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Goethes Reinschrift des Ginkgo-biloba-Gedichts,
15. September 1815

(mit zwei von ihm selbst aufgeklebten Ginkgo-Blittern).

Ginkgo biloba.

Dieses Baums Blatt, der von Osten
Meinem Garten anvertraut,

Giebt geheimen Sinn zu kosten
Wie’s den Wissenden erbaut.

Ist es Ein lebendig Wesen,

Das sich in sich selbst getrennt,
Sind es zwey die sich erlesen,
Daf} man sie als Eines kennt.

Solche Frage zu erwiedern

Fand ich wohl den rechten Sinn,
Fiihlst du nicht an meinen Liedern
Daf§ ich Eins und doppelt bin.

Ubertragung des 0.a. Goethe-
Gedichtesin Druckschrift
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, exemplarisch am Beispiel von Ginkgo biloba-Extrakt
enthaltenden Préparaten die Problematik der Vergleichbarkeit und Austauschbarkeit von
Phytopharmaka aufzuzeigen. Dazu wurden — im Sinne rationaler Phytotherapie — die zur
Verfugung stehenden US-amerikanischen Préparate auf einige (bio)pharmazeutische Kriterien
Uberprift:  Gleichformigkeit der Masse, Gehalt an relevanten Inhaltsstoffen,
Dosiergenauigkeit, in vitro-Freisetzung und Bioverfigbarkeit/Bioaquivalenz. Hinsichtlich des
Gehaltes relevanter Inhaltsstoffe wurden mal3geblich die Kriterien der Kommission E-
Monographie zugrunde gelegt, die in den USA zwar keine Giiltigkeit besitzen, jedoch
wissenschaftlich akzeptiert sind, und auf die in Angaben auf Verpackungen auch in den USA
hinsichtlich Indikation und Gehalt héufig Bezug genommen wird. Des weiteren sollten
geeignete Kriterien fur den Vergleich und zur Austauschbarkeit von Phytopharmaka erarbeitet
werden. Prinzipiell ist es schwierig, Phytopharmaka Uber Leitsubstanzen, die evtl. nicht oder
nur zum Teil zur Wirksamkeit beitragen, zu vergleichen. Deshalb sollte nach einem
pharmakodynamischen Ansatz (Bioassay) gesucht werden, dessen Effekte graduell
quantifizierbar sind und entweder mit der klinischen Wirksamkeit des Arzneimittels oder mit
einem im Plasma enthaltenen I nhaltsstoff korrelieren.

Angesichts der Fulle der Préparate, der zunehmenden Marktbedeutung und der Anwendung
bei definierten Indikationen stellt sich die Frage, ob eine angemessene Qualitét der Produkte
deren Einsatz rechtfertigt. Aul3erdem werden Forderungen laut, den Phytopharmaka-Markt im
Sinne der Vergleichbarkeit transparenter und damit patientenorientierter zu gestalten. Um zu
verdeutlichen, welche gesetzlichen Anforderungen an US-amerikanische Phytopharmaka
hinsichtlich Qualitét, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit zu stellen sind, werden zunédchst die
gesetzlichen Rahmenbedingungen fir pflanzliche Zubereitungen skizziert.

Auf der Suche nach einem geeigneten pharmakodynamischen Ansatz erschien es sinnvoll,

sich einen Uberblick dariiber zu verschaffen,

1. welche pharmakologischen Eigenschaften Ginkgo biloba bzw. einzelne Inhaltsstoffe
prinzipiell besitzen,



EINLEITUNG 2

2. welche Effekte in vivo ausgeldst werden kénnen,

3. anwelcheninvitro- Modellen die Effekte gezeigt werden kdnnen,

4. welche pharmakologischen Eigenschaften in bezug auf die in der Kommission E-
Monographie angefihrten Indikationen relevant sind und

5. ob bereits etablierte pharmakodynamische Ansétze (Bioassays) fur Ginkgo biloba in der
Literatur beschrieben sind.

Deshalb werden im folgenden

1. die Klassifizierung US-amerikanischer Phytopharmaka nach den dort glltigen
gesetzlichen Rahmenbedingungen vorgenommen,

2. die pharmakologischen Aspekte von Ginkgo biloba nach aktuellem Kenntnisstand
dargestellt und

3. ein Ansatz fir ein in vitro-Modell entwickelt, welches moglicherweise als

pharmakodynamischer Versuchsansatz dienen konnte.

1.2 Der Begriff Phytopharmaka in Deutschland

Im Arzneimittelgesetz von 1976 (8 3 Abs. 2 AMG I1) sind Phytopharmaka definiert als Stoffe
aus ,, Pflanzen, Pflanzenteilen und Pflanzenbestandteilen in bearbeitetem oder unbearbeitetem
Zustand“. Phytopharmaka, im angelséchsischen Sprachgebrauch Herbal Medicinal Products
(HMP) genannt, sind wesentlicher Teil des heutigen Arzneimittelangebots. Sie unterliegen
wie alle Arzneimittel der Zulassungspflicht, d. h. prinzipiell dem Nachweis der Qualitét,
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit.

Fur Phytopharmaka galt bisher (vorgesehen war bis 1990, letztendlich bis zur 10. AMG-
Novelle) eine Ubergangsregelung, in der durch den § 22 Absatz 3 auf den Beleg der
Wirksamkeit (klinische Prifungen) und den Beleg der Unbedenklichkeit (pharmakologisch-
toxikologischen Prifungen) verzichtet wurde, sofern anderes wissenschaftliches

Erkenntnismaterial vorgelegt wurde.

Das BfArM (Bundesingtitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte), ehemals BGA
(Bundesgesundheitsamt), hatte eine unabhangige Expertenkommission (Kommission E) mit
der Aufgabe, alles wissenschaftliche Erkenntnismaterial relevanter pflanzlicher Produkte auf

dem deutschen Markt in Form von Monographien aufzuarbeiten, gegriindet. Die aus dieser
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Arbeit (bis 1994) resultierenden Monographien stellten daher die Grundlage fur die Zulassung

und die sogenannte Nachzulassung in Deutschland dar.

Im Zuge der 10. AMG-Novelle, durch die das Verfahren der Nachzulassung und die
Anpassung an die Forderungen der Europdischen Union hinsichtlich des Nachweises der
Qualitéat, Unbedenklichkeit und Wirksamkeit beschleunigt werden sollte, werden
Phytopharmaka-Hersteller dazu verpflichtet, Ergebnisse zu praklinischen und klinischen
Studien bzw. bibliographische Unterlagen / Sachverstandigengutachten  oder eine
Bezugnahme auf ein in Deutschland oder in der Europadischen Union zugelassenes
Arzneimittel vorzulegen. Mittel ohne Wirksamkeitsbeleg konnen gegebenenfalls als
,traditionell* angewendetes Arzneimittel nach § 109a AMG zugelassen werden. In der

Nachzulassung befindliche Arzneimittel sind entsprechend zu kennzeichnen.

1.3 Charakteristika und Besonder heiten von Phytophar maka

Pflanzliche Arzneimittel sind zumeist Zubereitungen (Extrakte) aus Drogen und damit
komplex zusammengesetzte Vielstoffgemische, die gemald AMG in ihrer Gesamtheit einen
Wirkstoff darstellen. Pflanzliche Zubereitungen kénnen aber auch die Droge als Ganzes
enthalten.

Extrakte werden unter anderem durch folgende Merkmale charakterisiert:
Ausgangsdroge

Art und Konzentration des Auszugsmittels/ DEV (natives Droge-/Extrakt-Verhaltnis)
Art des Herstellungsverfahrens

w0 Dp R

Physikalischer Zustand der pflanzlichen Zubereitung

Die natirliche Herkunft bedingt aufgrund variierender exogener Faktoren wie Standort,
Bodenbeschaffenheit, Klima, Erntezeitpunkt usw. eine in Grenzen variierende
Zusammensetzung der extrahierbaren Bestandteile. Daraus resultieren zwangsléaufig Extrakte
variierender Zusammensetzung, auch dann, wenn die Extrakte nach hochgradig
standardisierten VVerfahren hergestellt werden.
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In den seltensten Féllen sind einzelne wirksamkeitsbestimmende Inhaltsstoffe einer
pflanzlichen Droge bekannt, so dad ene Normierung auf ene solche
wirksamkeitsbestimmende Substanz im allgemeinen nicht moglich ist. Fur die meisten
pflanzlichen Extrakte erscheint es nicht sinnvoll — wenn nicht gar unméglich — nach
wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen zu suchen. Hier lassen sich bestenfalls mehrere
wirksamkeitsmitbestimmende Komponenten identifizieren, die gemeinsam das therapeutische
Potential des Extraktes konstituieren (Dingermann, 1999).

1.4 Klassifizierung pflanzlicher Arzneimittel in den USA

Pflanzliche Produkte kénnen prinzipiell als Lebensmittel (zum Beispiel Friichte, Gemuse,
Tees, Gewirze oder Aromen), als Nahrungsergénzungsmittel (eine Untergruppe der
Lebensmittel), als Arzneimittel oder Kosmetika je nach ihrem Bestimmungszweck

eingeordnet werden.

Die in diesem Absatz verwendeten Definitionen bzw. Informationen stammen aus den
Werken ,, The Complete German Commission E Monographs — Therapeutic Guide To Herbal
Medicines* (1998) und , Pflanzliche Arzneimittel in der Europaischen Union“ (1998).

1.4.1 Der Statuspflanzlicher Zubereitungen als Nahrungserganzungsmittel

Der Status as Nahrungserganzungsmittel (die rechtlich der Gruppe der Lebensmittel
zugeordnet werden) ist bei weitem der von den Herstellern pflanzlicher Produkte heute am
haufigsten gewahlte, da keine Zulassung vor dem Inverkehrbringen erforderlich ist. Die
Definition des Begriffes Nahrungserganzungsmittel (dietary supplement) wurde im 8 3 des
Nahrungserganzungsmittelgesetzes (Dietary Supplement Health and Education Act 1994,
DSHEA) festgelegt, der den § 3 des Gesetzes tiber Lebensmittel, Arzneimittel und Kosmetika
(Federal Food, Drug and Cosmetic Act, FDC Act) mit 21 U.S.C. 321 (ff) anderte.
Nahrungserganzungsmittel umfassen Produkte, die zur Ergénzung der Erndhrung bestimmit
sind. Sie enthalten ein Vitamin, einen Mineralstoff, eine Pflanze oder andere Stoffe
pflanzlichen Ursprungs; eine Aminosdure, einen Nahrungsinhaltsstoff zur Anwendung beim
Menschen, um die Nahrung durch Erhdhung der gesamten Aufnahme zu ergénzen; oder ein
Konzentrat, einen Metaboliten, einen Extrakt oder eine Kombination von diesen
Bestandteilen. Nahrungserganzungsmittel muissen als solche gekennzeichnet sein und
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enthalten weder Tabak noch Lebensmittelprodukte, die als konventionelle Lebensmittel auf
den Markt gebracht werden, oder Produkte, die als alleiniger Bestandteil einer Mahlzeit
vertreten sind. Anzumerken ist jedoch, dald3 ein Nahrungsergdnzungsmittel in Form eines
konventionellen Lebensmittels verkauft werden kann. So kann z. B. ein pflanzlicher Tee
entweder ein konventionelles Lebensmittel oder ein Nahrungserganzungsmittel sein, jeweils
abhanging von der beabsichtigten Verwendung des Tees.

Die Kategorie pflanzlicher Arzneimittel ,ohne zugelassene therapeutische Indikationen®
entspricht der der Nahrungserganzungsmittel, die per Gesetz als Lebensmittel (food)
eingestuft werden. Krankheitsbezogene Aussagen, ausdriicklich oder mitenthalten, sind fir
Nahrungserganzungsmittel nicht erlaubt. Unter dem FDC Act wird ein Produkt, das zur
Diagnose, zur Behandlung, Heilung, Linderung oder Vorbeugung einer Krankheit bestimmt

ist, als Arzneimittel angesehen.

Der FDC Act von 1938 mit seinen nachfolgenden Erganzungen regelt das Inverkehrbringen
und den Verkauf von Lebensmitteln, Arzneimitteln und Kosmetika in den Vereinigten
Staaten. Die amerikanische Zulassungsbehorde (Food and Drug Administration, FDA) ist in
erster Linie verantwortlich fir die Interpretation und Umsetzung dieses Gesetzes.

Das Nahrungserganzungsmittelgesetz (DSHEA) erlaubt Aussagen zur Unterstiitzung der
Erndhrung bei der Kennzeichnung von Nahrungserganzungsmitteln, die das allgemeine
Wohlbefinden oder die beabsichtigte Wirkung auf die Struktur oder Funktion des
menschlichen Korpers beschreiben. Diese Aussagen sind allgemein als structure/function
claims bekannt. Wegen des fehlenden Patentschutzes und dem sich daraus ergebenden
Mangel geschiitzter Forschung mit pflanzlichen Produkten beruhen structure/function claims
zumeist auf Offentlich zuganglicher Forschung, die in anderen Landern durchgefihrt worden
ist, oder auf einer Vorgeschichte der Anwendung. Auflerdem sind Gefahrenhinweise,
mogliche Nebeneffekte (potential side effects), Kontraindikationen (contraindications
appropriate for some users) und spezielle Warnungen (if needed, additional special warnings)
erlaubt.

Ein Einversténdnis oder eine Erlaubnis der FDA sind fir structure/function claims nicht
erforderlich. Der Hersteller mul3 jedoch die FDA von einem structure/function claim
innerhalb der ersten 30 Tage nach Inverkehrbringen seines Produktes benachrichtigen. Der
structure/function claim muf3 wahrheitsgemald und darf nicht irrefihrend sein und mul3 auf
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wissenschaftlichen Belegen beruhen, die zur Zeit der Beanspruchung der Aussage in den
begrindeten Akten des Herstellers enthalten sind. Anders als structure/function claims
benttigen gesundheitsbezogene Aussagen (health claims) eine FDA-Genehmigung vor dem

Inverkehrbringen.

1.4.2 Der Status pflanzlicher Zubereitungen als OTC-Arzneimittel (OTC, Over The

Counter)

Der Status als OTC-Arzneimittel verlangt, dal3 die Produkte entsprechend der Bundesgesetze
»algemein als sicher und wirksam anerkannt sind“ (,generally recognised as safe and
effective”, GRASE). Die Unbedenklichkeit kann in einigen Fallen durch publizierte Studien
belegt sein, jedoch kdnnen auch akute und chronische Toxizitétsstudien am Tier verlangt
werden. Der Nachweis der Wirksamkeit erfordert generell doppelblinde plazebokontrollierte
klinische Studien am Menschen, um dem Erfordernis angemessener und kontrollierter Studien

Zu entsprechen.

Der FDC Act von 1938 forderte fir neue Arzneimittel den Nachweis der Unbedenklichkeit
und die Vorlage eines neuen Zulassungsantrages (New Drug Application, NDA). Im Jahr
1962 wurde das FDC Act gedndert, um auch das Erfordernis des Wirksamkeitsnachweises fur
neue Arzneimittel einzuschlief3en. Die amerikanische Zulassungsbehtrde (Food and Drug
Administration, FDA), die fur die Interpretation und Umsetzung des FDC Actsin erster Linie
verantwortlich ist, fuhrte darauf eine Uberpriifung aller Arzneimittel durch, einschlieRlich der
400 OTC-Arzneimittel, die zwischen 1938 und 1962 allein auf der Basis von
Unbedenklichkeitsdaten fir das Inverkehrbringen zugelassen worden waren. Im Jahr 1972
richtete die FDA das OTC-Arzneimittel-Monographiesystem ein und begann mit der
Wirksamkeits- und Unbedenklichkeitstiberprifung aller OTC-Arzneimittel, die nicht von
einer Neuzulassung erfaldt waren oder vor 1962 allein auf der Basis von
Unbedenklichkeitsdaten zugelassen worden waren. Seit 1972 werden OTC-Monographien
nach Arzneimittel-Klassen, eingeteilt nach ihrer therapeutischen Wirkung, publiziert, wobei
eine allgemein als wirksam und unbedenklich angesehene Dosis fur wirksame Bestandteile
festgesetzt wird.

Pflanzliche Produkte, die im OTC-Arzneimittel-Uberprifungsverfahren nicht als
Altarzneimittel eingestuft wurden (grandfathered) und zur therapeutischen Anwendung
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bestimmt waren, benétigten eine Zulassung durch die FDA im Rahmen eines neuen
Zulassungsantrages (NDA). In der folgenden Tabelle (Tab. 1) sind einige der Uber 50
pflanzlichen Arzneidrogen bzw. Arzneidrogen-Mischungen, die als Investigational New

Drugs/New Drug Applications (INDS/NDAS) vorléufig zugelassen sind, aufgeftihrt.

Tab. 1: INDS/NDAs[Quelle: Leaders, 1998]

Dt. Bezeichnung Arzneidroge Indikation
. . Einschrankung der
. Ginkgo biloba o
Ginkgo . o kognitiven
(Blétter, Scheinfriichte) L eistungsfahigkeit
Griner Tee Camelliasinensis (Blétter) Krebs
; . Benigne
Sagepalme Serenoa repens (Fruchte) Prostatahyperplasie
Johanniskraut A EEAEL T U Depressionen

(Kraut)

Ein Stoff wird nicht als neuer Arzneistoff angesehen, wenn er GRASE-Status hat und
zusétzlich in erheblichem Umfang (material extent) und fir eine erhebliche Zeit (material
time) in den Verkehr gebracht worden ist (8 201 (p) (21 U.S.C. 321 (p)). Derzeit grindet die
FDA , erheblichen Umfang“ und ,erhebliche Zeit* auf die Markterfahrung in den Vereinigten
Staaten, obgleich die Einbeziehung von Markterfahrung in anderen Léandern in Diskussion ist.

Da betrachtliche Forschung fir die Erteilung des OTC-Status erforderlich ist, ergibt sich die
Frage des Patentschutzes. Pflanzliche Produkte sind im allgemeinen natirliche oder
generische Produkte ohne grof3e Innovationen fir den Menschen; deshalb ist es schwierig
bzw. unmdglich, fur sie Patente zu erhalten. Ohne Patentschutz haben die Hersteller jedoch
keinen Ansporn zur Durchfihrung umfangreicher Forschungen mit ihren pflanzlichen
Produkten, denn die Ergebnisse wirden auch ihren Mitbewerbern zur Verfigung stehen.
Aulerdem konnen pflanzliche Produkte auch ohne Forschungsinvestitionen als

Nahrungserganzungsmittel vermarktet werden.

Von den pflanzlichen Bestandteilen, die in der OTC-Arzneimittel-Uberpriifung enthalten
waren, wurden sechs als wirksam und unbedenklich fur ihre beabsichtigten Anwendungen
aufgelistet (z.B. amerikanische Faulbaumrinde, Sennesblétter und Flohsamen als Laxantien),
und mehr als 150 wurden aus dem Uberpriifungsverfahren ausgeschlossen oder als
unwirksam, risikobehaftet oder ohne ausreichenden Beleg zur Wirkung bewertet. Einige
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dieser zuvor as wirksam und unbedenklich fir ihre beabsichtigte OTC-Anwendung
zugelassenen sechs pflanzlichen Produkte sind seitdem in die Kategorie ,weitere Daten

erforderlich* Ubergewechselt (z B. amerikanische Faulbaumrinde, Sennes und Aloe).

1.4.3 Der Homoopathika-Status pflanzlicher Zubereitungen

Unter dem FDC-Act werden Zubereitungen, die im Homdopathischen Arzneibuch der
Vereinigten Staaten (Homeopathic Pharmacopeia of the United States) gelistet sind, per
Gesetz als Arzneimittel definiert. Arzneimittel jedoch, die im Homéopathischen Arzneibuch
der Vereinigten Staaten gelistet sind, sind von der Uberpriifung von Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit durch die FDA vor dem Inverkehrbringen ausgenommen. Als der FDC Act
im Jahr 1938 in Kraft trat, wurden diese Produkte als ,, Altarzneimittel“ grundlegend in den
Arzneimittelbegriff aufgenommen (grandfathered). Einige Hersteller haben begonnen,
pflanzliche Produkte als hom&opathische Arzneimittel fir leichtere Beschwerden, die keine
Behandlung durch einen Arzt erfordern, zu vermarkten. Produkte, die als homoopathische
Mittel auf den Markt gebracht werden, missen den Spezifikationen des Homoopathischen

Arzneibuchs der Vereinigten Staaten und einschlagigen Regelungen entsprechen.

1.4.4 Pflanzliche Zubereitungen als functional foods

Sogenannte functional foods (Lebensmittel, denen besondere gesundheitsfordernde
Eigenschaften zugeschrieben werden) sind nicht im Gesetz definiert und konnen entweder als
Lebensmittel oder Nahrungsergénzungsmittel verkauft werden, in Abhangigkeit vom
vorgesehenen Gebrauch des Produktes.

1.45 Kombinationsprodukte einschlie3lich Kombinationen mit Homdopathika,

Nahrungser ganzungsmitteln, Vitaminen und Aminosauren

In dem DSHEA werden Kombinationsprodukte als Nahrungserganzungsmittel gehandelt,
wenn sie ein Vitamin, einen Mineralstoff, einen pflanzlichen Bestandteil, eine Aminoséure
oder ein Konzentrat, einen Metaboliten, einen Bestandteil, einen Extrakt oder eine
Kombination dieser Bestandteile enthalten oder ansonsten nach den einschldgigen Vorgaben
des ,FDC Act* gekennzeichnet und vermarktet werden. Ein homdopathisches Arzneimittel
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jedoch darf keinen nicht-homdopathisch wirksamen Bestandteil enthalten und ist deshalb

selten in Kombinationen von Nahrungsergénzungsmitteln enthalten.

1.5 Meist verkaufte pflanzliche Produktein den USA

Der Gesamtumsatz pflanzlicher Produkte im Einzelhandel in den Vereinigten Staaten wurde
1997 auf 3,24 Mrd. US $ geschétzt. Die Umsétze in Massenmérkten wurden im Jahre 1997
auf 400 Millionen US $ geschétzt. Die Top-20 der pflanzlichen Produkten in ,Natural Food
Stores* in den Vereinigten Staaten sind in der folgenden Tabelle (Tab. 2) gelistet:

Tab. 2: Top-20 der pflanzlichen Produkte in ,Natural Food Stores* der USA [Quelle: Pflanzliche Arzneimittel
in der Européischen Union, Studieim Auftrag der Européi schen Kommission (AESGP)]

0, 0,
Rang 1997 Pflanze & delengrT;satz&s & desfg)grgsatzes Rang 1996
1 Sonnenhut 11,93 % 9,60 % 1
2 Knoblauch 8,52 % 7,20 % 2
3 Ginkgo biloba 6,80 % 5,10 % 4
4 Kan. Gelbwurz 5,95 % 4,70 % 5
5 Sagepalme 4,87 % 3,10 % 9
6 Aloe 4,76 % 2,40 % 12
6 Ginseng 4,76 % 6,40 % 3
8 Katzenkralle 3,49 % 2,10 % 14
9 Astagalus 3,07 % 1,30 % 27
10 gf?f’fe;”e“ 2,83 % 2,50 % 11
11 gi?:;i‘;her 270 % 3,50 % 7
12 Heidelbeere 2,61 % 1,60 % 23
13 Moosbeere 2,47 % 1,70 % 18
14 Dong quai 2,13 % 1,80 % 17
15 Zxrf‘r“af"(fgkem' 2,07 % 2,00 % 15

16 Amerikanische 1,92 % 2.80 % 10
Faulbaumrinde

. . keine
17 Johanniskraut 1,87 % keine Angabe Angabe
18 Baldrian 1,73% 2,20 % 13
19 I ngwer 1,69 % 1,70 % 18

20 Feverfew 1,59 % 1,60 % 23
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1.6 Bedeutung von Ginkgo biloba

Ginkgo biloba (maidenhair tree) ist vermutlich die dlteste noch Iebende Baumspezies und
wird haufig als lebendes Fossil bezeichnet. Die Nutzung als Arzneipflanze erfolgte schon sehr
fruh, vermutlich seitdem Pflanzen als Therapeutika eingesetzt werden. Die Samen des Ginkgo
Baumes wurden erstmals in der Yuan-Dynastie (1280-1368) als Arzneipflanze mit den
Indikationen Asthma und Husten erwéhnt. Die erste orale Anwendung der Ginkgo-Blétter fur
medizinische Zwecke wurde 1505 publiziert. Nach systematischer Erforschung eines
Spezialextraktes aus Ginkgo biloba-Bléttern wurde ein entsprechendes Heilmittel in Europa
zur Behandlung von peripheren und zerebralen Zirkulationsstorungen eingefiihrt. Der erste
patentierte Extrakt EGb 761 aus Ginkgo-Bléttern wurde von der Fa. Schwabe 1972
eingereicht. Auf diesen hat sich die Kommission E in ihrer Monographie , Eingestellter
Ginkgotrockenextrakt” bezogen.

Ginkgo bilobaist eines der meist verkauften pflanzlichen Produkte in den V ereinigten Staaten
( Top-20, s. Kapitel 1.5) und hat unter anderem aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaften
an Bedeutung gewonnen. Das Interesse an Antioxidantien hat in Europa und den Vereinigten
Staaten stark zugenommen, seitdem Studien gezeigt haben, dal3 eine Hauptursache fir
neurodegenerative Erscheinungen und Erkrankungen im Alter in der erhdhten VVulnerabilitét
gegenuber oxidativem Streld liegen konnte. Mdglicherweise vermindern oder verhindern
Antioxidantien in Form von Vitaminen (E und C), Gemiise, Obst oder Phytopharmaka den

oxidativen Stref und damit Prozesse des Alterns und neurodegenerative Folgeerscheinungen.

Erste Ergebnisse von didtischen Anwendungen (bis zu 8 Monaten) von Erdbeeren,
Heidelbeeren, Spinat und Vitamin E an Ratten sind bereits publiziert: Antioxidantien-reiche
Lebensmittel zeigen moglicherweise nitzliche Effekte bei altersbezogenen funktionalen
Defiziten im Gehirn, bei kognitiven Verhaltenseinschrankungen und neurodegenerativen
Erkrankungen (Joseph et al, 1998) (Joseph et al, 1999).

Curcumin, bekannt als Curry-Gewlrz, zeigte positive Effekte in einem transgenen
Mausmodell fir Alzheimer Demenz. Es reduzierte oxidative Schaden und verminderte (3
Amyloid-Spiegel, welche in die Pathologie der Alzheimer Demenz involviert sind (Lim et al,
2001). Diskutiert werden die antioxidativen Eigenschaften des Curcumins, aber auch seinen
NSAID-Eigenschaften (NSAID = nonsteroidal anti-inflammatory drug).
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Entziindungsprozesse beim Alzheimer Erkrankten sind charakterisiert durch einen Anstieg
von Zytokinen und Aktivierung von Mikroglia. Epidemiologische Studien lassen vermuten,

dai3 Langzeitanwendung von NSAIDs das Risiko, an Alzheimer zu erkranken, senken.

Die Bedeutung von Ginkgo biloba (EGb 761) as Antioxidans wird neben vielen anderen
Arbeiten (s. Kapitel 1.8.1) durch eine ex vivo-Studie von Schindowski et al. (Schindowski et
al, 2001) gestiitzt. Im Alter vermehrt auftretender oxidativer Stref3, der in dieser Studie ex vivo
durch Behandlung mit 2-Deoxy-D-Ribose simuliert wurde, und dadurch ausgel6ste Apoptose
konnten in Lymphozyten von Méusen, die zwei Wochen lang mit 100 mg/kg EGb 761 per os

behandelt wurden, verringert werden.
1.7 Inhaltsstoffe von Ginkgo biloba-Blatter n und -Extrakt

Die in den Ginkgo biloba-Bl&ttern vorkommenden Substanzgruppen sind:

» Flavonoide, die als Aglykone, Glykoside und als methylierte Derivate vorkommen;

» Terpene, worunter die Ginkgolide A, B, C, M und Jund das Bilobalid fallen;

» Proanthocyanidine;

» organische Sauren wie Vanillinsdure, Hydroxybenzoesdure, Protocatechusaure
(Dihydroxybenzoesdure), Essigsaure, Shikimisaure, Hydroxykynurensaure, Kynurensiure,
Ascorbinsaure und Ginkgolsauren;

Y

langkettige Polyprenyl-Komponenten;

» Biflavone, zu denen Amentoflavon, Bilobetin, Ginkgetin, Isoginkgetin und Sciadopytisin
gehdren

» Steroide, wie Sitogterin, Campesterin usw. (DeFeudis, 1998).

Viele der aus Ginkgo-Bléttern bekannten Inhaltsstoffe sind in den Extrakten nicht mehr
enthalten, da durch die Extraktion bestimmte Stoffe eliminiert oder abgereichert werden.
Andere Inhaltsstoffe werden dagegen durch das Verfahren der Extraktion angereichert. Die
aktiven Inhaltsstoffe des EGb 761 werden in einem Mehrstufen-Extraktionsprozef3 (s. Abb. 1)
angereichert, wobei unerwlinschte Begleitstoffe eliminiert werden. EGb 761-Extrakt ist
standardisiert auf 24 % Favonglykoside und 6 % Terpenlaktone (Ginkgolide, Bilobalid). Aus
Grunden der Vertraglichkeit liegt der Gehalt an Biflavonoiden nach Reinigung bei unter
0,1 % und der der Ginkgolsiuren unter 5 ppm (0,0005 %).



EINLEITUNG

12

Ginkgo biloba-Blatter

+ Extraktion mit Aceton/Wasser

Rohextrakt

+ Entfernung stark lipophiler
Komponenten

Wasserldsliche Komponenten

Anreicherung aktiver
Komponenten

Aktive Komponenten / kondensierte polyphenolische Verbindungen

Enfernung der kondensierten
+ polyphenolischen Verbindungen

EGb 761

Abb. 1. Schema zum Extraktionsverfahren des EGb 761 aus Ginkgo biloba-Blattern

(nach DeFeudis 1998)

1.8 Ginkgo biloba — Pharmakologie

Eine umfassende Ubersicht aller Aspekte des Ginkgo biloba-Extraktes EGb 761 — von der
Pharmakologie bis zur klinischen Verwendung — wurde von DeFeudis (DeFeudis, 1998)

zusammengestellt. Vielfaltige biochemische und pharmakologische Effekte werden Ginkgo

biloba zugeschrieben. Durch experimentell Studien wurden unter anderem folgende

dokumentiert:

Steigerung des zerebralen Blutflusses

Beeinflussung rheologischer Parameter des Blutes, PAF-Antagonismus
protektive Effekte unter ischémischen und hypoxischen Zustanden
Einflufd auf den Energiehaushalt/-metabolismus von Nervenzellen

Odem- und Myelin-protektive Wirkung

Radikalfanger- und antioxidative Eigenschaften

Effekte auf verschiedene Rezeptorsysteme

Effekte auf die Wiederaufnahme von Cholin und biogenen
(Enzyminhibierende und enzyminduzierende Eigenschaften)
Verbesserung des Lernens und Gedéchtnisses

Aminen
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Alle Befunde zu Wirkungsmechanismen des EGb 761, seien sie durch Experimente auf
molekularer, zellulérer oder Gewebe/Organ-Ebene erhoben, betreffen meistens den gesamten
Organismus in allen Vorgangen des Lebens, wie z.B. Verhalten, Altern, Erkrankung etc.
Trotz der Komplexitat der Zusammenhange (in vitro / invivo) sind die pharmakologischen
Effekte und die klinischen Studien der besseren Ubersicht wegen nachfolgend getrennt
aufgefiihrt worden. Da mit EGb 761 die meisten Untersuchungen durchgefiihrt wurden, sind
seine Effekte sehr gut beschrieben und dokumentiert.

1.8.1 Experimentelle Befunde

1.8.1.1 Effekte auf das zentrale Nervensystem (ZNYS)

Die hauptsachliche therapeutische Indikation fur EGb 761 laut Bundesanzeiger resultiert aus
den beobachteten Effekten auf das ZNS und zerebrale Gefél3system: Behandlung von
Patienten mit Defiziten in zerebralen Funktionen wie Lernen und Gedéachtnis und in anderen
kognitiven Fahigkeiten oder Defiziten im neurosensorischen System. Wiederholte Gabe von
EGb 761 vermag Prozesse des Lernens und des Gedéachtnisses positiv zu beeinflussen, zeigt
nitzliche Effekte bei Tinnitus oder bel der Regenerierung von Funktionen nach Verletzungen
des Gehirns (DeFeudis, 1998). Im folgenden sollen die Effekte des Ginkgo biloba am Beispiel
von einzelnen Untersuchungen am ZNS angesprochen werden.

1.8.1.1.1 Neuroprotektive Eigenschaften

Vorteilhafte Effekte durch Ginkgo biloba-Extrakt konnten schon an diversen experimentellen
Modellen fir zerebrale Mikroembolisation, Hypoxie im Gehirn, Reperfusionsschaden und
globaler Ischamien gezeigt werden. EGb 761 beschleunigt die Erholung von Defiziten, die
aus Verletzungen am frontalen Kortex bzw. Motorkortex resultieren, und verbessert
Stoérungen des Gleichgewichtssinns. Interessanterweise besitzt EGb 761 wohl auch positive
Effekte in normalen Prozessen des Alterns, welche sich in biochemischen Verénderungen und
Verhaltensénderungen zeigen, wie zum Beispiel die verminderte Bindung von 5 HT1a an
seine Rezeptoren im zerebralen Kortex und Defizite in erlerntem Verhalten (Brailowsky &
Montiel, 1997). Verschiedene Eigenschaften und molekulare Wirkungsmechanismen des
Ginkgo biloba-Extraktes und seiner Inhaltsstoffe werden hinsichtlich der neuroprotektiven
Effekte diskutiert.
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% Antioxidative und Radikalfanger-Eigenschaften

Freie Radikale partizipieren an Membran-Peroxidationsprozessen, sie attakieren DNA,
zytoplasmatische Proteine und extrazelluldre Matrix. Des weiteren sind sie involviert in den
Vorgang der Apoptose und des AR3-induzierten neuronalen Zelltodes. Oxidative Prozesse sind
pathogenetisch an sehr vielen Erkrankungen (atherosklerotischen Gefal3verénderungen,
Demenzerkrankungen verschiedener Genese u.v.m.) oder auch nur algemein an den
Prozessen des Alterns beteiligt. Verbesserung des Gedéchtnisses und anderer kognitiver
Funktionen werden durch die neuroprotektiven und neurotrophen Effekte des EGb 761
erklart, die sicher mit der antioxidativen Potenz in Zusammenhang stehen (Barkats et al,
1995).

EGb 761 gilt allgemein als Antioxidans - direkt als Radikalfanger und indirekt beispielsweise
durch Regulation von Gen- und Enzymaktivitdten. Superoxid-, Hydroxylradikale,
Peroxylradikale in wassriger und lipophiler Umgebung, NO und auch Oxo-Ferryl-Radikale
(Sauerstoff-Eisen-Radikale) werden von EGb 761 direkt abgefangen (Deby et al, 1993).
Indirekt wird die Transkription vieler Gene durch EGb 761 oder auch Bilobalid beeinfluf3t,
konsekutiv der antioxidative Status der Zelle aufgertstet und die DNA vor Schadigungen
bewahrt. Man konnte Verdnderungen der mRNA Spiegel belegen, die Proteine des
intrazellularen Vesikeltransports, mitochondriale Enzyme (z.B. COX),
Transkriptionsfaktoren, Antioxidantien, intrazelluldres Glutathion, Enzyme fur DNA-
Reparatur und —Synthese codieren (Gohil et al, 2001) (Chandrasekaran et al, 2001).

An vielen verschiedenen Modellen (u.a. an neuronalen, retinalen oder endothelialen Zellen)
sind die antioxidativen Eigenschaften des EGb 761 mit Hilfe verschiedenster oxidativer
Stressoren (H20,, AR, NO, Serumentzug, Glutamat etc.) getestet worden. Eine Arbeit von
Oyama et al. (Oyama et al, 1996) zeigt an Neuronen aus dem Zerebellum von Ratten, dal3
Ginkgo-biloba-Extrakt bereits ab 10 pg/ml vor oxidativer Schadigung durch H,O, zu
schiitzen vermag. In bezug auf die Frage, welcher der Inhaltsstoffe des EGb 761 wirksam ist,
wurde der Einflul3 der Flavonoide (u.a. Myricetin und Quercetin) auf den intrazellularen
Calcium-Spiegel und den oxidativen Metabolismus in Neuronen in einer anderen Arbeit von
Oyama et a. untersucht (Oyama et al, 1994). Weitgehend akkzeptiert ist die These, dal3
exzessive Calcium-Einstrome in die Zelle eine Schliisselrolle im neuronalen Zelltod wéhrend
einer Ischamie spielen. Exzessiv erhthte intrazelluldre Calciumspiegel scheinen die Bildung
von resktiven Sauerstoff-Spezies durch oxidativen Metabolismus zu erhthen, welche
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wiederum an der ischamischen Gehirnschadigung beteiligt sind. EGb 761 bzw. Flavonoide

schrénken diesen oxidativen Metabolismus aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften ein.

Scholtyssek et al. folgerten aus EPR (Electron Paramagnetic Resonance)-Untersuchungen
invitro, dal3 die antioxidativen Effekte des EGb 761 wohl nicht nur auf Flavonglykoside
zurlckzuftihren sind, sondern u.a. auch auf die Inhaltsstoffe Ginkgolide B, C, J, M und
Bilobalid (Scholtyssek et al, 1997).

Welche Substanzklasse des EGb 761 (Flavonglykoside / Terpenlaktone) nun primér fir die
antioxidativen Eigenschaften und damit die Neuroprotektion verantwortlich ist, diskutiert eine
Arbeit von Ahlemeyer (Ahlemeyer et al, 2001). Da die Flavonglykoside nicht bzw. nicht
ausreichend die Blut-Hirnschranke passieren, um effektive Konzentrationen in der
Extrazellulér-Flussigkeit im Gehirn erreichen zu kénnen, missen wohl die Terpenlaktone die
klinischen Effekte des EGb 761 im ZNS auslosen. Fur die neuroprotektiven und
antiapoptotischen Effekte in unterschiedlichen in vitro- und in vivo-Modellen scheinen
insbesondere Ginkgolid B und Bilobalid durch ihre Effekte auf den zerebralen Glukose- bzw.
Lipid-Metabolismus, die unterschiedlichen Neurotransmitter-Systeme und durch die
antioxidativen Fahigkeiten verantwortlich zu sein. Der therapeutische Nutzen von Bilobalid
ist allerdings durch seine Instabilitét begrenzt, was zu dem Versuch gefuhrt hat,
strukturverwandte Molekile mit &hnlichem pharmakokinetischen Profil aber hoherer
Stabilitdt zu synthetisieren.

Eine Untersuchung an PC 12-Zellen (Phdochromozytom-Zellen) zeigt, dald auch das Bilobalid
u.a. durch Schutz vor oxidativem Stref3 die neuroprotektiven Effekte vermittelt. Vermutlich
blockiert es friihe, apoptotische Prozesse und vermindert die Erhdhung von proapoptotischen
Faktoren wie c-Myc, p53 und Bax und reduziert die Aktivierung der Caspase-3 (Zhou & Zhu,
2000). Zu Apoptose s. Kapitel 1.11.1.

