkung
(quantum satis) fiir Lebensmittel allgemein zuge-
lassen. Ausgenommen sind lediglich unbehandelte
und solche Lebensmittel, die nach dem Willen des
Gesetzgebers nicht durch Zusatzstoffe verdndert
werden sollen'?.

Synonyme: Carboxymethylcellulose-Natrium,
Cellulosecarboxymethylether-Natriumsalz

Arzneibuchnamen: Carmellose Sodium (JAP),
Carboxymethylcellulose Sodium 12 (USP)

Eigenschaften

Carmellose-Natrium, ein weifles bis nahezu wei-
Bes, nach Trocknen hygroskopisches Pulver ist in
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organischen Losungsmitteln (Aceton, wasserfreier
Ethanol, Toluol) praktisch unloslich; die Substanz
quillt in Wasser unter Gelbildung und geht bei
weiterem Wasserzusatz in eine kolloidale Losung
mit pseudoplastischem FlieBverhalten iiber. CMC-
Na 16st sich in heiem und kaltem Wasser gleich
gut und unterscheidet sich dadurch von Methyl-
cellulose (Ph. Eur.), die beim Erhitzen ausfillt. Je
hoher der Substitutionsgrad und je niedriger die
relative Molmasse, umso besser ist CMC-Natrium
in Wasser 16slich. Das Pulver kann vor der Was-
serzugabe mit Ethanol oder Glycerol angefeuchtet
werden. Andernfalls empfiehlt es sich, unter krif-
tigem Riihren dem zuvor erwidrmten Wasser die
fein gesiebte Substanz zuzusetzen. Im pH-Bereich
von 2 bis 10 sind Losungen stabil; unter pH 2 fin-
det eine Ausfillung statt, und oberhalb pH 10
nimmt die Viskositit stark ab. Freie CMC kann aus
wissrigen Losungen bei pH 2,5 durch Ausfillung
mit Alkohol gewonnen werden. In Gegenwart
mehrwertiger Kationen, z.B. von Aluminium, Ei-
sen und Chrom, sind die Losungen weniger stabil
als in Gegenwart von Ammonium- oder Natrium-
Ionen. Zur Vermeidung eines mikrobiellen Wachs-
tums ist der Zusatz von Konservierungsmitteln
sinnvoll. Allgemein finden sich Rezepturhinweise
zur Herstellung von Hydrogelen mit Cellulose-
ethern in NRF'V.

Prifung auf Identitat

A. Eine wissrige Losung ergibt durch Zusatz von
Kupfersulfat eine Ausfillung des schwer 10s-
lichen blauen Kupfersalzes der CMC.

B. Im Gegensatz zu Methylcellulose (Ph. Eur.)
bildet CMC-Na beim Erhitzen einer wiéssrigen
Losung keinen Niederschlag, da die Hydrata-
tion von CMC-Na auch bei hoherer Tempera-
tur erhalten bleibt.

C. Analog Carmellose-Calcium (Ph. Eur.), bei
der auf Calcium gepriift wird, ldsst die Ph. Eur.
gemil 2.3.1, Identititsreaktion auf Natrium,
nachweisen.

Andere Identititspriifungen: Wird eine 2 %ige
wissrige Losung nach Zugabe von einigen Tropfen
4 %iger 1-Naphthol-Losung mit konzentrierter
Schwefelsdure unterschichtet, so bildet sich an der
Grenzfldche eine rote bis purpurrote Farbe (USP).
Aus der 2%igen wissrigen Losung scheidet sich
nach Zugabe von Bariumchlorid ein schwer 16sli-
ches Bariumsalz als weiler Niederschlag ab (USP).

Kommentar zur Ph. Eur. 10.0

Prifung auf Reinheit

pH-Wert: Die USP gibt einen pH-Bereich von 6,5
bis 8,5 fiir die 1%ige Losung an, die JAP fordert
wie die Ph. Eur. einen pH von 6,0 bis 8,0.

Viskositit: Der noch in Ph. Eur. 9.0 enthaltene Zu-
satz ,,Scheinbare Viskositit entféllt, es wird nur
noch von Viskositit gesprochen. Auch bei Einhalten
der Schergeschwindigkeit von 10s-! kann man nicht
davon ausgehen, dass mit verschiedenen Geriten
gleiche Resultate erhalten werden.

