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1. Bevezetés

1.1. El6zmények

A hagyomanyos gyodgyaszat egyik legfontosabb eszkdze kiilonbozd ndvényi kivonatok
alkalmazasa. Napjaink gyogyszerkutatasaban az analitikai technikdk nagyléptéki
fejlodésének koszonhetéen az eddig ismert hatdanyag keresési moddszerek mellett, Ujra
elotérbe kertiltek a novényi hatdanyagokat vizsgald iranyzatok. Az egyik ilyen kurrens teriilet
a kozponti idegrendszerre (CNS) hatast kifejté vegyiiletek kutatasa, amely a mar ismert, CNS-
hatast novényi extraktumok komponenseinek vizsgalatara is kiterjed [1].

Vilagszerte az egyik legnagyobb forgalmu, CNS-korképekben alkalmazott gydgynoveény-
készitmény a Ginkgo biloba (pafranyfeny6, (1. abra)) levelének kivonat [2].

A kivonat CNS-hatasért felelés komponenseinek
azonositasa, hatdsmechanizmusuk feltérképezése ¢€s
vér-agy gaton (blood-brain barrier (BBB)) valo
atjutasuk 1igazolasa azonban maig nem teljesen
megoldott. Ennek elsédleges oka, hogy a G. biloba

kivonatok nehezen analizalhato, rendkiviil komplex

anyagkeverékek [3]. A G. biloba levelébdl készitett

1. abra Ginkao biloba levele
standard Kkivonat (EGb 761) fitokémiailag hossz ideje és alaposan vizsgalt ndévényi

extraktum, de komponenseinek egzakt elemzése még szamtalan analitikai kihivast tartogat
(megfeleld elvalasztas technikai modszer fejlesztése, komponensek detektalhatdsaga). Még a
széles korben alkalmazott standard kivonat teljes felbontasa sem megoldott napjainkban (az
eddigi legeredményesebb felbontas soran 77 db komponenst detektaltak és azonositottak) [4-
5]. Az EGb 761 hatasat klinikai vizsgalatok soran nem sikeriilt szignifikdns eredménnyel
alatamasztani, illetve komplett farmakokinetikai profilt leirni. A biologiailag aktivnak vélt
terpén és flavonoid komponensek felszivodasa €s penetracidja még maig €élénk kutatés targyat
képezi [6-8].

Fentiek tiikrében, tudomanyos diakkori munkam soran célul tztik ki a G. biloba
Osszetételérol, CNS-hatasért felelds komponenseirdl alkotott kép pontositasat. Torekedtiink
egy atfogobb vér-agy gat specifikus permeabilitasi profil megadasara a standard kivonat és

kiilonboz6 G. biloba ndvényi készitmények jellemzésén, sszehasonlitasan keresztiil.



1.2. A vér-agy gaton valo felszivodas modellezése: a PAMPA-BBB

rendszer

A vér-agy gat (BBB) a kozponti idegrendszer védelmét szolgald Osszetett sejtrendszer,
mely a legtobb exogén molekula bejutasat hatékonyan meggatolja az agyba. A molekulak
transzportjat illetéen a BBB-t alkot6 endotél (ham) sejteknek kiilondsen fontos a szerepe (2.
abra). Felépitésiiket tekintve eltérnek a szervezet tobbi hamsejtjétol (pl.: bélhamsejtektol).
Membranrendszeriik sokkal szorosabb illeszkedésti (tight junction), specialisan kapcsolddnak
egymassal, kevesebb membrancsatornat tartalmaznak, ezaltal egy szigoribb kémiai és
mechanikai szlirérendszert hoznak Ilétre. A kis méretdi, lipofil molekulak (CO,, O,)
atdiffundalnak az endotél sejtek kozott. A sejtek szamara fontos gliikkoz, aminosavak,
nukleozidok transzportfehérjéken keresztiil jutnak a kozponti idegrendszerbe [9-10]. A
legtobb exogén molekula, illetve gyogyszer hatdbanyag azonban passziv diffuzio utjan jut at a
vér-agy gat endotél sejtjein [9-12].
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2. abra A vér-agy gat endotél sejtjein keresztiil lejatszodo transzportfolyamatok. al paracellularis transzport.
bl passziv transzcellularis transzport (CNS-hatéanyagok tobbsége). ¢l transzportfehérjével torténd aktiv
transzport [13].

A vér-agy gaton keresztiil megvalosuld transzportfolyamatokat in silico, in vitro és in
vivo modellekkel vizsgaljak [1; 9]. Az in silico technikak prediktiv ereje csekély, az
eredményes in vivo BBB specifikus modellek alacsony ateresztoképességiik és magas
koltségvonzatuk miatt komplex mintakra, mint a ndvényi kivonatok nem praktikusak [1].

Ezek mellett kompromisszumos megoldast jelent a Kansy altal kifejlesztett in vitro, nagy

ateresztoképességii analitikai tesztrendszer a PAMPA (Parallel Artificial Membrane
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Permeability Assay) modell, ami a vizsgalt vegyiiletek passziv felszivodasi utjat képes
modellezi mesterséges lipid rétegen (membranfehérjék nélkiil) keresztiil torténd diffazio
vizsgalatdval. A PAMPA rendszer eldnye, hogy a mérések jol reprodukalhatdak,
megbizhatoak, viszonylag alacsony koltséglick és a modell tobb paramétere is konnyen
valtoztathat6 [1; 11-12; 14]. A PAMPA-BBB (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay for Blood-Brain Barrier) vér-agy gat specifikus, effektiv permeabilitas mérésére
szolgalé tovabbfejlesztett modell, amely sokkomponensii mintak esetén is megorzi
szelektivitasat, igy az egyik legfontosabb vizsgélati modszer a CNS kutatas korai fazisaban
[1].

A modell egy 96 lyukti szendvics plate-rendszerbél all (3. abra). A fels6 sztirével ellatott
plate-re keriil a vizsgalni kivant vegyiilet vagy, kivonat dimetil-szulfoxid oldata vizes
pufferrel higitva (pH= 7,4), ez az in. donor oldal, ami megfelel az agyi kapillarisok belépési
oldalanak. Az als6 plate-re, un. fogadod oldalra az intracellularis (idegsejtek plazmaja)
kozegnek megfeleld 7,4-es pH-ju puffert tesznek. A két plate-et szirdmembranra rétegzett,
valamilyen inert szerves olddszerben (pl. n-dodekanban) feloldott sertés agyi foszfolipid

homogenizatum (BBB specifikussag) valasztja el [12; 14].
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3. abra A PAMPA-BBB rendszer felépitése [15].