Versuche an humanen Neutrophilen (PMN = PolyMorphonuclear Neutrophils) haben
ergeben, dal3 EGb 761 die Superoxidanion-Produktion nach simultaner Gabe eines Stimulus
und des EGb 761 in Konzentrationen > 20 pg/ml zu inhibieren vermag. Dieser protektive
Effekt sei nicht nur auf die Hemmung der Superoxid-Anion-Produktion zurtickzufihren,
sondern auch auf eine Beeinflussung intrazellulérer Signalwege der PMN fir die NADPH-
Oxidase-Aktivierung (Monboisse et al, 1993).
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In vitro- und in vivo-Studien konnten eine Inhibition der Lipidperoxidation (spéte Stadien der
oxidativen Schadigungen) durch die Flavon-Komponenten des EGb 761 (Barth et al, 1991)
oder aber auch durch den gesamten EGb 761 [50- 100 pg/ml] u.a. an Low Densitiy
Lipoprotein (LDL) zeigen (Khalil et al, 1996) (Gardes-Albert et al, 1995). Ebenso konnte
eine Inhibition der Kupfer-vermittelten LDL-Oxidation durch EGb 761 beobachtet werden
(Yanet al, 1995).

Die positiven in vivo-Effekte von EGb 761 an Ratten auf die zirkulierenden und zelluléren
Lipide und die verbesserte Membranfluiditdt wurden kirzlich untersucht und korreliert mit
den antioxidativen Eigenschaften des Extraktes. Die Behandlung der Ratten mit EGb 761
ergab einen signifikanten Zuwachs an zirkulierenden, mehrfach ungeséttigten Fettsuren
(PUFAs) und auch der PUFAs in Erythrozyten-Membranen, was eine Folge von
vermindertem oxidativem Metabolismus (Lipidperoxidation) sein konnte. Es ist bekannt, daf
PUFAs die Membranfluiditdt und auch die Antwort von Zellen auf oxidative Schéden
verbessern (Drieu et al, 2000).

Im Zusammenhang mit der Verhinderung der Lipidperoxidation wurde die Fahigkeit,
Peroxyl-Radikale (die hauptsachlich an der Startreaktion der Lipidperoxidation beteiligt sind)
abzufangen, untersucht (Maitra et al, 1995). EGb 761 (100 pg/ml) fing sowohl in wéldriger als
auch lipophiler Umgebung Peroxyl-Radikale effektiv ab. Diese Effekte konnten in der
Prévention der Atherosklerose eine Rolle spielen.

Neben den direkten antioxidativen Effekten (Radikalfanger) konnte man fir Ginkgo biloba
auch indirekte antioxidative Eigenschaften nachweisen. Flavonoide und andere Inhaltsstoffe
von Ginkgo biloba erhthen die Bindungskapazitdt von Cytochrom P-450 zu seinen
Substraten, wodurch die Bildung freier Sauerstoff-Radikale und die Freisetzung von
Superoxid-Anionen vermindert wird (Logani et al, 2000). Ausin vitro-Studien von Pincemail
et al. (Pincemail et al, 1989) leitet man eine Superoxid-Dismutase-Aktivitét fir den Extrakt
EGb 761 ab. AufRerdem fordert EGb 761 die Sekretion von Apolipoprotein E (ApoE),
welches eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der Unversehrtheit von Cholesterin
und Phospholipiden (Lipidhomdostase) in der Membran im ZNS spielt (Ramassamy et al,
1998). Erhohte Spiegel an ApoE schiitzen vor Lipidperoxidation und damit Zellschadigung.
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Der Nutzen von Antioxidativa auf diverse Erkrankungen wird schon lange diskutiert. Dal3
eine Behandlung mit EGb 761 moglicherweise auch positive Effekte im Falle eines
Schlaganfalles haben konnte, wird aufgrund einer Untersuchung von Clark et al. (Clark et al,
2001) diskutiert. Getestet wurde die Wirkung verschiedener Konzentrationen EGb 761 an
einem Mausmodell mit vorUbergehender, fokaler Ischamie. Erstaunlicherweise fanden sie
eine deutliche Dosisabhangigkeit des Effektes. geringere Dosen (50 mg/kg KG) bewirkten
eine signifikante Reduktion der Infarktgréf3e, wohingegen die hthere Dosierung von 100
mg/kg KG moglicherweise sogar das Risiko intrazerebraler Blutungen erhthte. Folgende
Mechanismen koénnten an der Protektion beteiligt sein: Inhibition der Plattchen- und
Leukozyten-Aktivierung/-Adhéasion, die Reduktion freier Radikale und die Steigerung des

zerebralen Blutflusses.

% Antiapoptotische Eigenschaften
Die antiapoptotischen Eigenschaften des EGb 761 werden in Kapitel 1.11.3 abgehandelt.

% PAF-Antagonismus (PAF, Platelet Activating Factor)

Auch die Eigenschaft des PAF-Antagonismus, insbesondere der Ginkgolide, tragt wohl zur
Neuroprotektion bei. Im Falle von Gehirntraumata steigen die PAF-Konzentrationen an. Dies
scheint von besonderer Wichtigkeit bei der zerebralen Hypoxie zu sein. Es wird postuliert,
da3 der Anstieg der PAF-Konzentrationen spezifische Neurotransmitter- und
Rezeptorfunktionen beeinflul}t. So scheint PAF die Konzentrationen an ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon) und damit moglicherweise auch die Spiegel an
neuroprotektiven Fragmenten des ACTHs zu senken. PAF-Antagonisten konnten diesem
Prozef3 entgegenwirken. Zusétzlich senken PAF-Antagonisten den Glycin-Spiegel, verringern
PAF-induzierte Anstiege des intrazellularen Calcium-Spiegels und verringern die Aktivierung
der Proteinkinase C und die Funktion der Rezeptoren flr excitatorische Aminoséauren (Logani
et al, 2000). Excitatorische Aminosauren, wie z. B. Glutamat, werden in grof3eren Mengen
wéhrend ischamischer Prozesse ausgeschittet, induzieren wahrscheinlich die Bildung von
PAF und fihren damit zu neuronaler Degeneration (van Beek et al, 1998).

¢ Einfluld auf Monoamin-Oxidase-Aktivitét

Die Monoamin-Oxidase ist ein Enzym, welches im Gehirn die Konzentrationen an Serotonin,
Noradrenalin und anderen biogenen Aminen zu regulieren vermag. Neuere in vitro-Befunde
zeigen, dal3 Ginkgo biloba die Aktivitdt der zerebralen Monoaminoxidase A und B reguliert.
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Spekuliert wird, ob daraus eventuell die beobachteten anti-Stref3-, neuroprotektiven und
anxiolytischen Wirkungen resultieren kénnten (White et al, 1996). Dal? der Effekt von EGb
761 auf die zerebrale MAO-Aktivité in vivo hochstwahrscheinlich eher auf eine Down-
Regulation als auf eine einfache Inhibition zuriickzuftihren ist, deuten Pardon et a. an (Pardon
et al, 2000) (Pardon et al, 1998).

MAO B wandelt bestimmte Protoxine in Toxine um (z. B. MPTP in MPP"). Durch Hemmung
dieser Umwandlung kann die Schadigung der Neuronen durch die Toxine verhindert werden
(Wu & Zhu, 1999). Des weiteren unterbindet die Inhibition der MAO B die oxidative
Deaminierung des Dopamins, was wiederum die Bildung freier Radikale und damit

neuronalen Schaden verhindert.

Eine in vitro-Untersuchung dartiber, welche der Ginkgo biloba-1nhaltsstoffe primér fir die
MAO-inhibierenden Effekte verantwortlich sein konnten, identifizierte Kampferol und
Isorhamnetin. Davon unabhangig wirkte Kéampferol (100 uM) in vitro in einem NMDA-
vermittelten Neurotoxizitdtsmodell und Lipidperoxidationsexperimenten protektiv, so daid
eine Kombination vieler unabhéngiger Mechanismen (MAO-Inhibition, antioxidative
Eigenschaften etc.) fur die Neuroprotektion diskutiert wird (Sloley et al, 2000).

Fowler et al. schlief3en die Moglichkeit der Neuroprotektion durch eine MAO-Inhibition aus.
Sie konnten zeigen, dal3 weder MAO A noch B im menschlichen Gehirn (PET — Positron
Emission Tomography) gehemmt wird, was daftir spricht, dal3 andere Mechanismen als die
MAO-Hemmung die ZNS-Wirkungen des Ginkgo biloba vermitteln durften (Fowler et al,
2000).

% Einfluld auf NO-Synthase und —Produktion (NO, Stickstoffmonoxid)

NO ist involviert in Zellschddigungen, die mit neurodegenerativen Erkrankungen,
excitatorische Toxizitét, Ischamie, Epilepsie und Traumata an Gehirn und Rickenmark
einhergehen. Ein UberfluR an freien NO-Radikalen wird als schadlicher Faktor in Bezug auf
einige ZNS-Erkrankungen angesehen. NO leistet oxidativen Sch&den Vorschub, indem es mit
Superoxid-Anionen zu Peroxynitrit abreagiert, welches als stabileres Nicht-Radikal zu
Protein- und DNA-Schéden und Lipidperoxidation fuhrt (Calapai et al, 2000).
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Einige Studien haben gezeigt, dal3 EGb 761 als NO-Fanger fungiert (u.a (Marcocci et al,
1994)). Eine Hemmung der NO-Synthase wird ebenfalls diskutiert (Kobuchi et al, 1997).
Hitze-Stref3 an Ratten fuhrte zu einer Up-Regulation der neuronalen NO-Synthase (nNOS) in
Gehirnregionen, die einen Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke, Odeme und Zellschaden
aufwiesen. Orale Vorbehandlung mit EGb 761 (50 mg/kg) Uber 5 Tage konnte sowohl die
NNOS Expression als auch die Blut-Hirnschranken-Permeabilitét, Gehirnédeme und
Zellschadigungen signifikant senken (Sharma et al, 1999). Auch in einem Ischdamie-Modell
wirkte Ginkgo biloba neuroprotektiv durch Inhibition der NO-Bildung (Calapai et al, 2000).

%+ Protektion gegeniiber Hypoxie/l schamie und Gehirnddeme

Neben einer massiven Freisetzung freier Fettsduren aus Phospholipiden sind die
Hauptmerkmale in der frihen Phase der zerebralen | schamie Energieverarmung, Generierung
freier Radikale, Verlust der Calcium-Homoostase und vermehrte Freisetzung excitatorischer

Aminosauren.

Spinnewyn et al. (Spinnewyn et al, 1986) untersuchten die Effekte der zerebralen Ischamie,
die durch Ligation der rechten Karottis-Arterie in Gerbils induziert wurde, und den Einfluf3
von EGb 761. Im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollen zeigten die mit EGb 761
vorbehandelten Tiere nach 6 Stunden Ischdmie nahezu normale neurologische Befunde und
erheblich bessere mitochondriale Funktionen. Daneben waren die Spiegel an Natrium und
Wasser in der betroffenen Hemisphére nur leicht erhdht und die Kaliumgehalte nur
geringfugig verringert. Vorbehandlung von Gerbils mit 30 und 60 mg/kg/d EGb 761 peroral
erhohte das Uberleben neuronaler Zellen im Hippocampus nach 5 Minuten Ischamie im
kompletten Vorderhirn signifikant: 50 % der Neuronen Uberlebten vs. 10 % unbehandelt
(Spinnewyn, 1992). Der PAF-Antagonismus der Ginkgolide scheint bei der zerebralen
Ischémie erheblich an der protektiven Wirkung des Ginkgo biloba beteiligt zu sein; neben der
Antagonisierung des PAF bewirken die Ginkgolide eine verbesserte Atmungsketteneffizienz
(Spinnewyn et al, 1987). DaR EGb 761 unter hypoxischen Bedingungen das Uberleben
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle verlangert, konnten Karcher et al. (Karcher et al,
1984) an Ratten zeigen. Vermutlich partizipieren Veranderungen des Energiemetabolismus
(Schutz vor ATP-Verarmung, Verzogerung des Glykolysebeginns, Verbesserung der
Atmungsketten-Effizienz), was an Endothelzellen gezeigt werden konnte (Janssens et al,
1997), und des Blutflusses im Gehirn an den protektiven Effekten des EGb 761 und
Bilobalids gegeniiber Hypoxie.
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¢+ Inhibition der Bildung neurotoxischer Liganden / Alzheimer Erkrankung

Ginkgo-biloba-Extrakt EGb 761 scheint auch speziell in der [-amyloid-vermittelten
Neurotoxizitéat (Alzheimer-Erkrankung) protektiv zu wirken. Eine Arbeitsgruppe postuliert
eine Inhibition der Bildung neurotoxischer Liganden (Y ao et al, 2001). Sie konnte zeigen, dal3
Antioxidantien wie Ginkgolide oder Vitamin E die AR-induzierte ROS-Produktion und
Lipidperoxidation nach Vor- oder Nachbehandlung von neuronalen PC-12 Zellen verhindern
kénnen, nicht jedoch die AR-induzierte Apoptose und den Zelltod. Allerdings konnte der
Zelltod durch Koinkubation von EGb 761 mit AR-Protein verhindert werden, was auf eine
direkte Interaktion von EGb 761 mit Af3 schlief3en 183t. Es wird postuliert, dal3 EGb 761 durch
die Interaktion mit AR-Protein die Bildung von ADDLs (3-Amyloid-Derived Diffusible

neurotoxic soluble Ligands) hemmt, was wiederum zur Neuroprotektion ftihrt.

Eine weitere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls an hippocampalen Zellen zeigen, dal3 EGb 761
vor Al-induzierter Neurotoxizitét zu schiitzen vermag: Sie ging von der These aus, dai3 die
AR-vermittelte Neurotoxizitét radikalvermittelt ist; entweder induziere das AfZ-Peptid direkt
freie Radikale oder indirekt Uber eine Steigerung intrazellularer ROS-Produktion. So wére die
Erklarung fir den Schutz vor AR-induzierter Neurotoxizitdt ebenfalls Uber die antioxidativen
Eigenschaften des EGb 761 zu erklaren (Bastianetto et al, 2000a) (Ramassamy et al, 2001).
Dal} die Terpenlaktone wohl ineffektiv und die Flavonglykoside neuroprotektiv in der AR-
induzierten Toxizitat wirken, beschreiben Bastianetto & Quirion (Bastianetto & Quirion,
2001).

¢ Inhibition der PKC (Proteinkinase C)-Aktivitét

Man weil3, dal3 zerebrale Ischamie mit einer raschen Veranderung der PKC-Aktivitét in
bestimmten Gehirnregionen (z. B. im Hippocampus) einhergeht. Die Ergebnisse aus einer
invivo-Studie von Rogue & Malviya an Ratten belegen die PKC-inhibitorischen
Eigenschaften des EGb 761 (Rogue & Malviya, 1996). Dal3 die protektiven Effekte des EGb
761 nach Ischamie eben nicht nur antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide zuzuschreiben
sind, sondern eben auch der Fahigkeit die NO-stimulierte PKC-Aktivitét zu hemmen, zeigte
eine Untersuchung an hippocampalen Zellen von embryonalen Ratten (Bastianetto et al,
2000b).
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% Neuromodulatorische Effekte durch verénderte Genexpression

Eine 4-wochige Did von Mausen mit einer Dosis von 36 mg/kg Korpergewicht EGb 761
bewirkte eine veranderte Genexpression im Kortex und Hippokampus. Fir folgende Proteine
oder mRNA war eine Hochregulation zu verzeichnen, welche alle mit Hirnfunktionen
assoziiert sind: neuronale Tyrosin/Threonin-Phosphatase 1, Mikrotubulin-assoziiertes T,
AMPA-2, Calcium- und Chloridkanal, Prolaktin und Wachstumshormon (GH) (Watanabe et
al, 2001).

1.8.1.1.2 Effekte auf Lernen und Verhalten / Cholinerge Hypothese

Im passiven Avoidance-Modell beobachteten Stoll et al. (Stoll et al, 1996) signifikant
schlechteres Lern- und Gedéachtnisvermogen in dteren (22 Monate alt) im Vergleich zu
jungen Mausen (3 Monate alt). Die orale Verabreichung von 100 mg EGb 761/kg taglich tber
3 Wochen flhrte zu einer signifikanten Verbesserung des Lernens und Gedéchtnisses in alten
Mausen im Vergleich zur Kontrolle, wohingegen bei den jungen Mausen gegeniber der
unbehandelten Kontrolle kein Effekt zu verzeichnen war. Ahnliche Befunde zeigt eine Arbeit
von Winter et al. (Winter, 1998) an Ratten.

Die cholinerge Hypothese ist aus der Beobachtung erwachsen, dal3 der Neurotransmitter
Acetylcholin bel Vorgangen des Lernens und des Gedéchtnisses eine wichtige Rolle spielt.
Aus neurochemischen Studien und Verhaltensstudien leitet man fir Ginkgo biloba direkte
und indirekte Effekte auf die cholinerge Funktion ab. So ist eine Verbesserung der durch
Scopolamin (cholinerger Muskarin-Rezeptor-Antagonist) verursachten Gedéchtnisdefizite
durch Ginkgo biloba zu verzeichnen. Auf3erdem sind direkte Effekte von Ginkgo biloba auf
cholinerge Rezeptoren gezeigt worden: die Aufnahme von Cholin, dem Precursor des
Acetylcholins, in die prasynaptischen cholinergen Neuronen wird gehemmt, und der
Acetylcholin-Release wird beeinfludt. Die chronische Gabe von Ginkgo biloba erhdhte die
Anzahl cholinerger Muskarin-Rezeptoren (Nathan, 2000).

1.8.1.1.3 Antiaggressive/ Antistref3-Effekte von EGb 761

Der menschliche Korper reagiert auf chronischen Stref durch Adaption: Stref3-Hormone , wie
Cortisol und Adrenalin, werden vermehrt ins Blut ausgeschittet, was wiederum schadigende
(Immunosuppression, Angstzustande, gastrointestinale Dysfunktion, Myokard-Infarkt) oder
nitzliche Effekte (gesteigerte Wachsamkeit und Aktivitdt) zur Folge haben kann. Neben
vielen anderen schédigenden Effekten, fuhrt exzessive Antwort auf chronischen Stref3 zu
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Koronararterien-Verengung, verstarkter Plattchen-Anhaftung und Aggregation und zu
erhdhten Blut-Cholesterin-Werten, welche wiederum ein Risikofaktor fur Atherosklerose,
KHK (koronare Herzkrankheit) und Hypertension sind. EGb 761 besitzt Stref3 vermindernde
Effekte, so dal3 Behandlung mit Ginkgo biloba-Extrakt moglicherweise niitzlich sein kann,
um schadliche Reaktionen auf den Stref3, zu denen auch Angst und Depression zahlen, zu
Uberwinden (DeFeudis, 1998). Porsolt et al. zeigten an verschiedenen Nager-
Verhaltensmodellen die anti-Stress Effekte von EGb 761 nach wiederholter oraer Gabe,
welche nicht ohne weiteres auf klassische anxiolytische oder antidepressive Aktivitét
zurlickzuftihren seien (Porsolt et al, 1992).

% Einflul? auf das serotonerge System

Eine gesteigerte serotonerge Neurotransmission scheint eine bedeutende Rolle in der
Atiologie und Auswirkung von Strel?- und Angsterkrankungen zu spielen. An gestreften
Mausen und Ratten konnten tatséchlich eine erhdhte Freisetzung und ein gesteigerter Umsatz
von Serotonin beobachtet werden. Aul3erdem konnte man in manchen Stref3bedingungen eine
veradnderte Serotonin-Rezeptor-Funktionaliét feststellen. Ginkgo biloba konnte eine durch
Kéltestreld induzierte verminderte Rezeptorfunktionalidt von 5-HTi4 beheben (Bolanos
Jimenez et al, 1995).

In-vitro-Experimente an  Maus-Synaptosomen haben gezeigt, dad EGb 761
konzentrationsabhangig und biphasisch den synaptosomalen Uptake von 5-HT (5-
Hydroxytryptamin) zu steigern (4 — 16 pg/ml) und in htheren Konzentrationen (32 — 2000
Hg/ml) zu hemmen vermag. Allerdings ist die Hemmung in hoheren Konzentrationen
unspezifisch und betrifft auch den Cholin- und Dopamin-Uptake. Ex-vivo-Studien an Mausen
(100 — 200 mg/lkg KG) zeigten eine um 25 — 30 % gesteigerte Serotonin-Aufnahme
(Ramassamy et al, 1992).

Verhaltensstudien an MAO-A KO Méusen haben gezeigt, dal3 EGb 761 angstlosend wirkt,
indem die 5-HT-Aktivitdt (vermittelt durch 5-HT,n —Rezeptoren) gesenkt wird.
Monoaminoxidasen katalysieren die oxidative Deaminierung von Neurotransmittern im
Gehirn und produzieren Hydrogenperoxide. MAO A hat eine hohere Affinitdt zu 5-HT und
Noradrenalin (NE = Norepinephrin), wohingegen MAO B eine hohere zu Phenylethylamin
und Benzylamin besitzt. Mause mit einem MAO A Defekt besitzten erhohte Level an 5-HT
und NE, und ménnliche Tiere zeigen verstérkt aggressives Verhalten. Dieses kann durch EGb
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761 verringert werden (Shih et al, 2000). Da3 EGb 761 als indirekter 5-HT-Antagonist

wirken kann, zeigt sich auch an Thrombozyten, deren Stimulation dadurch inhibiert wird.

¢+ Einflufd auf das glucocorticoide System

Glucocorticoide besitzen - neben nitzlichen, regulierenden Effekten — ein grol3es pathogenes
Potential einschlief3lich Neurotoxizitdt und I mmunosuppression. Die Glucocorticoid-Synthese
wird reguliert durch ACTH (Adrenocorticotrophes Hormon), welches die Expression von
Steroid-Regulator-Protein bewirkt. Dieses veranlaldt wiederum die Expression des adrenalen
peripheren Benzodiazepin-Rezeptors (PBR), einem Schltisselelement in der Regulation des
Cholesterin-Transportes von der auferen zur inneren Mitochondrien-Membran, an der der
erste Schritt der Steroid-Synthese durch Cytochrom p-450 beginnt. Mdglicherweise handelt es
sich bei PBR um einen Kanal oder Transporter fur Cholesterin in der auf3eren

Mitochondrienmembran.

Durch in vivo Behandlung von Ratten mit EGb 761 und seinen bioaktiven Komponenten
Ginkgolid A und B konnte spezifisch die Liganden-Bindungskapazitét, Protein- und m-RNA-
Expresson des PBR in der Nebennierenrinde herunterreguliert werden. Eine
Herunterregulation des PBR bewirkt eine verminderte Corticosteroid-Synthese, da der
Transport des Cholesterins von der auf3eren zur inneren Mitochondrien-Membran gestort ist.
Wider Erwarten resultierte nach der EGb 761-induzierten Abnahme der Glucocorticoid-
Spiegel keine reflektorische Zunahme der ACTH- bzw. CRH-Spiegel (corticotropin releasing
hormon). Dies spricht zusétzlich fur die Anwesenheit inhibierender Substanzen fir den
ACTH- oder CRH-Release im EGb 761 (Amri et al, 1996) (Brochet et al, 1999). Diesen
Eingriff in den Regelmechanismus der Steroidsynthese durch EGb 761 konnte die gleiche
Arbeitsgruppe auch ex-vivo an Nebennierenrinden-Zellen aus der Ratte zeigen (Amri et al,
1997). Anti-Stress- und neuroprotektive Effekte des EGb 761 und Bilobalids werden u.a. auf
die verminderte Glucocorticoid-Synthese zurtickgefuhrt. Eine Untersuchung von Rapin et al.
(Rapin et al, 1997) zeigte, dal3 Corticoide in Korrelation zu der Zahl der Glucocorticoid-
Rezeptoren das kognitive Verhalten verandern und dald schadliche Effekte verursacht durch
ein Ubermal an Glucocorticoiden durch EGb 761, einem Anti-Stre3-Effektor, aber nicht

durch Diazepam, einem anxiolytisch wirkenden Medikament, verhindert werden kénnen.
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1.8.1.1.4 Antikonvulsive und antidepressive Effekte von EGb 761

GABA (GammaAminoButuricAcid) ist der hauptsachliche inhibitorische Neurotransmitter im
ZNS. Er wird aus Glutamat durch die Glutamat-Decarboxylase synthetisiert. GABA Synapsen
sind in scheinbar allen Gehirn-Strukturen vorhanden. GABA wirkt der Glutamat-induzierten
Exzitation entgegen. Die Verminderung der GABA-ergen inhibitorischen Neurotransmission
fahrt somit zu Konvulsionen, wohingegen die Potenzierung GABAerger Transmission zu

antikonvulsiven Effekten fuhrt.

Das Sesqguiterpenlakton Bilobalid, was etwa zu 3 % im EGb 761 vorliegt, scheint fir die
antikonvulsiven Effekte, die experimentell beobachtet wurden, verantwortlich zu sein. Dal3
Bilobalid die GABA-Level erhdht und dabei die Glutamat-Level nicht beeinfluf3t, zeigt eine
Arbeit von Sasaki (Sasaki et al, 1999). Diskutiert wird eine Verstérkung der Glutaminsaure-
Decarboxylase-Aktivitat und —Expression, womit die Erhéhung der GABA-Level erklart
werden konnte. Auch die Vigilanz verbessernden und Antidepressiva-ahnlichen Effekte des
EGb 761, die klinisch beobachtet werden konnten, werden auf Wirkungen am GABA-
regulierten Chlorid-Kanal im ZNS zurlickgefuhrt (Brochet et al, 1999).

1.8.1.1.5 Effekte von EGb 761 auf das neurosensorische System

EGb 761 besitzt des weiteren positive Effekte auf das neurosensorische System. Sowohl die
Sinne des Horens und Sehens als auch die des Gleichgewichtes kdnnen vor schadlichen
Einflussen durch freie Sauerstoff-Radikale geschiitzt werden. Durch die antioxidativen und
Radikalfanger-Eigenschaften vermindert Ginkgo die funktionale Verschlechterung, die z. B.
aus lschamie-Reperfusion, Photodegeneration oder diabetischer Retinopathie resultiert.
Zusétzlich scheint Ginkgo noch neurotrophes / neuritogenes Potential zu besitzen (DeFeudis,
1998). Bei Verletzungen des Gleichgewichtsorgans beschleunigt Ginkgo biloba die
Wiederfindung bzw. Regeneration des Gleichgewichtsinnes. Es konnte gezeigt werden, dal3
die Nicht-Terpen-Fraktion der wirkungsrelevante Anteil des EGb 761 in diesem
ZNS-Plastizitdtsmodell war (Tighilet & Lacour, 1995).

1.8.1.2 Effekte auf Herz-Kreislauf-System

Herzkrankheiten und Herzinfarkt gehen héufig mit myokardialen Ischdmien einher.
Wiederherstellung der Blut- und damit Sauerstoffversorgung des myokardialen Gewebes ruft
charakteristische Gewebeschadigungen hervor — bekannt als Reperfusionsschéden, die sich in
Symptomen wie ventrikuldre Arrhythmien und Verschlechterung der Herzleistung
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manifestieren. Primér resultieren diese Perfusionsschaden aus der Oxidation myokardialer
Membranlipide durch freie Radikale, die wahrend den ersten Minuten der Reperfusion
auftreten. Des weiteren hat PAF, ein Entzindungsmediator entstanden im Arachidonsaure-
Metabolismus durch intrazellulare Calcium-Uberladung, einen groRen Anteil an den
Reperfusionsschaden (Haines et al, 2000).

1.8.1.2.1 Kardioprotektive und anti-ischamische Effekte von EGb 761

Fur die kardioprotektiven Wirkungen von EGb 761 werden Uberwiegend die gleichen
molekularen Mechanismen diskutiert, wie fir die neuroprotektiven (s.0.). Eine fiuhrende
Hypothese der Protektion durch EGb 761 bei reperfusionsbedingten Schadigungen des
Herzens ist die Radikalfangereigenschaft. Die bei der Reperfusion gebildeten freien Radikale
(Superoxid-, Hydroxyl-Radikale u.a.) werden von EGb 761 / Flavonoiden abgefangen.
Daneben gibt es den Hinweis, dal3 die Terpentrilaktone zusétzlich kardioprotektiv wirken,
indem sie auf Membran- und/oder mitochondrialer Ebene wahrend der prédischamischen
Periode angreifen (Liebgott et al, 2000). Eine andere Arbeit konnte zeigen, dad die
Terpenlaktone (insbesondere Ginkgolid A, B und Bilobalid) in die Inhibition der
Radikalbildung involviert sind und nicht direkt als Radikalfanger fungieren (Pietri et al,
1997). Auch der PAF-antagonistische Effekt des EGb 761 tragt wahrscheinlich zur Protektion
vor reperfusionsbedingten Schadigungen bei (Haines et al, 2000). Eine weitere Erklarung fur
die kardioprotektiven und regenerationsfordernden Wirkungen nach Ischéamie / Reperfusion
ist die Beobachtung, dal3 EGb 761 als potenter Inhibitor der NO-Produktion durch Hemmung
der INOS mMRNA-Expression und als direkter NO-Fanger fungiert (Varga et al, 1999). Dal3
EGDb 761 die NO-Spiegel reguliert und die durch freie Sauerstoff-Radikale induzierte Lipid-
Peroxidation inhibiert, zeigen auch die in vivo Befunde einer Arbeit von Shen an Ratten (Shen
et al, 1998).

Eine Arbeit an Kardiomyozyten schreibt Ginkgo biloba-Extrakt (nicht jedoch seinen
Terpenlaktonen) einen Teil der protektiven Wirkungen bei oxidativem Stref3 zu. Es wurde ein
Effekt auf die Hamoxygenase (HO)-Gen-Expression und Aktivitét durch EGb 761 gefunden.
HO ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Ham-Katabolismus, welches die
oxidative Spaltung des Ham-Molekils zu Biliverdin, Kohlenmonoxid und Eisen katalysiert.
Biliverdin wird nachfolgend in Bilirubin umgewandelt. HO hat eine Reihe protektiver Effekte
gegen oxidativen Stref3: erstens sind Biliverdin und Bilirubin selbst in der Zelle antioxidativ
wirksam und zweitens fuhrt der Abbau des Ham-Molekils zur Induktion der Ferritin-
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Synthese. Ferritin wiederum féngt freies Eisen ab, welches nachfolgend nicht mehr als
Katalysator schadigender, oxidativer Prozesse zur Verfiigung steht. Mdglicherweise geht
auBerdem mit der Induktion der HO-1-Gen-Expression ein signifikanter Zuwachs der
Gluthation-Peroxidase-Gen-Expression und —Aktivitdt einher, was schlief3lich zur Regulation
intrazelluldrer GSH-Spiegel fuhrt (GSH, Glutathion) (Chen et al, 2001).

1.8.1.2.2 Vasomodulierende Effekte von EGb 761

Im Gefél3system zeigt EGb 761 komplexe, multifaktorielle Effekte. Es verbessert den
peripheren und zerebralen Blutflud und die Mikrozirkulation und verringert die
Kapillarpermeabilitét. Aul3erdem verbessert EGb 761 die Blutflusseigenschaften und besitzt
antithrombotische Effekte, &hnlich dem von Aspirin in einem experimentellen Thrombose-
Modell (Belougne et al, 1996). EGb 761 relaxiert spasmodische Blutgeféle und kontrahiert
solche, die abnormal erweitert sind. Kontraktionen, ausgeldst durch EGb 761, scheinen direkt
(z. B. durch einen Release an Katecholaminen) oder indirekt das katecholaminerge System zu
involvieren (Auguet et al, 1982a). Eine indirekte Beeinflussung des katecholaminergen
Systems konnte aus der Hemmung der COMT (Catechol-O-Methyl-Transferase), der MAO
(Monoamin-Oxidase) (White et al, 1996) und der Inhibition des Katecholamin-Reuptakes
resultieren, durch welche der vasoregulierende Effekt der Katecholamine verstéarkt wirde
(Auguet et al, 1982b) (Logani et al, 2000).

Fur den vasorelaxierenden Effekt des EGb 761 scheint ein intaktes Endothel nétig zu sein.
Eine gesteigerte Freisetzung an Progtacyclin (PGIl, = relaxierendes und antithrombotisch
wirkendes Prostaglandin) oder EDRF (endothel derived relaxing factor)/NO aus intaktem
Endothel koénnte die relaxierenden Effekte vermitteln. Auch die Radikalféngereigenschaften
konnten fur die vasorelaxierenden Effekte verantwortlich sein, indem NO letztendlich vor der
Oxidation (z.B. durch Superoxid-Anionen) geschutzt wird (Auguet & Clostre, 1997).
Unsicher ist, ob EGb 761 mit der Generierung und/oder dem Release vasoaktiver
Endothelfaktoren  interferiert.  Ein  wichtiger ~ Mechanismus — neben  der
Radikalfangereigenschaft — konnte die Inhibition einer zyklischen, nukleotidischen
Phosphodiesterase (PDE) sein; diskutiert wird die PDE4 (Campos-Toimil et al, 2000).

Eine Studie, die die These unterstiitzt, da? EGb 761 mit der Generierung vasoaktiver
Endothelfaktoren interagiert, ist eine Arbeit von Cheung und Siow (Cheung & Siow, 2001).
Sie untersuchte den Effekt von Ginkgolid A/B und Bilobalid auf die NO-Produktion an



EINLEITUNG 27

menschlichen Endothelzellen (HUVEC) und Makrophagen. Die NO-Isoform iNOS (inducible
NO-synthase) wird Uberwiegend in Makrophagen exprimiert, die konstitutive eNOS
(endothelial NO-synthase) hauptsachlich in Endothelzellen. Des weiteren unterscheiden sich
die beiden Isoformen dadurch, dal3 eNOS Calcium abhangig aktiviert wird, wohingegen iINOS
Calcium unabhangig ist. Ginkgolid A, B und Bilobalid inhibieren die NO-Produktion in
Makrophagen durch Verminderung der iINOS mRNA-Expression. Sie haben keinen Effekt auf
die eNOS vermittelte NO-Produktion in Endothelzellen. Diese Komponenten spielen
maoglicherweise eine wichtige Rolle in der EGb vermittelten selektiven Hemmung der iINOS
Expression in Gefa3wanden und der damit zusammenhangenden therapeutischen Regulierung
der NO-Produktion bei Gefal3-Erkrankungen, siehe auch (Cheung et al, 1999). Eine Arbeit an
Ratten konnte zeigen, dal? altersbedingte Veranderungen des kardiovaskuldren Systems — wie
zum Beispiel erhdhter Blutdruck oder Herzschlag — durch eine Kombination von
Meclofenoxat und EGb 761 verbessert werden konnten. Eine Erklérung fir den erhthten
Blutdruck im Alter ist die Rigidisierung der arteriellen Blutgefalie mit geringerer Dehnbarkeit
und verringertem kardialen Output, welche zum Teil auf Veranderungen der Phospholipid-
Membranzusammensetzung und membranstandigen Rezeptoren zurtickzufiihren ist.
Meclofenoxat hat - neben anderen biochemischen und physiologischen Wirkungen - einen
direkten Effekt auf die Membranfluiditét. EGb 761 wirkt als Radikalfanger und Extrakt mit
SOD-Aktivitdt und verringert dadurch die schadlichen, oxidativen Prozesse in Zellen und an
Membranen (al-Zuhair et al, 1998). Auch an isolierten Endothelzellen konnten protektive
Effekte von EGb 761 nach Ischamie verifiziert werden. Endothelzellen spielen aufgrund ihrer
Lokalisation zwischen Blut und Gewebe eine Schitsselrolle in den vaskuldren Erkrankungen
und sind das erste Target toxischer Prozesse, die wahrend ischdmischer Ereignisse durch
Sauerstoff- und Nahrstoffmangel in Gang gesetzt werden. Ginkgo biloba-Extrakt schiitzt
Endothelzellen, evtl. aufgrund der Flavonoide, vor zytotoxischen Effekten durch freie
Radikale, die durch die Sauerstoffwiederversorgung nach der Hypoxie generiert werden (van
Beek et al, 1998).

Der Abfall der ATP-Konzentration und die Aktivierung der Phospholipase A, mit
gleichzeitiger Stimulation der Synthese inflammatorischer Mediatoren sind zwei der
verschiedensten Ereignisse nach Hypoxie an Endothelzellen. Ginkgo biloba-Extrakt reduziert
den ATP-Abfall und die Aktivierung der PLA, hauptséchlich durch Terpentrilaktone bzw.
Bilobalid. Aufl3erdem wird der Beginn der Glykolyse, die wahrend der Hypoxie aktiviert wird,
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verzogert und die mitochondriale Atmungsketteneffektivitét erhoht (Michiels et al, 1994)
(Janssens et al, 1995)

1.8.1.2.3 Effekte von EGb 761 auf die Eigenschaften des Blutes/ hamorheol ogische Effekte

PAF (Platelet Activating Factor) ist ein potenter Phospholipid-Entziindungsmediator, welcher
in die Pathophysiologie verschiedenster Erkrankungen involviert ist, sei es auf vaskularer
Ebene peripher (PAOD = peripheral Arterial Occlusive Disease), im Herzen (Herzinfarkt), im
Gehirn (Hirninfarkt) oder in der Lunge. Es ist ein chemotaktisches Agens fur neutrophile

Zellen, wodurch Superoxid-Freisetzung, Aggregation und Degranulation ausgelost werden.

Als starkster PAF-Antagonist aus Ginkgo biloba-Extrakt konnte Ginkgolid B in
Pléattchenaggregations-Assays determiniert werden (Braguet & Koltai, 1994) (Kurihara et al,
1989) (Nunez et al, 1986) (Etienne et al, 1985). Ginkgolid B verbessert die Blutrheologie und
Mikrozirkulation. Auf3erdem verhindert es die durch PAF induzierte Superoxid- und Zytokin-
Generierung, wie TNF (Tumornekrosefaktor) aus isolierten neutrophilen Zellen, und
moduliert die PAF-Effekte auf das Geféf3bett (van Beek et al, 1998).

1.8.1.3 Effekte von EGb 761 auf andere Organe, Gewebe und Zellen

Die bis dato publizierten Untersuchungen zu den Wirkungen von EGb 761 haben gezeigt, dal3
die Effekte des Ginkgo biloba-Extraktes sehr vielfaltig sind und viele verschiedene Organe,
Gewebe und Strukturen betreffen. Neben Effekte auf das ZNS und Herz-Kreislauf-System

sind zu nennen:

% Effekte auf die Leber

Dal’ Ginkgo hiloba nach Ischamie die Reperfusionsschaden zu reduzieren vermag, wurde
bereits an |schémie/Reperfusionsversuchen am Herzen mehrfach gezeigt. Eine neuere Arbeit
von Topp et al. konnte an Ratten eine protektive Wirkung von EGb 761 an Leber zeigen, was
fur Lebertransplantationen von Bedeutung sein konnte. EGb 761 verminderte in diesem
Modell die reperfusionsbedingten Schadigungen nach Ischdmie. Die verringerte Leukozyten-
Aktivierung und die verbesserte hepatische Mikrozirkulation kdnnte moglicherweise zu einer

geringeren Inzidenz von Leberdysfunktionen nach Transplantation fiihren (Topp et al, 2001).
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% Effekte auf Mitochondrien

Mitochondrien und insbesondere ihre DNA (mtDNA) sind Hauptangriffspunkte freier
Radikale und spielen eine wesentliche Rolle in der Theorie des Alterns. Freie
Sauerstoffradikale sind verantwortlich fur die altersbedingte Verschlechterung von Zellen und
Geweben. EGb 761 schitzt als Antioxidativum mitochondriale DNA und Glutathion vor
oxidativen Schéaden und verhindert die Veranderungen der Mitochondrien-Morphologie und —
Funktion in Gehirn und Leber (Sastre et al, 2000).