Natriumglycolat: Verunreinigungen von Natrium-
glycolat (siehe unter ,,Darstellung*) werden extra-
hiert und durch Vergleich mit der Reinsubstanz ko-
lorimetrisch bestimmt. In der Ph. Eur. 10.0 wird
der Gehalt an Natriumglycolat eindeutig festgelegt
auf maximal 0,4 %, berechnet auf die getrockente
Substanz. Bei der Extraktion ist nach Zusatz von
Natriumchlorid und Aceton mehrere Minuten zu
riihren, um die vollstindige Ausfillung von CMC-
Na abzuwarten. Im Filtrat wird durch oxidative De-
carboxylierung mit Schwefelsdure aus Glycolsidure
(2) zuerst Formaldehyd (3) abgespalten, der im
weiteren Reaktionsverlauf mit 2,7-Dihydroxy-
naphtalin (4) zu farblosem 2,2',7,7'-Tetrahydroxy-
dinaphthylmethan (5) kondensiert'>-'4. Die entste-
hende gelbe Losung von 5 firbt sich durch Einwir-
kung von Oxidationsmitteln (hier konzentrierte
Schwefelsdure) allméhlich tiefrot bis rotviolett
(Amax: 530 bis 550 nm). Die Struktur des entstehen-
den Farbstoffes ist u. W. noch unbekannt'2-14.

Die gleiche Reaktion kann auch zur Bestimmung
von Carboxymethylcellulose (CMC) herangezogen
werden, wenn vorher eine Behandlung der CMC mit
Phosphortriiodid und Wasser oder mit Schwefel-
sdure erfolgt, um Glycolséure (2) abzuspalten'214),

Chlorid: Bei der Darstellung entsteht Natrium-
chlorid als Nebenprodukt.

Trocknungsverlust: Ein Wassergehalt von maxi-
mal 10 % kann nur dann eingehalten werden, wenn
CMC-Natrium nach der Herstellung getrocknet
wurde und die Aufbewahrung in geschlossenen
Gefiflen erfolgt. Die hygroskopische Substanz
nimmt bei etwa 50% relativer Feuchte ca. 20%
Wasser auf!%). Die gleichen Werte fordern die USP
und JAP.
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Sulfatasche: Die Ermittlung der Sulfatasche kann
indirekt als Bestimmung des Natriumgehalts gel-
ten.

13

Beschriftung: Wie unter ,,Priifung auf Reinheit
wird auch fiir die Beschriftung nur noch die Be-

zeichnung ,,Viskositit” und nicht mehr ,,scheinba-
re* Viskositidt verwendet.

W. Kiefer/Schi
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Chlortalidon

Chlortalidonum

Allgemeine Angaben

Chlortalidon (7) ist ein Thiazid-analoges Diureti-
kum zur Behandlung der Hypertonie und zur Aus-
schwemmung von Odemen.

In der Ph. Eur. 10.0 wurde die in der Ausgabe 6.0
erstmals aufgenommene, strukturell nicht ge-
sicherte Verunreinigung J wieder gestrichen und
alle betroffenen Textstellen wurden entsprechend
korrigiert. Auflerdem wurden einige der in der
Transparenzliste aufgefiihrten Verunreinigungen A
bis I gemifl [UPAC-Nomenklatur umbenannt.

Die Substanz ist auch in der USP beschrieben.

CAS-Nr.:
PubChem-Nr.:

77-36-1
CID 2732
DrugBank-Nr.: DB 00310

Darstellung!: Die aus Phthalsdureanhydrid und
Chlorbenzol nach Friedel-Crafts erhéltliche
4'-Chlorbenzophenon-2-carbonsidure (1) wird iiber
die sukzessiven klassischen Syntheseschritte der
Nitrierung, Reduktion mit Zinn(II)-chlorid, Diazo