A plate-ek Osszeillesztése és lefedése utan inkubaljuk a rendszert. Ezalatt jatszodik le a
koncentracié gradiensnek megfeleld passziv diffuzid. Szétszedve a plate-eket a fogado, illetve
spektrofotométer, LC/DAD/MS) mérve szamithaté ki a vegylilet penetracios képességét,
sebességét jellemzé effektiv permeabilitasi érték (log Pe) [12; 14].



A log P, értékkel jellemezheté egy adott molekula vér-agy gaton passziv diffazioval
megvalosuld transzportjanak mértéke [1; 14]. Azok a molekuldk, melyek log P. értéke
nagyobb -6,0-nal jobb hatékonysaggal képesek atjutni a vér-agy gaton (BBB+), a -6,0-nal
kisebb értékiicknél ez a valoszinliség csekély (BBB-) [1; 12].

A PAMPA-BBB rendszer HPLC-MS technikaval kapcsolva a donor, illetve fogadd
oldalon kialakuld anyagkoncentracid6 meghatarozasara, Osszetett mintak esetén, mint a

novényi kivonatok, a komponensek azonositasara is alkalmassa tehet6 (4. abra) [1].

Novényi kivonat

Donor lyuk
(DMSO-ban oldva)

Agyi lipid membran
Szlrd

—

Fogado lyuk

4 6ra inkKubéacio
37 °C-on

LC-MS mérés
4. abra PAMPA-BBB/HPLC-MS modszerek 6sszekapcsolasanak mitkodési sémaja [1]

A modszer lényege, hogy a PAMPA modellrendszer alapu szlrés szelektivvé ¢és
érzékenny¢ teszi a komponensek detektalhatdsagat. A donor oldalon és a fogad6 oldalon 1évo
komponenseket, kiilon HPLC/MS modszerek fejlesztésével érzékenyen lehet detektalni. igy a
PAMPA nem csak egy membranspecifikus (BBB) elvalasztast, hanem egy az 6sszetett mintak

esetén detektalast segité elvalasztast, szelektalast is biztosit.

1.3. Ginkgo biloba

1.3.1 Kémiai osszetétel

A G. biloba a Ginkgoaceae csalad egyetlen tagja. ,,E16 koviilet”, 3se a foldtorténeti Jura
korszakban jelent meg 170 milli6 évvel ezel6tt. Ma mar nincsenek kozeli, ¢l6 rokonai.
Tradiciondlisan Kindban, Japanban gyogyszerként (sziv- és tiid0 panaszokra) és taplalékként
is hasznositottak (gyokerét, magjat, levelét) [2, 16-17].

A levél komponensei a terpének (monoterpének; diterpének: ginkgolid A, B, C, J és

szeszkviterpén:  bilobalid), szteroidok, fitoszterolok (sztigmaszterol, kampeszterol),



karotinoidok, nagy molsulya polimerek, flavonol glikozidok és flavonoid aglikonok

(quercetin, kaempferol, apigenin, luteolin, myricetin, isorhamnetin), biflavonok (bilobetin,

ginkgetin, isoginkgetin,

sciadopitysin),

proantocianidinek (prodelfinidin,

procianidin),

alkilfenolok (ginkgol és kardol tipusu vegytiletek, ginkgolsavak), hosszu lancu zsirsavak, N-

tartalmi komponensek (4-O-metilpiridoxin, 6-hidroxi-kinurénsav), karbonsav szarmazékok,

szervetlen savak és egyéb szervetlen komponensek (5. abra) [18-20].
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5. abra G. biloba fontosabb komponensei [18-20].



A G. biloba a nyugati vilagba 1965 koriil Dr. Willmar Swabe és német cége altal jutott el
Tebonin néven. Swabe egy francia vallalattal, a Beaufour- Ipsen-nel egyiitt standardizalta a G.
biloba kivonatot, ami EGb 761 néven keriilt klinikai kiprobalasra forgalomba. Az EGb 761
szaritott, zold levelekbdl késziil tobblépéses extrakcioval (aceton/viz eleggyel). A standard
kivonatot 6% terpén (3,1 % ginkgolidok, 2,9 % bilobalid) 24-27 m/m% flavonoid tartalomra
optimalizaljak [2]. Osszetételét az alabbi tablazat tartalmazza [18].

1.tablazat A standard kivonat (EGb 761) fitokémiai Gsszetétele [18]

EGb 761 fitokémiai Gsszetétele

Komponens osztaly %
Flavonol glikozodik 24
Terpén trilaktonok 6
Egyéb, nem flavonol glikozidok 20
Karbonsav szarmazékok 13
Katekinek 2
Proantocianidinek 7
Nagyobb molstilyt komponensek (polimerek) 4
Szervetlen 5
Viz, oldoszer maradvany 3
Alkilfenolok <5 ppm
Egyéb valtozo 3
Ismeretlen 13

A G. biloba extraktum gyogyszerkOnyvi mindsitése soran a standardizalasnal
meghatarozott 22-27 m/m% kozti flavonoid mennyiségre, ezen beliil is a flavonoidok/
flavonoid glikozidok ardnyéra figyelnek. Vizsgaljdk még a terpének mennyiségét és a
ginkolsavak megengedett koncentraciojat (5ppm). Az eldirasok a G. biloba kivonatot

tartalmazo gyogynovényi készitményekre is Kiterjednek [21-22].

1.3.2. Elettani hatas

Terapias felhasznalasa els6dlegesen kozponti idegrendszeri koérképekben torténik.
Memoria zavarok, demencia, Alzheimer-kor esetén, illetve antioxidansként, vérkeringés
javitasanak céljabol alkalmazzak [2, 16-17]. Gatolja a vérlemezkék aggregaciojat, csokkenti a
kapillarisok permeabilitasat, ezaltal fokozhatja a vérkeringést. Gyulladasok, asztma, migrén

kezelésére is alkalmazzak [16-17].



A CNS-hatast az unikalis terpén és a flavonoid vegyiilet csaladoknak tulajdonitjak, noha
eddig még nem kozoltek szignifikdns klinikai eredményt (Alzheimer betegek tiineteinek
valtozasat vizsgalva), illetve nem sikeriilt komplett farmakokinetikai profilt sem leirni. A
biologiailag aktivnak vélt komponensek felszivodasa és penetracidja mindmaig kutatas
targyat képezi [6-8].