% Effekte am Auge bzw. an retinalen Zellen

Untersuchungen an retinalen Gliazellen haben ergeben, da? EGb 761 die Organellen der
Zellen (Mitochondrien etc.) vor den schadlichen Einfllssen von freien Radikalen zu schiitzen
vermag, indem EGb 761 direkt einerseits als Radikalfanger dient und andererseits der Bildung
freier Radikale entgegenwirkt. Indirekt scheint EGb 761 durch Erhéhung der Kapazitét an
endogenem GSH (einem endogenen Radikalfanger-System) zu wirken. Dadurch bleibt die
Struktur und Funktion normaler Mitochondrien erhalten (Paasche et al, 2000). Ahnliche
Ergebnisse zeigt eine Studie an Hasen, die eine Retinopathie induziert bekamen. Sie wies
einen engen pathologischen Zusammenhang zwischen freien Radikalen, Inflammation und
Proliferationserkrankungen des Auges auf. Sowohl EGb 761 als auch Superoxid-Dismutase
(SOD) konnten die Entzindungs- und Proliferationsprozesse im Auge signifikant senken
(Baudouin et al, 1999).

1.8.1.4 Effekte auf Transmitter- und Rezeptor-Systeme (s. auch Kapitel 1.8.1.1.3)

Ramassamy et al. (Ramassamy et al, 1992) zeigten, dal? EGb 761 die Aufnahme von [*H]-5-
Hydroxytryptamin in zerebrale, kortikale Synaptosomen der Maus in vitro beeinfluf. In
Konzentrationen zwischen 4 und 16 pg/ml fuhrte EGb 761 in vitro zu einer Steigerung von 23
% der 5-HT-Aufnahme. Eine dhnliche Steigerung konnte ex vivo in kortikalen Synaptosomen
gezeigt werden, nachdem die Tiere oral mit 100 mg/kg 16h und 2 h vor der Prgparation
behandelt wurden oder 2 x 100 mg/kg téglich an 4 aufeinanderfolgenden Tagen erhalten
hatten. Da? die Aufnahme von Neurotransmittern ([*H]-NE, [*H]-DA und [®H]-5-HT) durch
EGb 761 auch gehemmt werden kann, zeigen in vitro-Befunde an isolierten Synaptosomen.
Folgende Hemmkonstanten wurden gefunden K; [mg/ml]: NE = 0,12 + 0,01, DA = 0,21 +
0,01, 5-HT = 0,44 + 0,02 (Taylor, 1992). Auflerdem konnte in dieser Untersuchung
nachgewiesen werden, da3 EGb 761 mit EAA-Rezeptoren (Excitatory Amino Acid)
interagiert, insbesondere als nicht kompetitiver Inhibitor an NMDA-Rezeptoren. Die anti-
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ischamischen und neuroprotektiven Effekte des Ginkgo biloba-Extraktes kdnnten teilweise
Uber eine Hemmung der durch EAA ausgelosten Exzitoxizitét, Ischamie und
Neurodegeneration erklért werden (Taylor, 1992). Huguet et al. (Huguet et al, 1994) konnten
eine signifikante Abnahme der Rezeptorendichte von o, auf 32% und von 5HT 14 auf 22% im
Vergleich von alten (24 Mo.) zu jungen Ratten (4 Mo.) zeigen. Die Verabreichung von 5 mg
EGb 761/kg taglich Uber 21 Tage steigerte die Rezeptorendichte in alten Ratten, wohingegen
sie in jungen Ratten unbeeinflufdt blieb.

Aufgrund der antioxidativen Kapazitét verhinderte EGb 761 (ab 2 pg/ml) die durch freie
Radikale verursachten Veradnderungen der synaptosomalen Membranfluiditét und Serotonin-
Aufnahme-Fahigkeit in vitro (Ramassamy et al, 1993).

1.8.1.5 Metabolische Effekte von EGb 761

Die Hohe des Energieumsatzes moduliert die Intensitét der Zellantwort auf Stref3 und andere
Faktoren. Unter stressenden Bedingungen wéachst der ATP (Adenosintriphosphat)-Verbrauch,
die ATP-Konzentrationen in der Zelle sinken, was wiederum zu einer Schwéachung der
Abwehr- und Reparaturmechanismen fihrt. Die Abnahme des ATP-Gehaltes in der Zelle
fahrt nicht nur zu einer Zunahme der Zellmortalitét, sondern auch zu einer Beschleunigung
der Zellalterung. EGb 761 wirkt protektiv, in dem es den ATP-Turnover steigert: erstens
durch erhohten Glucose-Transport und zweitens durch Verbesserung der Effektivitét der
Atmungskette in den Mitochondrien (Toussaint et al, 1995). Aul3erdem vermag Ginkgo
biloba den Glukose-Verbrauch im Gehirn zu reduzieren und wirkt moglicherweise aufgrund
dieser Eigenschaft in Situationen der Ischamie oder Anoxie neuroprotektiv (Lamour et al,
1992). In glatten Muskelzellen steigert EGb 761 die Glukose-Aufnahme und Glykogen-
Synthese in konzentrationsabhéngiger Weise. Daneben verzogern EGb 761 und Bilobalid den
Beginn der hypoxischen Glykolyse in hypoxischen Endothelzellen durch Verléangerung der
ATP-Bildung (Diamond et al, 2000).
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1.8.2 Klinische Studien

1.8.2.1 Klinische Studien zu den Effekten von EGb 761 auf das zentrale Nervensystem

1.8.2.1.1 Effekte auf kognitive Fahigkeiten und bei Hirnleistungsstérungen (Gedéachtnis,
Lernen, Aufmerksamkeit etc.)

Ginkgo biloba wird als Nootropikum eingesetzt. Der Grund fir die Fahigkeit, kognitive

Leistungen verbessern zu kénnen, wird in einer Ubersichtsarbeit von Nathan (Nathan, 2000)

als Kombination mehrerer pharmakodynamischer Effekte beschrieben. Darunter zéhlen der

PAF-antagonistische Effekt, die Radikalféangereigenschaft, Monoaminoxidase-inhibierende

Effekte und die Modulation cholinerger Funktionen.

In einer Anwendungsbeobachtung, in der 5341 Patienten mit Hirnleistungsstorungen
ambulant Uber drei Monate taglich mit 150 mg Ginkgo biloba-Extrakt L1 1370 behandelt
wurden, fuhrte die Therapie (neben Besserung von Schwindel, Tinnitus und Kopfschmerzen)
bei 74% zu einer Verbesserung des Allgemeinzustandes und zu einer signifikanten
Verbesserung der Vergesslichkeit (55,2%), der Konzentrationsschwache (62%), der
Verwirrtheit (53,4%), der Stimmungslabilitét (66,5%) und des Sozialverhaltens (58,2%). Die
meisten Patienten wurden wegen Begleiterkrankungen parallel mit anderen Medikamenten
behandelt. Ginkgo wurde sehr gut vertragen, unerwinschte Arzneimittelwirkungen traten
extrem selten auf (0,7%) (Grabe & Freyberger, 1999). Eine weitere Studie Uber 6 Wochen
demonstrierte an 80 Patienten im Vergleich zu Dihydroergotoxin [3 x 1,5 mg/d] die
Wirksamkeit von Ginkgo biloba-Extrakt [3 x 40 mg/d] bei altersassoziierter Verschlechterung
des Gedéachtnisses (Gerhardt et al, 1990).

Akute Gaben von standardisiertem Ginkgo-Extrakt (120, 240 und 360 mg) verbesserte,
dosisabhangig anhaltend, die Aufmerksamkeit von 20 jungen, gesunden Probanden gegentiber
der Plazebo-Gruppe (Drieu et al, 2000). Eine andere Studie nach Akutgabe an gesunden
Probanden zeigt in erster Linie eine Verbesserung des Gedéchtnisses, weniger eine
Verbesserung der Aufmerksamkeit (Rigney et al, 1999). Altere, kognitiv intakte Probanden
profitierten durch eine 6-wochigen Gabe von EGb 761 [180 mg/Tag] nur teilweise in ihren
kognitiven Fahigkeiten, was mit Hilfe verschiedener neuropsychologischer Tests evaluiert
wurde (Mix & Crews, 2000). An 18 dlteren Probanden mit altersabhangig verringerter
Gedéchtnisleistung konnte durch Gaben von 320 oder 600 mg 1h vor dem Test (dual-coding
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test) die Geschwindigkeit der Informationsverarbeitung beschleunigt werden (Allain et al,
1995).

1.8.2.1.2 Effekte bei Demenz, Alzheimer Erkrankung und vaskulére Demenz

Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dal3 durch die Verabreichung von Ginkgo biloba
Extrakt EGb 761 die Progression von Demenzen des Alzheimer Typs oder mit Multi-
Infarktgenese substantiell verringert werden kann. EGb 761 interferiert mit dem
Krankheisprozel? im ZNS auf verschiedenen Ebenen: es verbessert den Glukose-
Metabolismus im Gehirn, stabilisiert Zellmembranen, agiert als Antioxidans, und dank seiner
Radikalfangereigenschaften beeinflul3t es den Mechanismus, durch welchen das 3-Amyloid-
Protein neurotoxisch wirkt. Auf3erdem steigt die Zahl der cholinergen Rezeptoren, welche
gewohnlich im Alter abnimmt, und die Synthese und Freisetzung von Acetylcholin nimmt zu.
Des weiteren wird einigen Prozessen, die zu Neurodegeneration und Zelltod flhren,
entgegengewirkt (Maurer, 2001).

Die meisten klinischen Studien belegen eine Wirksamkeit von Ginkgo biloba — peroral
verabreicht - bei dteren Patienten mit geringer bis mittelschwerer Demenz vom Alzheimer
Typ oder anderer Genese nach verschiedenen Behandlungszeitrdumen: 12 Wochen 240 mg
EGb 761/Tag (Maurer et al, 1997), 24 Wochen 240 mg EGb 761/Tag (Kanowski et al, 1996)
oder 26 Wochen 3 x 40 mg EGb 761/Tag (Le Bars et al, 2000). Die Therapie mit Ginkgo
biloba im Falle von Demenz gilt als sicher und bewirkt in einer betréchtlichen Anzahl von
Féllen eine mel3bare Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten und des sozialen Verhaltens
oder zumindest eine Stabilisierung des bisherigen Zustandes fur 6 Monate bis zu einem Jahr
(nach 52 wochiger Behandlung mit 120 mg EGb 761/Tag) (Le Bars et al, 1997).

Die Wirksamkeit kurzdauernder Infusionsbehandlungen mit Ginkgo biloba-Spezialextrakt
EGb 761 (200 mg pro Tag an vier Tagen in der Woche tber 4 Wochen) bei Demenz vom
vaskul&ren und Alzheimer-Typ konnte an 40 Patienten in einer plazebokontrollierten,
randomisierten Doppelblindstudie 1996 belegt werden (Haase et al, 1996).

Eine mit erheblichen methodischen Méngeln behaftete 24-wochige, randomisierte,
doppelblinde, plazebokontrollierte Studie an Demenz-Kranken oder Patienten mit
altersassoziierten Hirnleistungsstorungen zeigte, dald durch Ginkgo-Behandlung (160 — 240
mg pro Tag peroral) keine Verbesserung - gemessen an diversen neuropsychologischen Tests
- zu verzeichnen war (van Dongen et al, 2000).
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1.8.2.1.3 Effekte bei Depression

Eine 10-wdchige, plazebokontrollierte Doppelblindstudie an 27 Patienten zur Wirksamkeit
von Ginkgo bei Winter-Depressionen konnte keine Uberlegenheit von Ginkgo biloba-Extrakt
(2 x 24 mg Flavonglykoside + 2 x 6 mg Terpenlaktone/Tag) gegeniiber Plazebo hinsichtlich
der Verhinderung der Symptome einer Depression zeigen (Lingaerde et al, 1999).

1.8.2.2 Klinische Studien zur Behandlung von peripheren arteriellen Durchblutungsstérungen
mit EGb 761

Eine signifikante Verbesserung der Hamorheologie, gemessen an rheologischen Parametern
und Fibrinogen-Spiegeln, konnte in einer zwolfwochigen Studie mit EGb 761 (3 * 80 mg pro
Tag) an 20 Patienten unterschiedlicher Grunderkrankungen (Koronare Herzkrankheit,
Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus) gezeigt werden (Witte et al, 1992).
Ahnliche Befunde (Zunahme der Mikrozirkulation und verbesserte Vollblutviskoelagtizitét)
wies eine Studie an 42 Patienten mit pathologischen Viskoelastizitétswerten nach einmaliger
i.v.-Gabe von 50, 100, 150 oder 200 mg EGb 761 (Koltringer et al, 1993) oder an 48
Patienten mit vaskuldrer Demenz nach einmaliger Infusion von 50, 100 oder 200 mg EGb 761
oder Plazebo (Kdltringer et al, 1995)auf.

Die kollageninduzierte Thrombozytenaggregation unter parenteraler Ginkgo biloba-Therapie
(25 ml Ginkgo-biloba-Extrakt, Tebonin®) an 24 Patienten mit atherosklerotischen
Gefallveranderungen konnte signifikant gegeniber der Plazebogruppe gesenkt werden
(Koltringer & Eber, 1989). Auch die Mikrozirkulation (gemessen an einer der vier
Extremitéten durch Helium-Neon-Laser durch die Haut) von 30 Patienten mit
artherosklerotischen Gefé3verénderungen konnte durch Einmalinfusion von 25 ml Ginkgo
biloba-Extrakt (87,5 mg EGb 761, Tebonin®) deutlich gegeniiber Plazebo verbessert werden
(Koltringer et al, 1989).

Hamorheologische Veranderungen, wie veranderte Erythrozyten-Verformbarkeit und
gesteigerte  Erythrozytenaggregierfahigkeit, sind in vaskuldren Erkrankungen mit
verschlechterter Mikrozirkulation beobachtet worden. Einmalgabe von Kaveri® (45 ml
Losung, welche 1125 mg Extrakt - gandardisiert auf 27% Flavonglykoside und 6 %
Terpenlaktone - entsprach) an 10 gesunde Probanden (einfachblind, crossover) konnte die
Blutviskositdt und Erythrozytenaggregierfahigkeit gegentiber der Plazebogruppe reduzieren
(Jung et al, 1990). Eine signifikante Verbesserung der Blutviskositét und
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Erythrozytenverformbarkeit mit einhergehender Symptombesserung konnte an 27 Patienten
mit unterschiedlichen zerebralen Durchblutungsstérungen (Symptome: Kopfschmerzen,
Schwindel, Tinnitus) durch eine 30-Tage-Behandlung mit Tebokan® forte (2 x 40mg EGb
761/Tag bzw. 3 x 40 mg EGb 761/Tag) gezeigt werden (Erdincler et al, 1996).

In einer Studie an Patienten mit Claudicatio intermittens konnte durch Akutgabe von Ginkgo
biloba-Extrakt (35 mg EGb 761) intravents gegentber Plazebo eine Verlangerung der
Belastbarkeit infolge verbesserter Perfusion der minderdurchbluteten Bezirke erreicht werden
(Rudofsky, 1987). Ahnliche Befunde zeigt eine 6-monatige Studie anhand signifikanter
Uberlegenheit von Ginkgo biloba-Extrakt (3 * 40 mg EGb 761, Rékan®) im Vergleich zu
Plazebo bezlglich schmerzfreier und maximaler Gehstrecke sowie Plethysmographie-

Messungen (Bauer, 1984).

Eine Meta-Analyse von Pittler et a. schlul¥folgert aus acht randomisierten Studien, dal3
Ginkgo biloba-Extrakt der Plazebo-Behandlung in der symptomatischen Therapie der
Claudicatio Intermittens Uberlegen sei. Allerdings sei der Behandlungseffekt moderat und in
der klinischen Relevanz unsicher (Pittler & Ernst, 2000).

1.8.2.3 Klinische Studien zu EGb 761 in neurosensorischen Storungen / Tinnitus

Ginkgo biloba Trockenextrakt ist - laut Bundesanzeiger - auch fur die Therapie des Tinnitus
indiziert. Die klinischen Studien zeigen widersprichliche Befunde. Eine 1986 durchgefiihrte
randomisierte, doppelblinde Multicenter-Studie an 103 Tinnitus-Patienten zeigte eine
signifikant bessere und schnellere Verminderung der Tinnitus-Symptome bei durch EGb 761
(2* 2 ml Tanakan, 3 Monate) behandelten Patienten gegeniiber Plazebo (Meyer, 1986b). Der
Nutzen von EGb 761 wird auch in einer vergleichenden, randomisierten Multicenter-Studie
an 259 Patienten mit Tinnitus gezeigt (Meyer, 1986a).

Im Gegensatz zu den 0.g. positiven Befunden zeigt eine erst kirzlich erschienene Studie
(Drew & Davies, 2001) an etwa 1000 Probanden keinen Unterschied zwischen der
Behandlung mit Ginkgo-Extrakt (3 * 50 mg LI 1370, 12 Wochen) und Plazebo in bezug auf
subjektives Empfinden von Lautstéarke und Lastigkeit des Tinnitus.

Eine Ubersichtsarbeit von Ernst & Stevinson zum Nutzen von Ginkgol biloba bei Tinnitus

zeigt die schlechte Datenlage zu qualifizierten klinischen Studien. Zur Beurteilung der



EINLEITUNG 35

Wirksamkeit von Ginkgo biloba in der Behandlung von Tinnitus fehlen zur Zeit noch
einheitliche Kriterien beztglich Klassifizierung von Patienten, Bestimmung von Endpunkten
Klinischer MefRparameter und methodische Ubereinkiinfte in der Durchfiihrung klinischer
Studien (Ernst & Stevinson, 1999).

1.9 Toxizitat und Sicher heit von EGb 761 enthaltenden Pré&paraten

Akute und chronische Studien zur Toxizitét von Extrakten aus Ginkgo biloba-Bléttern zeigten
gute Vertraglichkeit mit einem grof3en Sicherheitsfaktor. Der orale LDsy —Wert in der Maus
lag bei 7,73 g/kg, in der Ratte bei Uber 10 g/kg. Nach intraventser Gabe lagen die
LDso - Werte bei ungefahr 1,1 g/kg in Maus und Ratte, nach intraperitonealer Gabe bei
1,9 g/kg in der Maus und 2,1 g/kg in der Ratte. In Langzeit-Toxizitdtsstudien an der Ratte
tber 27 Wochen in einer Dosierung bis zu 500 mg/kg und an Hunden tber 26 Wochen bis zu
einer Dosis von 400 mg/kg ergaben sich durch die Administration von Ginkgo-Extrakt keine
signifikant toxischen Effekte (histologisch, biologisch oder hadmatologisch). Die orale,
tagliche Verabreichung von 100 — 1600 mg/kg an Ratten und 100 — 900 mg/kg an Hasen
zeigten keine teratogenen oder karzinogenen Effekte und beeintréchtigte auch nicht die
Reproduktionsfahigkeit. Verschiedene Mutagenitdtstests zeigten keine mutagene Aktivitat
(van Beek et al, 1998). Dal? immunotoxische Effekte auftreten kdnnen, wenn nicht gentigend
auf konstante, validierte Extraktzusammensetzung geachtet wird, zeigt ein Versuch in einem
Lymphknoten-Assay mit einem nicht aufgereinigten Blétterextrakt aus Ginkgo biloba (Koch
et al, 2000). Fur diese immunotoxischen Effekte und allergische Reaktionen nach Kontakt mit
verschiedenen Teilen des Ginkgo biloba-Baumes werden Alkylphenole, wie Ginkgolsduren,
verantwortlich gemacht. Dal3 Ginkgolsduren in konzentrationsabhangiger Weise auch
neuronalen Zelltod (Apoptose und Nekrose) auszuldsen vermdgen, zeigen Ahlemeyer et al.
(Ahlemeyer et al., 2001). Diskutiert wird eine Aktivierung der Protein-Phosphatase-2C.
Wegen der allergenen und genotoxischen Effekte der Ginkgolsduren sieht die Extrakt-
Monographie der Kommission E eine Grenze des Gehaltes von < 5 ppm vor.

1.10 Phar makokinetik im M enschen
Die Datenlage zur Pharmakokinetik von Ginkgo biloba-Extrakt im Menschen ist bisher relativ

schlecht. Die Flavonglykosid-Aglykone Kampferol, Quercetin und Isorhamnetin wurden nach
oraler Gabe von 400 mg EGb 761 an gesunde Probanden (nach 3 Tagen Flavonoid-freier
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Diét) rasch absorbiert und erreichten nach 30 Minuten die maximalen Plasmaspiegel. Die
Plasma-Halbwertszeit betrug 3 Stunden (Drieu et al, 1985). Eine Studie von Fourtillan et al.
(Fourtillan et al, 1995) untersuchte die Pharmakokinetik von Ginkgolid A, B und Bilobalid in
gesunden jungen Probanden nach oraler und intraventser Einmalgabe von EGb 761. Die
Bioverfugbarkeit Fayc von Ginkgolid A, B und Bilobalid nach oraler Nichtern-Gabe war mit
0,80 (£ 0,09), 0,88 (£ 0,21) bzw. 0,79 (£ 0,30) relativ hoch.

1.11 Vorstellung einesin vitro-M odellsim Sinne eines geeigneten

Surrogatparametersfir die Wirksamkeit des Ginkgo-Extraktes

Im multizelluldren Organismus besteht eine Homdostase zwischen Zellproliferation und
Zelltod. Obwohl vieles Uber die Kontrolle der Zellproliferation bekannt ist, bleibt die
Kontrolle des Zelltodes (Apoptose) weitgehend unklar. In den letzten Jahren hat es mehr und
mehr Hinweise gegeben, dal reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) eine wichtige Rolle in der
Ereignis-Kaskade spielen, die zum neuronalen Zelltod fuhrt. Ginkgo biloba zeigt u.a
antioxidative und antiapoptotische Eigenschaften. Ein potentieller Ansatz fur ein
pharmakodynamisches Modell zum Vergleich Ginkgo biloba-haltiger Extrakte konnte die
Messung quantitativer Unterschiede in Apoptose-Assays sein.

1.11.1 Definition der Apoptose

Zelltod kann nach zwei verschiedenen Mechanismen ablaufen: Apoptose oder Nekrose.

Die friihen biologischen Ereignisse, die die Art des Zelltodes bestimmen, sind bis jetzt unklar.
Nekrose (,accidental” cell death) ist der pathologische Prozef3 als Antwort auf einige Stref3-
Bedingungen oder nach Exposition toxischer Agentien. Es ist - relativ gesehen — ein passiver
Prozel3, der mit rascher intrazellulérer ATP-Depletion einhergeht. Morphologisch wird
Nekrose charakterisiert durch einen dramatischen Zuwachs des Zellvolumens (swelling) und
Ruptur der Plasmamembran, was ein Ausflie3en der zelluldren Bestandteile in das
Interzellular-Milieu zur Folge hat. Der Ausflul dieser Intrazellular-Bestandteile der
sterbenden Zelle in das Extrazellular-Volumen kann weiteren Gewebeschaden durch
Beeintrachtigung der Nachbarzellen oder durch Anlocken proinflammatorischer Zellen an den
Ort der Schadigung bewirken. Nekrose geht im Gegensatz zur Apoptose haufig mit starken

Entzindungsprozessen einher.
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Apoptose (,normal“ or ,progranmed‘ cell death) ist ein physiologischer Prozef3 zur
Beseitigung unerwinschter und unnitzer Zellen wahrend der Entwicklung und anderer
biologischer Prozesse (Zellerneuerung, Gewebeumstrukturierung etc.). Gleichzeitig ist es eine
Form des Zelltodes, die wahrend vieler pathologischer Situationen in vielzelligen Organismen
auftritt. Apoptose ist ein komplexer Prozef3, der morphologisch gesehen durch
Zellschrumpfung (cell shrinkage), Chromatin-Kondensation, internukleosomale DNA-
Fragmentation und Bildung von apoptotischen Koérperchen (apoptotic bodies) beschrieben
werden kann. Die apoptotischen Kdrperchen werden rasch vom Immunsystem erkannt und
von Makrophagen oder benachbarten epithelialen Zellen phagozytiert. In vitro kann durch das
Fehlen von phagozytierenden Zellen Sekundarnekrose (secondary necrosis) auftreten. Einige
Protease-Familien sind in den Prozel3 der Apoptose involviert: die prominenteste ist die der
Caspasen. Caspasen sind Cystein enthaltende, Aspartat-spezifische Proteasen, welche als
Zymogene gelost im Zytoplasma, in mitochondrialen Zwischenmembran-Raum und in der
Kernmatrix beinahe aller Zellen zu finden sind. Es werden mindestens drei Modelle fur die
Caspase-Aktivierung und damit der Initiierung der Apoptose beschrieben.

1. Apoptose kann induziert werden durch Bindung entsprechender Liganden an
Zelloberflachen-Rezeptoren wie Fas oder TNF, auch Todes-Rezeptoren genannt. Dieser
Vorgang ist nahezu ausschlief3lich durch Caspasen kontrolliert. Die Ligandenbindung an die
Rezeptoren ruft eine Ansammlung von einer Reihe von Proteinen, die auch als DISC (Death-
Inducing Signaling Complex) bezeichnet werden, welche dann eine Vorstufe der Caspasen
(Procaspasen) aktiviert. Die nachfolgenden Prozesse deuten daraufhin, dal3 Caspasen in einer
Kaskade arbeiten: Caspase-8 aktiviert Caspase-3, welche andere Caspasen aktiviert und
letztendlich zur Spaltung von verschiedenen Substraten fuhrt. Eines dieser Substrate ist die
Caspase-abhangige Endonuklease, welche durch die Caspase-3 von ihrem Inhibitor im
Cytosol befreit wird, und nachfolgend in den Kern wandert und dort die DNA in

oligonukleosomale Bruchstiicke von ca. 180 Basenpaaren spaltet.

2. Eine andere Art der Caspasen-Aktivierung wird fur viele Agentien angenommen, die
Apoptose induzieren und dabel jedoch nicht Uber Zelloberfldchen-Rezeptoren fungieren.
Fokus dieses Mechanismus sind dabei die Mitochondrien. Man vermutet, dal3 die wahrend der
Apoptose auftretende mitochondriale Dysfunktion die Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien in das Cytosol bewirkt, wo es an Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor
1), einem Saugetier-Homolog des proapoptotischen Nematoden-Protein ced-4, bindet. Apaf-1
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enthalt Bindungsstellen fir Cytochrome C und dATP und oligomerisiert mit anderen Apaf-1-
Proteinen. Dieser Komplex, Apoptosom genannt, bindet mit Hilfe der CARD (CAspase
Recruitment Domain) des Apaf-1 Pro-Caspase-9. Aktive Caspase-9 wird von dem multimeren

Komplex freigesetzt und aktiviert die mehr distalen Caspasen 3 und 7.

3. Cagpasen kénnen durch zytotoxische Zellen aktiviert werden. Perforin und Granzym B
arbeiten bei der Induktion der Apoptose in Tumorzellen und anders infizierten Zellen
synergistisch: Perforin macht die Zellen permeabel, wodurch das Granzym B in das Zytosol
gelangt. Dort aktiviert es die Caspase-3.

Unabhangig vom Mechanismus der Aktivierung spalten Caspasen eine Vielzahl zellulérer
Proteine, einschliefdlich PARP (Poly(ADP-Ribose)Polymerase) und Fodrin. Bis jetzt sind
nahezu 100 zellulére Proteine als potentielle Caspase-Substrate wahrend der Apoptose
identifiziert. Die meisten Schritte in der Apoptose-Kaskade benttigen Caspase-vermittelte
proteolytische Aktivitét.

1.11.2 Apoptose und oxidativer Stref3

Das intrinsische Gleichgewicht zwischen Leben und Tod kann durch viele aul3ere Faktoren
beeinflu®t werden. Reaktive Sauerstoff-Produkte zdhlen zu den potentesen und
allgegenwartigsten Bedrohungen eines lebenden Organsimus. Intrazellulére Akkumulation
reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) wie Superoxid-Anionen, Hydrogenperoxide, Singulett-
Sauerstoff, Hydroxylradikale und Peroxylradiakale, kann aus toxischen Ereignissen oder
normalen metabolischen Prozessen erwachsen. ROS kénnen das natirliche antioxidative
Abwehrsystem der Zelle durcheinanderbringen, was zu einer Schadigung der grof3en Klasse
biologischer Makromolekile, einschlieflich Nukleinsduren, Proteine, Kohlenhydrate und
Lipide, fuhrt.

Oxidativer Stref3 wird definiert als Ungleichgewicht zwischen Prooxidantien und
Antioxidantien, welches mdglicherweise zu Zellschadigungen fuhrt. Er ist involviert in einige
biologische und pathologische Prozesse wie das Altern, Entzindungsgeschehen,
Karzinogenese, Ischamie-Reperfusion und Erkrankungen wie AIDS, Parkinson, Huntington,
familidre amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und grauer Star. Auch Apoptose wird mit diesen
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Erkrankungen in V erbindung gebracht, so dal? beide Prozesse, oxidativer Stref3 und Apoptose,

madglicherweise in die Pathogenese involviert sind.

Die Bedeutung von oxidativem Stref3 fir die Apoptose hat sich anhand verschiedener,
unabhéngiger Beobachtungen abgezeichnet. Viele Jahre lang glaubte man, dal3 direkte
Behandlung von Zellen mit Oxidativa wie Hydrogenperoxid oder Redox-aktiven Quinonen
ausschliefdlich Nekrose verursache. Neuere Untersuchungen haben ergeben, dal3 niedrigere
Dosen dieser Agentien Apoptose verursachen kénnen. AulRerdem fuhrt intrazellulare ROS-
Bildung zu Apoptose. ROS-Produktion scheint auch die durch Bestrahlung und
Chemotherapeutika verursachte Toxizitét zu determinieren. Entleerung von Glutathion
(GSH)-Speichern ist wohl auch ein Teil der Todesmaschinerie und geht mit ROS-Produktion
wahrend der Apoptose in relevanten Systemen einher. Die Fahigkeit verschiedener zellulérer
Antioxidantien, wie Katalase und N-Acetylcystein (NAC), die Apoptose zu inhibieren, die
durch andere Agentien als Oxidantien induziert worden ist, spricht fir eine zentrale Rolle des
oxidativen Stresses in der Apoptose. Fir ein breites Spektrum antiapoptotischer Proteine wie
Bcl-2 und das Bakulovirus-Protein p53 sind antioxidative Funktionen beschrieben worden,
was wiederum die These unterstiitzt, dal3 ROS-Generierung ein wesentliches Merkmal der
Apoptose ist (Chandra et al, 2000).

1.11.3 Antiapoptotische / antioxidative Eigenschaften des EGb 761

Viele Befunde zeigen, dal3 EGb 761 bzw. einige seiner Inhaltsstoffe antioxidative
Wirksamkeit besitzen (s. Kapitel 1.8.1). EGb 761 weist aber auch antiapoptotische
Eigenschaften auf, die teilweise auf seine antioxidativen Fahigkeiten zurtickzuftihren sind.

An Versuchen mit zerebralen Zellen, bei denen Apoptose durch Hydroxylradikale induziert
wurde, konnte gezeigt werden, dal3 EGb 761 (100 pg/ml) apoptoseprotektiv wirkt (Ni et al,
1996). Eine Untersuchung Uber die Apoptose-Signal-Wege bei Induktion durch
Hydroxylradikale an zerebralen Zellen und tber den Einflu von EGb 761 zeigt eine Arbeit
von Xin (Xin et al, 2000). Die Terpenlakton-Fraktion schitzt nicht gegen durch
Hydroxylradikale induzierte Apoptose, was Xin et al. im Unvermdgen des direkten
Hydroxylradikal-Fangens durch die raumliche Struktur der Terpenlaktone begrindet sehen
(cage-like structure). Folgendes Schema zu den Apotose-Signal-Wegen wird etabliert:
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Hydroxylradikale ——®  Membranére
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Bcl-2 Lipidperoxidation Induktion eines
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Lipidsignal
Zellschadigung »  Apoptose

EGb 761 soll diese Signalwege auf unterschiedliche Arten und mit Hilfe unterschiedlicher
Inhaltsstoffe beeinflussen.

Die durch Serumentzug bzw. Staurosporin induzierte Apoptose an neuronalen Zellen konnte
durch EGb 761 und einige seiner Inhaltsstoffe (Ginkgolide und Bilobalid) reduziert werden.
Bilobalid (1-100 pM) erwies sich als der potenteste Inhaltsstoff bezlglich der
antiapoptotischen Kapazitét (Ahlemeyer et al, 1999). Auch an retinalen Zellen der Ratte
konnten die antiapoptotischen / zellprotektiven Eigenschaften des Ginkgo biloba belegt
werden. Lichtinduzierte neuronale Degeneration in der Retina konnte durch Vorbehandlung
von Ratten mit EGb 761 verhindert werden. Die Zahl der apoptotischen Nuclei nahm in der
mit EGb 761 behandelten Gruppe signifikant ab (Ranchon et al, 2001).

Eine ex vivo-Studie von Schindowski et al. (Schindowski et al, 2001) zeigt, da3 eine
Behandlung von Mausen (100 mg/kg KG p.o.) Uber zwei Wochen T-Lymphozyten aus der
Milz vor D-Ribose-induzierter Apoptose zu schiitzen vermag (insbesondere T-Zellen von

alteren Méausen).