1. HNO;
2.5nCl,
0 3. NaNO,/HCl
1 4.50,/CuCl,
@ Cl —_—
2
COOH
1
Zn/CH;COOH
HCOOH/
HCONH,

1. CISO3H
2. NH,

Cr0,/CH5COOH

50,Cl

socl,

1. CISO;H
2.PCly

Kommentar zur Ph. Eur. 10.0

66. Lfg. 2020




Chlortalidon

2/7

SO,NH,

COOH

H,0
8@ “Nk O

0C,Hs
SO,NH,

“Q
0
C,HsOH/H® c
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cl
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tierung und Sandmeyer-Reaktion (in der Ausfiih-
rung nach Korner-Contardi) mit Schwefeldioxid in
Gegenwart von Kupfer(II)-chlorid in das entspre-
chende 3'-Chlorsulfonylderivat 2 iibergefiihrt. Dar-
aus erhilt man durch Chlorierung mit Thionylchlo-
rid (SOCl,) das Chlorphthalidderivat 5, das schlief3-
lich mit Ammoniak in ethanolisch-wissriger Lo-
sung beide Chloratome austauscht und Chlortalidon
(7) bildet?. Im Gegensatz zu den ringoffenen freien
Benzophenon-2-carbonsiuren (z.B. 1, 2 und 8, B)
liegen die entsprechenden Sdurechloride und -ami-
de (z.B. 5 und 7) stets in der tautomeren zyklischen
Form (Pseudoform) vor?.

Alternative Synthesewege*® fiihren von 1 durch
reduktive Zyklisierung mit Ameisensidure/Form-
amid oder Zink/Essigsdure direkt zur Phtha-
lidstruktur 4 oder unter Einbau eines Stickstoff-
atoms zum Phthalimidin 3. Sulfochlorierung von 3
mit anschlieBender Ammonolyse ergibt Desoxy-
chlortalidon (6, E), das zu Chlortalidon (7) oxi-
diert werden kann. Reaktion von 4 mit Chlorsul-
fonsdure (CISO;H) und Phosphor(V)-chlorid lie-
fert die bereits oben erwihnte Zwischenstufe 5.
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Stabilitit/Lagerung: Bei normalen Lagerbedin-
gungen ist Chlortalidon (7) sehr bestidndig. In Ge-
genwart von Wasser, Sduren und Basen erfolgt
allmihlich Hydrolyse zur Carbonsdure 8 (B), in
Gegenwart von Alkoholen und Sduren (auch in
Spuren) bilden sich Ether wie z.B. 9 (D).

Synonyme: Chlorphthalidolone, Phthalamudin, G
33182, NSC 69200

Arzneibuchnamen: Chlorthalidone (USP)

Eigenschaften

Die Substanz (7) ist ein farbloses, weif3 bis schwach
gelblich weil} erscheinendes, kristallines Pulver, das
unter Zersetzung und Gelbverfirbung schmilzt. Je
nach Heizrate und An- oder Abwesenheit von Luft
schmilzt die Substanz zwischen 215 und 226 °C, bei
sehr langsamem Erhitzen werden aber Schmelz-
temperaturen — durch Bildung eines hoch schmel-
zenden Zersetzungsprodukts — von bis zu 275 °C ge-
funden?. Neben der iiblicherweise vorliegenden,
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aus Methanol kristallisierenden Modifikation (a-
Form, I) sind eine zweite, aus Dichlormethan kris-
tallisierende polymorphe Form mit einem Schmelz-
bereich von 186 bis 189°C (B-Form, III)®, eine
hydratisierte Form (II)* sowie ein nichtstéchio-
metrisches Chloroform-Solvat (IV)'? bekannt.

Chlortalidon ist eine zweibasische Sdure. Das erste
Proton gibt die Sulfamoylgruppe ab unter Bildung
des Monoanions 10 (pK,, = 9,35'D bzw. 9,3912),
das zweite die Hydroxygruppe des Isoindolrings
unter Bildung des Dianions 12 (pK,, = 11,6'?). In
sehr starken Sduren wird Chlortalidon zum meso-
meriestabilisierten Carbenium-Iminium-Kation
11a/11b protoniert> 3. Der scheinbare Vertei-
lungskoeffizient log D bei pH 7,4 betriigt 0,944,

Im UV-Spektrum zeigt die Substanz in ethanoli-
scher Losung relativ schwache Absorptionsmaxi-
ma bei 275 nm (log ¢ = 3,28) und 283 nm (log ¢ =
3,18), vgl. Abb. 1. Ein weiteres, kiirzerwelliges
Maximum bei 266 nm (log ¢ = 3,23) hebt sich nur
ganz knapp von der Umgebung ab'.