In vitro, sejtes modellekkel, igy: Caco-2 (felszivodas a bélhamsejtekben) és MDRI-
MDCK (agyi penetracio) rendszerekkel is, vizsgaltak az EGb 761 standard kivonatbol izolalt
ginkgolidok (A, B, C) és a bilobalid transzportjat. A koncentraciok meghatarozasa HPLC-MS
technikdval tortént. A bélbol valod felszivodast modellezésénél arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a transzportfolyamatok pH fliggdek. Mindkét modell estén a bilobalid bizonyult a
legjobb permeabilitastt vegyliletnek. Fontos azonban megjegyezni, hogy jelentés efflux
transzportot tapasztaltak a komponensek penetracios mechanizmusanak feltérképezése soran
[6].

Két in vivo farmakokinetikai vizsgalat koriilményeit, eredményeit a 2. tablazat
tartalmazza. Az egyik vizsgalat soran (Ude és mtsi, 2011) a terpének koncentracidéjat HPLC-
(APCI)-MS modszerrel, a masik esetben (Rangel-Ordonez és mtsi, 2010) a flavonoidok
koncentraciojat HPLC-FD (fluoreszcens detektalas) modszerrel hataroztak meg patkanyokban
[7-8]. A vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy jobb a felszivodasa a standard kivonatnak,
mint az izolalt komponensekbdl Osszeallitott keveréknek [16]. Az agyban alacsonyabb

koncentraciokat talaltak, mint a plazmaban [7-8].

2.tablazat In vivo farmakokinetikai vizsgalat korillményei, eredményei [7-8]

, EGb 76,1 adago,l asa Adagolas Vizsgalt Plazma szintek Agy! sz[n¥ek
Forras patkany esetén média KOMDONens (ng/ml) (ng/g fehérje az
(mg/kg) ! P : agyban)
Bilobalid 2860 98
Ginkgolid A 1007 55
Ude és msi, 600 orélis
2011 [7] Ginkgolid B 388 40
Ginkgolid C - -
Qercetin 176 -
Rangel-
Ordoéiiez és 600 oralis Kaepmferol 341 291
mtsi, 2010 [8]
Isorhamnetin 183 161

-. nem volt detektalhato
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Klinikai vizsgalatokban EGb 761 oralis adagolasa esetén 120-240 mg/nap dozis
alkalmazasakor tapasztaltak javulast a kognitiv tiinetekben [23]. A legtobb vizsgalat soran
azonban a 240 mg/nap dozis bizonyult a leghatasosabbnak [2; 7; 16]. IdGszakosan jelentkezd
panaszok esetén 120 mg/nap illetve 160 mg/nap doézis is elegendonek bizonyult. Depresszid,
vérkeringési zavarok, Alzheimer-kor korai fazisaban 240 mg/nap esetén tapasztaltak pozitiv
hatasokat [16].

A G. bilobaban toxikus komponensek is talalhatoak. A ginkolsavak allergias reakciot
valtanak ki a kaukazusi rassznal, ezért mennyiségiiket a standardizalas soran maximum 5
ppm-ben maximalizaljak [16; 23].

Nagyobb mennyiségii G. biloba mag elfogyasztasa kapcsan tobb esetben ételmérgezésrol
szamoltak be, melyért a ginkgotoxin (B6-vitamin antagonista) a felelés komponens [2; 23-
26].A mintegy 70 mérgezéses eset 27 %-a volt letalis, foként a masodik vilaghaborat kdvetd
idOszakban, Japanban (1930 és 1996 k6zott), amikor az élelem nem volt elegendé [25]. A
ginkgotoxin epilepsziahoz hasonld tiineteket okoz, igy izomgorcsoket, eszméletvesztést,
hanyast, tudatzavaros allapot kialakulasat irtal le. Allatkisérletek soran izomgdresoket tudtak
kivaltani patkanyokban 400-600 mg/kg ginkgotoxin adagolasa esetén. Az LDsy érték
nyulakon végzett kisérletben 30 mg/kg-nak adodott [25]. Feltehetéen a ginkgotoxin atjut a
vér-agy gaton és GABA inhibitorként miikodve fejti ki hatasat, azonban farmakokinetikai
sajatsagai feltaratlanok, agyi penetraciojat nem igazoltak kisérletesen [24-25].

A ginkgotoxin maximalis koncentracidjat mind a levélben (7 ug/levél), mind a magban
(85 pg/mag) augusztus elejére éri el. A G. biloba levelének kivonatat (EGb 761) tartalmazo
készitmények (kapszuldk, teak) toxin tartalma, a vegyiilet j6 vizoldhatosaga és meglehetosen
stabil volta miatt jelentés veszélyeket rejt magaban [25]. Két vizsgalat soran hataroztak meg
ginkgotoxin koncentraciokat 3-3 G. biloba standard kivonatot tartalmazo készitményben [25-
26]. A kapszulak toxin tartalma 11.4-58.62 ug/g-nak [25] és 17-64 ng/g-nak [26] adodott.
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2. Célkitiizés

Tudoményos didkkori munkam soran célul tliztiik ki a fent bemutatott komplex névényi
kivonatként (EGb 761), CNS-koérképekben alkalmazott gyogynovény-készitményként
forgalomba keriil6 G. biloba hatbanyagainak azonositasat, illetve vér-agy gaton valo atjutasuk
jellemzését, igazolasat.

A komponensek felszivodasa keverékként hatdsosabbnak bizonyult, mint izolalt
formaban [16], ezért méréseink soran G. biloba kivonatokat (standard kivonatot, levelekbdl
készitett metanollal, illetve kloroformmal extrahalt kivonatot) kivantuk osszehasonlitani
PAMPA-BBB/ HPLC-QQQ-MS kapcsolt analitika rendszer segitségével.

Tobb esetben szamoltak be egyéb gyogyszerek és G. biloba kivonatot tartalmazo
készitmény egyiittes alkalmazasa esetén mellékhatasokrol is [16], ezért vizsgalatainkkal
torekedtiink egy atfogobb vér-agy gat specifikus permeabilitasi profil, illetve a G. biloba
Osszetételérol alkotott teljesebb kép megadasara.