Basierend auf den beschriebenen antiapoptotischen Eigenschaften des Ginkgo biloba kann
man sich in vitro-Versuchansétze denken, in denen diese Effekte in Apoptose-Assays an
verschiedenen Zellarten und —systemen quantifiziert werden. Vorausgesetzt diese Ansdtze
sind sensitiv genug und haben etwas mit der Wirksamkeit von Ginkgo biloba zu tun (z.B.
Korrelation mit Plasmaspiegeln), lassen sich daraus eventuell pharmakodynamische Modelle

entwickeln.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Vergleich der  pharmazeutischen  Qualitat  Ginkgo  biloba-haltiger

Fertigpraparate

2.1.1.1 Gerédte und Materialien

Autosampler, Typ Jasco AS-950 Intelligent Sampler, Firma Jasco, D-64823 Grof3umstadt
Bidestillationsanlage, Typ Destamat Bi 18E, Firma Heraeus Quarzglas,

D-63801 Kleinostheim

Brechungsindex-Detektor, Typ Jasco RI-930 Intelligent Rl Detector, Firma Jasco,
D-64823 Grof3umstadt

Chromatogramm-Auswertesoftware, Borwin V1.21.60, Firma JMBS Developements,
Grenoble

Einmal-Untersuchungshandschuhe, Latex, Firma Ansell GmbH, D-81829 Miinchen
Filterhalter Selectron® aus Polysulfon fiir Spritzen, Schleicher und Schiill, Firma Merck
Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Ganzglas-Spritze, Luer-Lock-Metallkonus, Poulten Graf, Firma Merck Eurolab GmbH,
D-60487 Frankfurt

Glasfaser-Mikrofilter, Typ GF/D 25mm, Whatman, Firma Merck Eurolab GmbH,
D-60487 Frankfurt

Gradienten-Mischer, Typ Jasco LG-980-02 Ternary Gradient Unit, Firma Jasco,

D-64823 Grof3umstadt

HPLC-Pumpe, Typ Jasco PU-980 Intelligent HPL C-Pump, Firma Jasco,

D-64823 Grof3umstadt

Hydrolyseréhrchen (Spezialanfertigung) mit Deckel, Firma Schott, D-55122 Mainz

M ehrfach-Magnetrthrer, Typ Poly 15, H + P Labortechnik, Firma Merck Eurolab GmbH,
D-60487 Frankfurt

Online-Entgasungsgerét, Typ Jasco DG-1580-53 3-Line Degasser, Firma Jasco,

D-64823 Grof3umstadt

pH-Meter, Typ CG 825, Firma Schott, D-65719 Hofheim

PP-Rohrchen 15 ml und 50 ml, Cellstar®, Firma Greiner Labortechnik, D-72636
Frickenhausen

Prazisionskiivetten aus Quarzglas Suprasil®, Typ 109.000-QS, Schichtdicke 10mm, Hellma,
Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Rotationsverdampfer, Firma Vacuubrand, D-6980 Wertheim

Saulenthermostat, Typ BF 0-04 1smosf, Firma W.O. Electronics, A-2103 Langenzersdorf
Schittler, Typ REAX 2000, Heidolph, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Ultraschallbad, Typ Sonorex Super RK 510 H, Bandelin, Firma Merck Eurolab GmbH,
D-60487 Frankfurt
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UV-Detektor, Typ Jasco UV-975 Intelligent UV/VIS Detector, Firma Jasco,

D-64823 Grof3umstadt

UV/VI1S-Photometer, Typ U-2000 Spectrophotometer, Firma Hitachi, D-40547 Dusseldorf
VerschluRfolie Parafilm® M, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Vollpipetten, 0,5; 1; 2; 2,5; 3; 4; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 50 ml, Blaubrand®, Brand, Firma
Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Waage, Typ Mettler AT 261 DeltaRange®, Firma Mettler-Toledo, D-35396 GieRRen
Wasserbad, Typ Thermomix 1441, Firma B.Braun-Melsungen, D-40595 Dusseldorf
Wasserbad, Typ 1003, GFL, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Wirkstoff-Freigabe-Prifgerét, Typ Pharma Test PTW S, Firma Pharmatest Apparatebau,
D-63512 Hainburg

Zentrifuge, Typ GS-6R Centrifuge, Firma Beckman, D-47807 Krefeld

2.1.1.2 Chemikalien

Acetonitril, Roti®solv HPLC, Firma Roth, D-76185 Karlsruhe

Amentoflavon, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Benzylalkohol, Arbeitsstandard, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Bilobalid, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Bilobetin, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe
Citronensaure-Monohydrat, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Eisessig, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Ethylacetat, LiChrosolv®, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Extrelut®NT 20, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Ginkgetin, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Ginkgolid A, B und C, Referenzsubstanzen, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe
Ginkgolsauren, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Ginkgo biloba-Standardextrakt EGb 761, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

| soginkgetin, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

|sopropanol, LiChrosolv® Gradient Grade, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
K dmpferol, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
M ethanol, Rotisolv® HPLC Gradient Grade, Firma Roth, D-76185 Karlsruhe
Natriumacetat-Trihydrat, zur Analyse, FirmaMerck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Natriummonohydrogenphosphat-Dihydrat, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH,
D-60487 Frankfurt

Ortho-Phosphorsaure 85%, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Quercetin-Dihydrat, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Rutin (Quercetin-3- rutinosid), Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe
Salzsdure rauchend 37%, reinst, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Sciadopytisin, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Ultraschall-Bad, Sonorex, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

W asser, bidestilliert
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2.1.1.3 Amerikanische Ginkgo biloba-haltige Fertigpraparate

Die Pragparate wurden aus verschiedenen Laden in den USA rekrutiert, mit der Absicht, den

Markt moglichst reprasentativ und randomisiert abzubilden. Folgende Prdparate standen fur

die Untersuchungen zur Verfligung:

Nr. Hersteller/Vertreiber Praparatename Chargen-Nr.
1 Albertsons Ginkgo Biloba 7E01703
> Baver One aday 8E03056
& Memory & Concentration 8E03057
3 Celestial Seasonings Ginkgo Biloba 010403A
. Target
4 Dayton Hudson Corporation Ginkgo Biloba 8D05413
5 Fields of Nature Ginkgo Biloba 4801791
6 General Nutrition Corporation NELE B 71047
PO Ginkgo Biloba
7 Health Care Naturals Ginkgo Extract 802241P
. Your Life 8E01499
¢ |lensr e Ree ves Ginkgo Biloba 8E01516
9 Nature Made Nutritional Products Ginkgo Biloba HJ12478
10  Nature's Bounty Ginkgo Biloba 4136812
. Nature’s Resource
11  Nature's Resource Products Ginkgo Biloba IF13085
808169
, . 902527
12 Nature's Way Products Ginkgold 908415
908416
Spring Valley
13  NaturPharma Ginkgo Biloba 8C04774
Spring Valley
14  NaturPharma Ginkgo Extract 801051A
. . 70564
15  Now Foods Now Ginkgo Biloba 24678P1
610004
16  Pharmanex BioGinkgo 24/6 610025

610053
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610040
17  Pharmanex BioGinkgo Extra Strength 27/7 610059
AH25391
62374
- _ _ 8A03130
19 RiteAid Ginkgo Biloba 8D03390
8E05528
Sundown Herbals 4144
Sundown Vitamins Ginkgo Biloba 6223

Trader Darwin’s
Trader Joe's Ginkgo Biloba 2794-38

Warner-Lambert Quanterra 8F5010

27  Whole Foods Market Ginkgo Biloba T4676E04
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2.1.2 Invitro-Versuche an verschiedenen Zellkultursystemen
2.1.2.1 Gerédte und Materialien

Analysis computer Power Macintosh 7600/132, Firma Apple Macintosh, Cupertino,
California

CellQuest™ analysis software, Firma Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg
COz-Inkubatoren Heraeus, Typ BB 6220, Firma Heraeus Instruments GmbH, D-63450 Hanau
Deckglaser fur Haemacytometer, Superior, Firma Merck Eurolab GmbH, 60487 Frankfurt
Einmal-Untersuchungshandschuhe, Latex, Firma Ansell GmbH, D-81829 Minchen
EL1SA-Reader Digiscan G 010150 D, Firma Asys Hitech GmbH, A-5301 Eugendorf

FACS Calibur™, Fuorescence activated cell sorter, Firma Becton Dickinson,

D-69126 Heidelberg

FACSComp™ software, Firma Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg

I nverses Mikroskop, Modell TMS, Typ 104, Nikon, Japan

Jurkat-Zelllinie

K ulturschalen Corning® 25 cm?, Polystyren (tissue culture treated), Firma Dunn Labortechnik
GmbH, D-53567 Asbach

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank, Firma Heraeus Instruments GmbH, D-63450 Hanau
Mikrotiterplatten IWAKI, 96 well mit flachem Boden, Firma Dunn Labortechnik GmbH,
D-53567 Asbach

MikroWIN Vers. 3.0, Auswertesoftware, Mikrotek Laborsysteme GmbH, D-51491 Overath
Monovette®, NH4-Heparin 9 ml, Firma Sarstedt, D-51588 Niimbrecht

Multifly® Kanillen-Set 21G, 0,8 mm, Schlauch 30 cm, Firma Sarstedt, D-51588 Niimbrecht
Multipette® plus 4981, Eppendorf, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Neubauer Zahlkammer Superior, FirmaMerck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

PBML (peripheral blood mononuclear lymphocytes), human

PC-12 Zelllinie

Pipettierhelfer, pipetus®-akku, Hirschmann, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Plastibrand® Tip-Rack, 5— 300 pl, Brand, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Pipetten Modelle Pipetman 10, 20, 200, 1000 und 5000 pl, Firma Abimed,

D-40764 Langenfeld

Pipette mit Spitze,5, 10 und 25 ml, einzeln verpackt, Firma Greiner Labortechnik,

D-72636 Frickenhausen

Platte fir Suspensionskultur, U-Form, steril, Abdeckplatte, Firma Greiner Labortechnik,
D-72636 Frickenhausen

PP-Rohrchen 15 ml und 50 ml, Cellstar®, Firma Greiner Labortechnik,

D-72636 Frickenhausen

Schiittler, Typ REAX 2000, Heidolph, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Transferpette®-8, 10 - 100 pl, Brand, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Transferpette®-8, 30 - 300 pl, Brand, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Waage, Typ Mettler AT 261 DeltaRange®, Firma Mettler-Toledo, D-35396 Giefen
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2.1.2.2 Chemikalien

7-Aminoactinomycin D (7-AAD), Firma Moleculare Probes, Leiden, Niederlande
Beta-Amyloid AR 2535, Firma Bachem Biochemica GmbH, D-69126 Heidelberg

Bilobalid, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

CellWash®, Firma Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg

Cell Proliferation Kit I (MTT), Boehringer Mannheim, Firma Roche Diagnostics,

D-68305 Mannheim

Desoxy-D-Ribose, Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-89552 Steinheim
Dimethylsulfoxid, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Dimethylformamid, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Dulbecco’s Mem with Glutamax-1, with 4500 mg/l Glucose, with Pyridoxine, without sodium
pyruvate, GibcoBRL, Firma Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe

Ficoll separating solution Seromed®, Firma Biochrom KG, D-12247 Berlin

Fotales Rinderserum, GibcoBRL, Firma Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe
Ginkgo-biloba-Standardextrakt EGb 761, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Ginkgolid A, B und C, Referenzsubstanzen, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

K a@mpferol, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

PBS, Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline, GibcoBRL, Firma Life Technologies GmbH,
D-76131 Karlsruhe

Propidium-lodid, Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-89552 Steinheim

RPMI 1640 Medium mit Glutamax-I, with 25MM HEPES, GibcoBRL, Firma Life
Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe

Quercetin-Dihydrat, Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Rutin (Quercetin-3- rutinosid), Referenzsubstanz, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

SDS (sodium dodecylsulfate) 4x, Firma Gerbu Biotechnik GmbH, D-69251 Gaiberg
Staurosporin, Firma ALEXIS DEUTSCHLAND GmbH, D-35305 Griinberg

Tetrahydrofuran, LiChrosolv®, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Trinatriumcitrat-Dihydrat, zur Analyse, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Triton-X-100, Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-89552 Steinheim

Trypan-Blau 0,4%, GibcoBRL, Firma Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe

W asser, bidestilliert

2.1.2.3 Spezielle Ginkgo-biloba-Extraktfraktionen

Die Extraktfraktionen 1-7 (s. Tab. 3) wurden durch Extraktion mit walirig-ethanolischen
Losungsmitteln verschiedener Mischungsverhéltnisse hergestellt. 50 g EGb 761 Ch. Nr. 1986
wurden auf 7 | DIAION HP 20 (131 x 8 cm) getrennt und jeweils mit 25 | Losungsmittel
eluiert. Jede Fraktion wurde Uber den Gehalt an Terpenlaktonen und die Anwesenheit von

Flavonglykosiden charakterisiert.
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Tab. 3: Charakteriserung der Extraktfraktionen 1 -7

Terpenlaktone  Nachwels
(Massen-% der von
jew. Fraktion) Flavonen

Menge

Elutionsmittel Fraktion Nr. Menge (g) (M assen-%)

Wasser 1 3,80 81 0 nein
5 % EtOH 2 5,52 11,7 0 nein
10 % EtOH 3 3,00 6,4 0 nein
20 % EtOH 4 3,04 6,4 0 nein
40 % EtOH 5 24,35 51,6 9 ja
50 % EtOH 6 5,86 12,4 4 ja
96 % EtOH 7 1,63 35 0 nein

Summe 47,2 100,0
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2.1.3 Bioverfugbarkeitsstudie zweier amerikanischer Ginkgo biloba-Praparate

2.1.3.1 Gerate und Materialien

Gefrierschrank Sanyo, MDF-U5186 S

Gefriertruhe GTS 3163

K thlzentrifuge Universal 32 R, Hettich

Kihlschrank Alaska KS 12550

M onovette®, NH,-Heparin 9 ml, Firma Sarstedt, D-51588 Niimbrecht

Pasteur-Pipetten, 1,0 und 3,0 ml, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Pipetten Modelle Pipetman 10, 20, 200, 1000 und 5000 pl, Firma Abimed,

D-40764 Langenfeld

Pipette Eppendorf Varipette Typ Research 3110, 500 — 5000 pul, Firma Merck Eurolab GmbH,
D-60487 Frankfurt

Pipettenspitzen, 2 — 200 pl, 100 — 1000 pl, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Plasmarohrchen, Polypropylen, 13 ml, Firma Sarstedt, D-51588 Numbrecht

Schittler, Vortex-Genie, Firma Bender-Hobein, D-Bruchsal

Ultraschall-Bad, Sonorex, Bandelin, Firma Merck Eurolab, D-60487 Frankfurt
Vakuum-Konzentrator, Alpha-RV C, Firma Christ, D-37520 Osterode am Harz

Waage, Mettler AT20, Firma Mettler-Toledo, D-35396 Gief3en

2.1.3.2 Chemikalien

Bilobalid, Wo 106, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

BSTFA (N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoracetamide), Pierce, Rockford, USA
1-Ethoxy-Ginkgolid B, BN 50585, Wo 148, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe
Ethylacetat, p.a., FirmaMerck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Ginkgolid A, Bz 116, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Ginkgolid B, Bz 117, Firma Schwabe, D-76227 Karlsruhe

Humanplasma, DRK, D-76530 Baden-Baden

M ethanol, p.a., Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Oasis HLB Sorbens, 30 mg, Firma Waters, D-65760 Eschborn
Phosphorsaure 85 %, p. a, FirmaMerck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Salzsdure, conc., p.a.,, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt
Salzsdure 1 N, Firma Merck Eurolab GmbH, D-60487 Frankfurt

Wasser, demineralisiert, Milli-Q plus, Millipore, Milford, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Vergleich der  pharmazeutischen  Qualitat  Ginkgo  biloba-haltiger

Fertigpraparate

2.2.1.1 Gleichformigkeit einzeldosierter Arzneiformen

Zur Uberprifung der Gleichformigkeit einzeldosierter Arzneiformen kann die massebezogene
oder wirkstoffbezogene Dosierungsgenauigkeit bestimmt werden. Bei dem heutigen Stand der
Technik ist in der Regel die Annahme gerechtfertigt, dal3 der Wirkstoffanteil in der Grundlage
weitgehend homogen verteilt vorliegt. Dennoch sind im allgemeinen die Schwankungen des
Wirkstoffgehaltes groRer as die der Einzelmasse. So liegt bei grof3en Masseschwankungen

immer der Verdacht einer Entmischung wahrend der Verarbeitung nahe.

2.2.1.1.1 Gleichformigkeit der Masse einzeldosierter Arzneiformen nach Européaischem
Arzneibuch EUAB 1997 bzw. nach USP 24

Nach EUAB wurden 20 zuféllig nach dem Stichprobenverfahren entnommene Einheiten oder
- bel Zubereitungen in Einzeldosisbehdltnissen - der Inhalt von 20 Behdltnissen einzeln
gewogen und deren Durchschnittsmasse errechnet. Bei hdchstens 2 der 20 Einheiten durfte
die Einzelmasse um einen htheren Prozentsatz, als in der Tab. 4 angegeben ist, von der
Durchschnittsmasse abweichen, jedoch durfte bei keiner Einheit die Masse um mehr als das
Doppelte dieses Prozentsatzes abweichen. Bei Kapseln wurde wie folgt verfahren: Eine
Kapsel wurde gewogen. Ohne Bruchstticke der Kapselhiille zu verlieren, wurde die Kapsel
gedffnet und ihr Inhalt moglichst vollstandig entleert. Bei Weichgelatinekapseln wurde die
Kapselhiille mit Ather oder einem anderen geeigneten Lésungsmittel gewaschen und so lange
an der Luft stehengelassen, bis der Geruch des Losungsmittels nicht mehr wahrnehmbar war.
Die Kapselhille wurde gewogen und die Masse des Inhalts als Differenz beider Wagungen
errechnet. Mit weiteren 19 Kapseln wurde in gleicher Weise verfahren.
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Tab. 4: Hochstzulassige Abwel chungen von der Durchschnittsmasse in Prozent nach EUAB

Hochstzulassige

Arznaiform Durchsr.:h.nlttsmasse in Abwelchu_ng von de_r
Milligramm Durchschnittsmassein
Prozent
80 oder weniger 10
Nichtlberzogene Tabletten,  mehr als 80 und 7.5
Filmtabletten weniger als 250
250 und mehr 5
Kapseln, .
_ weniger als 300 10
nichttiberzogene
300 und mehr 7,5

Granulate und Pulver

Vergleicht man die Kriterien fur die Gleichférmigkeit der Masse nach EUAB mit denen der
USP 24 (Weight variation of nutritional supplements), so sind die Vorgaben nach EUAB
stringenter. Die Ergebnisse der Wagungen wurden auch nach den Vorschriften der USP 24
analysiert.

2.2.1.1.2 Gleichformigkeit des Gehaltes

% Fingerprint-Untersuchung des Musters von Ginkgoflavonglykosiden und anderen
Inhaltsstoffen mit Hilfe der HPLC

Vor der Gehaltsbestimmung einzelner Inhaltsstoffgruppen - als weiteres Kriterium der
pharmazeutischen Qualitdt eines Arzneimittels — wurde ein grobes Screening des
Inhaltsstoffmusters  der  einzelnen  Fertigpraparate  durchgeftihrt. Fingerprint-
chromatographische Verfahren bieten eine Charakterisierung der gesamten Bandbreite der
Extraktbestandteile hinsichtlich der physikochemischen Eigenschaften wie Lipophilie und
MolekulgroRe, da hierbei durch eine Gradientenelution der gesamte Polaritdtsbereich
abgedeckt wird.

Es wurden jeweils 80 mg Extrakt entsprechende Mengen an zermorserter Tabletten- bzw.
Kapselmasse (n=2) in Zentrifugenglaser mit Schraubverschlufd eingewogen, anschlief3end je
viermal mit 6 ml Methanol fur 10 min auf einem Mehrfach-Magnetrihrer ausgertihrt und
nach Zentrifugation bei 4500 rpm (2054 g) fir 10 min die Uberstande in einem 25,0 m
Mef3kolben gesammelt. Mit Methanol wurde dann auf 25,0 ml aufgefillt und diese L6sung
mit Hilfe der HPLC analysiert. Als Referenz wurde eine Eichgerade (Sechs-Punkt-Eichung)
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mit einer LAsung Rutin in Methanol fur die Bestimmung der Flavonglykoside, Amentoflavon
in Methanol fir die Bestimmung der Biflavone und Ginkgolsduren in Methanol fur die

Bestimmung der Ginkgolséuren aufgenommen.

Als Qualitatskontrolle diente Ginkgo biloba-Standardextrakt EGb 761 (n = 1), der wie die
Proben aufbereitet wurde und dessen Gehalt an Flavonglykosiden, Biflavonen und

Ginkgolsauren bekannt ist.

Die Chromatographie wurde durchgeftihrt mit

e einer Saule von 0,125 m Lange und 4,0 mm innerem Durchmesser, gepackt mit
octadecylsilyliertem Kieselgel zur Chromatographie (5 pum),

e einem Gradientenprogramm mit Eluens A und B bei einer DurchfluRrate von 1,2 ml je
Minute:
Eluens A (Wasser 99 VT, Acetonitril 1 VT, Phosphorsaure 85% 0,3 VT)
Eluens B (Acetonitril 100 VT, Phosphorsaure 85% 0,3 VT),

Zeit EluensA EluensB
5min 100 % 0%
50 min 60 % 40 %
45 min 1% 99 %
15 min 100 % 0%

e einem Spektrophotometer als Detektor bei zwei Wellenlangen:
- 360 nm fur die Bestimmung der Flavonglykoside und Biflavone und
- 211 nm fur die Bestimmung der Ginkgolsiuren und

e einer 20-ul-Probenschleife.

Das Gleichgewicht der Saule wurde mit der mobilen Phase bei einer Durchflul3rate von 1,0 ml
je Minute etwa 30 min lang eingestellt. 20 pl Referenz- bzw. Probenldsung wurden aufgrund
der langen Laufzeit jeweils nur einmal analysiert.

Im Rahmen der Auswertung der Flavonglykoside wurde die gesamte Flache des Bereiches der
Flavonglykoside (nicht getrennte Peaks / Gebirge, s. Abb. 2) ermittelt und auf die Rutin-
Eichgerade bezogen. Die Flachen der einzelnen Peaks Amentoflavon, Bilobetin, Ginkgetin,
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Isoginkgetin und Sciadopytisin wurden ermittelt und als Biflavone auf die Amentoflavon-
Eichgerade bezogen. Genauso wurde mit den Ginkgolsauren verfahren. Abb. 2 zeigt

exemplarisch ein Fingerprint-Chromatogramm.

uv Flavonglykoside

Ginkgolsre2

1.5E+05 Ginkgolsrel

1.0E+05 Isoginkgetin
Sciadopyt.

5.0E+04

0.0E+00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 [min]

Abb. 2: Fingerprint eines Ginkgo biloba-haltigen Préparates, UV-Detektion 211 nm. Aufgetragen ist die
Retentionszeit (x-Achse) gegen die Intensitét des Detektorsignals gemessen in pV (y-Achse).

Bel anfanglich sehr polarem Fliel3mittel eluiert man zuerst die Flavonoide/Flavonglykoside
(Strukturformeln s. Abb. 3 und 4), dann die Biflavone (Strukturformeln s. Abb. 5) und
schliefdlich bei lipophilerem Flie3mittel die Ginkgolsduren (ciss und trans-Form)
(Strukturformel s. Abb. 6). Die Flavonoide und Terpenlaktone sind relativ lipophil und nur
wasserloslich  aufgrund des Vorhandenseins anderer Substanzen im Extrakt, die
I6sungsvermittelnd wirken. Diese lipophilen Eigenschaften der pharmakologisch relevanten
Inhaltsstoffe ist wichtig fur ihre Affinitét zu biologischen Membranen und letztendlich zur

Uberwindung biologischer Barrieren.
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oH OH g OH

R=H: Kaempferol-3-o0-(6'"-trans-p-coumaroyl-4"-glucosyl)rhamnoside
R = OH: Quercetin-3-0-(6""-trans-p-coumaroyl-4”-glucosyl)rhamnoside

Abb. 3: Strukturformeln zweier Cumarylester von Flavonol diglykosiden aus EGb 761

R R R2
OH
@ Kaempferol H H
HO OI e Quercetin OH H
Cc .
™ on Isorhamnetin OCH, H
oH O Myricetin OH OH

Abb. 4: Strukturformel des Flavonolgrundgerlst

Ry R, R,
Sciadopitysin CH, CH, CH,
Ginkgetin CH, CH, H
Isoginkgetin CH, H CH;3
Bilobetin CH; H H
Amentoflavon H H H

Abb. 5; Strukturformeln der Biflavone
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OH

OH

Abb. 6: Strukturformel der Ginkgolsaure

% Gehaltsbestimmung der Flavonoide mit Hilfe der HPLC

Eine der pharmakologisch wichtigsten Inhaltsstoffgruppen im Ginkgo biloba-Blétterextrakt ist
die der Flavonglykoside, der antioxidative Eigenschaften zugesprochen werden. Der Gehalt
an Flavonglykosiden wurde nach einer Methode aus der DAB 2000-Monographie
»Eingestellter Ginkgotrockenextrakt”, die als EUAB-V orschrift vorgeschlagen ist, bestimmt.

40 mg Extrakt entsprechende Mengen an Tabletten- bzw. Kapselmasse (n = 3) wurden in
einem 25-ml-Mef3kolben mit 10 ml Methanol versetzt. Nach Zusatz von 7,5 ml Salzsdure 7%
und 2,5 ml destilliertem Wasser wurde nach dem Abkihlen mit Methanol zu 25,0 ml
verdunnt. 10 ml dieser Ldsung wurden filtriert und in einem 10-ml-Braunglasflaschen, das
gegen Glasbruch mit Kunststoff beschichtet und mit Hilfe eines Schraubdeckels mit
eingelegter Butylkautschuk-Membran dicht verschlossen war, 25 min lang im kochenden
Wasserbad hydrolysiert. Anschlief3end wurde auf 20°C abgekuhlt, und diese Lésung zur
Messung in der HPLC verwendet.

Als Referenz wurde eine Eichgerade (6-Punkt-Eichung) von einer Lésung Quercetindihydrat
in Methanol (60 VT)/Salzsdure 7% (30 VT)/Wasser (10 VT) aufgenommen. Als
Qualitatskontrolle wurde fir jeden einzelnen Versuchstag der Ginkgo-Standardextrakt EGb
761 (n=3) mitlaufen gelassen, der wie die Proben hydrolysiert wurde und dessen Gehalt
bekannt ist.

Die Chromatographie wurde durchgefiihrt mit

e einer Saule von 0,125 m Lénge und 4,0 mm innerem Durchmesser, gepackt mit
octadecylsilyliertem Kieselgel zur Chromatographie (5um),

e einer Mischung von 5 Volumenteilen I sopropylalkohol, 47 VVolumenteilen Acetonitril und
100 Volumenteilen einer Losung von 6 g/l Citronensaure als mobile Phase bei einer
Durchflu3rate von 1,0 ml je Minute,
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e einem Spektrophotometer als Detektor bei einer Wellenléange von 370 nm und
e einer 10-ul-Probenschleife.

Das Gleichgewicht der Saule wurde mit der mobilen Phase bei einer Durchflul3rate von 1,0 ml
je Minute etwa 30 min lang eingestellt. 10 ul Referenz- bzw. Probenlésung wurden je

zweimal eingespritzt.

Zur Auswertung wurden die Flachen des Quercetin- (tr etwa 4 min), des Kampferol- (tr etwa
6,4 min) und des Isorhamnetin-Peaks (tr etwa 6,4 — 7 min) addiert und in die
Geradengleichung eingesetzt, die Uber die Eichung mit Quercetindihydrat erhalten wurde.
Dieser Wert wurde mit dem Faktor 2,514 multipliziert (wegen der Umrechnung in
Flavonoidglykoside mit einer mittleren Molmasse von Mg = 756,7) und der Prozentgehalt an
Flavonoiden im Extrakt errechnet, indem auf 100 mg Extrakt hochgerechnet wurde
(eingesetzt wurden nur 40 mg Extrakt entsprechende Mengen an Tabletten- bzw.
Kapselmasse).

Wie in Abb. 7 zu erkennen ist, liegen der Kémpferol- und Isorhamnetin-Peak aufgrund fast
gleicher Polaritét Ubereinander, so dal3 sie nicht getrennt integriert werden kdnnen. Da die
Summe der Fléchen der drel Peaks zur Berechnung herangezogen wird, spielt die
Peakiiberlagerung hier keine Rolle.
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1\
8.0E+04 —
Quercetin

6.0E+04 |

Kampferol & Isorhamnetin

4.0E+04

2.0E+04 —

0.0E+00 |

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 [min]

Abb. 7: Typisches Chromatogramm eines hydrolysierten EGb 761-Extraktes, UV-Detektion 370 nm

% Gehaltshestimmung der Terpenlaktone mit Hilfe der HPLC nach der Monographie
»Eingestellter Ginkgotrockenextrakt* aus dem DAB 2000

Als weitere pharmakologisch wichtige Inhaltsstoffgruppe der Ginkgo-biloba-Bléatterextrakte

wurden auch die Terpenlaktone der einzelnen Praparate nach einer Methode der Monographie

»Eingestellter Ginkgotrockenextrakt* aus dem DAB 2000 quantifiziert.

80,0 mg Extrakt entsprechende Mengen an Tabletten- bzw. Kapselmasse (n = 3) wurden in
einem 25-ml-Becherglas in 10 ml Phosphat-Pufferlosung pH 5,8 unter Rihren (20 min)
gelost. Die Losung wurde unter zweimaligem Nachwaschen mit je 5 ml Phosphat-
Pufferlésung pH 5,8 auf ein Chromatographierohr, das mit Extrelut NT 20 (Kieselgur-
Material) geflllt wurde, aufgegeben. Nach 15-minttigem Stehenlassen wurde mit 100 ml
Ethylacetat eluiert. Das Eluat wurde bei etwa 4 kPa im Wasserbad von 50 °C zur Trockne
eingeengt. Der Rest des Losungsmittels wurde bei Raumtemperatur im Luftstrom entfernt,

und der Rickstand in 2,5 ml mobiler Phase gelost.

Als Referenz wurde eine Eichgerade (Sechs-Punkt-Eichung) mit Benzylalkohol, geldst in
mobiler Phase, vermessen. Als Qualitétskontrolle wurde fir jeden einzelnen Versuchstag der
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Ginkgo-Standardextrakt EGb 761 (n = 3) mitlaufen gelassen, der wie die Proben aufbereitet
wurde und dessen Gehalt bekannt ist.

Die Chromatographie wurde durchgefihrt mit

e einer Saule von 0,250 m Lange und 4,0 mm innerem Durchmesser, gepackt mit
octylsilyliertem Kieselgel zur Chromatographie (5 pm),

e einer Mischung von 10 Volumenteilen Tetrahydrofuran, 20 Volumenteilen M ethanol
und 75 Volumenteilen Wasser als mobile Phase bei einer Durchflul3rate von 1,0 ml je
Minute,

e einem Differenzialrefraktometer als Detektor bei einer Temperatur von 35°C und

e einer 100-pl-Probenschleife.

Das Gleichgewicht der Saule wurde mit der mobilen Phase bei einer Durchflul3rate von 1,0 ml
je Minute etwa 12 h lang eingestellt. 100 pl Referenz- und Probenlésung wurden je zweimal
eingespritzt.

Die chromatographischen Bedingungen wurden so gewahlt, dal3 die Retentionszeit des
Benzylalkohols zwischen 5 und 12 min lag (Anteil an Methanol in mobiler Phase &ndern, falls
erforderlich).

Abb. 8 zeigt ein typisches Chromatogramm eines EGb 761 enthaltenden Fertigpraparates mit
den einzelnen Peaks Ginkgolid C, Bilobalid, Ginkgolid A und Ginkgolid B, deren
Strukturformeln in Abb. 9 wiedergegeben sind.
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uv
8.0E+04

Bilobalid

6.0E+04

4.0E+04
Ginkgolid C

Ginkgolid A

2.0E+04

Ginkgolid B

0.0E+00

10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 [min]

Abb. 8: Typisches Chromatogramm der Terpenlaktone eines EGb 761 enthaltenden Praparates,
Brechungsindexdetektor

Der Prozentgehalt an Terpenlaktonen errechnete sich als Summe der einzelnen Prozentgehalte
an Bilobalid, Ginkgolid A, Ginkgolid B und Ginkgolid C. Die einzelnen Peakflachen der
Terpenlaktone wurden jeweils in die Geradengleichung eingesetzt, die man durch die Eichung
mit Benzylalkohol ermittelt hatte. Das Ergebnis wurde mit dem entsprechenden
Umrechnungsfaktor multipliziert (wegen des Bezugs auf Benzylalkohol) und auf 100 mg
Extrakt hochgerechnet, um den prozentualen Gehalt bezogen auf den Extrakt zu erhalten.

Die entsprechenden Flachenumrechnungsfaktoren sind nachfolgend angegeben:
Bilobalid 1,20
Ginkgolid A 1,22
GinkgolidB 1,19
GinkgolidC 1,27
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OH

o== 0
pavee® " C(CHg)y

Bilopalide
R} R2 R3 R4
Ginkgolide A (GA): H OH H OH
Ginkgolide B (GB): H OH OH OH
Ginkgolide C (GC):  OH OH OH OH
Ginkgolide | {G)): OH OH H OH
Ginkgolide M (GM): OH H OH OH

Abb. 9: Strukturformeln der Terpenlaktone

2.2.1.2 Wirkstofffreisetzung aus festen Arzneiformen in vitro nach amerikanischem
Arzneibuch (The United States Pharmacopeia USP 23)

Im Rahmen des Vergleiches der pharmazeutischen Qualitdt verschiedener amerikanischer
Ginkgo biloba-Fertigpraparate wurde eine Auswahl auf ihr Freisetzungsverhalten in vitro
getestet. Die verwendete Freisetzungsapparatur wurde nach den Vorschriften der USP 23 mit
Hilfe von Referenztabletten/-substanzen validiert.
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Als Freisetzungsbedingungen wurden gewahit:

e Dissolutionsmedium: 900 ml 0,1 N HCI pH = 1, bzw. 900 ml Acetatpuffer pH = 4,5
e Temperatur: 37°C £ 0,5°C

e Umdrehungsgeschwindigkeit: 100 U/min

e Zeitpunkte der Probennahme: 15 min, 30 min und 60 min

e Probenvolumina: 30 ml

Zur Herstellung des Acetatpuffers pH = 4,5 wurden 2,99 g Natriumacetat-Trihydrat und
1,66 g Eisessig gelost in 1000 ml Wasser. Tabletten wurden in einer Blattrihrer-Apparatur
(paddle) freigesetzt. Kapseln wurden sowohl in einer Drehkorbchen-Apparatur (basket) als
auch - wegen der Vergleichbarkeit mit Freisetzungsdaten von Tabletten - in einer Blattrihrer-

Apparatur (paddle) mit Beschwerung durch 1-2 Windungen L6tzinn freigesetzt.

10 ml der gezogenen Probenvolumina wurden durch Glasfaser-Filter (Whatman® Glass
Micorfibre Filters GF/D) filtriert und zur Bestimmung der prozentualen Freisetzung an
Flavonglykosiden verwendet. Entnommene Probenvolumina wurden durch temperiertes
Dissolutionsmedium ersetzt. Als Referenz (definitionsgemald 100% Freisetzung) diente eine
Losung in 0,1 N HCI bzw. Acetatpuffer von zermorserter Tabletten- bzw. Kapselmasse von
der jeweils freigesetzten Charge. Sowohl Proben als auch Referenzlésungen wurden im

Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 360 nm je zweifach vermessen.

Zur Bestimmung der Freisetzung von Terpenlaktonen per HPLC wurden die restlichen 20 ml
Probe aufgearbeitet wie im Methodenteil ,Gehaltsbestimmung der Terpenlaktone"
beschrieben. Allerdings wurde der Rickstand nach dem Einrotieren in nur 1,0 ml mobiler
Phase aufgenommen. Auch hier diente als Referenz (100 % Freisetzung) eine Losung in 0,1 N
HCl bzw. Acetatpuffer von zermorserter Tabletten- bzw. Kapselmasse der jewells
freigesetzten Charge.
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2.2.2 Invitro-Versuche an verschiedenen Zellkultur systemen

Nachfolgend werden Methoden und Zellinien beschrieben, die in in vitro-Experimenten

eingesetzt wurden.

2.2.2.1 Kultivierung von Zellen

Alle Arbeiten mit den hier verwendeten Zellen bzw. Zelllinien wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt. Die Zellen wurden bei 37 °C, 94 % L uftfeuchtigkeit und 5 % CO,
in sterilen Gewebekulturschalen und -flaschen inkubiert. Die geeigneten Kulturmedien fur die
jeweiligen Zelltypen sind in der Beschreibung der einzelnen Zellarten genannt. Zum Waschen
der Zellen diente im allgemeinen PBS (Phophate Buffered Saline).

2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 ul Zellsuspension (aus einem definierten Volumen)
mit 90 ul Trypan-Blau 0,4 % vermischt und ein Aliquot in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt, indem das arithmetische Mittel aus mehreren Zahlquadraten gebildet wurde und
mit dem Kammerfaktor sowie der Verdinnung multipliziert wurde. Tote Zellen nehmen den
Farbstoff aufgrund ihrer gestdrten Membranfunktion irreversibel auf und kdnnen dadurch im
Lichtmikroskop identifiziert werden.

2.2.2.3 Verwendete Zellen

2.2.2.3.1 Periphere Blutlymphozyten (PBL)

PBL oder auch PBML (Peripheral Blood Mononuclear Lymphocytes) bestehen Uberwiegend
aus T-Zellen (60 — 70 %, Tréger der zellvermittelten Immunitét), B-Zellen (5 — 10 %, Tréger
der gpezifischen humoralen Immunitét und Vorlaufer der Plasmazellen), NK-Zellen
(natdrliche Killerzellen mit erworbener oder spontaner zytotoxischer Aktivitét, 5 — 10 %) und

Monozyten.

Zur Gewinnung von PBML wurde menschliches Vollblut mittels Multifly® Kaniilen aus der
Armvene in 9 ml NH4-Heparin-Monovetten (15 IlU Ammoniumheparin/ml Blut) entnommen -
je nach Zellbedarf bis zu zwei Monovetten. Nach der Abnahme war auf eine gute
Durchmischung des Blutes mit dem Heparin durch Rollen zwischen den Handinnenfléchen
oder vorsichtiges Schiitteln zu achten.
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Zur |solierung der PBML wurde in Anlehnung an das von Béyum (Boyum, 1968) entwickelte
klassische Trennverfahren eine Dichtegradientenzentrifugation durchgeftihrt. Der Inhalt der
Monovetten wurde unter sterilen Bedingungen (mikrobiologische Sicherheitswerkbank) in ein
50 ml Probenréhrchen gegeben. Das Vollblut wurde mit dem gleichen Volumen an 25° C
warmen PBS vermischt. In einem weiteren 50 ml Probenrohrchen wurden 20 ml
gebrauchsfertige Ficoll-Losung (Ficoll ist ein hydrophiles Saccharose-Polymer mit einer
Dichte von 1,077 g/ml) vorgelegt und mit 20 — 30 ml des Blut/PBS-Gemisches vorsichtig
Uberschichtet. Anschlief3end wurde bei 2000 rpm (913 g) und Raumtemperatur zentrifugiert.
Das Auslaufen der Zentrifuge erfolgte unter Ausschaltung der Bremsfunktion, um den
Dichtegradienten nicht zu zerstéren. Durch diese Dichtegradientenzentrifugation wurden die
mononukledren Blutzellen (Lymphozyten und Monozyten) von den Erythrozyten,
polymorphkernigen Leukozyten und Granulozyten getrennt. Die Leukozyten in der Interphase
(s. Abb. 10) (Reinheit: > 95% Lymphozyten, < 5% Monozyten) wurden mit einer sterilen
Pipette vorsichtig abgezogen und zweimal mit PBS gewaschen. Das kleine Zellpellet

wurde in wenig Kuluturmedium (RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Antibiotika-Mischung aus
Penicillin (10.000 1U/ml) + Streptomycin (10.000 1U/ml)) aufgenommen und in einer
Neubauer-Kammer ausgezadhlt. Im Rahmen von MTT-Experimenten wurden die Zellen in
Medium gehalten, welches nur 2 % Serum insgesamt enthielt, um durch hohe
Eigenabsorptionen des Mediums bedingte Stérungen der Messung zu vermeiden.
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gelbe Schicht (Plasma und Thrombozyten)

weil3er Ring (Lymphozyten und Monozyten)

durchsichtige Schicht (Ficoll)

weil3er Schleim (Granulozyten)

' dunkelrote Schicht (Erythrozyten)

Abb. 10: Lymphozyten-1solierung durch einen Ficoll-Gradienten im PP-Rdhrchen

2.2.2.3.2 Jurkat-Zellen

Jurkat-Zellen sind menschliche, tumurése T-Zellen aus Leukamie-Patienten. Sie wachsen
kontinuierlich in Suspension als monoklonale Kultur. Sie &neln in ihrer Morphologie
Lymphoblasten. Das Ubliche Nahrmedium ist RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Antibiotika-
Mischung (Penicillin (10.000 1U/ml) + Streptomycin (10.000 1U/ml)). Als Einfriermedium
eignet sich 90 % FCS + 10 % DMSO. Nach entsprechender Aktivierung (mit z. B.
Phorbolestern oder Calcium-lonophoren) ist mit einer 1L-2-Produktion zu rechnen, und eine

Ausdifferenzierung zu Lymphoblasten ist mdglich.

2.2.2.3.3 PC 12- Zellen (Phaeochromocytoma Cells)

PC 12-Zellen stammen urspringlich aus einem transplantierbaren Phéochromozytom
mannlicher Ratten. Sie wachsen in kleinen Clustern und adhérieren nur sehr schwach. Das
Anhaften kann durch Beschichtung der Kulturgefal3e mit Collagen verbessert werden.

PC 12-Zellen synthetisieren und speichern Catecholamine, wie Dopamin und Noradrenalin.
Des weiteren exprimieren sie NGF (Nerve Growth Factor)-Rezeptoren, so dal3 durch die
Zugabe von NGF die Zellen reversibel zur Umwandlung zu Zellen mit neuronalem Phanotyp
induziert werden kdnnen. Sie beginnen, sich durch NGF-Zugabe zu vervielfaltigen und bilden
varikose, sich verzweigende Fortsiize aus, wie es sympathische Nervenzellen in einer
Primérkultur tun. Aufgrund dieser Eigenschaften eignen sie sich als Modellsystem fir

neurobiologische und neurochemische Studien (Greene & Tischler, 1976).
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Zur Haltung in Kultur eignet sich DMEM-Medium, welches mit 10 % FCS, 5 % Pferdeserum
und 1% einer Antibiotika-Mischung aus Penicillin (10.000 [U/ml) und Streptomycin (10.000
[U/ml) versetzt ist. Zum Einfrieren wird normales Kulturmedium mit 5 % DM SO vermischt.
Fur Experimente im Rahmen des MTT-Assays wurden die Zellen in Medium Uberfihrt,
welches nur 2 % Gesamtserum enthielt, um hohe Eigenabsorptionen des Mediums und

dadurch bedingte Stérungen der photometrischen Messung zu vermeiden.

2.2.2.4 Quantifizierung der Viability (Lebendzellzahl) und Proliferation von Zellen in Kultur
Es sind einige Methoden zur Bestimmung der Viability und Proliferation in Zellkulturen
entwickelt worden. Die Mehrzahl der modernen Assays wird in einer Mikrotiterplatte
durchgefuhrt (96-well Platte). Diese Minimierung erlaubt einen raschen und simultanen
Probendurchsatz in grof3er Zahl. Aul3erdem reduziert das Arbeiten in 96-well Platten die
Menge benttigten Mediums, die Anzahl bendtigter Zellen und den Verbrauch an Plastikware.
Kolorimetrische Assays ermdglichen die Messung der Proben direkt in der 96-well Platte am
ELISA Platten-Reader.