Das Chlortalidon-Molekiil besitzt ein asymmetri-
sches Kohlenstoffatom und ldsst sich in seine
Enantiomere auftrennen'®-1®). Die analysenreinen
Enantiomere schmelzen unter Zersetzung bei
264 °C (Aceton/Pentan). Die experimentell ermit-
telten Werte fiir die spezifische Drehung betragen
+ 140,9 bzw. — 140,1 (Dioxan)'. In wissriger Lo-
sung liegt ein Gleichgewicht zwischen den Enan-
tiomeren vor, das sich iiber eine Carbeniumion-
Zwischenstufe einstellt. Die Aktivierungsenthalpie
von AG = 90,4 kJ/mol ist relativ klein2?. Zur pH-
abhingigen Racemisierung in Gegenwart von Li-
posomen siehe Lit.2). Das Optimum der Konfigu-
rationsstabilitéit liegt im pH-Bereich 2 bis 4.

1 Teil Chlortalidon 16st sich bei Raumtemperatur
in ca. 8000 Teilen Wasser, bei 37 °C in ca. 4000 Tei-
len Wasser. Mit steigendem pH-Wert steigt die
Loslichkeit unter Salzbildung kriftig an!'>, sodass
weniger als 200 Teile 1 M-Natriumcarbonat-Lo-
sung oder weniger als 10 Teile 2 M-Natronlauge
zur Auflosung von 1 Teil Substanz bendtigt wer-
den. Chlortalidon 16st sich bei Raumtemperatur
auch leicht in DMF und DMSO sowie in 18 Teilen
Methanol, 27 Teilen Aceton oder 80 Teilen Etha-
nol. In alkoholischen Losungen (speziell Metha-
nol??) koénnen infolge Etherbildung, die durch
kleinste Mengen saurer Verunreinigungen kataly-
siert wird, Instabilititen auftreten.
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Prifung auf Identitat

Zur Identitétspriifung dient lediglich das IR-Spek-
trum, vgl. Abb. 2. Aufgrund der Polymorphie der
Substanz (siehe unter ,,Eigenschaften) muss even-
tuell aus Methanol auskristallisiert werden.

Andere Identititspriifungen: Bei der Identitits-
priifung durch Messung der UV-Absorption (siche
unter ,,Eigenschaften®) ldsst die USP mit dem Re-
ferenzstandard vergleichen und benutzt als Lo-
sungsmittel 2 M-Salzsdure in Methanol. Der sich
dabei bildende Methylether stort nicht, da er die
gleichen Absorptionseigenschaften hat. In starken
Sduren bildet sich das Chlortalidon-Kation 11a/
11b mit einem Absorptionsmaximum bei 348 nm,
einer Schulter bei 374 nm und einer ins sichtbare
Licht auslaufenden Absorptionsbande?®. Die Re-
aktion ldsst sich weiterfiithren und in ihrer Spezifi-
tdt steigern, indem die entstandene gelbe Losung
einige Zeit erhitzt (z.B. auf 80°C wihrend 60 min)
und nach dem Abkiihlen mit etwas o-Naphthol
versetzt wird. Es entsteht eine kriftige rote Farbe,
die auf Bildung eines Triarylmethanfarbstoffs zu-
riickzufiihren ist'®. Die gleiche Reaktion zeigt die
Carbonsidure 8 (B) in Schwefelsdure, jedoch schon
ohne Erhitzen®'?). Zum spezifischen Nachweis
und zur Unterscheidung von anderen Diuretika
sind weitere DC-?» und LC-Methoden?*20 be-
schrieben.