Az utobbi években nagymértékben megnétt a G. biloba standard kivonatat tartalmazo
kiilonboz6 novényi gyogyszerek, illetdleg étrend-kiegészitd készitmények eladasa,
fogyasztasa [27]. Ezért a hazai patikakban kaphato termékeket is kivantuk jellemezni,-
kiilonos tekintettel a levélben, és igy a standard kivonatban is megtalalhat6 [28] neurotoxikus

hatasu ginkgotoxin (4-O-metilpiridoxin) jelenlétére.
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3. Anyagok és moédszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

Kivonatok: szaraz, sarga G. biloba levelekb61l metanollal extrahalt kivonat- 5,41 g
szaraz, sarga G. biloba levelekbol kloroformmal extrahalt kivonat- 12,8 g
standard kivonat- EGb 761- (Gy.sz.: 11/00590)- 40g
,yA” kapszula- 3.767 g
,,B” kapszula- 5.68 g
,C” kapszula- 4.527 g

A szaraz, sarga levelekbdl (2012. szeptemberében begyiijtott) a Kivonatok a kovetkezd
recept alapjan késziiltek. Dorzsmozséarban elporitott levelek (57.58 g) + 300 ml kloroform, 30
perc kevertetés, sziirdpapiron lesziirtilk majd megismételtiik a miiveletet. A nyers kivonatot
beparoltuk (40 °C, 4 6ra). A kloroformos extrahdlast kovetéen a megmaradt szaraz anyagra
150 ml metanolt Ontéttiink. 30 perc kevertetés utdn szlirOpapiron leszlrtiik, majd
megismételtiik a miiveletet. A nyers kivonatot beparoltuk (40 °C, 4 6ra).

A kivonatokbdl 50 mg/ml-es DMSO-ban (dimetil-szulfoxidban) oldott térzsoldatokat

készitettiink, a felhasznalt anyagmennyiségeket az alabbi tablazat tartalmazza.

3. tablazat G. biloba kivonatok DMSO torzsoldatai

Kivonat Felhasznalt Kivonat (mg) DMSO (ul)
EGb 761 47.11 942
Metanolos levél 43.45 869
Kloroformos levél 42.35 847
,A” kapszula 49.26 986
,,B” kapszula 49.81 997
,,C” kapszula 48.24 965

A torzsoldatokat 0.2 um porusméreti PTFI (Millipore) fecskendésziirén keresztiil
leszlirtiik.
A komponensek azonositasahoz hasznalt standardok a PhytoLab-tol keriiltek beszerzésre:
ginkgotoxin sosav soja- (Gy.sz.: 5459)- 10.04 mg
isorhamnetin- (Gy.sz.: 6330)- 25.30 mg
luteolin- (Gy.sz.: 5846)- 25.29 mg
kaepmferol- (Gy.sz.: 6327)- 25.30 mg
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A referenciaként, illetve az azonositashoz hasznalt standardokbol 1 mg/ml-es DMSO-

ban, a gingotoxin esetén vizben oldott torzsoldatokat készitettiink az alabbi tablazat szerint.

4, tablazat Standard torzsoldatok

Standard Felhasznal mennyiség (mg) DMSO (ul)
isorhamnetin 1.0 1000
luteolin 0.99 990
kaempferol 1.15 1150
ginkgotoxin-sosav sdja 1.31 1310*
*Viz (ul)

A ginkgotoxin kivonatokban kialakult koncentraciojanak meghatarozasahoz kalibraciot
végeztlink a vasarolt standarddal. A kalibracidhoz higitasi sort készitettiink az 1 mg/ml-es
torzsoldatbol kiindulva, tizedeld és 6t6dol0 pontokkal valtakozva. A kalibracidhoz hasznalt
oldatok koncentracidja rendre: 500 pg/ml, 50 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0.2 pg/ml, 0.02
pg/ml.

A kivonatok, torzsoldatok elkészitéshez hasznalt olddszerek: a metanol, kloroform,
DMSO, viz a Sigma-Aldrich Kft.-t61 keriiltek beszerzésre.

A PAMPA soran hasznalt n-dodekan, koleszterin a Merck Kft.-t6]l szarmazott. A
felhasznalt 7,4-es pH-j0 puffer Osszetétele: 1 1 ioncserélt viz + 1 tasak izotonidsan
kiegyensulyozott foszfat puffer (PBS) so6 keverék (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4; Sigma
Aldrich Kft., 028K8214). A sertés agybdl izolalt polaris lipidfrakciot (PBL, polar brain lipide)

az Avanti Polar Lipid Inc.-t61 vasaroltuk.

A HPLC-QQQ MS késziilékben minden eluensben hasznalt oldoszer (acetonitril) HPLC-
tisztasagl volt. A felhasznalt vizet Millipore MilliQ® viztisztité berendezésbél nyertiik, (a viz

ellenallasa 18 mQ volt).
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3.2. Modszerek
3.2.1. PAMPA-BBB

A PAMPA vizsgalatokhoz 96-cellas polipropilén mérétalcakat (angolszasz elnevezése
plate (Agilent Technologies)), 96-cellas polikarbonat alapu, sziir6 donor-talcakat
(MultiscreenTM-IP, MAIPN4510, porusméret 0.45um; Millipore) és 96-cellas teflon fogado
talcat (Multiscreen Acceptor Plate, MSSACCEPTOR; Millipore) hasznaltunk.

Kiindulasi oldatokként higitast végeztiink a térzsoldatokbol. 180 ul DMSO-hoz 20-20 pul-
t pipettaztunk a torzsoldatokbol. A donor oldal el6készitésénél 180 pl 7,4-es pH-ja PBS
pufferhez 20-20 pl-t adtunk a torzsoldatokbol, majd az igy el6allt oldatokbol 150 pl keriilt at
a donor plate-re. A fogado plate cellait 300 pl 7,4-es pH-ju PBS pufferrel toltottik fel. A
folyadékok kimérésére Eppendorf tobbcsatornds automata pipettakat, pipettahegyeket
hasznaltunk. Minden minta esetén 3-3 parhuzamos mérést végeztiink. A plate-ek
Osszeillesztése utan nedvesitett papirtorlét és fedoét tettiink a donor plate-re, hogy
megakadalyozzuk a parolgast az inkubacio alatt.

Az inkubaci®6 mérétalca-razd inkubatorban (Heidolph Titramax 1000) zajlott 4 Oran
keresztiil, 37 °C-on.

Az inkubacié utan szétszedtiik a plate-eket. Mindkét oldalr6l (fogadd, donor) a mérni
kivant oldatokat atpipettaztuk egy 96-cellas polipropilén mérétalcara. A donor oldalhoz 50-50
ul DMSO-t adtunk, hogy biztositsuk a kivonatok oldatstabilitasat.

A talcakban kialakuldé anyagkoncentracidé meghatarozasara HPLC-QQQ MS technikat
hasznaltunk.