2.2.2.4.1 Apoptosemessung durch Farbung mit Propidium-lodid

Propidium-lodid ist ein Fluorochrom, welches durch Interkalieren mit doppelstrangiger
DNA/RNA den gesamten DNA/RNA-Inhalt der Zelle abzubilden vermag. Durch r-
Elektronenverschiebung zwischen Pl und DNA/RNA-Basen verandert sich das
Emissionsmaximum des Farbstoffes. Der Farbstoff durchdringt allerdings keine intakten
Zellmembranen, weshalb man die Zellen vor bzw. bei der Farbung lysieren muf3. Der fur die
Farbung und Lyse der Zellen verwendete Propidium-lodid-Lysepuffer (50 pg Pl/ml) wurde
folgendermal3en angesetzt: 2,5 mg Propidium-lodid wurden in ein 50 ml Probenr6hrchen
eingewogen, mit jeweils 5 ml Triton X-100 1%ig und Natriumcitrat-Losung 1%ig versetzt
und mit 40 ml bidestilliertem Wasser verdinnt. Zur Aufbewahrung umwickelt man das
Probenrohrchen gegen Lichteinfall mit Alufolie und lagert es im Kuhlschrank. Die
Strukturformel des Propidium-lodids ist in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: Strukturformel von Propidium-lodid

Der Farbstoff liegt wie, die meisten DNA-Interkalatoren, in planarer Konformation vor. Er
bindet mit geringer oder keiner Sequenz-Préferenz in einem stochiometrischen Verhaltnis von
einem Farbstoffmolekil zu 4 — 5 Basenpaare an die DNA. Dementsprechend ist die emittierte
Fluoreszenz-Intensitét abhangig von der Lange der DNA-Molekile; je mehr Basenpaare das
DNA-Molekll besitzt, desto séarker ist die Fluoreszenz-Intensitdt nach entsprechender
Anregung. Die Anregungs- bzw. Absorptionswellenlange fur Propidium-lodid liegt bei
488 nm, die Emissionswellenlange bei 617 nm, wie man aus Abb. 12 erkennen kann.

Absorbance
Fluorescence emission

400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Abb. 12: Absorptions- und Emissionsspektrum von Propidium-lodid

Die Messung der apoptotischen Zellen erfolgte mit Hilfe der Durchflu3zytometrie an einem
FACS-Gerat (Fluorescence Activated Cell Sorter). Die Methode der Durchfluf3zytometrie
bietet einige Vorteile in der Analyse der Apoptose im Vergleich zum Mikroskop: Ein Vorteil
dieser Methode ist der hohe Probendurchsatz durch die schnelle Messung der Zellen im
Durchfluf. Tausende von individuellen Zellen kénnen innerhalb von Sekunden sehr genau
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und reproduzierbar gemessen werden. Aul3erdem ist die Methode objektiv im Gegensatz zur
Apoptose-Messung unter dem Mikroskop, die von der visuellen Wahrnehmung abhangt. Des
weiteren konnen Zellsubpopulationen identifiziert und von anderen Populationen durch
elektronisches Abgrenzen (gating analysis) getrennt betrachtet und detektiert werden. Der
grofite Vortell der Durchflul3zytometrie ist jedoch die Mdoglichkeit, mehrere Parameter
gleichzeitig analysieren zu konnen, z. B. Oberflachenmarker, DNA-Inhalt von Zellen etc.
(Darzynkiewicz et al, 1994).

Die Apoptose geht mit charakteristischen morphologischen, biochemischen und molekularen
Veranderungen einher, die als spezifische Marker in der Durchflul3zytometrie analysiert
werden konnen. Ein frihes Ereignis der Apoptose ist die Dehydratation, die zum Schrumpfen
der Zelle fuhrt (cell shrinkage). Diese Veranderung der Zelle zeigt sich in einer verminderten
Lichtstreuung des Laserstrahles in Vorwartsrichtung (FSC, Forward Scatter), welche mit der
ZellgroRRe korreliert. Zellen im spaten Stadium der Apoptose oder apoptotic bodies sind
charakterisiert durch geringe Intensitét des FSC-Signals. Chromatin-Kondensation, die oft
gefolgt ist von Kernfragmentation, ist ein weiteres charakteristisches Merkmal der Apoptose.
Dieses zeigt sich in verénderten Reflexionen und Brechungen des Lichtstrahls im Sideward
Scatter (SSC, 90° Winkel zum Laserstrahl). So kann man durch die Analyse des FSC- und
SSC-Signals Veradnderungen von apoptotische Zellen allein aufgrund der physikalischen
Eigenschaften - ohne Messung der Fluoreszenz — erkennen. Allerdings sind die
Veranderungen der Lichtstreuung/-brechung fur die Apoptose nicht spezifisch genug, so dali3
Féarbemethoden mit der Durchfluf3zytometrie gekoppelt werden sollten.

Im Durchfluf3zytometer werden die Zellen in einem FluRigkeitsstrom so gefihrt, da3 nur
jeweils eine Zelle die Offnung passieren kann. Ein Laserstrahl trifft auf die vorbeiflieRenden
Zellen, wobei er Fluoresenzerscheinungen anregt. Die Signale werden Uber Spiegel und
Filtersysteme Detektoren zugefihrt, die die Lichtimpulse in elektrische Signale umwandeln.
Diese werden von einer elektronischen Pulsanalyse in Grofenklassen eingeteilt, gespeichert
und als Haufigkeitsdiagramm der Fluoresenz-Intensitét dargestellt. Abb. 13 zeigt schematisch
den Aufbau des optischen Systems des FACS Calibur-Gerétes.
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Abb. 13: Schematischer Aufbau des FACS-Gerétes
Mit FL1, 2 oder 3 werden die einzelnen Fluoreszenz-Detektoren bezeichnet, die aufgrund der davor
geschalteten Filter verschiedene Wellenlangen detektieren und verstarken. FL1 sammelt Lichtsgnae
mit der Wellenlange 530+ 30 nm, FL2 mit 585 + 42 nm und FL3 mit 650 nm oder 18nger. SSC
bedeutet Sideward Scatter und FSC Forward Scatter.

Fur einen Versuchsansatz wurden die Lymphozyten bzw. Jurkat-Zellen auf etwa 1 Million
Zellen pro Milliliter Medium (RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % PenStrep) eingestellt und davon
100 pul Zellsuspension (= 100.000 Zellen pro well) in eine 96-well Platte mit flachem Boden
ausgesdht. Dazu wurden 100 pl Protektor (z. B. Ginkgo-Extrakt) und gegebenenfalls auch
Apoptose-Induktor (z. B. Staurosporin) pipettiert. Nach 24stindiger Inkubation im
Brutschrank wurde die 96-well Platte auf Eis gebracht. Die Proben wurden in eine 96-well
Rundboden-Platte Gberfihrt, um bei der anschlief3enden Zentrifugation ein klar begrenztes
Pellet zu erhalten. Fir 5 min wurde bei 4° C und 310 x g (13000 rpm, r = 163 mm)
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und anschlieRend einmal mit eiskaltem PBS 200
pl/well gewaschen. Das Zellpellet wurde danach in 250 ul Propidium-lodid-Lysepuffer
aufgenommen, die Proben in FACS-Ro6hrchen tberfuhrt und - nach etwa 30 min auf Eis und
lichtgeschiitzt - am FACSCalibur mithilfe der CellQuest™-Software analysiert. 5.000 Zellen
jeder Probe wurden im FL-2 vermessen.
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Wird die Fluoreszenzintensitét des Propidium-lodids gegen die Zellzahl (counts) aufgetragen,
konnen die apoptotischen Zellen als Sub-G1-Peak/Bereich im DNA-Histogramm quantifiziert
werden (s. Abb. 14).
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Abb. 14 : Histogramme Pl-geférbter Lymphozyten (apoptotische Zellen in % von der Gesamtzellzahl)

Zur Vermeidung der Detektion von doppelstréngiger RNA, die ebenfalls von Pl angeférbt
wird und im sehr frihen Sub-Go-DNA-Peak erscheint, mussen die Ereignisse mit sehr
geringer  Fluoreszenz-Intensitdt durch elektronisches Gaten (Bereich  markieren)
ausgeschlossen werden. Genauso 183t sich durch Gaten in einer Auftragung FSC gegen SSC
zwischen Subpopulationen aufgrund ihrer Grof3e und Granularitét differenzieren (s. Abb. 15).
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Abb. 15: Differenzierung von Subpopulationen im FSC gegen SSC

Der Zellzyklus, d.h. der Zeit von Zellteilung zu Zellteilung, kann grob in zwei Phasen
unterteilt werden: die Mitose und die Interphase, die wiederum aus G1-, S- und G2-Phase
besteht. Nach jeder Mitose folgt eine Interphase. Diese beginnt zundchst mit einer Periode, in
der keine DNA synthetisiert wird. Dies ist die G1-Phase (Gap = Lucke). Sie ist durch starke
RNA-Synthese, also auch Proteinbiosynthese, gekennzeichnet. In der darauffolgenden S
Phase (S = Synthese) findet die Replikation der DNA statt. Daran schlief3t sich eine weitere
Phase, die G2-Phase an. Jedes Chromosom besteht nun bereits aus zwei Chromatiden. Die
Zelle kann nun in die Phase der Mitose, die durch Transport- und Verteilungsvorgange
charakterisiert werden kann, eintreten. Diese Vorgange sind der letzte, mikroskopisch
sichtbare Tell der Zellteilung. Der entscheidende Vorgang, die DNA-Replikation, findet also
wahrend der S-Phase statt und kann nur durch Messung des DNA-Gehaltes des Zellkerns
erkannt werden (Reinhard, 1990). Die Abbildung 16A zeigt die prozentuale Verteilung der
einzelnen Phasen im Zellzyklus und 16B ein Beispiel-Histogramm (Pl-angeférbt), an dem
sich die einzelnen Zellzyklus-Phasen entsprechend ihrer DNA-Gehalte abzeichnen.
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Abb. 16A: Kreisdiagramm der einzelnen Zellzyklus-Phasen
B: Histogramm einer Pl-Farbung unter Kennzeichung der verschiedenen Zellzyklus-
Phasen

2.2.2.4.2 Zelltodmessung mit 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
7-AAD (Strukturformel s. Abb. 17) ist ein rot fluoreszierendes Analogon zu Actinomycin D,
welches mit den G — C (Guanin-Cytosin)-Regionen der DNA interkaliert.

DH3 EH3
HEN 0 Q
M NH2
L- F’n:r —D-Val —L Thr —D E —L-T.hr —D-Val —L-IFn::-
Sar —L-MeVal —D D O O—L-MeVal —Sar

Abb. 17 : Strukturformel des 7-Aminoactinomycin (7-AAD)

Die Absorptionswellenlénge liegt bei ungeféhr 550 nm, die der Emission bei etwa 650 nm
(s. Abb. 18).
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Abb. 18 : Absorptions- und Emissionswellenlange des Interkalators 7-AAD

Der Farbstoff wurde in einer Konzentration von 1,57 mM in N,N-Dimethylformamid (DMF)
gelost und in einer Endkonzentration von 7,8 UM in der Zellsuspension eingesetzt. Nach 15
mindtiger Inkubation im Dunkeln bei leichtem Schitteln und Raumtemperatur wurden die
Zellen mit CellWash™ gewaschen und anschlief3end in 250 pl CellWash™ aufgenommen.
Danach wurden sie sofort per Durchflul3zytometrie am FACSCalibur mithilfe der
CellQuest™ -Software analysiert. Je 5000 Zellen pro Probe wurden in FL 3 vermessen.

Auch bei diese Farbung kann man im FACS bei der Auftragung SSC gegen FSC die Zellen
elektronisch gaten (markieren), die man analysieren mochte (s. Abb. 19A, rot markierter,
begrenzter Bereich). So kann man beispielsweise autofluoreszierende Zellen von der Analyse
ausschlief3en.

Wenn man die Fluoreszenzintensitét gegen den FSC (Forward Scatter) auftragt, erhdlt man
eine Abbildung wie in Abb. 19B, in der man deutlich lebende, apoptotische und nekrotische

(dead) Zellen voneinander trennen kann.
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Abb. 19: Exemplarische Histogramme zur 7-AAD-Farbung

2.2.2.4.3 Quantifizierung der Viability und Proliferation mit Hilfe des MTT-Assays
Zellschadigungen haben unvermeidlich einen Verlust der Fahigkeit, den Energiehaushalt der
Zelle aufrechtzuerhalten und neue Energie zu liefern, zur Folge, was fur die Funktion und das
Wachstum metabolisch aktiver Zellen essentiell ist. Assays, die auf der metabolischen
Aktivitét von lebenden Zellen beruhen, messen haufig die mitochondriale Aktivitét.

Ein weitverbreiteter Assay zur quantitativen Bestimmung der Zellproliferation und
Zytotoxizitét ist der MTT-Assay. Die Zellen werden mit dem kolorimetrischen Substrat
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT)
inkubiert. Da das Tetrazoliumsalz nur von metabolisch aktiven Zellen zu dem farbigen

Formazan reduziert wird, detektiert dieser Assay ausschlief3lich lebende Zellen.



MATERIALIEN UND METHODEN 73

MTT wird durch das Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System, welches zur mitochondrialen
Atmungskette gehort, zum Formazan gespalten. Deshalb galt der Assay lange Zeit als
mitochondrialer Assay (s. Abb. 20).

MTT Formazan

NADH e
/N+ k& —~N
NT YN NAD* N= YN
CH CH
A A

CH, CH,

Abb. 20: Testprinzip des MTT-Assays
Das Reagenz MTT wird durch intrazellulére Redoxaktivitat zum farbigen Formazansalz
umgesetzt. Dieses Formazan wird durch Solubilisationsl6sung (s.u.) gel6st und die Absorption
der LOsung gemessen. Hohe Absor ptionswerte weisen demnach auf intakte Zellen hin.

Interessanterweise zeigen neuere Befunde, dal? der mitochondriale Elektronentransport
(Atmungskette) eine geringe Rolle in der zelluldaren Reduktion des MTT spielt. Ein Grof3teil
der zelluléaren Reduktion tritt im Zytoplasma auf. Eine Reihe von NADH- bzw. NADPH-
abhangigen Redoxenzymen scheinen an der MTT-Reduktion beteiligt zu sein (Berridge &
Tan, 1993b).

e MTT-Assay an PC 12 Zellen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden in 96-well Platten mit einer Zellzahl
von 50.000 pro well angesetzt. Diese Zellzahl erbrachte eine ausreichende Enzymaktivitat zur
Umsetzung des MTT-Reagenzes und nachfolgend eine Absorptionsintensitét im linearen
Bereich. Die Zellen wurden in der Regel fur 24 Stunden mit dem Zelltod-1nduktor und/oder
Protektor koinkubiert. Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betrug 100 pl. Zwei Stunden vor
Ende der Inkubation wurden 20 ul des gebrauchsfertigen MTT-Reagenzes zu dem Ansatz
zugegeben und fir zwel Stunden im Brutschrank zur Umsetzung zum farbigen Formazansalz
auf den Zellen belassen. Nach Ablauf der zwei Stunden wurden die gebildeten Formazan-
Kristalle mithilfe 100 pl Solubilisation-L6sung, die im Vergleich zur Vorschrift des MTT-
Assays nach Boehringer Mannheim leicht modifiziert wurde, Uber Nacht aufgeldst und bei
570 nm spektrophotometrisch per EL1SA-Reader vermessen.
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Die Modifikation der Solubilisationsldsung war notwendig, weil die Auflésung der gebildeten
Formazankristalle im vorgesehen Zeitrahmen nicht vollstandig (Kontrolle durch das
Mikroskop) vonstatten ging. Deshalb erfolgte die Anderung der Zusammensetzung: 27 ¢
Natriumdodecylsulfat wurden zusammen mit 90 ml N,N-Dimethylformamid in 90 ml

Solubilisationslésung von Boehringer Mannheim bei 37 °C gelost und anschliefRend auf pH
4,7 eingestellt.

In Vorversuchen wurde die Abhangigkeit der MTT-Absorption von der Zugabezeit

(0,5 -4 h) des MTT auf unbehandelten Zellen untersucht. Nach zwei Stunden wurde das
Maximum der MTT-Absorption erreicht und bildete mit dem Vier-Stunden-Wert ein Plateau
(s. Abb. 21). Demzufolge wurden alle folgenden Experimente mit einer Umsetzungszeit des

MTT-Reagenzes von 2 h durchgefihrt.
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Abb. 21: Abhéngigkeit der MTT-Absorption von der MTT-Zugabezeit in h an PC 12-Zellen, Mittelwerte +
SD, n =2 (jewells Dreifachbestimmung)
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e MTT-Assay an PBMC

In Vorversuchen wurde eine Zellzahl-Abhangigkeit der MTT-Umsetzung durchgefiihrt. Die
Rate der Umsetzung des MTT-Reagenzes zum farbigen Formazan bestimmt — wie oben
erwahnt — die Intensitét der Farbung. Diese wiederum hangt von der Aktivitét und von der
Zahl der Zellen ab. Da Lymphozyten extrem klein und anscheinend auch  weniger
enzymatische Aktivitdt als beispielsweise PC12-Zellen besitzen, muf3ten fir eine
ausreichende Absorption 500.000 Zellen pro well eingesetzt werden. In den nachfolgenden
Versuchen wurde ein 100 pl Ansatz (Zellen + Induktor/Protektor) fur 21 bis 22 Stunden
inkubiert, anschlieRend 20 pl MTT-Reagenz zugesetzt, fir weitere zwei bis drei Stunden
inkubiert und anschliefend die Formazansalze solubilisiert und photometrisch bei einer

Wellenlange von 570 nm vermessen.
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2.2.3 Bioverfugbarkeitsstudie zweier amerikanischer Ginkgo biloba-Praparate

2.2.3.1 Studienziel

Das Ziel der Studie war die vergleichende Charakterisierung der Bioverfligbarkeit von zwei
Darreichungsformen, die Ginkgo-Extrakt enthalten. Das Referenzprodukt Ginkgold®
Hersteller: Dr. W. Schwabe GmbH& Co, Karlsruhe, Deutschland, Vertreiber: Nature's Way
Inc., Springville, USA, 60 mg Ginkgo biloba Trockenextrakt je Tablette) ist in den USA auf
dem Markt und wird auch unter anderem Namen in Deutschland vertrieben. Das Testprodukt
Ginkgo biloba Kapseln (Centrum Herbals/Whitehall-Robins Healthcare, Madison, USA, 60
mg Ginkgo biloba Trockenextrakt je Kapsel) ist als Nahrungserganzungsmittel in den USA
auf dem Markt. Je zwei Darreichungsformen des Test- bzw. Referenzproduktes wurden in
einer offenen, randomisierten, monozentrischen Studie an zwolf gesunde, junge Manner
verabreicht. Bestimmt wurde die relative Bioverfligbarkeit der Préparate anhand der
pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe Ginkgolid A, B und Bilobalid. Die singel dose
Applikation erfolgte unter Nuchternbedingungen und in einem Zwei-Perioden-crossover-
Design. Die Auswaschphase betrug eine Woche.

2.2.3.2 Probandenkollektiv

Fur die Studie wurden zwolf gesunde Ménner im Alter zwischen 21 und 53 Jahren
(Mittelwert £ SD: 33,3 £ 10,1) rekrutiert. Deren Korpergrol3e reichte von 168 — 196 cm
(Mittelwert £ SD: 183,1 + 8,3 cm), ihr Gewicht von 69 — 95 kg (Mittelwert + SD: 78,6 + 8,7
kg) und ihr Body-Mass-Index von 19 — 27 kg/m? (Mittelwert + SD: 23,5 + 2,3 kg/m?). Die
Studienteilnehmer wurden vorab einer umfassenden allgemeinérztlichen Voruntersuchung
unterzogen. Frauen wurden nicht einbezogen (die toxikologischen Daten geben zwar keine
Hinweise auf eine potentielle Fruchtschadigung, da jedoch zum aktuellen Zeitpunkt Daten an
Frauen nicht verfigbar sind, wurden lediglich Mé&nner herangezogen). Die Untersuchung
beinhaltete Anamnese einschliefdlich Blutdruck, Puls, Korpertemperatur und EKG sowie die
Erhebung relevanter klinisch-chemischer Parameter. Nach Vorliegen samtlicher
Untersuchungsergebnisse entschied der verantwortliche Arzt (d.h. der Leiter der klinischen
Prifung sowie gegebenenfalls die beteiligten Priférzte) unter Berticksichtigung der im
Prufplan aufgeftihrten Einschlul3- und Ausschluf3kriterien Uber den Einschluf3 der Probanden.
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2.2.3.3 Einschluf?- und Ausschluf3kriterien

Als Einschluf3kriterien galten:

Zentraleuropaer mit Ausnahme der Mittelmeeranrainer
Alter: 18 bis 55 Jahre
Body-Mass-Index (BMI) zwischen 19 kg/m? und unter 27 kg/m?

guter Gesundheitszustand (ohne klinisch relevante Abweichungen der klinischen
Untersuchungsergebnisse sowie der Laborparameter)
Geschlecht: méannlich

die Gabe des schriftlichen Einversténdnisses in die Teilnahme an der Studie nach Erhalt
angemessener Informationen Uber Vorteile, Risiken und Versicherung

Als AuschluBkriterien galten:

pathologische Laborbefunde
pathologisches EKG (12 Ableitungen)

bestehende kardiologische, hamatologische, hepatische, renale oder gastrointestinale
Erkrankungen und/oder pathologische Befunde, die mit der Sicherheit, der
Vertraglichkeit, der Resorption und/oder der Pharmakokinetik der Substanz interferieren
konnten

andere akute oder chronische Erkrankungen, die die Resorption oder den Metabolismus
beeinflussen kénnten

Drogen- oder Alkoholabhangigkeit

positiver Hepatitis- (HBs-Ag, anti-HCV-Ak)- oder anti-HIV-Test

eine Diét, die die Pharmakokinetik der Substanzen beeinflussen kdnnte

starke Tee- oder Kaffeetrinker (mehr als 1 Liter pro Tag)

starke Raucher (mehr als 10 Zigaretten pro Tag)

Probanden, von denen angenommen werden muf3, dal3 sie den Instruktionen im Laufe der

Studie nicht Folge leisten werden

Probanden, die nicht in der Lage sind, die schriftlichen und miindlichen Instruktionen zu
verstehen insbesondere beziglich der mit der Studienteilnahme verbundenen Risiken und
Unannehmlichkeiten

Blutspende oder anderweitiger Blutverlust von mehr als 400 ml innerhalb von 2 Monaten
vor der Studie

Teilnahme an einer klinischen Studie innerhalb von 2 Monaten vor der ersten
Verabreichung der Studienmedikation
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e jegliche Einnahme von Medikamenten wéhrend der letzten 4 Wochen vor der
Erstapplikation, es sei denn, aufgrund der Eliminationshalbwertszeit kann angenommen
werden, dal3 der Arzneistoff oder dessen primére Metabolite zum Zeitpunkt der
Erstapplikation vollsténdig aus dem Korper ausgeschieden sein werden

e wiederholte Einnahme von Medikamenten wéahrend der letzten 4 Wochen vor der
Erstapplikation, die die hepatische Biotransformation veréndern kdnnen (z.B. Barbiturate,
Cimetidin, Phenytoin, Rifampicin)

e wiederholte Einnahme von Medikamenten wéhrend der letzten 2 Wochen vor der
Erstapplikation, die sich auf die Resorption auswirken koénnen (Abfahrmittel,
Metoclopramid, Loperamid, Antazida, H,-Rezeptor-Antagonisten)

e bekannte anaphylaktische Reaktion oder Uberempfindlichkeit bezogen auf den
Arzneistoff oder auf andere Bestandteile der Produkte

e bekannte schwere Allergien oder multiple Arzneimittelallergien

2.2.3.4 Studienablauf

Die Probanden wurden am Abend vor der Applikation in die Probandenstation der Klinik Bad
Berka (20 km sidlich von Weimar) einbestellt. Dort wurden sie nach ihrer Befindlichkeit
befragt. Im Verdachtsfall wurde ein Alkohol- oder Drogentest durchgefiihrt. In der Station
erhielten die Probanden ein standardisiertes Abendessen, das spétestens zwolf Stunden vor
der geplanten Applikation beendet sein mui3te. Danach fasteten die Probanden, das Trinken
von Wasser war bis vier Stunden vor der Applikation gestattet.

Morgens wurden die Verwellkantlen gelegt, und es wurde eine Blutprobe vor der Applikation
entnommen. Dann erfolgte die Applikation des jeweiligen Prifpréparates und die
nachfolgenden Blutabnahmen wurden entsprechend dem unten aufgefihrten Abnahmeschema
durchgefihrt.

Die Probanden erhielten im Laufe der Studientage standardisierte Klinikmahlzeiten zu genau
festgelegten Zeitpunkten (4, 8 und 11 Stunden nach der Applikation). Nach der letzten
Blutabnahme (15 Stunden nach der Applikation) verlief3en die Probanden die Station. Im
Abstand von eine Woche durchliefen dieselben Probanden mit analogem Ablaufplan den
zweiten Teil der Studie.

Die Blutabnahmen erfolgten nach folgendem Abnahmeschema:
unmittelbar vor der Applikation (0 min) des Prégparates und 30 min, 1 h, 1 h 30 min, 2 h,
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2h30min, 3h,4 h,6h,8h,10 h, 12 h und 15 h nach der Applikation (13 Blutabnahmen je
Periode mit jeweils 9 ml Vollblut). Das Gesamtvolumen des im Laufe der Studie
abgenommenen Blutes inklusive der Blutabnahmen fir die Erhebung der klinisch-chemischen
Parameter belief sich auf circa 250 ml pro Proband.

Zur Uberpriifung der Sicherheit und Vertraglichkeit wurden unerwiinschte Ereignisse erfafit.
Innerhalb von 21 Tagen nach der letzten Blutabnahme durchliefen die Probanden die

umfassende medizinische Nachunter suchung.

Der Prufplan umfaldte Angaben, wann ein Proband aus der Studie ausgeschlossen werden
sollte (StudienausschluR). Dies war insbesondere der Fall bel Auftreten von
schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen oder &hnlichen Beeintrachtigungen der
Gesundheit, bei fehlender Compliance oder, wenn der Proband die Studie abbrechen méchte.
Arzneimittelspezifische Kriterien fir den Studienabbruch waren nicht festgelegt, da fir
Ginkgo biloba keine gravierenden Nebenwirkungen bekannt sind. Im Falle des Ausscheidens
eines Probanden aus der Studie war geplant, ihn durch einen anderen Probanden zu ersetzen,
vorausgesetzt, dal3 nicht medizinische Grinde gegen eine Fortfihrung der Studie sprachen.

Wéhrend der Hospitalisierung galten bestimmte Verhaltenseinschrankungen, um eine
Beeinflussung der zu untersuchenden pharmakokinetischen Parameter durch bestimmte
Nahrungs- oder Genul3mittel oder abnormale physiologische Bedingungen zu vermeiden. Den
Probanden wurde das Rauchen verboten, normale korperliche Aktivitdten waren gestattet,
starke korperliche Anstrengungen waren wahrend der gesamten Studie verboten. Alkohol und
Coffein-haltige Getrénke oder Nahrungsmittel waren von 36 Stunden vor der Applikation bis
zur letzten Blutabnahme in jeder Periode verboten. Grapefruit/Pampelmuse-enthaltende
Getranke oder Speisen waren ab 7 Tagen vor der ersen Applikation bis zur letzten
Blutabnahme der letzten Periode verboten.

Die Blutprobenaufarbeitung erfolgte direkt im Anschluld an die Abnahme: die Blutproben
wurden schnellstmoglich in  ein Eis/Wasserbad gebracht. Wegen Ingtabilitdt der
Terpenlaktone war es notwendig, jede Probe innerhalb von 20 min nach Gewinnung des
Blutes 10 min bei 4 ° C mit 2700 g zu zentrifugieren, das Plasma abzutrennen und dieses mit
1 N HCI anzusduern. Anschlief3end wurden die Proben bei — 20 ° C eingefroren.
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2.2.3.5 Analyse der Plasmaproben

Anschlief3end an die klinische Studie erfolgte die Analyse der Plasmaproben. Ginkgolid A,
Ginkgolid B und Bilobalid wurden mit einem internationalen Standards entsprechenden,
validierten, selektiven und ausreichend empfindlichen analytischen Verfahren (GC-MS) im
Plasma quantifiziert. Dieses analytische Verfahren war bereits etabliert mit einer unteren

Bestimmungsgrenze von 1 ng/ml fir jede der drei Substanzen.

Vor der Analyse der Plasmaproben der Probanden wurde eine Vorstudienvalidierung
durchgefiihrt. Sie umfaiite die Untersuchung der Spezifitat, Uberpriifung der Linearitat der
Eichgerade und Festlegung der Bestimmungsgrenze, Bestimmung der Prézision und
Richtigkeit von Intraday- und Interday-Analysen, der Wiederfindung, der Stabilitét wahrend
der Probenaufbereitung und Standzeit im Autosampler und die Untersuchung der Stabilitét

nach drei Einfrier-Auftau-Zyklen.

Die Konstanz und Qualitét der Messung innerhalb einer Analysenreihe wurde durch 6
Qualitatskontrollproben in 3 verschiedenen Konzentrationen, eine nahe der
Bestimmungsgrenze, eine im mittleren Bereich und eine nahe am oberen Ende der
Kalibrierung, sichergestellt. Der Kalibrierbereich wurde fir Ginkgolide A und B von 1 ng/ml
— 30 ng/ml gewahlt und fur Bilobalid von 1 ng/ml — 60 ng/ml. Pro Analysentag wurde eine
Funf-Punkte-Kalibrierung (Duplikate), drei verschiedene Konzentrationen QC-Proben (jew.
Duplikate) und zwei Proben Leerplasma als Blindwert frisch hergestellt und analysiert. Dazu

wurden die Plasmaproben zweier Probanden von Perioden | und Il aufbereitet.

Fur die Kalibrierung wurden folgende Stammldsungen hergestellt:

Stammlésung 1 (A, B): 1 mg Ginkgolid A, B + 200 pl HCI conc. / 20 ml Methanol
Stammlésung 2 (A, B): 1 ml Stlsg. 1 + 100 pl HCI conc. / 10 ml Methanol
Stammlésung 1 Bilobalid: 1 mg Bilobalid + 200 pl HCI conc. / 20 ml Methanol
Stammldsung 2 Bilobalid: 1 ml Stlsg. 1 + 100 pl HCL conc. / 10 ml Methanol
Stammlésung 1 1STD: 1 mg interner Standard + 200 pl HCI conc. / 20 ml Methanol
Stammldsung 2 ISTD: 0,3ml Stlsg. 1 1STD / 50 ml Methanol

Aus diesen Stammldsungen wurden folgende K alibrierlésungen (K) hergestellt:

K1 100l Stlsg. 2 (A, B) + 100 pul Stlsg. 2 (Bilobalid) + 300 pl Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol
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K2: 200 ul Stlsg. 2 (A, B) + 50 pl Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 pl Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

K3: 50ul Stlsg. 1 (A, B) + 100 ul Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 pl Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

K 4: 100 pul Stlsg. 1 (A, B) + 300 ul Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 ul Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

K5: 300ulStlsg. 1 (A, B) + 600 pul Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 ul Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

Zur Herstellung der Qualitatskontrollproben (QC) durch Zudotieren bestimmter Mengen
Ginkgolid A, B und Bilobalid in Leerplasma wurden die gleichen Stammlésungen wie zur
Kalibrierung benutzt, allerdings separat eingewogen und hergestellt.
QC 1. 200 upl Stlsg. 2 (A, B) + 50 ul Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 pl Stlsg. 1 ISTD +

100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

QC2. 50ul Stlsg. 1 (A, B) +100 ul Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 pl Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

QC3: 100l Stlsg. 1 (A, B) + 300 pl Stlsg. 1 (Bilobalid) + 300 pl Stlsg. 1 ISTD +
100 pl HCI conc. / 50 ml Methanol

Probenvorbereitung

Fur die funf Kalibrierungen wurden jeweils 900 pl Humanplasma mit 100 pl 1 N HCl und

20 pl Phosphorsdure 85 % angesauert. Dazu wurden jeweils 100 pl Kalibrierung (1, 2, 3, 4
oder 5) pipettiert und anschlief3end grindlich vermischt. Die gesamten Losungen (1120 pl)
wurden auf Oasis Saulen aufgegeben (s.u.). Mit den Qualitdtskontrollproben wurde
entsprechend verfahren. Fir den Blindwert wurden 900 pl Humanplasma mit 100 pl 1 N HCI,
20 pl Phosphorsaure 85 % und 100 pl Methanol versetzt. Zu 1000 pl Probandenplasma wurde
20 pl Phosphorsaure 85 % und 100 pl Stlsg. 2 ISTD pipettiert und gemischt.

Vor Probenaufgabe wurden die Oasis Kartuschen jeweils mit 1 ml Methanol und 1 ml Wasser
konditioniert. Nach Probenaufgabe wurde mit 2 x 1 ml Wasser und 2 x 1 ml Methanol 5 %
gewaschen, um stérende Substanzen (Proteine) abzutrennen. Anschlief3end wurde die Saule

1 min lang bel — 0,7 bar getrocknet und danach mit 1 ml Ethylacetat eluiert. Die organische
Phase wurde unter Stickstoffbegasung bei 50 °C zur Trockne eingedampft und der Rickstand
unter Zugabe von 40 pl BSTFA fur 1 h bei 80 °C derivatisiert. 1 pl dieser Losung wurden in
die GC-MSinjiziert.
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Chromatographie-Bedingungen

Die Analyse der Proben erfolgte an einem Gaschromatographen (5890 HP) gekoppelt mit
einem Massenspektrometer (Trio-2000 quadrupole). Die Trennung der Substanzen erfolgte
auf einer Dimethylpolysiloxan-Saule ( HP 1 column, 12 m x 0,2 mm x 0,33 pm). Die
Injektionstemperatur betrug 280 °C, die Anfangstemperatur der Saule 150 °C. Diese wurde
gemal3 einem Gradienten gesteigert: 20 °C / min bis zu 200 °C, 10 °C/ min bis zu 280 °C, die
anschlief3end fir 6 min gehalten wurde. Helium wurde als Tragergas mit einem Druck von
50 kPa. benutzt. Die Transferleitung zum Massenspektrometer wurde auf 250 °C geheizt. Die
lonisierung wurde durch negative chemische lonisation mithilfe von Methan durchgefihrt.
Die Elektronen-Energie wurde auf 70 eV und die Quellentemperatur auf 180 °C eingestellt.
Die Retentionszeiten der trimethylsilylierten Derivate der Terpenlaktone waren 11,8 min, 12,6
min und 6,7 min fir Ginkgolid A, B und Bilobalide und 12,0 min fir Methoxy-Ginkgolid B
(interner Standard).

Zur Berechnung der Plasmakonzentrationen wurden folgende Massen (nmv/z) von
Einzelionen ausgewahlt: fur Ginkgolid A 390.2, fur Ginkgolid B 344.4, fur Bilobalid 380.2
und fur den internen Standard 416.2. Zur Integration und Errechnung der Peakflachen, der
Kalibrierung und Plasmakonzentrationen wurde Mass-Lynx-Software benutzt. Die
Kalibrierung erfolgte nach der Methode der linearen Regression.

Fur die drei Substanzen (Ginkgolid A, B und Bilobalid) wurden dann die relevanten
pharmakokinetischen Zielgrofien berechnet. Die Auswertung der pharmakokinetischen und
der klinischen Ergebnisse erfolgte rein deskriptiv. Fur den direkten Vergleich der Produkte
wurde aufgrund der divergierenden Gehalte an Ginkgolid A, Ginkgolid B und Bilobalid eine
rechnerische Dosisanpassung vorgenommen. Diese ist wissenschaftlich gerechtfertigt durch
den vorliegenden Beleg der Linearitdt der Pharmakokinetik der drei Substanzen (nicht
publizierte Daten).

Die kinetischen Parameter wurden modellunanhangig fur jede Behandlungsphase mit Hilfe
des Programms Kinetica 2000 (Innaphase Corporation, 1999) berechnet. Sie wurden direkt

aus den gemessenen Konzentrationen berechnet.

Die statistische Auswertung wurde fur alle Probanden, die keine schwerwiegenden
Protokoll-Abweichungen aufwiesen, nach Dosis-Normierung durchgefihrt. AUC- und Cpax-
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Werte wurden mit Hilfe eines multiplikativen Modelles und tna und ti, mit Hilfe eines
additiven Modelles bestimmt.

Die Varianzanalyse fir AUC und Ca Wurde unter Berlicksichtigung von Formulierungs-,
Perioden-, Sequenz- und interindividuellen Effekten durchgeftihrt. Daneben wurden

intraindividuelle Unterschiede ermittelt.

Die satistische Berechnung wurde auf einem Signifikanz-Niveau von 0,05 (Fehler 1.
Ordnung oder a-Fehler) durchgeftihrt. Die Punktschétzer und die Vertrauensintervalle fir
AUC und cmax fUr T/R wurden nach parametrischen und nicht-parametrischen Verfahren
errechnet. Die relative Bioverflugbarkeit von Test vs. Referenz wurde durch das geometrische
Mittel der einzelnen Punktschétzer ermittelt. Die 90 %-Konfidenzintervalle wurden durch
parametrische Analyse (two one-sided t-tests) und parameterfreie Analyse (two one-sided
Wilcoxon-Mann-Whitney tests) bestimmt. Die parameterfreien Konfidenzintervalle sind von

deskriptivem Charakter und wurden nicht in die Bioaquivalenz-Entscheidung miteinbezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der phar mazeutischen Qualitat amerikanischer Ginkgo

biloba-haltiger Fertigpraparate

3.1.1 Gleichférmigkeit einzeldosierter Arzneiformen

Im Rahmen der Untersuchung der pharmazeutischen Qualitét von amerikanischen Ginkgo
biloba-haltigen Praparaten wurde auch die Gleichformigkeit einzeldosierter Arzneiformen
Uberpruft.