Prifung auf Reinheit

Sauer reagierende Substanzen: Erfasst werden
die erste Dissoziationsstufe der relativ starken
Carbonséure 8 (B) (pK,, = 3,20; pK,, = 9,27'?)
sowie ggf. aus der Kristallisation stammende Es-
sigsdure. Der zuldssige Verbrauch an 0,1 M-
Natriumhydroxid-Losung entspricht einem Anteil
von 2,5% der Carbonsdure 8 (B) oder 0,45 % Es-
sigsdure. Die Begrenzung der Carbonsdure 8 (B)
erfolgt allerdings spezifischer und strenger durch
die HPLC-Priifung ,,Verwandte Substanzen®, so-
dass die Grenztitration sauer reagierender Sub-
stanzen vor allem zur Erfassung von Essigsiure
und anderen sauren Verunreinigungen geeignet
ist.
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Abb. 2: IR-Spektrum von Chlortalidon in KBr (2,0 mg in 214 mg)

Verwandte Substanzen: Das Arzneibuch priift
mit der HPLC speziell auf die durch Hydrolyse
gebildete Carbonsdure 8 (B) und deren Ester 13
(C) und 14 (1), die Synthesenebenprodukte 6 (E),
15 (G), 17 (F) und 18 (A) sowie auf die Ether 9
(D) und 19 (H). AuBerdem ist das Nebenprodukt
16 bekannt. Die Systemeignung wird anhand der
Auflosung zwischen Chlortalidon und Verunreini-
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gung B (8) unter Verwendung der CRS ,,Chlortali-
don zur Peak-Identifizierung® iiberpriift. Die spezi-
fizierten Verunreinigungen B (8) und G (15) wer-
den auf 0,7 bzw. 0,2% begrenzt. Jede weitere
Verunreinigung darf als FEinzelsubstanz 0,10%
nicht iiberschreiten, in der Summe sind maximal
1,2% Nebenprodukte zulédssig. Die Beriicksichti-
gungsgrenze liegt bei 0,05 %.
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Die USP begrenzt die Carbonsdure 8 (B) mit der
HPLC auf 1,0 %.

Chlorid: Chlorid-Ionen konnen aus der Synthese
stammen.

Gehaltsbestimmung

Die Gehaltsbestimmung erfolgt mit der bereits zur
Untersuchung auf verwandte Substanzen verwen-
deten HPLC-Methode unter Verwendung von Re-
ferenzsubstanz. Die USP schreibt ebenfalls die
HPLC vor.

Andere Bestimmungsmethoden: Die Farbreak-
tion mit Schwefelsdure unter Bildung des Chlorta-
lidon-Kations 11 kann unter optimierten Bedin-
gungen ebenfalls zur Gehaltsbestimmung heran-

gezogen werden??. Chlortalidon ldsst sich auch
mit basischen Farbstoffen als Ionenpaar extrahie-
ren und bestimmen?”. Am selektivsten und univer-
sell sind die chromatographischen Methoden in
Form der LC?%2” und der GC nach Derivatisie-
rung (Methylierung)?*-32. Eine UPLC-Methode
zur Quantifizierung in biologischen Proben be-
schreibt Lit.3.

Metabolisierung

Chlorthalidon (7) wird unverédndert renal ausge-
schieden. Metaboliten wurden bisher in der Litera-
tur nicht beschrieben.

G. Radau, A. Seeling/Scr

Pharmakologische
Eigenschaften

Pharmakoynamik?3¥: Chlortalidon entspricht hin-
sichtlich seiner Wirkungen auf die Elektrolyt- und
Wasserausscheidung, den Blutdruck und den Stoff-
wechsel den Diuretika vom Thiazid-Typ (siehe auch
den Kommentar zu Hydrochlorothiazid, Ph. Eur.).
Chlortalidon hemmt vorwiegend im distalen Tubu-
lus die Natriumreabsorption, wobei maximal etwa
15% des glomerulir filtrierten Natriums ausge-
schieden werden konnen. Das Ausmal} der Chlo-
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rid-Ausscheidung entspricht in etwa dem der Nat-
riumausscheidung. Durch Chlortalidon nimmt
auch die Kaliumausscheidung zu. Bei Patienten
mit schwerer Niereninsuffizienz verlieren Thiazid-
Diuretika und Thiazidanaloga wie Chlortalidon in
der Monotherapie ihre diuretische Wirkung.

Pharmakokinetik: Die Bioverfiigbarkeit von
Chlortalidon betrdgt bei oraler Gabe im Mittel
65%. Die maximalen Plasmaspiegel (140 bis
260 ng/ml bei Einnahme von 50 mg) werden nach
8 bis 12 h erreicht.
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Die wesentlich hohere Chlortalidon-Konzentration
im Blut als im Plasma ist durch die Bindung des
Wirkstoffs in Erythrozyten bedingt. Nach Errei-
chen des Verteilungsgleichgewichts befinden sich
ca. 98% der Substanz in den Erythrozyten, an
Carboanhydratase gebunden. Im Plasma wird
Chlortalidon zu 75% an Eiweil}, vorwiegend an
Albumin gebunden. Das Verteilungsvolumen liegt
bei 4 1/kg Korpergewicht.