Az effektiv permeabilitasi érték kiszamolasahoz az alabbi képletet hasznaltuk:

__=2308 Vo) ol ( VatVs | [ Co(®) [em
A'(f_rss) (F_a"‘VD} i \ t:l_R}'FD I CD(O} .-_' l_ s _l

a

(3.2.1.1)

1 Cplt) V- Cu0)
CD(O) VD 'Cn(m

(3.2.1.2.)

Ahol P, az effektiv permeabilitas (cm/s), A: sziiréfeliilet (0.3 cm?) , Va: fogado oldalon
1évo térfogat (0.15 cm®), Vqg: donor oldalon 1évé térfogat (0.15 cm®), t: inkubacios idé (s), Tss:

az az 1d0, amig eléri a rendszer a steady-state (egyensulyi) allapotot, R: membranretencio,
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Cq(t): t id6épontban a komponens donor oldalon 1évd koncentracidja, Cq4(0): 0 idépontban a
komponens donor oldalon 1évé koncentracidja, Ca(t): t idépontban a komponens fogado
oldalon 1évé koncentracidja, Ca(0): 0 idOpontban a komponens fogadd oldalon 1évo

koncentracidja [29].

3.2.2. HPLC-QQQ MS

A kisérleteinket egy Agilent 1200 folyadékkromatografids késziiléken végeztiik
Osszekapcsolva egy 6410 QQQ-MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) vakuumos
gazmentesitével, binaris pumpaval, autosamplerrel, o0szlop-termosztattal, diddasoros
detektorral felszerelt késziilékkel. A mérések 40 °C-on, Ascentis Express C18 kolonnan (5 cm
X 3 mm, 2.7 um) zajlottak. A mozgé fazis térfogatarama 1.1 ml/perc volt. Az A eluens 100%
viz, a B eluens acetonitril:viz elegy (95:5. v/v %) volt. A gradiens programok kivonatonként
optimalizaltuk, a beallitasokat az alabbi tablazat (5. tablazat) tartalmazza.

Az injektalt térfogat minden esetben a PAMPA sziirést kovetd mérésnél a donor és a
fogadod oldal esetén és a ginkgotoxin kalibracios mérésénél 8 pl, a kiindulasi oldat esetén 4 pl
volt. Az injektalasok kozott 1,8 perces ekvilibraciés 1dé lett bedllitva. Az UV-VIS
spektrumokat 190 és 400 nm kozott vettiik fel. A regisztralt kromatografias profilokat 220,
240, 280, 290 ¢és 300 nm-en rogzitettiik.

5.tablazat Gradiens programok

Minta Id6 (min) B eluens (%)
0 0
*EGb 761, 2 0
*metanolos levél, 19 30
*ginkgotoxin kalibracio* 20 55
20,01 0
0 25
, 9 100
*kloroformos levél 12 100
12,01 25

*a gardiens programot 3,01 percig futattuk

16



QQQ-MS iizemi paraméterei a PAMPA sziirést kdvetd mérések esetén a kovetkezOk
voltak: ESI pozitiv ionizacid, szken iizemmoéd, a szarité6 gz hdmérséklete 350 °C, a nitrogén
aramlasi sebessége 13 1/perc.

QQQ-MS iizemi paraméterei a Neutral Loss mérés soran: ESI pozitiv ionizacio, a szaritd
g4z hémérséklete 350 °C, a nitrogén aramlasi sebessége 13 I/perc., neutral loss: 146 (ramnoz),
162 (gliik6z), 306 (diglikozid: gliikoz+ramndz), 454 (triglikozid: ramnoz+ramnédz+glikoz). A
scannelés modja MS szken, illetve MS1-MS2 szken rendre: 400-1000, 400-1000, 500-1000,
700-1000. A fragmentor fesziiltség 135 V, litkozési energia 8 V.

Fragmentalas soran alkalmazott QQQ-MS iizemi paraméterei: ESI pozitiv ionozacio, a
szaritd giz hémérséklete 350 °C, a nitrogén aramlisi sebessége 13 l/perc. MS1 szken
tizemmod, MS2 product ion lizemmod. A fragmentor fesziiltség 135 V, az iitk6zési energia
vegylilet csoportonként (kis molstlyt komponensek, terpének, flanoidok/flavonoid glikozidok
¢s a biflavonok) rendre: 10 V, 15V, 30 V, 45V.
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4. Vizsgalatok, eredmények

4.1. Ginkgo biloba kivonatok permeabilitasi profilja

A G. biloba kivonatok komplex keverékek. Elemzésiik a vegyiiletcsaladok szamossaga, a
komponensek eltéré koncentracidja miatt nehéz analitikai feladat [3]. Ahhoz, hogy minél tobb
komponenst tudjunk detektalni a mintakban a PAMPA-BBB/HPLC-QQQ MS kapcsolt
analitikai tesztrendszerrel végzett mérések soran, tomény torzsoldatokat (50 mg/ml) kellett
késziteniink.

A gradiens programok végsé beallitasa az irodalmi adatok alapjan feldolgozott
mérésekb6l, a komponensek fizikai kémiai tulajdonsagaibol adoédtak [4-5; 18-19]. A
megfeleld elvalasztas, felbontas elérésehez a standard, levélbdl metanollal extrahélt kivonatok
(mind polaros és apolaros komponenseket is tartalmaznak) esetén az eluensek aranyat ugy
valasztottuk meg, hogy el6szor a vizoldhatobb (poldrosabb) komponensek eludlodjanak. A
levélbol Kloroformmal extrahalt kivonat esetén abbdl indultunk ki, hogy a minta inkabb
apolarosabb komponenseket tartalmaz. Ennek megfelelden, nem volt sziikség hosszl lefutési
idore, a lipofil vegyliletek elvalasztasara kellett tigyelni.

A rogzitett hullamhosszak koziil 280 nm-en detektaltunk a legérzékenyebben. A legtobb
komponens maximalis UV elnyelése ehhez a hullamhosszhoz esik a legkdzelebb [4; 24; 30-
31]. A terpének UV detektalasa kis abszorbanciajukbol adoddan nehéz analitikai feladat, jo
ionizalhatdsag miatt a toémegspektrum alapjan vald azonositas elterjedtebb [32].

A komponensek azonositasa tomegspektrumaik alapjan tortént. Irodalmi adatok alapjan a
flavonoidok jobban ionizalédnak negativ mérési modban (altalanos meghatarozasi modszer)
[31, 33-34; 35], azonban a mintak Osszetettsége, a tobbi komponens azonositasa miatt pozitiv
ionizaciot valasztottunk [4-5; 32]. A flavonoid aglikonokat, a ginkgotoxint a vasarolt
standardokkal retencios idok (egyazon gradiens programot hasznalva) és a tomegspektrumok
alapjan igazoltuk.