Zur Uberprifung der Gleichformigkeit einzeldosierter Arzneiformen kann die
wirkstoffbezogene oder massebezogene Dosierungsgenauigkeit bestimmt werden. Bei dem
heutigen Stand der Technik ist in der Regel die Annahme gerechfertigt, dal® der
Wirkstoffanteil in der Grundlage weitgehend homogen verteilt vorliegt. Dennoch sind im
allgemeinen die Schwankungen des Wirkstoffgehaltes grofRer als die der Einzelmasse. So liegt
bei grof’en Masseschwankungen immer der Verdacht einer Entmischung wéhrend der

Verarbeitung nahe.
3.1.1.1 Gleichformigkeit der Masse

Die Gleichformigkeit der Masse wurde nach dem Européischen Arzneibuch (1997) und USP
24 (weight variations of nutritional supplements) tberprift. Bis auf eine (nach USP 24) bzw.
zwei Chargen (nach EUAB) verschiedener Praparate erfillten alle die Prifung auf
Gleichférmigkeit der Masse (s. Tab. 5).
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Tab. 5: Ergebnisse der Priifung auf Gleichformigkeit der Masse verschiedener amerikanischer Ginkgo-Préparate

Gleichférmig- Gleichformig-

Nr. Hersteller/Vertreiber Chargen-Nr. keit der Masse keit der Masse
nach EUAB nach USP 24
1 Albertsons 7E01703 entspricht entspricht
5 Bayer 8E03056 entspr!cht entspr!cht
8E03057 entspricht entspricht
3 Celestial Seasonings 010403A entspricht entspricht
. entspricht entspricht
4 Dayton Hudson Corporation  8D05413 enti richt enti richt
5 Fields of Nature 4801791 entspricht entspricht
6 General . Nutrition 71047 entspr!cht entspr!cht
Corporation entspricht entspricht
7 Health Care Naturals 802241P entspricht entspricht
. 8E01499 entspricht entspricht
€ EEITES [N Fonire s 8E01516 entiricht entiricht
Nature Made Nutritional entspricht entspricht
¢ Products £ IS entiricht entiricht
10  Nature's Bounty 4136812 entspricht entspricht
. entspricht entspricht
11  Nature's Resource Products  1F13085 entiri o entiri o
808169 entspricht entspricht
. 902527 entspricht entspricht
12 |REmEshEy FEres 908415 entiricht entiricht
908416 entspricht entspricht
13  NaturPharma 8C04774 entspricht entspricht
14  NaturPharma 801051A entspricht entspricht
70564 entspricht entspricht
1 | lFoees 74678P1 ent::gricht entiricht
610004 entspricht entspricht
16  Pharmanex 610025 entspricht entspricht
610053 entspricht entspricht
610040 entspricht entspricht
17  Pharmanex 610059 entspricht entspricht
AH25391 entspricht entspricht
FD6061A entspricht entspricht
FD7276A entspricht entspricht
L e FD8404A entiricht entiricht
FD9462A entspricht entspricht
62374 entspricht entspricht
o 8A03130 entspricht entspricht
) IRt 8D03390 entzricht entiricht
8E05528 entspricht entspricht
20 Solgar Laboratories 4802 entspricht entspricht
4144 entspricht entspricht

21 Sundown Vitamins 6223 entspricht nicht entspricht
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Gleichférmig- Gleichférmig-

Nr. Hersteller/Vertreiber Chargen-Nr. keit der Masse keit der Masse

nach EUAB nach USP 24
o 4428 entspricht entspricht
22 | SR 6331 entspricht entspricht
23  Trader Jo€'s 2794-38 entspricht entspricht
IE11086 entspricht entspricht
IF10313 entspricht entspricht
24  Walgreens 1G11014 entspricht entspricht
1G11015 entspricht entspricht
1110812 entspricht entspricht
25  Warner-Lambert 8F5010 entspricht entspricht
457-569 entspricht entspricht
458-490 entspricht entspricht
. . 458-785 entspricht entspricht
26 Whitehall-Robins Healthcare ;g -0 entspricht entspricht
461-200 entspricht entspricht
461-203 entspricht entspricht
27  Whole Foods Market T4676E04 entspricht nicht entspricht nicht

28  Whole Foods Market 7287 entspricht entspricht

3.1.1.2 Gleichformigkeit des Gehaltes

3.1.1.2.1 Fingerprint-Untersuchung des Musters von Ginkgoflavonglykosiden und anderer
Inhaltsstoffe mit Hilfe der HPLC
Zur Uberpriifung der Gleichformigkeit des Gehaltes wurden verschiedene I nhaltsstoffgruppen

anhand unterschiedlicher Methoden analysiert.

Mit Hilfe einer Fingerprint-Untersuchung wurden qualitative und semi-quantitative
Unterschiede der US-amerikanischen Ginkgo biloba-Préparate in den Inhaltsstoffklassen
Flavonglykoside, Biflavone und Ginkgolsduren untersucht. Im Rahmen der Validierung
dieser Methode wurden folgende GrofRen in Anlehnung an die ICH-Guidelines (J.L.Robert
(CMPM), 1995) bestimmt:



ERGEBNISSE 87

e Retentionszeiten der beobachteten Substanzen (s. Tab. 6).

Tab. 6: Retentionszeiten der untersuchten Substanzen

Substanz Retentionszeit ~ Substanz Retentionszeit
[min] [min]
Rutin 28 Ginkgetin 61
Quercetin-Dihydrat 38 | soginkgetin 62
Kampferol 44 Sciadopytisin 69
Amentoflavon 50 Ginkgolsaure 1 84
Bilobetin 55 Ginkgolsaure 2 88

e Die Préazison der Methode wurde durch die Auswertung von Chromatogrammen (n = 6,
jeweils als Doppelbestimmung) einer Charge des Referenzextraktes EGb 761 mit
deklariertem Gehalt (% bezogen auf mg Extrakt) bestimmt (s. Tab. 7).

Tab. 7: Angaben zur Prézision der Methode (die LLQ flr Ginkgolsduren lag bei < 0,1 % und der Gehalt
des EGb 761 unterhalb 0,0005 %, so dai’ fir diese keine Prézision bestimmt werden konnte)

Standard- Relative Standard-

Stoffgruppe Gehalte _ )
abweichung Abweichung
Flavonglykosiden 22,94 % 0,95 4,12 %
Biflavonen 0,046 % 0,002 3,42 %
Ginkgolsauren <0,1% - -

Um Einflisse von Hilfstoffen auf die Genauigkeit aufzudecken, wurde die Prézision
zusétzlich durch Auswertung von Chromatogrammen eines Fertigpraparates Uber drei
verschiedene Konzentrationen (je n = 3), bestimmt (Gehalte ausgedriickt in % bezogen
auf mg Extrakt).
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Tab. 8: Angaben zur Prézision unter Berticksichtigung von Hilfstoff-Einfllissen

Einwaagein

mg Extrakt Gehalt [%] bzgl. S?a:erll?jt;\r/g- Vertrauens
Stoffgruppe (Mittelwert Extrakt abweichun bereich fur
aus (Mittelwert £ SD) % g o =0,05
n=23)
64,06 22,79+ 1,03 4,54 22,79+ 1,17
Flavonglykoside 80,00 22,37+ 1,67 7,45 22,37+ 1,89
95,93 20,61+ 0,72 3,51 20,61+ 0,82
64,06 0,056 + 0,002 3,58 0,056 + 0,002
Biflavone 80,00 0,055 + 0,004 7,38 0,055 + 0,005
95,93 0,052 + 0,001 1,68 0,052 + 0,001
64,06 0,156 + 0,018 11,51 0,156 + 0,020
Ginkgolsauren 80,00 0,167 + 0,004 2,60 0,167 + 0,005
95,93 0,159 + 0,001 0,90 0,159 + 0,002

e Die Tag-zu-Tag-Préazison wurde anhand einer Charge des Referenzextraktes EGb 761
ermittelt, dessen Gehalt an Flavonglykosiden und Biflavononen an zwei verschiedenen
Tagen mit jeweils n = 6 bestimmt wurde (s. Tab. 9).

Tab. 9: Angaben zur Tag-zu-Tag-Prézision

Gehalt [%] bzgl. Relative Vertrauens
Stoffgruppe Extraktmenge Standard- intervall far
Mittelwert £ SD  abweichung o = 0,05
Flavonglykoside 23,09+ 1,06 4,61 23,09+ 0,63
Biflavone 0,044 + 0,003 6,05 0,044 + 0,00158

e Die Wiederfindung von Rutin, Amentoflavon und Ginkgolsduren wurde durch
Zumischung von drei verschiedenen Konzentrationen (n = 3, je zweifach vermessen) an
Reinsubstanzen zur Plazebo-Mischung bestimmt (s. Tab. 10).
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Tab. 10: Angaben zur Wiederfindung der Methode

Wiederfindung
Substanz/-en\1iiwert [9] + SD
Rutin 105+ 2,8
Amentoflavon 94+27
Ginkgolsauren 105+5,0

Zur Uberprufung der Stabilitat methanolischer Losungen der Inhaltsstoffe wurden drei
verschiedene Fertigpraparate je zweimal aufgearbeitet und einmal sofort und ein zweites
Mal nach etwa 4 - 8 Wochen (Lagerung bei 3 —4 °C) vermessen. Die Eichgeraden wurden
jeweils frisch zubereitet. Sowohl Flavonglykoside, Biflavone als auch die Ginkgolséuren
sind mindestens Uber einen Zeitraum von 4 - 8 Wochen bei Kihlschranklagerung (3 — 4
°C) stabil.

Die FluRRrate der Pumpe wurde bei einem Fluf3 von 1,0 ml durch volumetrisches Messen
der Menge, die nach 10 min gesammelt wurde, Uberprift. Die I njektionsgenauigkeit des
Autosamplers  wurde durch zehnmalige Injektion einer Probe Rutin  und
FlachengrofRenvergleich der erhaltenen Rutin-Peaks Uberprift (Mittelwert =
3636939,782; SD = 54877,531; RSD 1,51 %).

Die Bestimmungsgrenze fur Ginkgolsauren lag bei ~1000 ppm. Die Nachweisgrenze fir
Amentoflavon lag bei 260 nM/I und die Bestimmungsgrenze bei 14 M/l mit einer RSD

von < 0,2 %.

Die Linearitéat der Eichgeraden fur Rutin , Amentoflavon und Ginkgolséure wurde durch
Uberpriifung der Korrelationskoeffizienten (r*> > 0,997 fir Rutin und r? > 0,998 fiir
Amentoflavon und Ginkgolsduren) und der Abweichungen der einzelnen Punkte von der
Korrelationsgeraden (< 5 %) nachgewiesen.

Da 211 nm zur Bestimmung der Ginkgolsduren eine Wellenlénge ist, bei der viele
Ginkgo-Extraktbestandteile absorbieren, wurde zwecks Kontrolle der Spezifitat ein
Diodenarrayspektrum von drei exemplarisch ausgewahlten Praparaten aufgenommen und
gezeigt, dal3 bei 211 nm keine weiteren Substanzen / Hilfstoffe nach dieser Methode ein
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Maximum haben. Des weiteren wurde die Spezifitdt durch Uberprifung des
Chromatogramms einer Plazebo-Mischung zu den entsprechenden Retentionszeiten
bestétigt.

Tab. 11 zeigt die semi-quantitativen Ergebnisse verschiedener Préparate nach
chromatographischer Fingerprint-Untersuchung. Angegeben werden prozentuale Gehalte an
Inhaltsstoffgruppen bezogen auf Extrakt. Préparate, bei denen anstelle der Extraktmenge pro
Arzneiform eine Menge an Ginkgo biloba-Bldttern in mg deklariert ist, wurden der
Vergleichbarkeit wegen so behandelt, als hétte ein natives Droge-Extrakt-Verhéltnis von 50:1
— als Mittelwert der in der Kommission-E—-Monographie angegebenen Spanne 35-67:1 —
vorgelegen. Diesem DEV entsprechend wurde die Bléttermenge in Menge [mg] Extrakt
umgerechnet. Genauso wurde verfahren mit Praparaten, die sowohl Extrakt als auch Blétter
als Zumischung enthielten: die Blattermenge wurde mit einem DEV von 50:1 in

Extraktmenge umgerechnet und zur deklarierten Extraktmenge addiert.

Tab. 11: Ergebnisse der Fingerprint-Untersuchung von US-amerikani schen Ginkgo-Préparaten,
Mittelwerte aus n = 2; n.u. = nicht untersucht
*Gehalte wurden aufgrund der Bestimmungsgrenze der Fingerprint-Methode von > 1000 ppm mit
Hilfe einer anderen, hier nicht beschriebenen Methode (vgl. DAB 2000) bestimmt

: . Ginkgol-
Nr. Hersdler/Vertreber Chargen- Flavonglykoside Biflavone Ssuren
N % %
ppm
1 Albertsons 7E01703 19,62 0,32 373
N 8E03056 20,93 0,04 < 5*
Yy 8E03057 21,75 0,04 < 5*
3 Celegtial Seasonings 010403A 22.00 0,05 1619
4  DaytonHudson 8D05413 26,62 0,06 1088
Corporation
5  Fieldsof Nature 4801791 22.78 0,13 236+
g  CGeneral Nutrition 71047 25,68 0,08 3083
Corporation
7  Hedlth Care Naturals 802241P 26,38 0,50 47.968
. 8E01499 24.46 0,12 563
8  LenerHedlthProducts  grg1c96 27.45 0.09 3192
9 Nature Made Nutritional HJ12478 nicht untersucht n.u. n.u.
Products
10  Nature's Bounty 4136812 24.86 0,06 2991
17 Naure sResource IF13085 26,71 0,20 7293
Products

12  Nature'sWay Products 808169 24,34 0,05 = 5
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: . Ginkgol-
Nr. Hersdler/Vertreber Chargen- Flavonglykoside Biflavone Suren
Nr. % %
ppm
13  NaturPharma 8C04774 22,35 0,13 2924
14  NaturPharma 801051A 26,89 0,13 6746
70564 23,25 0,49 27.441
15 Now Foods 74678P1 24,80 0.88 51.226
610004 24,47 0,07 1522
16  Pharmanex 610025 23,75 0,07 2009
610053 22,89 0,09 3402
17  Pharmanex 610040 25,70 0,13 2924
610059 20,48 0,06 < 5*
18 Pharmaton FD7276A 24,79 0,05 < 5*
) ) 8A03130 21,69 0,19 3176
19 RiteAid 8D03390 2541 0.19 7895
20  Solgar Laboratories 4802 24,98 1,47 > 71.000
L 4144 26,95 2,20 93.650
21 | Sundown Vitamins 6223 27 34 235 89.576
L 4428 nicht nicht nicht
22 Sundown Vitamins 6331 untersucht untersucht untersucht
23  Trader Joe's 2794-33 25,76 0,34 2667
IF10313 24,79 0,08 2560
24 Wealgreens 1110812 26,87 0,08 2579
25  Warner-Lambert 8F5010 24,15 0,04 < 5*
Whitehall-Robins "
26 Healthcare 457-569 25,96 0,08 <5
27 Whole Foods Market T4676E04 25,59 0,18 8175
28  Whole Foods Market 7287 28,00 0,05 1055

Vergleicht man die durch die semi-quantitative Analyse erhaltenen Gehalte an
Flavonglykosiden der verschiedenen Préparate, so bewegen sich alle Prdparate in einem
Bereich von 20 - 28 %, liegen also relativ nahe beieinander. Bezlglich der Biflavongehalte
zeigen sich deutliche Unterschiede: die Gehalte liegen zwischen 0,04 — 2,35 %, wobei der
hochste Wert das 59fache des niedrigsten Wertes ausmacht. Die Monographie der
Kommission E gibt beziiglich der Biflavone keine Gehaltsgrenzen vor. Fir die Ginkgolsauren

ist in der Monographie aus Toxizitdtsgrinden ein Grenzwert von < 5 ppm angegeben.

Die semi-quantitative Fingerprint-Bestimmung hat ein LLQ von etwa 1000 ppm (0,1 %). Die
meisten nach diese Methode bestimmten Prgparate lagen deutlich Uber diesem LLQ.
Digjenigen Produkte, die unter dem LLQ lagen, wurden nach einer weiteren, hier nicht
beschriebenen DAB-Methode (DAB 2000) mit einem LLQ von etwa 5 ppm bestimmt.
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Die Mehrzahl der untersuchten amerikanischen Ginkgo biloba-haltigen Fertigpréparate
entspricht nicht den Gehaltsforderungen der deutschen Monographie der Kommission E,
obwohl viele dieser Prgparate Bezug nehmen auf den Extrakt EGb 761, welcher der
Monographie zugrunde liegt.

Die nach semi-quantitativer Auswertung evidenten Produktunterschiede (s. Tab. 11) kann
man bereits beim Vergleich der beispielhaft angefiihrten Fingerprint-Chromatogramme (Abb.
22 - 24) erkennen. Die Inhaltsstoffmuster unterscheiden sich deutlich voneinander.

68.50 84.52 88.92
1A%
61.48
1.5E+05"
60.82
1.0E+057
53.40

5.0E+04 WA[LNJ\)
0.0E+00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

[min]

Abb. 22: Fingerprint einesreinen Blatterpraparates (Nr. 22; Ginkgo Biloba Whole Herb; kein Extrakt enthalten)
bel 211 nm
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87.03
82.92
1.5E+05
1.0E+051 60.72
67.57
60.02
5.0E+04 52.48 M
0.0E+00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

[min]

Abb. 23: Fingerprint-Chromatogramm eines Extrakt und Blétter enthaltenden Préparates (Nr. 20; Super Ginkgo)

1A%

1.5E+057

1.0E+057

5.0E+04

bel 211 nm

L

0.0E+00

20.00

40.00

60.00

80.00
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Abb. 24: Fingerprint-Chromatogramm eines EGb 761 enthaltenden Préparates (Nr. 12; Ginkgold) bei 211 nm
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In Abb. 22 — dem Chromatogramm des reinen Bléatterpraparates — ist der Flavonglykosidanteil
(Peaks von tg 20 min bis 45 min) im Vergleich zum EGb 761 Extrakt (Abb. 24) stark
verringert, dafir der Anteil der Biflavone (tk von ca. 50 min bis 68 min) und der der
Ginkgolsauren (tg von 84 bis 88 min) deutlich erhoht. Durch die Verwendung von Bléttern
fehlt offensichtlich die durch das Extraktionsverfahren verursachte Anreicherung bzw.

Abreicherung bestimmter Inhaltsstoffgruppen.

Abb. 23 zeigt das Chromatogramm eines Préparates, das sowohl Extrakt als auch Bléatter
enthdt. Eine Anreicherung der Flavonglykosid-Fraktion hat offensichtlich durch die
Extraktion stattgefunden. Die Anteile an Biflavonen und Ginkgolsauren sind im Vergleich zu
EGb 761 (Abb. 24) wesentlich hoher, was entweder auf fehlende Abreicherung dieser
Inhaltsstoffgruppen durch den Extraktionsprozef3 oder auf den Anteil der zugesetzten Bléatter

zurtckzuftihren ist.

Das Fingerprint-Chromatogramm des EGb 761 enthaltenden Préparates in Abb. 24 zeigt einen
grof3en Anteil an Flavonglykosiden (24%) und einen kaum sichtbaren Bereich an Biflavonen
und Ginkgolsduren (< 5 ppm). Durch das Extraktionsverfahren (s. Abb. 25) wurden diese
beiden Stoffgruppen stark abgereichert und die Flavonglykoside stark angereichert.
Auffallend ist der Pesk bei einer Retentionszeit von ungefédhr zehn Minuten, der im
Chromatogramm des EGb 761-Extraktes wesentlich grof3er ausféllt als in den anderen beiden
Chromatogrammen. Wahrscheinlich handelt es sich hier um eine der im Ginkgo biloba-Blatt
vorhandenen organischen Sauren (Shikimisdure, Kynurensaure u. a.), die im EGb 761
maoglicherweise durch den Extraktionsprozeld angereichert ist. Diese organischen Sauren, wie
auch die Ginkgolsduren, dienen als Ldsungsvermittler fir den relativ schlecht in Wasser
|6slichen Anteil des Ginkgo biloba-Extraktes, wie z.B. die Terpenlaktone.
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Ginkgo biloba-Blatter

+ Extraktion mit Aceton/Wasser

Rohextrakt

+ Entfernung stark
lipophilerKomponenten

Wasserltsliche Komponenten

Anreicherung aktiver
Komponenten

Aktive Komponenten / kondensierte polyphenolische Verbindungen

Enfernung der kondensierten
+ polyphenolischen Verbindungen

EGDb 761

Abb. 25: Extraktionsverfahren des EGb 761

3.1.1.2.2 Gehaltsbestimmung der Flavonoide nach DAB 2000

Eine DAB-Methode kann als validiert gelten. Zur eigenen Kontrolle wurden im Rahmen einer
Validierung in Anlehnung an die ICH 3-Guidelines (J.L.Robert (CMPM), 1995) folgende
Grofen ermittelt:

e Die Retentionszeit fir Kampferol/Isorhamnetin (Peak-Uberlagerung, s. Kapitel 2.2.1.2.2)
lag bei ~ 7 min und die fir Quercetindihydrat bei ~ 3,9 min.

e Die Préazison der Methode wurde durch die Auswertung von Chromatogrammen (n = 6,
jeweils als Doppelbestimmung) einer Charge des Referenzextraktes EGb 761 mit
deklariertem Gehalt (% bezogen auf mg Extrakt) bestimmit:

25,16 % £ 0,43 % (RSD = 1,7 %), Vertrauensintervall fur o= 0,05: 25,16 % * 0,24 %.

e Die Richtigkeit der Methode wurde durch Bestimmung des Gehaltes von je drei
Einwaagen in drei verschiedenen Konzentrationsbereichen eines Fertigpraparates
bestimmt, dessen Gehalt deklariert und bekannt ist:
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Einwaagein mg 0
Extrakt Gehalt [%] bzg. Relative Standard- Vertr.auerj_s-
(Mittelwert aus . Extrakt abweichung % bereich fur
n=3) (Mittelwert £ SD) o =0,05
23,95 24,17 £ 0,42 1,76 24,17 £ 0,34
39,94 24,16 £ 1,90 7,88 24,16 £ 1,52
52,32 24,79 £ 0,55 2,21 24,79 £ 0,44

e Dieprozentuale Wiederfindung bezogen auf die deklarierte Menge betrug 101,54 %.

e Die Tag-zu-Tag-Préazison wurde anhand einer Charge des Referenzextraktes EGb 761
ermittelt, dessen Gehalt an Flavonglykosiden an zwei verschiedenen Tagen mit jeweils
n = 6 bestimmt wurde:
24,22 % + 1,11 % (RSD = 4,57 %), Vertrauensintervall fir oo = 0,05: 24,22 % + 0,44 %.

e Die Bestimmungsgrenze fur Quercetindihydrat lag bei 1856 pmol/l und die
Nachweisgrenze bei 465 pumol/I.

e Die Linearitat der Quercetindihydrat-Kalibriergerade wurde durch  den
Korrelationskoeffizienten r* > 0,998 und Abweichung der einzelnen Punkte von der
Korrelationsgeraden (< 5 %) tberprft.

Die Ergebnisse nach der DAB 2000-Methode (s. Tab. 12) zeigen Flavonglykosid-Gehalte
zwischen 24 % - 36 % beziglich Extrakt. Die Mehrzahl der untersuchten Préparat
Uberschreitet die auf der Verpackung deklarierte Menge absolut um mehr als ein

Prozentpunkt.



ERGEBNISSE

97

Tab. 12: Ergebnisse der Gehaltshestimmung der Flavonglykoside in US-amerikanischen Ginkgo-Produkten
(* 400 mg Blétter entspréchen bei eéinem DEV von 50:1 8 mg Extrakt; die 40 mg Extrakt
entsprechende Menge an Bléttern (2000 mg) ware mit dieser Methode nicht zu extrahieren

<

co N oo 0o A W N PP

10
11

12

13
14

15

16

17

18

19

20

gewesen.)

Hersteller/Vertreber

Albertsons

Bayer

Celestial Seasonings

Dayton Hudson
Corporation

Fields of Nature

General Nutrition
Corporation

Health Care Naturals
Leiner Health Products
Nature Made Nutritional

Products
Nature's Bounty

Nature's Resource Products

Nature’'s Way Products

NaturPharma
NaturPharma

Now Foods

Pharmanex

Pharmanex

Pharmaton

Rite Aid

Solgar Laboratories

Chargen-
Nr.
7E01703

8E03056
8E03057

010403A
8D05413
4801791
71047

802241P

8E01499
8E01516

HJ12478

4136812
|F13085

808169
902527
908415
908416

8C04774
801051A

70564
74678P1

610004
610025
610053

610040
610059

FD6061A
FD7276A
FD8404A

8A03130
8D03390
8E05528

4802

Standardisierung

auf %
Flavonglykoside

24
keine Angabe
24
24
24
24
24
24

24
24
24

24

24
24

24

24

27

keine Angabe

24

Extrakt (24 %) +
Blatter

Gehalt in %, (n)

25,49 + 0,82, (6)
24,25 + 0,91, (16)
24,92 + 0,66, (12)
25,11 + 0,81, (6)

32,79 + 0,83, (6)
26,12 + 0,67, (6)
27,60 + 0,33, (12)

32,12 + 1,72, (18)
28,59 + 0,91, (10)
29,82 + 0,84, (12)

nicht untersucht

24,60 + 0,27, (6)
26,80 + 0,82, (12)
24,59 + 0,57, (6)
24,37 + 1,14, (6)
26,05 + 0,08, (6)
26,03 + 0,05, (4)
25,77 + 0,58, (6)
25,45 + 0,84, (6)
24,54 + 0,39, (6)
29,37 + 0,75, (6)
26,71 + 0,62, (6)
26,16 + 0,45, (6)
27,50 + 0,42, (6)
29,26 + 0,47, (10)
26,21 + 0,96, (12)
24,41 + 0,45, (4)
23,88 + 0,21, (6)
24,20 + 0,20, (6)
27,64 + 0,73, (6)
28,94 + 0,66, (4)
29,86 + 1,06, (6)

27,00 + 0,92, (6)
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Standardisierung

Nr. Hersteller/Vertraiber 9 auf%  Gehaltin%, (n)
i Flavonglykoside
21  Sundown Vitamins g%gg 24 222471 i 1(2)3 Egg
22  Sundown Vitamins ggg? keine Angabe nicht bestimmbar*
23 Trader Jo€'s 2794-38 24 30,34 + 0,62, (6)
|E11086 30,06 + 0,88, (6)
24  Walgreens IF10313 24 29,39+ 0,27, (6)
1110812 29,38+ 1,32, (6)
25 Warner-Lambert 8F5010 24 24,74 £ 0,31, (6)
%6 Whitehall-Robins 457-569 o4 29,41 + 1,89, (18)
Healthcare 458-790 32,19+ 0,31, (6)
27 Whole Foods Market T4676E04 24 27,13+ 0,57, (10)
28 Whole Foods Market 7287 27 28,98+ 0,71, (12)

Die Kommission E hat in ihrer Monographie ,, Ginkgo-biloba-Blétter, Trockenextrakt* eine
Spanne von 22 % - 27 % HFavonglykosidgehalt zugelassen. Nur etwa die Hélfte der
untersuchten US-amerikanischen Préparate bzw. Chargen erfillt diese in der Monographie
genannte Spezifikation des Flavonglykosid-Gehaltes, obwohl viele Praparate in ihrer
Deklaration auf EGb 761, der der Kommission E-Monographie zugrunde liegt, und dessen
Indikationen Bezug nehmen. Allerdings besitzt die Kommission E-Monographie fir
amerikanische Produkte keine Gultigkeit. Wenn jedoch auf sie Bezug genommen wird, sollten

auch deren Spezifikationen erflllt sein.

3.1.1.2.3 Gehaltsbestimmung der Terpenlaktone nach DAB 2000

Als weitere grol3e, pharmakologisch wichtige Inhaltsstoffgruppe sind die Terpenlaktone zu
nennen. Die Gehalte der verschiedenen Praparate an Terpenlaktonen wurden nach einer
offiziellen Methode (DAB 2000) bestimmt, die als validiert gilt. Zur eigenen Kontrolle
wurden trotzdem im Rahmen einer Validierung in Anlehnung an die ICH-Guidelines
(J.L.Robert (CMPM), 1995) folgende Groél3en bestimmt:

e DieRetentionszeiten der untersuchten Stoffe sind in Tab. 13 zusammengestellt.
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Tab. 13: Retentionszeiten der einzelnen Terpenlaktone und der Eichsubstanz Benzylal kohol

Substanz Retentionszeit [min]
Benzylalkohol 7,8
Ginkgolid C 8,8
Bilobalid 10,3
Ginkgolid A 12,9
Ginkgolid B 16,5

e Die Préazison der Methode wurde durch die Auswertung von Chromatogrammen (n = 6,
jeweils als Doppelbestimmung) des Standardextraktes EGb 761 mit bekanntem Gehalt (%
bezogen auf den Extrakt) bestimmt (s. Tab. 14).

Tab. 14. Angaben zur Prézision der Methode

Gehalt [%] bzgl. Relative Vertrauens-
Stoffgruppe Extraktmenge Standard- bereich fur

Mittelwert £ SD abweichung % o =0,05
Ginkgolid A 1,36 £ 0,04 2,90 1,36 + 0,02
Ginkgolid B 0,85+ 0,09 11,00 0,85+ 0,05
Ginkgolid C 1,28 + 0,01 0,80 1,28 + 0,003
Bilobalid 2,57 £ 0,02 0,80 2,57+0,01

Um Einflisse von Hilfstoffen auf die Genauigkeit aufzudecken, wurde die Prézision
zusdtzlich durch Auswertung von Chromatogrammen eines Fertigpréparates in
sechsfacher Einwaage und  Doppelbestimmung in der HPLC bestimmt (Gehalte
ausgedriickt in % bezogen auf den Extrakt) (s. Tab. 15).

Tab. 15: Angaben zur Prézision unter Berticksichtigung von Hilfstoff-Einfllissen

Gehalt [%] bzgl. Relative Vertrauens
Stoffgruppe Extraktmenge Standard- bereich fur

Mittelwert £ SD abweichung % o = 0,05
Ginkgolid A 1,38+ 0,03 2,20 1,38+ 0,01
Ginkgolid B 0,43+ 0,03 7,00 0,43+ 0,02
Ginkgolid C 1,27 £ 0,02 1,60 1,27+ 0,01

Bilobalid 2,80 = 0,06 2,10 2,80+ 0,03
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e Die Richtigkeit der Methode wurde bestimmt anhand der Doppelbestimmung dreier
verschiedener Konzentrationen (n = 3) eines Fertigpréparates, das EGb 761 enthalt und
dessen Gehalte deklariert sind (s. Tab. 16).

Tab. 16: Angaben zur Richtigkeit der Methode

Einwaagein 0 :
mg Extrakt Gehalt [%] Relative Vertrauenss Wieder-
. bzgl. Extrakt  Standard- e .
Stoffgruppe  (Mittelwert . : bereich fir findung
(Mittelwert £ abweichung B 0
aus D) % a=0,05 )
n=23)
63,97 1,47+ 0,03 2,06 1,47+0,02 111,14
Ginkgolid A 79,91 1,48 +£ 0,02 1,19 1,48+0,01 112,03
95,93 1,47 £ 0,02 1,47 1,47+0,02 111,47
63,97 0,60 £ 0,05 7,84 0,60+0,04 77,87
Ginkgolid B 79,91 0,69 + 0,05 7,88 0,69+0,04 89,21
95,93 0,75+ 0,11 15,09 0,75+0,09 97,79
63,97 1,24+ 0,02 1,37 1,24+0,01 97,93
Ginkgolid C 79,91 1,26 +£ 0,02 1,36 1,26+0,01 99,02
95,93 1,28+ 0,01 1,03 1,28+0,01 101,06
63,97 2,82+ 0,07 2,34 2,82+0,05 106,24
Bilobalid 79,91 2,89 + 0,02 0,68 2,80+0,02 109,08
95,93 2,90 + 0,02 0,67 2,90+0,02 109,49

e DieTag-zu-Tag-Prézision wurde durch Vermessen von sechs Einwaagen an EGb 761 an

zwei verschiedenen Tagen ermittelt (s. Tab. 17).

Tab. 17: Angaben zur Tag-zu-Tag-Prézision

Gehalt [%] bzgl. Relative Vertrauens
Substanz Extraktmenge Standard- bereich fur
Mittelwert £ SD  abweichung a=0,05
Ginkgolid A 1,32+ 0,05 4,21 1,32+ 0,02
Ginkgolid B 0,86+ 0,10 0,10 0,86 + 0,02
Ginkgolid C 1,30+ 0,02 1,60 1,30 £ 0,008

Bilobalid 2,55+ 0,03 1,25 2,55+ 0,01
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e Die Nachweisgrenze fir Benzylalkohol lag bei 74 umol/l und die
Bestimmungsgrenze bei 370 pumol/I.

e Die Linearitdt der Benzylalkohol-Eichgerade wurde durch Uberprifung des
Korrelationskoeffizienten r> > 0,9996 und Abweichung der einzelnen Punkte von der
Korrelationsgeraden (< 5 %) nachgewiesen.

Tab. 18 stellt die Gehalte der Terpenlaktone insgesamt und aufgeschliisselt nach Ginkgolid A,
B, C und Bilobalid dar. Legt man die Spezifikationen der Kommission E-Monographie
zugrunde, die fur Bilobalid eine Spanne von 2,6 — 3,2 % und fur die Summe der Ginkgolide
A, B und C eine Spanne von 2,8 - 3,4 % vorsieht, so erflllen die wenigsten der hier
untersuchten Prdparate die Anforderungen der Monographie. 29 von 45 untersuchten Chargen
entsprachen aufgrund des Gehaltes an Bilobalid den Anforderungen nicht: in den meisten
Féllen wurde der erforderliche Gehalt unterschritten (23 von 29). Beziglich der Spanne fur
die Summe der Ginkgolide A, B und C entsprachen 30 der 45 Produktchargen den
Spezifikationen nicht: in allen Fallen wurde diese Spanne — zum Teill deutlich - Gberschritten.

Auch hier ist zu sagen, dal3 die Spezifikationen der Kommission E-Monographie fir
amerikanische Produkte keine Gultigkeit besitzt. Aufgrund der Bezugnahme amerikanischer
Produkte auf EGb 761 wurde ein Vergleich mit dessen Spezifikationen angestellt.
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3.1.2 Freisetzungsverhalten ausgewahlter Ginkgo-Préparate des amerikanischen
Marktes

Eine Auswahl der zur Verfigung stehenden Prdparate wurde auf ihr in vitro-Verhalten
getestet. Die Validierung der Freisetzungsapparatur erfolgte gemal3 den Vorschriften der USP
23.

Unter den zu testenden Prdparaten befanden sich einige Kapselpraparate. Die fir Kapseln
vorgesehene Freisetzung im Basket konnte in Rahmen dieser Untersuchungen nicht
durchgefuihrt werden. Das Freisetzungsverhalten einer einzelnen Kapsel konnte per HPLC
aufgrund der Nachweisgrenze und der sehr geringen Gehalte an Terpenlaktonen nicht verfolgt
werden. Eine Erhdhung der Kapselanzahl im Basket hétte eine eklatante Verénderung der
Strémungsverhéltnisse zur Folge, so dal3 diese nicht mehr den Freisetzungsbedingungen der
USP-Vorschrift entspréchen. Infolgedessen wurden die Kapseln mit geeigneter Beschwerung
gegen das Aufschwimmen in der Paddle-Apparatur auf ihr Freisetzungsverhalten untersucht.

Tab. 19 zeigt die Ergebnisse zur Freisetzungsuntersuchung bei pH = 1 in der Paddle-
Apparatur. Es zeigt sich, dal3 das Gros der untersuchten Prgparate den Wirkstoff schnell
freisetzt. Bis auf drei Préparate (Nature’'s Bounty, Solgar Laboratories und Whitehall-Robins
Healthcare) setzten alle mehr als 75 % in 30 min frei.
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Abb. 26 stellt die Freisetzungsprofile dreier unterschiedlich schnell freisetzender Préparate

(langsam, mittelschnell und schnell) gegentiiber.

110+
100+
90+
80+
704
60+
50+
404
30+
20+
10+
0

—— Ginkgolid A

—— Ginkgolid B
Ginkgolid C

—— Bilobdid

—o— Flavonglykoside

Freisetzung %

=T T T T T T T T T T T i
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zeitpunkt min

Abb. 26: Freisetzungsprofile (pH = 1) dreier deutlich unterschiedlich schnell freisetzender Préparate,
Mittelwertkurven ausn = 6

Eines davon (Whithall-Robins Healthcare) setzte auch bis zum Zeitpunkt 60 min gerade
einmal 20 % frei. Bei diesem Préparat handelte es sich um ein Kapsel-Prdparat, welches den
Extrakt in Form eines Granulates enthielt. Dieses Granulat 16ste sich rein optisch schon nicht

im untersuchten Zeitrahmen auf.

Die Freisetzung der Flavonglykoside, die photometrisch bestimmt wurde, verlief in allen
Préparaten parallel zur Freisetzung der Terpenlaktone, die durch HPLC ermittelt wurde. Die
Absolutwerte der Freisetzung von Flavonglykosiden und Terpenlaktonen unterschieden sich

meistens nur um =+ 5 %.

Zwei Préparate, die nachfolgend in einer Bioverfugbarkeitsstudie eingesetzt werden sollten,
wurden zuvor noch bei einem zweiten pH-Wert (4,5; Acetatpuffer) auf ihr in vitro-
Freisetzungsverhalten untersucht. In nachfolgender Tabelle (Tab. 20) sind die
Freisetzungsraten der beiden untersuchten Produktchargen bei pH = 1 und pH = 45
gegenubergestellt.
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Tab. 20: Freisetzungsraten zweier Produktebei pH = 1 und pH = 4,5
Hersteller/ Chr.- pH Zet Ginkgolid Ginkgolid Ginkgolid Bilobalid n
Vertreiber Nr. min A% B % C% %
NAre's 5 290+34 289+38 298+29 301+12
Wa 0200102 1 10  793+50 771+42 784+54 809+57 6
Y 15  946+34 949+19 961+38 951+35
Products 30
1009+1,3 99,0+06 99,7+08 101,2+1,7
45 15 997+17 995+20 989+21 996+17 6
el oz 4 30 129%11 132:16 137+11 142£20
Healthcare 60 251+25 244+01 264+25 268+0,0
45 30 115+23 45+03 155+23 178%+15 3
' 60 221+24 93+07 263+34 325+29

Die schlechte Freisetzung des Whitehall-Robins Healthcare-Produktes bei pH = 1 verbessert
sich bel pH = 4,5 nicht nennenswert.

3.2 Vergleich von Dosier ungsempfehlungen

Um eine Wirksamkeit in vivo erzielen zu kénnen, muf3 die Dosierung des Arzneistoffes so
sein, da3 wirksame Konzentrationen erreicht, toxische jedoch vermieden werden. Die
Kommission E-Monographie gibt eine Dosierungsrichtlinie vor, die sich aus effektiven
Konzentrationen des Extraktes EGb 761 in Kklinischen Studien herleiten. Laut Monographie
sollen 120 - 240 mg nativer Trockenextrakt in zwei bis drei Einzeldosen t&glich eingenommen

werden.

So wurde as weiteres Kriterium zur Beurteilung der Qualitét der Préparate die
Dosierungsempfehlungen laut Verpackung mit der Empfehlung durch die Kommission E in
der Ginkgo-Extrakt-Monographie verglichen. Geht man von einer mit EGb 761
vergleichbaren Extraktqualitét aus, so sollten alle Préparate folglich die vorgeschriebene
Mindestdosierung von 120 mg Ginkgo-Trockenextrakt pro Tag erfillen, um Uberhaupt
effektive Wirkstoffspiegel erreichen zu konnen.

Viele der hier untersuchten amerikanischen Prdparate erfillen diese Anforderung der
Monographie E. Andererseits gibt es auch Prdparate, die nicht einmal die Untergrenze von
120 mg Extrakt taglich erfillen oder deren Extraktgehalt einfach nicht festzustellen ist, da
zum Beispiel nur eine Angabe wie der bei Préparat Nr. 20 (60 mg Extrakt + 375 mg Bléatter)
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oder bei Nr. 22 (400 mg pulverisierte Blétter) in der Tabelle 8 deklariert sind. Geht man von
einem DEV von 50:1 aus, so kann man eine GroRenvorstellung von der empfohlenen
Dosierung erhalten (in Tab. 21 in Klammern stehende Zahlen).

Tab. 21 Dosierungsempfehlungen laut Umverpackung der US-amerikanischen Ginkgo-Préparate

Nr.