Plasmaclearance und renale Clearance werden mit
110 und 70 ml/min angegeben. Bei intravenoser
Gabe werden 70 % der Dosis in unverédnderter
Form mit dem Harn ausgeschieden, kleine Mengen
erscheinen in den Fizes. Die Halbwertszeit von
Chlortalidon betrigt 40 bis 90 h, die Plasmaspiegel
fallen geringfiigig rascher als die Blutspiegel ab.

Bei einer Behandlung mit Chlortalidon wéhrend
der Schwangerschaft liegt beim Neugeborenen der
Blutspiegel bei ca. 14 % der miitterlichen Blutkon-
zentration. In der Muttermilch werden Chlortali-
donkonzentrationen von 0,09 bis 0,86 pg/ml er-
reicht (Blutspiegel 4,1 bis 9,8 ug/ml bei einer Do-
sis von 50 mg/Tag)

Indikationen: Hypertonie; Odeme infolge einer
Funktionsstorung von Herz, Leber oder Nieren;
Herzinsuffizienz; Zweilinientherapie bei Diabetes
insipidus renalis

Dosierung:

— Odeme und Herzinsuffizienz: Erwachsene initial
1-mal tédglich 50 bis 100 mg, Erhaltungstherapie
mit 25 bis 50 mg pro Tag

— Hypertonie: Erwachsene erhalten 1-mal initial
taglich 12,5 bis 50 mg, Kinder 1 bis 2 mg/kg
Korpergegewicht pro Tag. Die Erhaltungsthera-
pie kann alternierend erfolgen.

— Diabetes insipidus: Initial 2-mal téglich 100 mg,
zur Erhaltungstherapie 50 mg/Tag

Bei Patienten mit Niereninsuffizienz wird, falls
iberhaupt Thiazide gegeben werden sollen, eine
VergroBerung des Dosierungsintervalls empfohlen.

Intoxikation: Das Ausmaf} der Symptome ist vom
Elektrolyt- oder Fliissigkeitsverlust abhingig.
Durch die verstirkte Dehydratation und Hypovol-
dmie kann es zu Durst, Schwiche- und Schwin-
delgefiihlen, Muskelschmerzen und -krédmpfen,
Kopfschmerzen, Tachykardie, Hypotonie und or-
thostatischen Regulationsstérungen kommen. In
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schweren Fillen sind Benommenheit, Bewusst-
seinsstorungen, Lethargie, Verwirrtheitszustinde,
Kreislaufkollaps, paralytischer Ileus und akutes
Nierenversagen moglich. Aufgrund von Elektrolyt-
storungen, insbesondere einer Hypokalidmie, muss
mit Miidigkeit, Muskelschwiche, Paristhesien, Pa-
resen, Apathie, Meteorismus, Obstipation, Herz-
rhythmusstorungen und hypokaliimischem Koma
gerechnet werden.

Nebenwirkungen: Die wichtigste Nebenwirkung
ist der Kalium- und Magnesiumverlust mit der Ge-
fahr einer Hypokalidmie bzw. Hypomagnesidmie.
Sie ist dosisabhingig und kann durch eine Ernih-
rungsumstellzung sowie die Gabe von Kalium spa-
renden Diuretika vermieden oder behandelt wer-
den. Weitere Nebenwirkungen sind Blutbildverin-
derungen, Pankreatitis, Leber- und Nierenschédden,
Lungenodeme, Lichtempfindlichkeit, Verschlech-
terung der Glucosetoleranz, Hyperurikimie sowie
ein Anstieg der Serumkonzentrationen von Cho-
lesterol und Triglyceriden. Innerhalb von Stunden
bis Wochen kann es durch das Diuretikum zur
Entwicklung eines Engwinkelglaukoms oder zu
einer akuten transienten Myopie kommen. Als
Folge muss mit einem dauerhafter Verlust des Au-
genlichts gerechnet werden. Chlortalidon fiihrt zu-
dem bei lidngerfristiger Gabe zur Hyperkalzidmie.
Ferner kann eine orthostatische Hypotonie auftre-
ten.