Azonositas utols6 Iépése az egyes komponensek QQQ-MS késziilékben tortént
elfragmentalasa volt. Irodalmi adatok és szerkezeti tulajdonsagok alapjan allitottuk be
vegylilet csoportokként az iitkozési energidkat. A legnagyobb {itkozési energiara a
biflavonoidok esetén volt sziikség a C-C kotések és az aromas gylriik felhasitasahoz [30, 34-
35]. A fragmensek alapjan hataroztuk meg és azonositottuk a mintainkban megtalalhato

komponenseket irodalmi adatokkal 6sszevetve [4-5; 24; 30-34].
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A kivonatok Osszetételének meghatdrozasa utan kivantuk vizsgalni az agyi penetraciora
vonatkoz6 tulajdonsagokat. Ehhez a mar bemutatott PAMPA-BBB moédszert hasznaltuk. A
PAMPA szlirést kovetden a szendvics plate-rendszer szétszedése utan a kivonatok rossz
vizoldhatosaga, telitddése miatt szilkség volt a donor oldal DMSO-val valo
oldatstabilizalasara. A fogadé oldalon a komponensek Kisebb szama és alacsonyabb
koncentracio biztositotta az oldat homogenitasat (nem tortént anyagkivalas).

Az alabbi abrakon (6. abra, 7. abra) lathatoak a standard kivonat kiindulasi, donor illetve
fogado oldatainak kromatografias profilja.

Standard kivonat (EGb 761) kiindulasi/ donor oldal

280 nm-en
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6. abra A standard kivonat kiindulas/donor oldatanak kromatografias profilja
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Standard kivonat (EGb 761) fogadd oldala 250 nm-en
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7.abra A standard kivonat fogadé oldali oldatanak kromatografias profilja

A standard kivonat vizsgédlata sordn azonositottuk a legtobb komponenst. Az minta
legnagyobb aranyban flavonoidokat/ flavonoid glikozidokat (szamozas:13-31) tartalmazott. A
terpének (szamozas: 9-12) elégtelen UV abszorbanciajuk miatt a tomegspektrumuk jeleit
(EIC+) kiemelve, kiilon bemutatjuk a kromatogramon. A PAMPA-BBB modszer elénye,
hogy nagy szelektivitast, tisztulast tesz lehetdvé a komplex ndovényi mintak estén. A PAMPA -
BBB sziirést kdvetden a donor oldalon detektélt és azonositott 31 db komponensbdl, a fogado
oldalon 10 db vegyiiletet detektaltunk.

A fogad6 oldalon a flavonoid glikozidokat tartalmaz6 régid (sorszam 13-31) tisztul a
legnagyobb mértékben, mert a fokozott polaritasi cukor ligandummal rendelkez6
komponensek nem képesek atjutni a vér-agy gaton passziv diffizioval [1]. Ennek igazolasara
alkalmaztuk a HPLC-MS mérés soran a neutral loss beallitast. Az MS késziilékben a
homérséklet, fragmentor fesziiltség hatasara a cukor komponens lehasad az alap flavonoid
vazrol. Ezeket a tomegvesztéseket (m/z:146 (ramndz); 162 (glikoz), 308 (diglikozid), 454

(triglikozid)), illetve azokat a komponenseket tudjuk detektalni, amelyek elveszitik ezeket a
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Intenzitas

cukor részleteket [4; 33-34]. A kovetkezd abran (8. abra) lathato, hogy a donor oldat esetén
detektaltunk ilyen komponenseket (mérhetd a tomegvesztés), mig a fogadé oldatban mar nem.
Ezzel az egy méréssel is igazoltuk, hogy a vér-agy gaton nem képesek atjutni a cukor részt
tartalmazd komponensek. Masrészt a bedllitas elénye, hogy egyetlen mérés alapjan lehet

detektalni, a mintaban jelen 1év6 flavonoid glikozodokat.

Donor oldal Fﬂgadﬂ oldal
0%, _ +ESITIC neutral loss 146-rha M0y +ESITIC neutral loss 146-rha
2,5 25
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8 .abra Neutral loss. al donor oldat. bl fogado oldat

A levélbdl metanollal extrahdlt kivonat hasonlit a standard kivonathoz Gsszetételben és
kromatografias profiljat tekintve is. Néhany komponenst azonositottunk a standard
kivonatban megtalalhatd6 komponenseken feliil. A levélbdl kloroformmal extrahalt kivonat
tartalmazza a biflavonokat, melyek az EGb 761-ben nem talalhatoak meg Ez a kiilonbség az
extrakcid soran hasznalt olddszerekbdl és az alapanyagbol is adodik (szaraz, sarga levelek
terpéneket, flavonoid glikizidokat alig tartalmaznak) [2]. A kiindulasi, donor oldatokban

detektalt komponensek az alabbi kromatogramok részletein lathatoak (9. abra).
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9. abra Szaraz levélbdl készitett kivonatok kiindulasi/donor oldata . alkloroformos kivonat. bl metanolos kivonat

A Kivonatokban detektalt és azonositott komponenseket (42 db) és a PAMPA-
BBB/HPLC-MS mérésekbdl kapott G. biloba profiljat pontositd jellemzoket (effektiv

permeabilitasi érték) az alabbi tablazat foglalja 6ssze, mely a kovetkez6 oldalon folytatodik.

6.tablazat G. biloba permeabilitasi profilja

Sorszim Komponens tr (perc) ([M+|IYI|]§, miz) (1896%275) A kst adat
1 adenozin 0,39 268 - -
2 nem azonositott 0,49 166 -4 91 -
3 ginkgotoxin 0,56 184 -5,05 ? [23-25]
4 ginkgotxin-5'-gliikozid 0,65 346 - -
5 nem azonositott 0,99 194 -5,36 -
6 nem azonositott 1,34 383 -5,95 -
7 6-hidroxi-kinurén sav 1,81 206 - -
8 bilobalid 1,91 327 -6,01 + (in vitro,in vivo) [6; 7]
9 ginkgolid J 4.96 426 - + (in vitro,in vivo) [6; 7]
10 ginkgolid C 5,26 442 - + (in vitro,in vivo) [6; 7]
11 ginkgolid A 7,19 409 -6,17 + (in vitro,in vivo) [6; 7]
12 ginkgolid B 7,29 426 -6,17 + (in vitro,in vivo) [6; 7]
13 rutin 8,02 611 - + (in vitro) [1]
14 quercetin-triglikozid 8,58 303,465,709 - -
15 quercetin-triglikozid 8,69 303,465,611 - -
16 nem azonositott 8,9 247,449 - -
17 isorhamnetin-triglkozid 9,0 317,479,625,793 - -
18 patuletin-monoglikozid 9,1 333,540 - -
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19 patuletin-diglikozid 9,21 333,451,641 - -