0 N o o0 B~ W

10

11

12
13

14

15
16
17

18
19

20

21

Hersteller/Vertreiber

Albertsons

Bayer

Celestial Seasonings

Dayton Hudson
Corporation
Fields of Nature
General Nutrition
Corporation

Health Care Naturals
Leiner Health Products

Nature Made

Nutritional Products

Nature’s Bounty

Nature’'s Resource
Products

Nature’s Way Products

NaturPharma

NaturPharma

Now Foods
Pharmanex
Pharmanex

Pharmaton
Rite Aid

Solgar Laboratories

Sundown Vitamins

Extraktmenge  Einnahme-

Praparatename pro Arzneiform Empfehlung IEg=noe
[mg Extrakt]

[mg] proTag

Ginkgo Biloba 40 3 120

One aday

Memory & 60 1-2 60-120

Concentration

Ginkgo Biloba 60 2 120

Target

Ginkgo Biloba ol £ LAy

Ginkgo Biloba 40 1-2 40-80

Natural Brand

Ginkgo Biloba = o 2l

Ginkgo Extract 40 3 120

Your Life

Ginkgo Biloba e £ LD

Ginkgo Biloba 40 3 120

Ginkgo Biloba 30 34 90-120

Nature’'s

Resource 40 3 120

Ginkgo Biloba

Ginkgold 60 2 120

Spring Valley

Ginkgo Biloba wl € L

Spring Valley

Ginkgo Extract ol £ LA

Now — Ginkgo ¢, 4 350mg Bl 1-2 (66-132)

Biloba '

BioGinkgo 24/6 60 2 120

BioGinkgo Extra

Strength 27/7 & 2 —

Ginkoba 40 3 120

Ginkgo Biloba 40 3 120

Super Ginkgo 60 + 375mg BI. 1-2 (67,5-135)

Sundown

Herbals 40 3 120

Ginkgo Biloba
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Sundown Herbals
Sundown Vitamins Ginkgo  Biloba 400mg Bl.pulv. -3 (...24)
(Whole Herb)

Warner-Lambert Quanterra 120-240
Whole Foods Market Ginkgo Biloba 120-240
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3.3 Invitro-Versuche an ver schiedenen Zellkultur systemen

Ziel der folgenden Untersuchungen war es, ein in vitro-Modell zu finden, welches sich
potentiell als pharmakodynamischer Ansatz eignet: folglich auf Ginkgo biloba-Extrakt bzw.
einige seiner relevanten Inhaltsstoffe spezifisch anspricht und eine Quantifizierung der
Effekte erlaubt.

Ausgangspunkt war eine ex vivo-Studie von Schindowski et al. (Schindowski et al, 2001), die
zeigt, dal3 eine Behandlung von Mausen (100 mg/kg KG p.o. zwei Wochen lang) T-
Lymphozyten aus der Milz vor D-Ribose-induzierter Apoptose zu schitzen vermag
(insbesondere T-Zellen von d&teren Mausen). Auch anderen Arbeiten beschreiben
antiapoptotische Eigenschaften des Ginkgo biloba-Extraktes EGb 761 (s. Einleitung).

Aufgrund der relativ geringen Effekte von Ginkgo biloba an Maus-Lymphozyten war nicht zu
erwarten, dal3 sich daraus ein Modell entwickeln lief3e, welches empfindlich genug ist, auch
kleine Unterschiede in Extraktgehalten abzubilden. Ziel war es deshalb, ein Modell zu finden,

welches sensitiver auf Apoptosestimuli und -protektiva reagiert.

3.3.1 Apoptose-Versuche an Jurkat-Zellen

Fur den ersten Ansatz sollten Jurkat-Zellen verwendet werden, da diese wegen der moglichen
Ubertragbarkeit dieses in vitro-Modells auf in vivo-Bedingungen am Menschen als humane
tumurose T-Zellinie sehr geeignet erscheinen.

3.3.1.1 Untersuchung antiapoptotischer Effekte von Ginkgo biloba nach Koinkubation mit
Staurosporin

Als spezifisch Apoptose detektierende Methode diente die Propidiumiodid-Farbung, mit
welcher die Zellen schnell und in sehr grof3er Zahl im FACS gemessen werden konnen. Zur
Induktion von Apoptose wurde Staurosporin verwendet, welches in den folgenden
Experimenten mit den jeweiligen zu testenden Substanzen fur 24 Stunden koinkubiert wurde.
Im Rahmen der Methodenetablierung wurde zuerst eine Konzentrations- und Zeitabhangigkeit
der Apoptoserate von der eingesetzten Staurosporinkonzentration festgestellt. Abb. 27 zeigt
eine Konzentrationsabhéngigkeit von Staurosporin nach 24 Stunden Inkubation (n= 3 - 7).
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Abb. 27: Konzentrationsabhangigkeit des apoptotischen Effektes von Staurosporin
nach Pl-Férbung an Jurkat-Zellen, Mittelwerte + SD (n = 3 - 7, jewells as
Dreifachbestimmung)

Bis zu einer Konzentration von 1 uM steigt die Apoptoserate kontinuierlich an, danach
scheint sie in eine Plateauphase Uberzugehen: 10 uM Staurosporin konnte die Apoptoserate
gegeniber 1 UM nur von etwa 28 % auf 30 % steigern. Dieses Phanomen konnte darauf
beruhen, dai3 die Zelltoxizitét zwar weiter ansteigt, bei gleichbleibender Apoptoserate aber in
Richtung Nekrose verschoben ist, welche in der Pl-Féarbung nicht erfafdt wird.

Abb. 28 zeigt die Zeitabhangigkeit der durch 1 uM Staurosporin induzierten Apoptoserate.
Die nach 24 Stunden induzierte Apoptose ist gegeniiber der basalen Apoptose deutlich erhoht,
so dal? die Detektion von Unterschieden nach dieser Zeitspanne ausreichend gut moglich sein
mufdte.
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Abb. 28: Zeitabhangigkeit des apoptotischen Effektes von Staurosporin [1 puM] nach
PI-Férbung an Jurkat-Zellen, Mittelwert £ SD, n= 2, jeweils
Dreifachbestimmung

Uber eine Kontrollfarbung mit 7-AAD konnte fur die Bedingungen 24 Stunden und 1 pM

Staurosporin gezeigt werden, dal? spezifisch Apoptose und kaum Nekrose (< 7 %) ausgelOst
wird (Daten nicht gezeigt).

Es wurden verschiedene Konzentrationen EGb 761, diverser Inhaltsstoffe (Ginkgolid B,

Bilobalid und Quercetindihydrat) und spezielle EGb 761-Fraktionen (Nr. 1, 5 und 7)
untersucht.

Fraktion 1 wurde rein walrig extrahiert und enthielt weder nachweisbare Mengen
Flavonglykoside noch Terpenlaktone. Fraktion 5 wurde durch Elution mit 40 % Ethanol
gewonnen und enthielt 9 % Terpenlaktone und auch Flavonglykoside. Fraktion 7 wurde mit
96%igem Ethanol extrahiert und enthielt weder Terpenlaktone noch Flavonglykoside. Die
drei verschiedenen Extraktfraktionen sollten das Spektrum der Eigenschaften des EGb 761 je
nach Anreicherung der sehr hydrophilen bis zu sehr lipophilen Komponenten widerspiegeln.

Fur alle getesteten Substanzen wurde Uberprift, ob sie einen Effekt auf die durch Pl
detektierbare basale Apoptoserate haben. Die mittlere basale Apoptoserate fur alle mit Jurkat-
Zellen durchgefuihrten Experimente lag bei 3 —5 %. Durch Inkubation mit 1 uM Staurosporin
fur 24 Stunden konnten Apoptoseraten von durchschnittlich 38 — 43 % induziert werden. Die
Abweichung der Apoptoserate von der in der Konzentrationsabhangigkeit (Abb. 27)
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ermittelten, héngt vermutlich mit der Verwendung einer anderen Charge Staurosporin
zusammen. Diese Differenzen haben fir die Auswertung der Experimente keine Bedeutung,
da in den vergleichenden Untersuchungen nachfolgend immer die gleiche Charge verwendet

wurde.

Ginkgo biloba-Extrakt EGb 761

EGb 761 zeigte im Konzentrationsbereich von 10 — 500 pg/ml keine Beeinflussung der
basalen Apoptoserate. Die hochste eingesetzte Konzentration an Lésungsmittel DM SO 0,3 %
hatte keinen Effekt (Daten nicht gezeigt). Protektive Effekte durch Ginkgo biloba-Extrakt
konnten im Konzentrationsbereich von 50 — 500 pug/ml nach Koinkubation mit Staurosporin
flr 24 Stunden nicht nachgewiesen werden (n = 4 - 6, Daten nicht gezeigt).

Ginkgolid B

Ginkgolid B beeinflulte im Konzentrationsbereich von 1 uM — 100 uM die basale
Apoptoserate (n = 5 - 6, Daten nicht gezeigt) nicht. Auch fur Ginkgolid B (1 -500 uM)
konnten nach Koinkubation mit 1 pM Staurosporin fir 24 Stunden keine Apoptose-
protektiven Effekte nachgewiesen werden (n = 4, Daten nicht gezeigt).

Bilobalid
Bilobalid zeigte in Konzentrationsbereichen von 1 — 500 uM keinen Effekt auf die basale
Apoptoserate (n = 4, Daten nicht gezeigt). Apoptose-protektive Effekte konnten fir keine

Konzentration von 1 — 500 uM nachgewiesen werden (n = 4, Daten nicht gezeigt).

Quier cetindihydrat

Quercetindihydrat erhohte in einer Konzentration von 100 uM die basale Apoptoserate
signifikant (p < 0,001) von etwa 4 % auf 8 % (s. Abb. 29). Diese Konzentration ist extrem
hoch; der proapoptotische Effekt dieser Konzentration durfte daher physiologisch irrelevant
sein. Protektive Effekte konnten nach Koinkubation mit Staurosporin nicht gezeigt werden
(n= 4, Daten nicht gezeigt).
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Abb. 29: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen Quercetindihydrat auf die basale
Apoptoserate an Jurkat-Zellen; Mittelwerte £ SD (n = 4), ANOVA:
*** p< 0,001 Quer 100 uM vs. Kontralle

Fraktion 5

Fraktion 5 ist eine Terpenlakton-reiche Extraktfraktion (9 % bezogen auf Extrakt; s. 2.1.2.3).
Sie zeigte in einer Konzentration von 100 — 500 pg/ml keinen Einflul auf die basale
Apoptoserate (n = 5, Daten nicht gezeigt).

Einen Apoptose-protektiven Effekte zeigte die Koinkubation mit Fraktion 5 in einer
Konzentration von 500 pg/ml. Die durch Staurosporin 1 pM (24 Stunden) ausgeloste
Apoptoserate von 29 % konnte signifikant auf 25 % gesenkt werden (s. Abb. 30). Dieser
scheinbar protektive Effekt beruht hochstwahrscheinlich auf einer Verschiebung von

Apoptose in Richtung Nekrose, welche mit der PI-Férbung nicht detektiert wird (s. Abschnitt
3.3.2.2).
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Abb. 30: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen Fr 5 auf die Staurosporin induzierte
Apoptoserate an Jurkat-Zellen; Mittelwerte £ SD (n = 6), ANOVA:
* p<0,05 Fr 5500 pg/ml vs. Staurosporin-behandelter Kontrolle

Fazt
Mit diesem Modell unter den genannten Bedingungen konnten durch EGb 761 oder einen

seiner getesteten Inhaltsstoffe keine protektiven Effekte gegentiber Staurosporin-induzierter
Apoptose beobachtet werden.

3.3.1.2 Untersuchung antiapoptotischer Effekte von Ginkgo biloba an Jurkat-Zellen nach
Koinkubation mit Desoxy-D-Ribose

Des weiteren wurde untersucht, ob Ginkgo biloba oder einzelne Inhaltsstoffe des Extraktes

nach Induktion mit einem anderen Apoptose auslésenden Agens protektiv wirken kdnnen. Zur

Apoptose spezifischen Detektion diente die Propidium-1odid-Farbung.

Abb. 31 zeigt eine Konzentrationsabhangigkeit der Apoptoserate nach 24 Stunden von der
Konzentration der eingesetzten Desoxy-D-Ribose. Aufféllig sind die extrem grof3en
Schwankungen beziiglich der ausgelosten Apoptose. Die starke Abnahme der Apoptoserate
von der D-Ribose-Konzentration 75 mM gegeniiber 100 mM beruht wahrscheinlich darauf,
dai die Zellen bei dieser hohen Konzentration vermehrt in Nekrose tibergehen und damit aus

dem apoptotischen Fenster verschwinden, die durch Pl-gemessene Rate folglich abnimmt.
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Abb. 31: Konzentrationsabhangigkeit der ausgel sten Apoptoserate von der

Desoxy-D-Ribose an Jurkat-Z€ellen; Mittelwert + SD (n= 3 - 7; jewells
Dreifachbestimmung)

Fur die zwei D-Ribose-Konzentrationen mit den geringsten Schwankungen, 35 und 75 mM,
wurde eine Zeitabhangigkeit durchgefuhrt (s. Abb. 32). Gleichzeitig waren das die

Konzentrationen, die eine mittlere bzw. die maximale Apoptoserate auszulésen vermochten.
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Abb. 32: Zeitabhangigkeit der ausgel 6sten Apoptoserate durch 35 od. 75 mM Desoxy-
D-Ribose an Jurkat-Zellen; Mittelwert £ SD (n = 2; jeweils Dreifachbestimmung)
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Sowohl die Konzentration 35 mM als auch 75 mM zeigten gegenilber der basalen
Apoptoserate eine deutliche Steigerung, so dald beide Konzentrationen nach 24 Stunden
geeignet sein midten, eventuell protektive Effekte abzubilden. Da in diesen Experimenten
gezielt die Apoptose-protektiven Effekte des Ginkgo biloba untersucht werden sollte, wurden
die beiden Konzentrationen D-Ribose durch 7-AAD-Farbung auf die Ausldsung von Nekrose
neben der Auslésung von Apoptose getestet.

Es sollte die Konzentration an D-Ribose herausgefunden werden, die spezifisch Apoptose
auszuldsen vermag. Abb. 33 zeigt die durch 7-AAD-Farbung ausgelste Rate an Nekrose u.a.
fur die beiden Konzentrationen D-Ribose 35 mM und 75 mM nach 24 Stunden Inkubation. 75
mM D-Ribose zeigte eine signifikante Auslésung an Nekrose von etwa 50 % der gesamten
Zellen. 35 mM D-Ribose wies keine signifikante Zunahme der Nekroserate im Vergleich zur
Kontrolle auf.

Im folgenden wurden die Experimente mit einer Konzentration von 35 mM D-Ribose bei 24
Stunden Inkubation durchgeftihrt. Anzumerken ist, dal3 auch die durch 35 mM D-Ribose
ausgeldsten Apoptoseraten Uber die verschiedenen Versuchstage gesehen Schwankungen im
Bereich von 18 % bis 29 % unterlagen.
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Abb. 33: Ausgd dste Nekrose nach 7-AAD-Férbung durch 35 mM od. 75 mM Desoxy-D-
Ribose an Jurkat-Zellen; Mittelwert + SD (n = 3; jeweils Dreifachbestimmung);
ANOVA: *** p< 0,001 D-Rib. 50 mM u. 75 mM vs. Kontrolle
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Ginkgo biloba-Extrakt EGb 761

Ginkgo biloba in Konzentrationen von 500 pg/ml zeigte protektive Effekte nach
Koinkubation mit 35 mM D-Ribose fir 24 Stunden. Die durch D-Ribose von 5 % auf 26 %

erhdhte Apoptoserate konnte auf etwa 14 % fir 500 pug/ml EGb 761 gesenkt werden (s. Abb.
34).

Apoptose % (PI)

Abb. 34: Einflufd verschiedener Konzentrationen EGb 761 auf die D-Ribose 35 mM-

induzierte Apoptoserate an Jurkat-Zellen; Mittelwerte+ SD (n=4 - 7), ANOVA:
*** n< 0,001 EGb 500 pg/ml vs. D-Ribose

Fraktion 5

Die Fraktion 5 zeigte protektive Effekte bei Konzentrationen von 500 pg/ml nach
Koinkubation mit 35 mM D-Ribose fur 24 Stunden. Die durch D-Ribose von 5 % auf 18 %
erhdhte Apoptoserate konnte in @nlicher Grofenordnung wie durch EGb 761 auf ca. 14 %
far 500 pg/ml FR 5 gemindert werden (s. Abb. 35).
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Abb. 35: EinfluR3 verschiedener Konzentrationen der Fraktion 5 auf die D-Ribose-
induzierte Apoptoserate an Jurkat-Zellen; Mittelwerte + SD (n = 9), ANOVA:

** p< 0,01 Fr5 500 pg/ml vs. D-Ribose
Fraktion 1

Fraktion 1 zeigt nach Koinkubation mit D-Ribose keine Apoptose-protektiven Eigenschaften.

Fraktion 7

Fraktion 7 zeigte in einer Konzentrationen von 100 pg/ml antiapoptotische Eigenschaften
nach Koinkubation mit D-Ribose fir 24 Stunden (s. Abb. 36).
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Abb. 36: Einflufd verschiedener Konzentrationen der Fraktion 7 auf die D-Ribose-

induzierte Apoptoserate an Jurkat-Zellen; Mittelwerte £ SD (n = 5), ANOVA:
*** n< 0,001 Fr 7 100 pg/ml vs. D-Ribose
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Ginkgolid B, Bilobalid und Quer cetindihydrat
Weder Ginkolid B (1 — 250 uM), Bilobalid (1 — 500 uM) noch Quercetindihydrat (1 — 100
HUM) zeigten protektive Eigenschaften (Daten nicht gezeigt).

Fazt

Nur durch extrem hohe Konzentration EGb 761 (500 pg/ml) bzw. Fraktion 5 (500 pg/ml)
konnten gegenuber D-Ribose ausgeloster Apoptose eine Protektion bewirkt werden.
Ginkgolid B, Bilobalid und Quercetindihydrat zeigten keinerlei protektive Effekte. Fraktion 7
zeigte in einer Konzentration 100 pg/ml einen schwach protektiven Effekt, der sich allerdings

bei hoherer Konzentration nicht mehr zeigte.

So erscheint auch dieses Modell an Jurkat-Zellen mit Apoptose-Auslésung durch Desoxy-D-
Ribose nicht sensitiv genug und ungeeignet als pharmakodynamischer Ansatz fir einen

Bioassay zu sein.
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3.3.2 Apoptose-Versuche an menschlichen Lymphozyten (PBM C)
Fur einen weiteren Ansatz wurden menschliche Lymphozyten (PBMC) verwendet, die
maoglicherweise aufgrund anderer Eigenschaften als Jurkat-Zellen, welche tumordsen

Ursprungs sind, sensitiver reagieren konnten.

3.3.2.1 Untersuchung antiapoptotischer Effekte von Ginkgo biloba nach Koinkubation mit
Staurosporin

Auch hier wurde mit Hilfe des Propidium-lodid-Assays untersucht, ob verschiedene

EGb 761-Konzentrationen oder Einzelsubstanzen des Extraktes die durch Staurosporin

induzierte Apoptose zu hemmen vermdgen. Des weiteren wurde untersucht, ob Effekte auf

die basale Apoptose zu detektieren sind. Die Versuche liefen Uber 24 Stunden; Protektor und

Induktor wurden koinkubiert. Je Versuchstag wurden mindestens Doppelbestimmungen
vorgenommen.

EGb 761

Ginkgo biloba-Extrakt in Konzentrationen von 10 — 500 pg/ml zeigte keinen Effekt auf die
basale Apoptoserate (Daten nicht gezeigt). Nach Apoptose-Induktion mit 0,5 pM
Staurosporin  konnte das Ansteigen der Apoptoserate auf 48 % durch EGb 761
konzentrationsabhangig maximal auf 20 % gehemmt werden (s. Abb. 37).
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Abb. 37: Einflul? verschiedener Konzentrationen EGb 761 auf die Staurosporin-
induzierte Apoptose an PBMC; Mittelwerte+ SD (n = 6), ANOVA: *** p < 0,001 EGb

250 pg/ml u. 500 pg/ml, * p < 0,05 EGb 100 pg/ml vs. Staurosporin-behandel ter
Kontrolle
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Bilobalid
Verschiedene Konzentrationen Bilobalid 1 — 500 pM sowie die maximal eingesetzte
Konzentration an dem Ldsungsmittel DMSO 0,5 % hatten keinen Einflu® auf die basale
Apoptoserate (Daten nicht gezeigt). Bezlglich der Staurosporin induzierten Apoptose zeigte
Bilobalid im Konzentrationsbereich 1 — 500 uM keine protektiven Effekte (Daten nicht
gezeigt).

Kampferol

Kémpferol hat nur in einer Konzentration von 100 uM die Apoptoserate von basal 5 %
signifikant (p < 0,01; n = 4) auf 7 % erhdht (Daten nicht gezeigt). Protektive Effekte
gegeniiber Staurosporin induzierter Apoptose konnten nicht festgestellt werden; im Gegenteil
eine Konzentration von 100 UM erhohte sogar die Apoptoserate noch signifikant (p < 0,01;
n=4) von 32 % auf 44 %.

Quer cetindihydrat

In Konzentrationen von 1 — 100 pM verandert Quercetindihydrat nicht die basale
Apoptoserate (Daten nicht gezeigt). Allerdings hemmt es konzentrationsabhangig die durch
Staurosporin induzierte Apoptoserate von 32 % auf 16 % minimal (s. Abb. 38).
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Abb. 38: EinfluR verschiedener Konzentrationen Quercetindihydrat auf die Staurosporin-
induzierte Apoptoserate an PBMC; Mittelwerte+ SD (n = 4-8), ANOVA:
*** p< 0,001 vs. Staurosprin-behandelter Kontrolle
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Ginkgolid B

Ginkgolid B zeigt in einer Konzentration von 10 uM eine signifikante (p < 0,01; n =6)
Abnahme der basalen Apoptoserate (Daten nicht gezeigt) von 5 % auf 3 %. Protektive Effekte
lassen sich fr Ginkgolid B nicht zeigen, 500 uM erhdhen sogar die Apoptoserate signifikant
(p < 0,05; n=4) (Daten nicht gezeigt).

Fraktion 5

Ginkgo biloba-Extrakt-Fraktion 5 verandert die basale Apoptoserate in den eingesetzten
Konzentrationen von 10 — 500 pg/ml nicht (Daten nicht gezeigt). Bei der durch Staurosporin
induzierten Apoptose zeigen sich konzentrationsabhangige Effekte durch Koinkubation mit
Fraktion 5. Dabei 183t sich die induzierte Apoptoserate von 47 % auf minimal 11 % hemmen
(s. Abb. 39).
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Abb. 39: Einflul? verschiedener Konzentrationen Extrakt-Fraktion 5 auf Staurosporin (0,5uM)-
induzierte Apoptoserate an PBMC; Mittelwerte+ SD (n =2 - 6); ANOVA:
*** p< 0,001 Fr 5100, 250 und 500 pg/ml und * p < 0,05 EGb 50 pg/ml vs.
Staurosporin-behandelter Kontrolle

3.3.2.2 Uberpriifung der PI-Ergebnisse mit 7-AAD-Assay

Um abzukléren, ob die im Pl-Assay beobachteten protektiven Effekte der einzelnen
Substanzen wirklich auf Apoptose-protektive Eigenschaften zurlickzuftihren sind, wurden die
entsprechenden Konzentrationen der einzelnen Substanzen im 7-AAD-Assay Uberpruft.

Denkbar wére, da3 Abnahmen der Apoptoseraten mit der Propidium-lodid-Methode, die
spezifisch nur Apoptose und keine Nekrose detektiert, in der Realitét nur Verschiebungen zur
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Nekrose darstellen. So bedeuteten die Apoptose-protektiven Effekte im Pl-Assay keinen

Schutz vor Zelltod, sondern nur eine Verschiebung der Verhaltnisse Apoptose / Nekrose.

Im folgenden werden die Befunde aus dem 7-AAD-Assay beschrieben, wobei mit diesem
Farbstoff zwischen Apoptose und Nekrose differenziert werden kann. Dal3 die mit dem PI-
Farbstoff detektierten Apoptoseraten nicht mit denen durch 7-AAD errechneten
Apoptoseraten Ubereinstimmen, hat u.a. den Grund, dal3 bei der 7-AAD-Messung zwischen
Subpopulationen des PBMC unterschieden wurde (Monozyten wurden elektronisch markiert
und von der Messung ausgeschlossen) und bei der PI-Messung nicht. Des weiteren ist es
maoglich, dal3 die beiden Methoden evtl. verschiedene Stadien der Apoptose erfassen oder
aufgrund der Aufbereitung vor der Messung DNA-Bruchstiicke bei der PI-Farbung aufgrund
von Waschschritten verlorengehen und bei der 7-AAD-Farbung nicht.

Folglich kénnen die Ergebnisse innerhalb derselben Methode miteinander verglichen werden,
nicht jedoch die ermittelten Apoptoseraten der Pl-Messung mit denen der 7-AAD-Messung.
Allerdings lassen die Ergebnisse der einen Methode Interpretationen qualitativer Art auf die

andere Methode zu.

EGb 761
Die Messung der in der PI-Messung verwendeten Konzentrationen an EGb 761 ergibt die in
Abbildung 40 und 41 gezeigten Apoptose- und Nekrosraten.
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Abb. 40: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen EGb 761 auf die basale Apoptoserate an PBMC;

Mittelwerte+ SD (n = 4); ANOVA: *** p < 0,001 EGb 250 u. 500 pg/ml und
* p< 0,05 EGb 100 pg/ml vs. Kontrolle
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Abb. 41: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen EGb 761 auf die basale Nekroserate an PBMC;
Mittelwerte+ SD (n = 4); ANOVA: *** p < 0,001 EGb 250 u. 500 pg/ml vs. Kontrolle

Die hochste verwendete Konzentration an Losungsmittel DMSO ergab keinen Effekt auf
Nekrose- oder Apoptoseraten.

Abb. 41 zeigt deutlich, dal3 die im Pl-Assay Apoptose protektiv wirkenden Konzentrationen
an EGb 761 eine signifikante Erhohung der Nekroserate gegenliber der Kontrolle auszuldsen
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vermogen. Das macht die Hypothese wahrscheinlich, dal3 diese Konzentrationen nicht

zellschitzend wirken, also auch nicht wirklich Apoptose-protektiv sind.

Betrachtet man die nach Koinkubation mit Staurosporin fir 24 Stunden durch den 7-AAD-
Assay gemessenen Apoptose- und Nekroseraten, so zeigen sich hier keine antiapoptotischen
Eigenschaften des EGb 761 (n = 4, Daten nicht gezeigt). Im Gegenteil, eine Konzentration

von 500 pg/ml zeigt zusétzlich zur durch Staurosporin ausgeldsten Nekroserate zelltoxische
Eigenschaften (s. Abb. 42).
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Abb. 42: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen EGb 761 auf die Staurosporin-induzierte
Nekroserate an PBMC; Mittelwerte+ SD (n = 4); ANOVA: *** p< 0,001
EGb 500 pg/ml vs. Staurosporin-behandelter Kontrolle
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Fraktion 5

Auf die gleiche Weise wurden die im Pl-Assay Apoptose-protektiv erscheinenden
Konzentrationen an Fraktion 5 dberprift. Auch hier hatte die hdchste verwendete
Konzentration des Lésungsmittels EtOH keinen Einfluld auf die Apoptose- oder Nekroseraten.
Abb. 43 und 44 zeigen, dal3 die hdheren Konzentrationen an Fraktion 5 apoptotisch und

nekrotisch wirken.
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Abb. 43: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen Fr5 auf die basale Apoptoserate an PBMC;
Mittelwerte+ SD (n = 2); ANOVA: *** p< 0,001 Fr 5250 und 500 pg/ml, * p< 0,05
Fr 5100 pg/ml vs. Kontrolle
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Abb. 44: Einfluf3 verschiedener Konzentrationen der Extrakt-Fraktion 5 auf die basale
Nekroserate an PBMC; Mittelwerte+ SD (n = 2), ANOVA: *** p< 0,001 Fr 5250 und
500 pg/ml vs. Kontrolle
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Die im PI-Assay Apoptose-protektiven Konzentrationen an Fraktion 5 zeigen in der 7-AAD-
Messung keine antiapototischen Eigenschaften (Daten nicht gezeigt).

Die Konzentration von 250 und 500 pg/ml Fraktion 5 zeigten hinsichtlich der Nekrose
zelltoxische Wirkung (s. Abb. 45).
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Abb. 45: EinfluR verschiedener Konzentrationen Extrakt-Fraktion 5 auf Staurosporin-
induzierte Nekroserate an PBMC; Mittelwerte+ SD (n = 2 - 4), ANOVA:
*** p< 0,001 Fr 5500 pg/ml vs. Staurosporin und ** p < 0,01 Fr 5250 pg/ml vs.
Staurosporin-induzierter Kontrolle

3.3.2.3 Uberpriifung der Zelltoxizitdt von Ginkgo biloba und Extrakt-Fraktion 5 durch
Trypanblau-Auszéhlung

Eine weitere Methode, die Zelltoxizitét der hohen Ginkgo biloba- bzw. Extraktfrakion 5-

Konzentrationen nachzuweisen, ist die Trypanblau-Auszéhlung im Durchlicht-Mikroskop. Es

handelt sich um eine Methode, die sehr spéte Ereignisse der Apoptose (ndmlich Schadigung

der Zellmembran) bzw. Nekrose nachweist.

Auch in diesem Versuchsansatz zeigten die  hochsten eingesetzten
L dsungsmittelkonzentrationen an DM SO und Ethanol keine Zytotoxizitét.

EGb 761

Nach 24 Stunden zeigten die EGb 761-Konzentrationen 100 — 500 pug/ml keine signifikanten
Effekte auf den basalen Zelltod. Die Konzentration 500 pg/ml zeigt tendenziell zytotoxische
Eigenschaften, die aufgrund der hohen Variabilitdt nach manueller Auszahlung noch nicht

signifikant gegentiber Kontrolle waren (n = 1 - 3, je Dreifachbestimmung; Daten nicht
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gezeigt). Das gleiche Bild zeigten die Ergebnisse nach 24 Stunden Koinkubation mit 0,5 uM
Staurosporin (n =1 - 3, jeweils Dreifachbestimmung; Daten nicht gezeigt).

Staurosporin in einer Konzentration von 0,5 UM zeigte selbst einen nur sehr geringen Effekt
in der Trypanblau-Auszéhlung, da es in dieser Konzentration und Uber 24 Stunden an
Lymphozyten ein spezifischer Apoptoseinduktor ist. Trypanblau férbt Zellen in einem sehr
spaten Stadium der Apoptose oder einen geringen Prozentsatz an nekrotischen Zellen, so dal3
nach 24 Stunden durch Staurosporin nur etwa 10 % Zelltod im Vergleich zu 5 % basal zu
detektieren ist.

Fraktion 5
Fraktion 5 in einer Konzentration von 500 pg/ml Uber 24 Stunden zeigte signifikant
zytotoxische Effekte im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 46).

*k*

w
o
|

N
o
|

10+

Zelltod % (Trypanblau)

Abb. 46: Einflul3 verschiedener Konzentrationen der Extrakt-Fraktion 5 auf den basaen
Z€lltod nach 24 h an PBMC; Mittelwerte+ SD (n =1 - 3); ANOVA: *** p < 0,001
Fr 5500 pg/ml vs. Kontrolle
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Bei Koinkubation mit Staurosporin 0,5 UM Uber 24 Stunden konnte kein protektiver Effekt
gezeigt werden. Fraktion 5 in einer Konzentration von 500 pg/ml wies zytotoxischere Effekte

im Vergleich zu Staurosporin 0,5 uM auf (s. Abb. 47).

+ Staursporin 0,5 uM
<

Zelltod % (Trypanblau)

Abb. 47: EinfluR verschiedener Konzentrationen der Extrakt-Fraktion 5 auf Staurosporin
induzierten Zelltod nach 24 h an PBMC; Mittelwerte+ SD (n =1 - 3); ANOVA:
** < 0,01 Fr 5500 pg/ml vs. Staurosporin-induzierter Kontrolle

Fazt aus den Versuchen mit Lymphozyten (PBMC)

Die Untersuchung auf antiapototische Eigenschaften von Ginkgo biloba-Extrakt oder
bestimmten Einzelsubstanzen aus diesem Extrakt hat ergeben, dal3 quasi keine protektiven
Effekte zu verzeichnen waren. Quercetindihydrat zeigte in der PI-Messung protektive Effekte,
die aber nicht mehr mit der 7-AAD-Messung oder Trypanblau-Farbung Uberprift wurden.
Maoglicherweise konnte es sich also — wie bei EGb 761 bzw. Fraktion 5 - herausstellen, daf3
das Phdnomen der Apoptoseprotektion nur eine Verschiebung von Apoptose Richtung
Nekrose widerspiegelt, die mit Pl-Farbung nicht erfaldt wird. Falls die beobachtete Reduktion
der Apoptoserate tatsachlich auf zellschitzende Eigenschaften des Quercetindihydrates
zurlckzufthren ist, so scheint dieses Modell dennoch nicht geeignet fir einen Bioassay, der
verschiedene Extrakte zu quantifizieren erlauben soll, denn EGb 761 als Extrakt zeigte in

dieser Versuchsreihe keine protektiven Eigenschaften.
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3.3.3 MTT-Versuchean PC-12-Zellen

Da Zellsysteme, die aus der Peripherie des Menschen stammen, sich unter den gewéhlten
Bedingungen nicht als ausreichend sensitiv und damit fir einen quantifizierbaren Bioassay als
geeignet erwiesen, sollten als néchstes potentielle Effekte auf neuronaler Ebene betrachtet
werden. Es wurden PC-12 Zellen - als anerkanntes Modell fir neuronale Zellen — verwendet,
in der Hoffnung, dal? diese sensitiver auf bestimmte Agentien und Stimuli reagieren wirden

als periphere Zellen.

3.3.3.1 MTT-Effekte nach Koinkubation von Staurosporin 0,5 uM und Ginkgo biloba an
PC-12 Zellen

Die folgenden Untersuchungen wurden mit Hilfe des MTT-Assays ausgewertet. Als
zytotoxisches Agens wurde zundchst Staurosporin in einer Endkonzentration von 0,5 uM
ausgewahlt, welches den MTT-Effekt bezliglich Kontrolle auf ungefahr 40 % zu hemmen
vermag. Staurosporin wurde mit verschiedenen Konzentrationen an Ginkgo biloba-Extrakt
EGb 761 (10 — 500 pg/ml) und verschiedenen Konzentrationen Quercetindihydrat
(1-100 uM), as einem der wichtigsten Vertreter der Flavonoid-Komponenten, fur 24
Stunden koinkubiert. Der Versuch wurde an sechs verschiedenen Tagen (jeweils als
Dreifachbestimmung) durchgefuhrt. Auf3erdem wurde untersucht, ob Ginkgo biloba-Extrakt
bzw. Quercetindihydrat selbst den MTT-Effekt an unbehandelten Zellen (basaler MTT-
Effekt) beeinflussen. In jedem Experiment wurden die MTT-Absorptionen um die aus den
eingesetzten Konzentrationen an EGb 761-Extrakt und Quercetindihydrat resultierenden
Eigenfarbungen korrigiert.

Die in diesem Experiment eingesetzten Ginkgo biloba-Konzentrationen und die hdchste
verwendete Konzentration an Lésungsmittel DM SO hatten keinen Einflul auf den basalen
MTT-Effekt (Daten nicht gezeigt). Bel den eingesetzten Quercetindihydrat-Konzentrationen
zeigte nur die hochste von 100 uM eine signifikante Reduktion (p < 0,05) des basalen MTT-
Effekts bezliglich Kontrolle auf 81 % (Daten nicht gezeigt), was dafir spricht, dal3 eine
Konzentration von 100 uM Quercetindihydrat schon toxische Effekte besitzt.

Abb. 48 und 49 zeigen, dal3 Ginkgo biloba Extakt EGb 761 und Quercetindihydrat die durch
Staurosporin induzierte Abnahme des MTT-Effektes nicht zu hemmen vermdgen. Bei EGb
761 ist eine leichte, aber nicht signifikante Verbesserung der durch Staurosporin bedingten
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Abnahme des MTT-Effektes erkennbar (unbehandelte Kontrolle entspricht 100 % MTT-
Effekt).
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Abb. 48: MTT-Effekt verschiedener Konzentrationen EGb 761 nach Apoptose nduktion
mit Staurosporin (n = 6) an PC 12-Zellen; Mittelwert = SD; ANOVA: n.s.
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Abb. 49: MTT-Effekt verschiedener Konzentrationen Quercetindihydrat nach
Apoptoseinduktion mit Staurosporin (n = 6) an PC 12-Z€llen; Mittelwert +
SD; ANOVA: n.s
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3.3.3.2 MTT-Effekte nach Koinkubation von A3 1uM und Ginkgo biloba an PC-12 Zellen

Fur weitere Untersuchungen wurde vollstandig aggregiertes AlRpsss (Vorinkubation 1-2
Stunden) als zytotoxisches Agens mit einer Endkonzentration von 1 uM ausgewahlt, welche
den MTT-Effekt beziiglich Kontrolle — ahnlich Staurosporin - auf ungefahr 40 % zu hemmen
vermag. AR wurde mit verschiedenen Konzentrationen an Ginkgo biloba-Extrakt EGb 761
(10 — 500 pg/ml) und verschiedenen Konzentrationen Quercetindihydrat (1 — 100 uM), als
einem der wichtigsten Vertreter der Flavonoid-Komponenten, fir 24 Stunden koinkubiert.
Der Versuch wurde an funf verschiedenen Tagen (jeweils Dreifachbestimmung) durchgefihrt.
Auch hier wurde vorab untersucht, ob Ginkgo biloba-Extrakt bzw. Quercetindihydrat den
MTT-Effekt an unbehandelten Zellen (basaler MTT-Effekt) beeinflussen kénnen. Um die
entsprechenden Eigenabsorptionen des Extraktes bzw. Quercetindihydrates in der jeweiligen

Konzentration wurde korrigiert.

Ginkgo biloba-Extrakt hatte in keiner der getesteten Konzentration einen Einfluld auf die
basalen MTT-Effekte. Bei Quercetindihydrat bewirkte wiederum nur die hochste
Konzentration von 100 uM eine signifikante Abnahme (p < 0,001) des MTT-Effektes
beziiglich Kontrolle auf 75 % (Daten nicht gezeigt).

Abb. 50 zeigt, dal3 Ginkgo biloba konzentrationsabhangig die durch AR induzierte Apoptose
zu hemmen vermag. Den grofiten Effekt zeigt die Konzentration 250 pg/ml, die die durch A3
bedingte Abnahme des MTT-Effektes von 61 % auf 9 % Abnahme bezogen auf die
unbehandelte 100 %-Kontrolle verringern kann (von 39 % MTT-Effekt unter 1 uM A3 auf 91
% MTT-Effekt unter 1 pM AR + 250 pg/ml EGb 761 bzgl. Kontrolle).
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Abb. 50: MTT-Effekt verschiedener Konzentrationen EGb 761 nach Apoptoseinduktion mit
AR 25-35 (n = 5) an PC 12-Zellen; Mittelwert £ SD; ANOVA:*** p < 0,001 EGb 500,
250 oder 100 pg/ml vs. AR 1uM

Quercetindihydrat zeigt in einer Konzentration von 100 uM eine signifikante Verringerung
(p < 0,01) der Al3-bedingten Abnahme des MTT-Effektes von 61 % auf 39 % Abnahme bzgl.
Kontrolle (Abb. 51).
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Abb. 51: MTT-Effekt verschiedener Konzentrationen Quercetindihydrat nach Induktion

mit Af¥s.35 (N = 5) an PC 12-Zellen; Mittelwert £ SD; ANOVA: ** p< 0,01
Quer 100 M vs. AR 1uM

Es fallt auf, dal3 trotz der durch 100 uM Quercetindihydrat bedingten basalen MTT-Effekt-
Abnahme dieselbe Konzentration nach Induktion mit AR zu einer MTT-Effekt-Zunahme
fuhrt. Es werden mdglicherweise Mechanismen antagonisiert, die mit der AfR-induzierten
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Abnahme des MTT-Effektes in Zusammenhang stehen, nicht jedoch mit den basalen MTT-
Effekten.