Kontraindikationen: Uberempfindlichkeit gegen
Chlortalidon, Thiazide und/oder Sulfonamide;
schwere Niereninsuffizienz, Anurie, Coma hepati-
cum, akute Glomerulonephritis, Gicht, schwere
Hyponatridmie, Hypercalcidmie, therapieresistente
Hypokali- und -natridmie, Hypovoldmie

Interaktionen: Nichtsteroidale Antiphlogistika
vermindern die Wirkung von Chlortalidon gering-
fiigig. Bei zusitzlicher Einnahme von ACE-Hem-
mern besteht insbesondere zu Therapiebeginn das
Risiko eines massiven Blutdruckabfalls sowie ei-
ner Verschlechterung der Nierenfunktion bis zum
akuten Nierenversagen. Zentral ddmpfende Phar-
maka (z.B. Alkohol, Barbiturate, Diazepam) ver-
stiarken die Hypotonie. Infolge eines Kaliumman-
gels konnen Wirkung und Toxizitdt von Herz-
glykosiden erhoht werden. Glucocorticoide und
Corticotropin sowie Carbenoxolon, SiiBholzwur-
zelextrakte, Droperidol, Ketanserin, Bepidril und
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Levomethadyl fithren zu einer zusétzlichen Kali-
umausscheidung, Kalium sparende Diuretika re-
duzieren sie. Die Lithium-Toxizitit wird durch
Chlortalidon iiber die Hemmung der renalen Aus-
scheidung erhoht. Bei gleichzeitiger Anwendung
von Arzneimitteln, die ein Syndrom des verldnger-
ten QT-Intervalls verursachen konnen (z.B. Terfe-
nadin, einige Antiarrhythmika der Klassen I und
III), besteht ein erhohtes Risiko fiir Arrhythmien
inklusive Torsades de pointes. Bei gleichzeitiger
Anwendung von Zytostatika (z.B. Cyclophospha-
mid, Fluorouracil, Methotrexat) muss mit verstirk-
ter Knochenmarktoxizitdt gerechnet werden.
Chlortalidon vermindert die Wirkung von Vitamin-
K-Antagonisten. Acetazolamid verdringt Chlorta-
lidon aus der Bindung an die Carboanhydratase.

Besondere Hinweise: Wihrend der Behandlung
miissen Leber- und Nierenfunktion, Blutzucker-,
Harnsdure- und Elektrolytspiegel tiberwacht wer-
den. Bei tiglicher Einnahme von Chlortalidon ist
allerdings eine effiziente Kaliumsubstitution nicht
moglich, da Kalium-Ionen wihrend der anhalten-
den Diurese sofort wieder ausgeschieden werden.
Bei Prieklampsie sind — infolge des ohnehin ver-
minderten Blutvolumens und mangelhafter Perfu-

sion der Plazenta — Diuretika kontraindiziert; es
besteht die Gefahr eines verminderten intrauteri-
nen Wachstums.

Bewertung: Chlortalidon ist ein mit den Thiazi-
den verwandtes Diuretikum zur Behandlung der
arteriellen Hypertonie, der Herzinsuffizienz sowie
von akuten und chronischen Odemen. Infolge der
langen Verweildauer im Organismus hilt die diure-
tische Wirkung von Chlortalidon mit mindestens
48 h ldnger als bei den meisten anderen Thiaziden
an. Diuretika wie Chlortalidon sind wie -Adreno-
zeptorblocker einer Reihe anderer Antihypertonika
wie z.B. Calciumkanalblockern hinsichtlich der
Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditdt und
Letalitdt iiberlegen. Nach Gabe von Thiazid-
Diuretika wie Chlortalidon sind im Gegensatz zu
B-Adrenozeptorblockern weder bei Asthma noch
bei peripheren Verschlusserkrankungen negative
Auswirkungen feststellbar. Chlortalidon wird deut-
lich seltener eingesetzt als die Leitsubstanz
Hydrochlorothiazid, verursacht aber ebenfalls ver-
gleichsweise geringe Behandlungskosten.

M. Neubeck/Mu
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