20 kaempferol-diglikozid 9,58 287,449,603 - -

21 kaempferol-diglikozid 9,68 287,449,595 - -

22 isorhamnetin-diglikozid 10,17 317,479,625 - -

isorhamnetin-

23 monoglikozid 10,39 317,555 - -

24 syringentin-diglikozid 10,55 347,437,677 - -

25 kaempferol-diglikozid 10,72 287,493,617 - -

26 quercetin 10,92 303 -5,42 + (in vitro, in vivo) [1; 8]
27 apigenin 11,56 271 -5,65 + (in vitro) [1]
28 kaempferol 12,57 287 -5,43 + (in vitro, in vivo) [1; 8]
29 apigenin-diglikozid 12,81 271,635,779 - -

30 isorhamnetin 13,31 317 - + (in vivo) [8]
31 kaempferol-triglikozid 13,86 287,763 - -

32 bilobetin 2,09 553 - -

33 sitosterol 2,49 415 - -

34 ginkgetin 2,84 567 - -

35 isoginkgetin 2,92 567 - -

36 nem azonositott 3,25 570 - -

37 sciadopytisin 3,73 581 - -

38 myricetin-glukozid 7,82 319,481 - -

39 myricetin-glukozid 7,92 319,481,627 - -

40 syringentin-glukozid 10,79 347,463,635 - -

41 syrringentin 10,89 347 - -

42 syringentin-glukozid 10,91 347,509,655 - -

-: sem in vitro, sem in vivo agyi felszivodasra vonatkozé farmakoinetikai adat nem all és/ vagy fizikai kémiai
megfontolasok alapjan nem varhato agyi penetracio

+: invitro és/vagy in vivo kisérletekben detektaltak a komponenst

?: nincs farmakokinetikai adat, de CNS hatast kapcsolnak a vegyiilethez

A legtobb komponensre vonatkozdéan eddig még nem kozdltek farmakokinetikai
adatokat, ezért torekedtiink nemcsak a bioldgiailag aktivnak vélt komponensek (terpének,
flavonoidok), hanem az 6sszes altalunk azonositott komponens azonositasara, jellemzésére is.
A méréseink soran kapott log P. értékek alapjan a vér-agy gaton jo hatékonysaggal atjutod
komponensek (BBB+): ginkgotoxin, quercetin, kaempferol, apigenin, ginkgolidok (A, B),
tovabba harom nem azonositott komponens (m/z: 166, 194, 383). Nem jutnak at a vér-agy
gaton (BBB-) a flavonoid glikozidok, a biflavonok és a detektalt komponensek legnagyobb
része sem. A ginkgolid C, J, és az isorhamnetin a fogado oldalon nem volt detektalhat6 az UV
kromatogramok alapjan. EIC+ alapjan ugyan sikertiilt azonositani ezeket a komponenseket a

fogado oldalon, azonban a kapott donor €s fogad6 oldali csucsteriiletek aranyai a TIC-bol arra
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utalnak, hogy az adott koncentraci6é tartomanyban nem mutatnak linedris Osszefliggést, igy a
kapott AUC értékeket nem lehet felhasznalni az ismertetett log Pe szamitdsi modszerrel. Ily
modon egzakt effektiv permeabilitdsi értéket nem tudtunk megadni erre a harom biologiailag
aktivnak vélt komponensre. A G. biloba 6sszetételét tekintve kevés az a komponens, amely
képes bejutni a kozponti idegrendszerbe tisztan passziv diffuzidé révén, és a BBB+
kozeli).

Az altalunk detektalt komponensek koziil a ginkgotxin rendelkezik az egyik legmagasabb
effektiv permeabiltasi értékkel. Figyelemre mélté, hogy a CNS-hatast tulajdonitod
komponensek log Pe értékénél is nagyobb értéket kaptunk. Méréseink alapjan nagyobb, vagy
legalabbis azonos mértékii lehet az agyi penetracidja (fogadd oldali csucs alapjan is) mint az

eddig széles korben, szinte kizardlagosan vizsgalt terpén és flavonoid vegyiiletcsaladoknak.
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4.2. Ginkgotoxin azonositasa, mennyiségi meghatarozasa

A ginkgotoxin azonositasahoz az irodalmi adatokat [24; 26; 36-37] vasarolt standardot
hasznaltuk referenciaként. A standard és a kivonatban megtalalhato toxin retencios idejét, a
tomegspektrumokat és a fragmenseket Osszevetve igazoltuk a mintadinkban 1évé ginkgotoxin
jelenlétét.

Mennyiségi meghatarozas céljabol linedris kalibraciot végeztiink (3-3 parhuzamos
minden mérési pontban). A ginkgotoxin HPLC-MS vizsgélatahoz a standard mintat vizben
oldottuk stabilitdsanak megdrzése, illetve a DMSO zavar6 abszorbancidjanak és a varhato
kozeli elualédasuk elkeriilése miatt. A rogzitett spektrumok koziil a 280 nm-en tortént
felvételt hasznaltuk a kalibraciohoz a maximalis UV abszorbancia helyett (290 nm) [36-37],
ahol a csucsok jelalakja a telitésbe hajlas miatt nem volt megfelelden kiértékelheté a nagyobb
koncentraciok esetén.

A koncentraciokhoz tartozo csucsteriileteket az alabbi tablazat tartalmazza.

7. tablazat Ginkgotoxin kalibracio

Ii(cgl;[g.r?ljgllcli?}) yi-Csucsteriilet 1 | Yo-Csucsteriilet , | Ys-csucstertilet 3 ys-atlag
0,02 0 0 0 0
0,2 1,7 1,66 2,56 1,973
1 7,24 6,25 6,46 6,650
10 55,25 57,64 55,92 56,270
50 275,56 276,12 275,53 275,737
500 2755,56 2763,48 2754,42 2757,820
A meghatéarozott kalibracios egyenes egyenlete (r°=1):
y=5.5143x + 0.6185 (4.2.1)
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4.3. Ginkgo biloba névényi készitmények osszehasonlitasa

A G. biloba standard kivonata az egyik legnagyobb forgalmi novényi készitmény [27]. A
gyogyszerkonyvi mindsités a forgalomba keriilé kapszulak, tablettdk estén a standardizalés
soran optimalizalt komponens tartalomra (22-27 % flavonoid, 4-8 % terpén, maximum 5 ppm
ginkolsavak) vonatkozik [21-22]. A ginkgotoxin mennyiségét nem hatarozzak meg
készitményben, noha a levél, igy a kapszulakba, tablettakba keriil6 EGb 761 is tartalmaz [26].

Méréseink soran harom, hazai patikaban kaphato G. biloba terméket és a standard
kivonatot hasonlitottuk Ossze. A kapszuldk oldatair6l 280 nm-en, a fent bemutatott

modszerekkel késziilt kromatogramok az alabbi dbran lathatoak.
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10. abra G.biloba novényi készitmények kromatogramjai

A kapszulak csomagolasan feltiintetett adatok alapjan az ,,A” kapszula 48 mg (11,52 mg
flavon glikozid, 2,88 mg terpén lakton), a ,,B” kapszula 40 mg; a ,,C” kapszula 80 mg G.
biloba kivonatot tartalmaz kapszulanként. Az ,,A” és ,,C” kapszulak kromatografias profilja

hasonlo, mint a standard kivonaté. Legnagyobb ardnyban a flavonoid glikozidok talalhatoak
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meg ebben a 3 kivonatban. A ,,B” kapszula profilja eltér a standard kivonat profiljatol. A
flavonoid glikozidok koziil egy komponens (rutin, tg=8,02 perc) jelentds mértékben disitva
(EGb 761 kivonat rutin tartalmahoz képest) van jelen a kivonatban és a tobbi komponens
aranyait tekintve sem fele meg a standard kivonat komponensaranyinak. Az eredmény nagy
valosziniiséggel termékhamisitasra utal.

Koz06s jellemz6, hogy mindegyik kapszula kivonataban detektaltuk a ginkgotoxint. A
kivonatok oldatar6él 3-3 parhuzamos mérést végeztiink. 280 nm-en hatdroztuk meg a
ginkgotoxin cstcsteriileteit a Kivonatokban. Mennyiségének meghatarozasahoz a kalibracio

soran leirt egyenletet hasznaltuk (4.2.1).

8. tablazat Ginkgotoxin mennyiségi meghatarozasa készitményekben

Kivonat esticsteriilet toxin koncentracio
(ng/ml)

7,99 1,34
»A” Kapszula 7,72 1,29
7,79 1,30
12,91 2,23
,,B” kapszula 12,61 2,17
12,43 2,14
83,40 15,01
,C” kapszula 80,08 14,41
83,07 14,95
16,20 2,83
EGb 761 17,30 3,03
16,56 2,89

Figyelembe véve a bemért anyagmennyiséget (50 mg) és készitett torzsoldatok
koncentraciojat (50 mg/ml) kapszulak ginkgotoxin tartalma a kovetkezo:
»A” kapszula: 26,2 +/- 0,5 pg/g
,»B” kapszula: 43,6 +/- 0,9 ng/g,
,C” kapszula: 295,8 +/- 6,6 pg/g,
Standard kivonat (EGb 761): 58,3 +/-2,0 ug/g.

Az eddigi klinikai vizsgalatok soran eredményesnek mondhaté 240 mg/nap oralis dozis
alkalmazasa esetén a toxin mennyisége a vizsgalt kapszuldkra és standard kivonatra:
,»A” kapszula: 6,3 +/- 0,1 pg/nap
,B” kapszula: 10,5 +/- 0,2 pg/nap
,C” kapszula: 70,8 +/- 1,6 png/nap
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Standard kivonat (EGb 761): 14,2 +/- 0,5 ug/nap

A kapott értékek alapjan a ginkgotoxin mennyisége a napi bevitelre vonatkozoan, a leirt
neurotoxikus hatasokbo6l adodo kockazatok miatt [22-23] nem hagyhat6 figyelmen kiviil a G.
biloba készitmények gyogyszerkonyvi mindsitése soran. Figyelembe véve a mérési
eredményeink soran kapott effektiv permeabilitasi értékét, a CNS- hatasért felelds

komponensekkel is 6sszevetve még nagyobb veszélyeket rejt a G. biloba toxin tartalma.
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5. Osszefoglalas

A hagyomanyos gyogyaszatban alkalmazott novényi kivonatok, gyogyndvényi
készitmények hasznalata napjaink gyogyszerfelhasznalasaban is elotérbe keriilt. Az egyik
legnagyobb forgalmu, elsé sorban CNS-korképekben alkalmazott gyogyndvényi készitmény a
G. biloba levelének kivonata [27].

A gyogyszerkutatas egyik kiemelt teriilete a CNS-re hato vegyiiletek keresésével (vér-agy
gaton valo atjutds vizsgalata), azonositasaval foglalkozik, mely az elmult években a noveényi
hat6anyagok elemzésére is kiterjedt az analitikai technikdk nagyléptékii fejlodésének
koszonhetden. A novényi extraktumok hatdéanyagainak azonositasara jol alkalmazhatd az in
vitro, vér-agy gat specifikus, nagy ateresztOképességii PAMPA-BBB/ HPLC-QQQ MS
kapcsolt analitikai technika [1].

Vizsgalataink soran torekedtink a G. biloba 06sszetételérél, CNS-hatasért felelGs
komponenseirdl alkotott kép pontositasara. Tobb olyan hatdéanyagot is sikeriilt azonositanunk,
amelyek mért permeabilitasa j6 egyezést mutat a G. biloba farmakokinetikai leirasaval.
Bizonyitottuk tovabba, hogy a kivonatok glikozilalt komponensei nem képesek passziv
diffuzioval atjutni a modellmembranon. Ezen feliil tesztrendszeriink segitségével sikerdilt
ramutattunk az ismerten neurotoxikus hatasu ginkgotoxin fokozott agyi felszivodasaval és a
kivonatokban 1évé mennyiségével dsszefliggd kockazatra is.

A G. biloba kivonatot tartalmazo készitmények kromatografias profiljainak
Osszehasonlitasaval ramutattunk arra, hogy a PAMPA-BBB/ HPLC- QQQ MS tesztrendszer
minésitd analitikai eljaras eszkozeként is alkalmazhat6 lehet. Eredményeink hozzajarulhatnak
készitmények gyogyszerkonyvi mindsitésének modositasahoz.

Tovabbiakban a még nem azonositott, jo effektiv permeabilitasi komponensek
azonositasat valamint; a ginkgotoxin agyi penetracios mechanizmusanak részletes (esetleg

aktiv transzport mechanizmus) vizsgalatat tiiztiik ki célul.
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