3.3.3.3 MTT-Effekte nach Prainkubation mit Ginkgo biloba und anschlief3ender Induktion
mit A3 1uM an PC-12 Zellen
Um zu untersuchen, ob die zellprotektiven Eigenschaften des Ginkgo biloba bei der
Koinkubation mit AR (s. Abb. 50) auf eine direkte Interaktion von Ginkgo biloba-
Bestandteilen und AR zuriickzufihren sind, wurde als néchstes 24 Stunden mit Ginkgo biloba
vorinkubiert, danach das Medium entfernt und anschlief3end vier Stunden mit AR L uM MTT-
Effekte induziert. Zur Untersuchung auf basale Effekte wurde 24 Stunden mit Ginkgo biloba
vorinkubiert und anschliefend fir vier Stunden in Kulturmedium inkubiert. Die
entsprechenden Eigenabsorptionen der eingesetzten Ginkgo biloba / Quercetindihydrat-
Konzentrationen wurden berticksichtigt. Der Versuch wurde an vier unabhéngigen

Versuchstagen jeweils als Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Die eingesetzten Ginkgo biloba-K onzentrationen ergaben keinen Effekt auf die basalen MTT-
Effekte. Bei den eingesetzten Quercetindihydrat-Konzentrationen zeigte sich eine signifikante
Abnahme des MTT-Effektes beztiglich Kontrolle durch 100 uM (p < 0,001) auf 54 % und
durch 50 uM (p < 0,01) auf 70 % (Daten nicht gezeigt).

Préinkubation mit EGb 761 ergab konzentrationsabhangig eine Protektion der durch AR 1 uM
induzierten MTT-Abnahme. Wie Abb. 52 zu entnehmen ist, zeigten die Konzentrationen 250
pg/ml und 500 pg/ml signifikante Effekte.
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Abb. 52: MTT-Effekt nach Préinkubation mit verschiedenen Konzentrationen EGb 761
und anschl. Apoptoseinduktion mit Al%s 35 (N = 4) an PC 12-Zellen; Mittelwert
+ SD; ANOVA: ** p< 0,01 EGb 500 pg/ml od. 250 pg/ml vs. AR 1 uM

Durch Prainkubation mit verschiedenen Konzentrationen Quercetindihydrat konnten keine
protektiven Effekte gegenuber der Af-induzierten MTT-Abnahme detektiert werden. Im
Gegenteil, hthere Konzentrationen an Quercetindihydrat zeigten eher eine Verstéarkung der
AR-induzierten MTT-Abnahme (s. Abb. 53).

MTT Effekt % bzgl.
Kontrolle

Abb. 53: MTT-Effekt nach Préinkubation mit verschiedenen Konzentrationen
Quercetindihydrat und anschl. Apoptoseinduktion mit Af3ys.ss (N = 4) an PC 12-
Zdlen; Mittelwert + SD; ANOVA: *** p < (0,001 Quer 100 uM vs. AR 1 uM
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3.3.3.4 Zeitabhangigkeit der Prainkubation fur zwei und vier Stunden

Um zu Uberpriifen, ob durch die lange Préinkubation von 24 Stunden mit EGb 761 frihe
protektive Effekte verdeckt worden sein kdnnten, wurden zusétzlich Experimente mit zwei
und vier Stunden Vorinkubation und anschlief3ender Induktion von MTT-Effekten durch AR
durchgeftihrt.

Es zeigte sich, dal3 sich die protektiven Effekte schon zwischen zwei und vier Stunden
abzeichneten, die grofdten protektiven Effekte jedoch nach 24 Stunden zu detektieren waren
(Daten nicht gezeigt).

3.3.3.5 Abhéangigkeit der MTT-Absorptionen von der MTT-Zugabezeit an PC-12 Zellen

Um maoglicherweise etwas Uber den Mechanismus der Protektion der Al3-induzierten MTT-
Effekte durch EGb 761 zu erfahren, wurde eine Untersuchung der Abhéngigkeit der MTT-
Absorption von der Zugabezeit durchgefihrt. Dazu wurde die EGb 761-Konzentration
eingesetzt, die bei Koinkubation mit AR 1uM fir 24 Stunden den grofiten protektiven Effekt

zeigte.

In Abb. 54 sind die MTT-Absorptionen der unbehandelten Kontrolle, der 1 uM AR
behandelten Zellen, der mit EGb 761 250 pg/ml behandelten Zellen und der durch
Koinkubation von AR 1 puM und EGb 761 250 pg/ml behandelten Zellen abgebildet.
Insgesamt wurden die Zellen 24 Stunden inkubiert, wovon 0,5, 1, 2 oder 4 Stunden auf die
MTT-Zugabezeit entfielen.
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Abb. 54: Abhangigkeit des MTT-Effektes von der Zugabezeit des MTT-Reagenzes an
PC 12-Zdlen; Mittelwerte £ SD (n = 2, jew. Dreifachbestimmung)
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Die Behandlung mit AR 1 uM fur 24 Stunden zeigt eine deutliche Abnahme des MTT-
Effektes im Vergleich zur Kontrolle. Eine Arbeit von Leutz (Leutz 2001) zeigt, dal3 unter
diesen Bedingungen (1 uM AlRs.35 flr 24 Stunden an PC-12 Zellen) keine Zytotoxizitét im
LDH-Assay gezeigt werden kann. Die Effekte auf die MTT-Absorption sind also nicht tber
zytotoxische Eigenschaften des AR zu erkléaren. Diskutiert wird, dal3 A3 Effekte auf den
Transport des gebildeten Formazansalzes von intra- nach extrazelluléar haben kdnnte. Eine
Theorie ist, dal3 AR die Exozytose des Formazansalzes zu beschleunigen vermag. Die nach
aul3en transportierten Formazansalze kristallisieren zu Nadeln aus, die sich an der AulRenseite
der Membran ablagern und damit evtl. den Hineintransport von MTT-Reagenz vermindern
bzw. verlangsamen. Deshalb wéare die Menge des wahrend der Inkubationszeit insgesamt
umgesetzten MTT-Reagenzes zu farbigem Formazansalz im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle vermindert und die MTT-Absorptionsabnahme plausibel.

Wie der Kurvenverlauf der mit EGb 761 behandelten Zellen vermuten [&3t, ist die Umsetzung
des MTT-Reagenzes wahrend der Inkubationszeit im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
verlangsamt und hat nach vier Stunden Zugabezeit des MTT-Reagenzes noch kein Plateau
erreicht. Allerdings scheint die maximal umgesetzte Menge MTT hoher zu liegen als die der
unbehandelten Kontrolle. Man konnte spekulieren, dald EGb 761 die Exozytose des
umgesetzten Formazansalzes auf die extrazellulére Seite verlangsamt, damit die Ablagerung
der Formazankristalle an der Auflenseite der Membran verzégert und dadurch evtl. die
Nachlieferung von MTT-Reagenz ins Zellinnere langer unbehindert bleibt. So wére die zur
Umsetzung zur Verfigung stehende Menge MTT-Reagenz - Uiber die Inkubationszeit gesehen
- im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle groRRer, was die hoheren MTT-Absorptionen
erkléaren konnte.

Betrachtet man den Kurvenverlauf (Abb. 54, gelbe Kurve) nach Koinkubation von 1 uM AR
und 250 pg/ml EGb 761, so scheint EGb 761 die durch AR induzierte MTT-
Absorptionsabnahme zu antagonisieren.

Stimmt die Theorie der Beeinflussung der Exozytose durch AR und/oder EGb 761, so kann
man evtl. Verdnderungen der Membraneigenschaften (in entgegengesetzter Weise) als
gemeinsamen Wirkungsmechansimus von Al und EGb 761 vermuten.
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Die durch die Ergebnisse der Kinetikuntersuchung postulierten Theorien hinsichtlich der
Vorgange der Umsetzung des MTT-Reagenzes in das farbige Formazansalz und der Einfliisse
des AR und EGb 761 darauf sollten durch mikroskopische Aufnahmen Uberpriift werden. Der
Versuchsansatz wurde identisch wiederholt und anschlief3end nicht photometrisch
guantifiziert, sondern mikroskopisch analysiert. Festgehalten sind typische Ausschnitte aus

den einzelnen Ansatzen.

Abb. 55 zeigt die nach verschiedenen MTT-Zugabezeiten und unterschiedlichen

Behandlungen erhaltenen Aufnahmen.
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Abb. 55: Photografische Aufnahmen der Abhangigkeit der Formazanbildung von der MTT-Zugabezeit am
Beispiel unterschiedlich behandelter PC 12-Zellen
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An der unbehandelten Kontrolle ist deutlich zu erkennen, wie die Ablagerung der
Formazankristalle an der Auf3enseite der Membran im Laufe der Zeit einsetzt und bis zu vier
Stunden zunimmt. Auch die Zunahme der Farbintensitét (von lokal begrenzten Bereichen bis
Uber die gesamte Zelle verteilt) ist gut zu verfolgen. Bel der AR-Behandlung ist im Vergleich
zur Kontrolle das sehr friihe Einsetzen der Nadelablagerung an der MembranauRenseite
(bereits nach einer halben Stunden) zu erkennen. Des weiteren ist die Intensitét der Farbung
prinzipiell deutlich schwéacher als bei den zeitlich entsprechenden Kontrollen. Dem gegentiber
zeigen die EGb 761 behandelten Zellen ein sehr spédtes Einsetzen der Ablagerung der
gebildeten Formazankristalle an der Membran und etwas hohere Farbintensitdten im
Vergleich zur Kontrolle. Bei Koinkubation von AR und EGb 761 sind die zuvor durch AR
induzierten, beziglich der Kontrolle beobachteten Veranderungen deutlich inhibiert: Die
frihe Nadelbildung ist gehemmt, und die Farbintensitét hat sich in Richtung unbehandelte

Kontrolle verstérkt.

Vergleicht man die durch Photometrie quantifizierten Ergebnissen (s. Abb. 54) mit den
photografischen Aufnahmen (s. Abb. 55), so decken sich die Befunde. Eine alleinige
Behandlung mit A3 steigert den MTT-Effekt bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, eine
Behandlung nur mit EGb 761 verringert den MTT-Effekt verglichen mit der Kontrolle und
AR und EGb 761 antagonisieren sich in ihren MTT-Effekten bei gleichzeitiger Inkubation.
Diese Versuche stiitzen die Theorien Uber die Beeinflussung von Membraneigenschaften und
Exozytose-Vorgangen durch AR und/oder EGb 761.
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3.3.4 MTT-Versuche an menschlichen Lymphozyten (PBMC)

Im Sinne eines pharmakodynamischen Ansatzes ware es sinnvoll, ein in vitro-Modell an
Lymphozyten zu etablieren. Deshalb sollte im folgenden versucht werden, die beobachteten
protektiven Effekte des Ginkgo biloba nach AR-Behandlung der PC 12-Zellen im MTT-Assay
an Lymphozyten zu bestatigen.

Mit verschiedenen AR-Konzentrationen (bis zu 10 uM) konnten an Lymphozyten keine
nennenswerten MTT-Effekte ausgeltst werden, so dal3 dieser Ansatz als Modell entfiel und

ein anderer Induktor benutzt werden mufite.

Eine Behandlung mit Cholesterin (50 uM) erbrachte einen MTT-Effekte von 60 % bezliglich
der Kontrolle. Allerdings konnten in diesem Ansatz keine protektiven Effekte durch EGb 761
(10 — 500 pg/ml) nach Koinkubation fur 24 Stunden detektiert werden.

Fazt
Der Versuch der Etablierung eines geeigneten in vitro-Modells fir einen
pharmakodynamischen Ansatzes scheiterte aufgrund fehlender oder nicht ausreichend

sensitiver Effekte.
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3.4 Vergleichende Bioverfugbarkeitsstudie zweier Ginkgo biloba-haltiger

Fertigprépar ate

Unterschiede in der pharmazeutischen Qualitét von Prdparaten kénnen sich in vivo bemerkbar
machen. Aus diesem Grunde werden als Beleg fur die therapeutische Aquivalenz
verschiedener Praparate Biodquivalenzstudien gefordert. Um zu Uberprifen, ob die
gefundenen unterschiedlichen pharmazeutischen Qualitdten der Ginkgo-biloba-Produkte des
U.S.-amerikanischen Marktes eine in vivo-Relevanz haben, wurden zwei unterschiedlich
schnell freisetzende Préparate in einer vergleichenden Bioverflgbarkeitsstudie untersucht (s.
Kapitel 2.2.3).

3.4.1 Vorstudienvalidierung

Vor der Messung der in der klinischen Studie gewonnen Blutproben wurde eine
Vorgudienvalidierung durchgefuhrt, welche zeigen sollte, dai? die zur Analyse der Blutproben
vorgesehene Methode geeignet bzw. valide ist.

3.4.1.1 Spezifitat
Die Spezifitét der Methode wurde durch Uberpriifung der Chromatogramme von Leerplasma
(n = 6) zu den entsprechenden Retentionszeiten fur Ginkgolid A, B und Bilobalid best&tigt.

3.4.1.2 Linearitét der Kalibriergeraden und Bestimmungsgrenze

Sowohl fur Ginkgolid A und B im Bereich von 1 — 30 ng/ml als auch fir Bilobalid im Bereich
von 1 - 60 ng/ml konnte ein linearer Zusammenhang zwischen Plasmakonzentration und dem
Detektorsignal mit einem Korrelationskoeffizienten > 0,992 gezeigt werden. Jede
Kalibriergerade wurde als Sechs-Punkt-Kalibrierung jeweils dreifach vermessen. Die
Richtigkeit (n = 3) konnte mit < 7 % und die Genauigkeit mit < 11 % angegeben werden.

Als Bestimmungsgrenze wurde sowohl fur die Ginkgolide als auch fur Bilobalid 1 ng/ml
ermittelt. Die Richtigkeit (n = 3) an dieser Bestimmungsgrenze wurde mit < 5 % und die
Genauigkeit mit < 13 % ermittelt.
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3.4.1.3 Genauigkeit und Richtigkeit anhand der Qualitatskontrollproben (QC)

Zur Herstellung von Qualitdtskontrollproben wurde Leerplasma mit bestimmten
Konzentrationen von Ginkgolid A, B, Bilobalid und internem Standard versetzt. Es wurde
jeweils eine Konzentration an der Bestimmungsgrenze, eine kleine, eine mittlere und eine
hohe Konzentration bezliglich des Kalibrierbereiches gewahlt. Die Richtigkeit (n = 3) wurde
mit < 11 % und die Genauigkeit mit < 9 % bestimmt.

3.4.1.4 Stabilitatsteds

Die Einfrier-/Auftau-Stabilitat wurde anhand von Qualitétskontrollproben niedriger und hoher
Konzentration tUberprift. Sowohl nach vier Wochen Einfrieren bei —18 °C als auch nach
dreimaligem Auftauen und Wiedereinfrieren war keine Degradation an Ginkgoliden oder
Bilobalid festzustellen. Auch die Stabilitét von Proben im Autosampler Uber 24 Stunden
wurde Uberprift und keine Veranderung gefunden.

3.4.1.5 Wiederfindung

Die Wiederfindung wurde bestimmt durch Vergleich von einem Set Eichproben, die aus
Plasma extrahiert wurden, mit einem Set Kalibrierproben, die nicht extrahiert wurden.
Kalibrierproben, die durch Lésen von Ginkgoliden, Bilobalid und internem Standard in
Methanol, anschlief3endem Verdunsten des Lésungsmittels und Derivatisierung mit BSTFA
hergestellt wurden, dienten als nicht extrahierte Proben. Als extrahiert galten Proben, die nach
Zuspiken von Kalibrierlosungen zu Leerplasma dem Verfahren der Probenaufbereitung
unterzogen und anschliefiend mit BSTFA derivatisiert wurden. Aus diesen Proben wurde
jeweils eine Kalibriergerade aufgenommen. Aus der Steigung der beiden Kalibrierkurven
(extrahierte vs. nicht-extrahierte) wurde eine Wiederfindung fur alle drei Substanzen > 90 %
errechnet.

3.4.2 Validierung wahrend der Routine-Analyse

Die gesamten Plasmaproben wurden in sechs Sequenzen analysiert, wobei jeweils Kalibrier-
Qualitatskontroll- und Plasmaproben vermessen wurden.

3.4.2.1 Kalibriergeraden
Alle Kalibriergeraden fir die Bestimmung des Ginkgolid A, B und Bilobalid ergaben einen
linearen Zusammenhang und einen Korrelationskoeffizient von mindestens 0,984.
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Die Richtigkeit und die Tag-zu-Tag-Abweichung Uber die sechs Tage lag bei < 10 % bzw. < 8
%.

3.4.2.2 Qualitatskontrollproben
Die Richtigkeit und die Genauigkeit tUber die sechs Sequenzen ergab < 12 % bzw. < 14 %.

Daher wurden die Ergebnisse aller sechs Sequenzen als valide angesehen.

3.4.3 Studienergebnisse

3.4.3.1 Probandkollektiv
Das Probandenkollektiv wurde geméal? den Vorgaben der CPMP Note for Guidance on the
investigation of bioavailability and bioequivalence (CPMP/EWP/QWP/1401/98)

zusammengestellt.

3.4.3.2 Plasmakonzentration-Zeit-Verlaufe

Abb. 56, 57 und 58 stellen die Plasmakonzentration-Zeit-Verlaufe der einzelnen Probanden
fur das Test- (Centrum Herbals: Ginkgo biloba) und das Referenzprodukt (Nature’s Way:
Ginkgold) gegenuber. Untersucht wurden jeweils die pharmakologisch relevanten
Inhaltsstoffe Ginkgolid A, B und Bilobalid. Die Plasmaprofile fir das Referenz- und

Testprodukt zeigen relativ geringe interindividuelle Streuungen.

In Abbildung 59 sind die Mittelwertskurven der 12 Probanden fir Referenz- und Testprodukt
aufgetragen. Allein aus der Betrachtung der Kurvenverléufe - ohne statistische Berechnung -
kann man Bioindquivalenz vermuten, da sich nicht nur die Konzentrationsmaxima deutlich
voneinander abheben, sondern auch die tma- und die AUC-Werte des Referenz- und

Testpraparates voneinander unterscheiden.
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Abb. 56: Plasmakonzentration-Zeit-V erléufe der einzelnen Probanden (n = 12) fir Ginkgolid A des Test- und
des Referenzproduktes
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Abb. 57: Plasmakonzentration-Zeit-Verlaufe der einzelnen Probanden (n = 12) fur Ginkgolid B des Test- und
des Referenzproduktes
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Abb. 58: Plasmakonzentration-Zeit-Verldufe der einzelnen Probanden (n = 12) fr Bilbalid des Test- und
des Referenzproduktes
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Abb. 59: Mittelwertskurven von Ginkgolid A, B und Bilobalid fur das Test- und Referenzprodukt (Mean + SD,
n=12)
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3.4.3.3 Pharmakokinetische Zielgréen

Die pharmakokinetischen Parameter wurden von zwolf Probanden, die alle die Studie
beendeten, direkt aus den gemessen Plasmakonzentrationen modellunabhangig berechnet,
wobei alle Konzentrationen, die unterhalb der Bestimmungsgrenze (LLQ) lagen, als Null
gewertet wurden. Die Tabellen 22 - 24 stellen die pharmakokinetischen Parameter jeweils

eines relevanten | nhaltsstoffes des Referenz- und Testprdparates gegentiber.

Cmax Wurde direkt as hdchster Wert aus den gemessenen Plasmakonzentrationen abgelesen.

Als tmax Qilt der Blutabnahmezeitpunkt, der mit Cnux korrespondierte. Die terminale
Halbwertszeit wurde mit Hilfe der Formel ty, = (In2) / A, nach Ermittlung der Steigung der
terminalen Eliminationsphase (A,) aus der nicht log-transformierten Plasmakonzentration-
Zeit-Kurve errechnet. AUCo.1a¢ WuUrde nach der linearen Trapezregel und die gesamte AUC
mit der Formel AUCo... = AUCo.ast + Ciast / A, €rrechnet, wobel Cia¢ die letzte quantifizierte

Plasmakonzentration darstellt.
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3.4.4 Studienauswertung

Beide Prdparate wurden gut vertragen. Es traten weder arzneimittelbezogene

Nebenwirkungen auf, noch wurden unerwiinschte Ereignisse beobachtet.

Unterschiede zwischen dem Test- und Referenz-Prgparat konnten beziiglich der
Bioverfuigbarkeit der untersuchten Inhaltsstoffe Ginkgolid A, B und Bilobalid festgestellt
werden. Sowohl die pharmakokinetische als auch die statistische Auswertung fir AUCo... und
Cmax €rgaben eine hohere Bioverfligbarkeit des Referenzproduktes gegentber der des
Testproduktes.

Fur Ginkgolid A ergab sich beziliglich des Referenzpraparates eine geometrisch ermittelte
Area Under the Curve AUCy.. von 120 ng*h/ml im Gegensatz zum Test-Prgparat mit
82,20 ng*h/ml. Fir Bilobalid errechnete sich fir das Referenz-Produkt eine AUCy.. von
213 ng*h/ml vs. 187 ng*h/ml fur das Test-Produkt. Fur Ginkgolid B ergab sich fir das
Referenz-Produkt eine AUC,-.. von 58,80 ng* h/ml. Fir das Test-Produkt lief3 sich aufgrund zu
niedriger Plasma-Konzentrationsspiegel geometrisch keine AUCy.. erechnen. Die

arithmetisch errechnete Area Under the Curve AUC,... lag bei 18,90 ng*h/ml.

Deutliche Unterschiede zwischen den Produkten zeigen sich auch an den beobachteten Ciax-
Werten. Bezuglich Ginkgolid A ergibt sich nach geometrischer Berechnung ein Cpax-Wert
von 21,80 ng/ml fir das Referenz-Produkt und nur 9,11 ng/ml fir das Test-Produkt, fur
Bilobalid 52,90 ng/ml vs. 31,90 ng/ml. Ginkgolid B ergab ein Cnax von 8,07 ng/ml fur das
Referenz-Pr8parat, wohingegen eine geometrische Berechnung des Cax-Wertes fur das Test-
Préparat aus mathematischen Grinden nicht berechnet werden konnte. Das arithmetische
Mittel fir Crax lag bel 1,31 ng/ml.

Des weiteren ergaben sich auch deutliche Unterschiede im tna: flr alle drei untersuchten
Inhaltsstoffe verschob sich tra des Test-Préparates im Vergleich zum Referenz-Praparat zu
héheren Werten. Fir das Ginkgolid A ergab sich ein Unterschied von mehr als einer Stunde
(Referenz: 1,17 h, Test: 2,21 h). Beziglich Bilobalid waren die tya-Werte fir das Referenz-
1,21 h und fr das Testprodukt 2,08 h und beztiglich Ginkgolid B 1,54 hvs. 2,21 h.
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Die pharmakokinetischen Parameter zeigten eine erstaunlich niedrige individuelle Variabilitét
(% CV) der Parameter AUCy... und Cpa flr das Referenzpraparat von 20 — 25 %. Diese

Variabilitdt war beim Test-Praparat durchweg héher mit 20 - 30 % fur Ginkgolid A und
50 - 60 % fur Ginkgolid B und Bilobalid.

Um einen exakten Vergleich zwischen Referenz- und Testpraparat gewahrleisten zu kénnen,
mufdten die pharmakokinetischen Parameter vor der statistischen Auswertung dosisnormiert
werden. Beide Formulierungen enthielten dhnlich viel an Ginkgolid A, B und Bilobalide, was
zuvor quantifiziert wurde (s. Tab. 25). Demnach werden die oben beobachteten Unterschiede
nach Dosiskorrektur noch deutlicher (denn das Testprodukt enthélt von allen relevanten

Inhaltsstoffen zwischen 6 und 30 % mehr und zeigt trotzdem geringere Plasmaspiegel).

Tab. 25.: Gehdtein mg pro Formulierung an relevanten Inhaltsstoffen des Referenz- und Testproduktes

Gehalt in mg pro Formulierung

Referenzprodukt  Testprodukt

Ginkgolid A 0,81+ 0,03 1,07 £ 0,02
Ginkgolid B 0,41+ 0,08 0,50+ 0,01
Bilobalid 1,89+ 0,09 2,01+ 0,02

Im Falle der Probanden Nr. 11 und 12 konnten keine Plasmakonzentrationen fur Ginkgolid B
detektiert werden, weshalb die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter fehlt. Eine
statistische Berechnung wurde daher nur fur die Probanden Nr. 1 - 10 durchgeftihrt.

Die statistische Auswertung zeigt bei der Berechnung der 90 %-Konfidenzintervalle fur
AUCo.. und Cax bezogen auf alle drei Substanzen enge Bereiche. Trotzdem liegt keines
dieser Intervalle im Biodquivalenzbereich von 80 - 125 % fur AUCy... bzw. von 70 - 143 %
fur Crax. Ginkgolid A weist einen Punktschétzer und ein Konfidenzintervall von 53 % / 49,46
- 55,25 % fur AUCy-.. und von 32 % / 27,61 - 36,18 % fir Cnax auf. Fir Ginkgolid B waren
es 26 % / 19,09 - 35,94 % fir AUCo... und 13 % / 12,68 - 17,87 % fir Cna. Kleinere
Unterschiede ergaben sich fir das Referenz- und Test-Préparat bezlglich Bilobalid:
Punktschétzer und Konfidenzintervall fir AUCy... lagen bel 83 % / 77,59 - 88,08 % und fur
Crmax bei 57 % / 49,23 - 65,38 %.
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Durch Abschdzung der Konfidenzintervalle konnte deutlich gezeigt werden, dal3

Bio&guivalenz zwischen den Praparaten nicht besteht und deutliche Unterschiede existieren.

3.5 Zusammenfassung wichtiger Ergebnisse des Test- und

Referenzpr oduktes der Bioverflugbarkeitsstudie

Tabelle 26 vergleicht die Gehalte an Flavonglykosiden und Terpenlaktonen der beiden in der
Bioverfiigbarkeitsstudie eingesetzten Fertigprodukte mit der Spezifikation der Kommission E-
Monographie, welche fir die amerikanischen Nahrungserganzungsmittel keine Gultigkeit
besitzt, aber auf die durch amerikanische Fertigprodukte oft indirekt tGber EGb 761 Bezug
genommen wird. Es zeigt sich, dal3 das Testprodukt hinsichtlich aller pharmakologisch
relevanter Inhaltsstoffe oberhalb dieser Spezifikation liegt. Der im Testprodukt enthaltene
Extrakt kann deshalb nicht als pharmazeutisch agquivalent zum Extrakt des Referenzproduktes
gelten, welcher diese Anforderungen erfillt.

Tabelle 27 stellt neben den Gehalten pharmakologisch wichtiger Inhaltsstoffe (Ginkgolid A,
B und Bilobalid) in mg pro Formulierung, die Freisetzungsdaten der beiden Produkte anhand
dieser drei Inhaltsstoffe zum Zeitpunkt 30 min und deren pharmakokinetischen Parameter aus
der Bioverfligbarkeitsstudie dar.

Es wird deutlich, da3 die absolut enthaltene Menge wirksamkeits(mit)bestimmender
Substanzen nicht ausschliefdlich die in vivo-Situation bedingt; das Testprodukt, welches
h6here Gehalte an wirksamkeitsmitbestimmenden Komponenten aufweist, zeigt wesentlich
geringere Plasmaspiegel dieser Substanzen. Der Einflul3 der Arzneistoff-Formulierung wird
folglich durch die in vitro-Freisetzungsuntersuchung und die in vivo-Bioverfugbarkeitsstudie
evident. Neben der Qualitdt der enthaltenen Extrakte ist bei Ginkgo biloba-haltigen
Fertigpréparten folglich auch der Einflul der Darreichungsform zu berticksichtigen.
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4 Diskussion

In den USA werden pflanzliche Praparate haufig als Nahrungserganzungsmittel auf den Markt
gebracht. Dementsprechend finden bei diesen Produkten die fir Arzneimittel gultigen sehr
umfassenden Anforderungen an die Dokumentation der pharmazeutischen Qualitét, sowie an
den Beleg der Wirksamkeit und Unbedenklichkeit keine Anwendung. Angesichts der Fille
der Praparate, der zunehmenden Marktbedeutung und der Anwendung bei definierten
Indikationen stellt sich die Frage, ob im Sinne des Patienten eine ausreichende Qualitét der
Produkte deren Einsatz rechtfertigt. Dal3 es relevante Unterschiede in den pharmazeutischen
Qualitaten von Phytopharmaka gibt, wird beispielsweise auch durch eine Untersuchung zur
Chargenkonformitdt von Johanniskraut-Préparaten gestiitzt, die zeigt, dal3 viele, aber eben
nicht alle untersuchten Produkte, eine reproduzierbare Chargenkonformitdt beziglich

Hyperforin und Hypericin zeigen (Wurglics et al., 2001).

Die Anwendung des Ginkgo biloba-Extraktes bei definierten Indikationen beruht auf
klinischen Studien, die mit einzelnen EGb 761 enthaltenden Préparaten umfassend erforschter
und reproduzierbarer Qualitét durchgefiihrt worden sind, die den Einsatz bei den postulierten
Indikationen nach Auffassung europdischer Behorden rechtfertigen. Durch die Kommission
E-Monographien werden ausschliefdlich Anforderungen an den Extrakt bzw. Wirkstoff
gestellt. Das Erflllen der durch die Monographie geforderten Spezifikation a3t noch keine
Aussage Uber die Qualitét der daraus gefertigten Préparate bzw. deren Vergleichbarkeit mit
anderen Produkten zu. Folglich ist eine Bezugnahme durch andere Extrakt- bzw.
Préparatehersteller auf klinische Studien, die mit EGb 761 enthaltenden Fertigprodukten
durchgefuihrt worden sind, und den sich daraus ergebenden Indikationen wissenschaflich nur
gerechtfertigt, wenn erstens die Extrakte die gleiche pharmazeutische Qualitét besitzen und

zweitens auch Biodquivalenz gezeigt wurde.

Wie Vergleichbarkeit von Arzneimitteln, insbesondere von Phytopharmaka, offiziell und nach
aktuellem wissenschaftlichen Stand definiert ist und welche Kriterien daftir herangezogen
werden, beschreibt Absatz 4.1. In Absatz 4.2 werden anschlief3end die Ergebnisse anhand der
vorgestellten Kriterien diskutiert.
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4.1 Kriterien zur Vergleichbarkeit von Phytophar maka

Da rationale Phytopharmaka wie chemisch-synthetische Arzneimittel auch einen
Indikationsanspruch erheben, missen sie auch die gleichen Kriterien erfillen. Fir chemisch-
synthetische Wirkstoffe wurde die Note for Guidance on the Investigation of Bioavailability
and Bioequivalence (London, 14 Dezember 2000) erarbeitet, die unter anderem die folgenden

Begriffe definiert.

e Pharmazeutische Aquivalenz

Arzneimittel sind pharmazeutisch agquivalent, wenn sie gleiche Mengen gleicher Wirkstoffe in
vergleichbaren Darreichungsformen enthalten, welche den gleichen oder vergleichbaren
Standards entsprechen. Pharmazeutische Aquivalenz ist nicht zwangslaufig gleichzusetzen
mit Biodquivalenz, da eine unterschiedliche technologische Formulierung Unterschiede in der
Freisetzung und/oder der Absorption nach sich ziehen kann.

e Bioaquivalenz

Zwei Arzneimittel sind bioaquivalent, wenn sie pharmazeutisch aquivalent sind und wenn
ihre Bioverfligbarkeiten bei Gabe gleicher Dosen so &hnlich sind, daf? die erzielten Effekte
beziiglich Wirksamkeit und Sicherheit praktisch identisch sind. Préparate sind in der Therapie
gegeneinander austauschbar, wenn deren Bio&quivalenz gegeben ist. Zur Uberprifung der
Biodquivalenz von Phytopharmaka muf3te der gesamte Extrakt und keine Einzelkomponenten
herangezogen werden, da der Wirkstoff bei pflanzlichen Arzneimitteln der gesamte Extrakt
ist.

Als Alternativen zu den klassischen Untersuchungen, in denen pharmakokinetische
Messungen durchgefiinrt werden, um Bio&quivalenz zu zeigen, koénnen andere Studien
durchgefihrt werden, bei denen die Bioverfugbarkeit mit Kklinischen oder
pharmakodynamischen Endpunkten charakterisiert werden. Auch Studien an Tiermodellen
oder in vitro-Studien sind grundsétzlich moglich, wenn sie entsprechend validiert sind.
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e Essential Similarity

Beansprucht ein Produkt die gleichen biopharmazeutischen Eigenschaften wie ein
Vergleichsprodukt, so mul3 Essential Similarity nachgewiesen werden. Die giltige Richlinie
in der EU (Européischen Union) definiert , essentially similar products’ folgendermal3en

(s. ,, The rules govering medicinal products in the European Union®, Notice to Applicants,
Vol. 2A in accordance with the December 1998 European Court of Justice ruling in the
,Generics’ case):

Ein Arzneimittel kann verglichen mit einem anderen Produkt als ,essential similar”
angesehen werden, wenn es die gleichen qualitativen und quantitativen Zusammensetzung
hinsichtlich der aktiven Komponenten aufweist. Ferner missen beiden Praparate in der

gleichen Darreichungsform vorliegen, und es muf3 u.U. Bio&guivalenz nachgewiesen sein.

Essential Similarity ist eines der wichtigsten Kriterien, wenn sich ein Produkt auf die Daten
eines anderen Produktes beziehen mochte. Neuerdings wird bei schnell freisetzenden
Produkten das Konzept der ,Essential Similarity” auch fur andere vergleichbare orale
Darreichungsformen, z.B. Tabletten und Kapseln, erweitert.

Ein ,essentially similar product” kann anstelle des Referenz-Produktes verwendet werden.
Ein Referenz-Produkt ist dblicherweise ein Arzneimittel, welches aufgrund eines
umfassenden Dossiers einschliefllich  chemischer, biologischer, pharmazeutischer,
pharmakologisch-toxikologischer und klinischer Daten zugelassen und vermarktet wird.

Aufgrund der Besonderheiten der Phytopharmaka erweist sich eine direkte Ubertragbarkeit
der geforderten Kriterien als schwierig. Diese Besonderheiten verlangen die Definition
akzeptabler Kriterien fur die vergleichende Bewertung der pharmazeutischen Qualitét analog

zusammengesetzter Extrakte bezlglich Chargen- und Produktkonformitét.

Zur Herstellung von Phytopharmaka mit konstanter Qualitét sollte neben der Verwendung der
gleichen Ausgangsdroge, desselben Herstellungsverfahrens und desselben Ldsungsmittels und
unter Beriicksichtigung des gleichen DEV, eine Normierung oder Standardisierung
stattfinden.
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Normierung nennt man das Eingtellen auf einen definierten Gehalt eines
wirksamkeitsbestimmenden I nhaltsstoffs bzw. Inhaltsstoffgruppe mit Hilfsstoffen oder durch
das Mischen von Extraktchargen der gleichen Drogen mit abweichendem Gehalt. In der Regel
wird mit Hilfsstoffer/Stellmitteln gearbeitet.

Standardisierung umfassen alle Malinahmen wahrend der Herstellung, die zu einer
reproduzierbaren Qualitét fuhren. Standardisiert wird entweder auf pharmakologisch relevante
Stoffe oder auf Leitsubstanzen durch Mischen unterschiedlicher Drogenpartien oder
unterschiedlicher Chargen der Zubereitungen. Problematisch daran ist, da3 man zum
Standardisieren Leitsubstanzen verwendet, deren Relevanz fur den therapeutischen Effekt
zunichst nicht bekannt ist, so da? die Gefahr der Uber- und Unterbewertung des
Standardisierungsparameters besteht.

Die Herbal Medicinal Products Working Group (HMPWG) umschreibt in ihrem Vorschlag
Draft Points to Consider on the Evidence of Safety and Efficacy Required for Well-
established Herbal Medicinal Products in Bibliographic ~ Applications
(EMEA/HMPWG/23/99 draft) vom Januar 1999 Essential Similarity folgendermalien:

Als Wirkstoffe in Phytopharmaka eingesetzte pflanzliche Extrakte konnen dann als
ausreichend ahnlich betrachtet werden, wenn die Spezifikation identisch ist und wenn keine

relevanten Unterschiede in den Herstellungsprozessen existieren.

4.1.1 Invitro-Freisetzung von Phytopharmaka

Als biopharmazeutische Qualitdt bezeichnet man die in vitro-Freisetzung, welche als Teil der

pharmazeutischen Qualitét gilt.

Voraussetzung fur den therapeutischen Effekt systemisch wirksamer Arzneimittel ist die in
ihrer Quantitdt ausreichende und hinsichtlich der Geschwindigkeit angemessene
Bioverfugbarkeit der wirksamen Bestandteile. In diesem Zusammenhang spielen die
biopharmazeutischen Eigenschaften der Darreichungsform, d.h. ihre pharmazeutische
Qualitét, die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Darreichungsform und daraus resultierend

die Bioverfugbarkeit nach Applikation bei festen oraen Zubereitungen eine entscheidende

Rolle. Vor diesem Hintergrund missen als unabdingbare Voraussetzung fur die Zulassung
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von Fertigarzneimitteln nach dem Arzneimittelgesetz (AMG 1976) nicht nur deren
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit, sondern auch die ordnungsgemal3e pharmazeutische
Qualitdt belegt sein. Aus diesem Grund kommt der Charakterisierung der
biopharmazeutischen Eigenschaften bei systemischen Arzneimitteln eine wesentliche
Bedeutung zu. Dies gilt grundsédtzlich nicht nur fir chemisch definierte synthetische
Préparate, sondern auch fur Produkte pflanzlichen Ursprungs, sofern die bei der Zulassung fur
das Produkt reklamierte Indikation die systemische Verfligbarkeit der pflanzlichen
Bestandteile erfordert (Schug et al, 1999).

Durch eine Reihe von Zwischenféllen, mit zum Teil tddlichen Ausgang, in den 60iger und
70iger Jahren, zeigte sich die Relevanz der biopharmazeutischen Qualitét, und umfangreiche
Untersuchungen zum Thema ,, Was sind Arzneimittel mit problematischer Bioverfligbarkeit?*
wurden begonnen (Blume, 1987). Allgemeine Definitionen und Richtlinien zum Thema der
Bioverfiugbarkeit und Bioaquivalenz folgten (CPMP-guideline ,Untersuchung Uber
Bioverfugbarkeit und Bioaquivalenz* 111/54/89).

Die Untersuchung der biopharmazeutischen Eigenschaften einer Arzneiform kann in
Abhangigkeit von der Zielsetzung (Produktentwicklung, Qualitétskontrolle) und den
jeweiligen Rahmenbedingungen sowohl in vitro als auch in vivo erfolgen. Die gezielte und
systematische Verknipfung von in vitro-Freisetzungsuntersuchungen und biopharmazeutisch
ausgerichteten in vivo-Studien stellt ein geeignetes Instrumentarium zur Erarbeitung von
invitro- / in vivo-Korrelationen dar, anhand derer mittels in vitro-Prifungen erfalite
Unterschiede im Freisetzungsverhalten hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Situation in
vivo eingeschétzt werden kénnen (Schug et al, 1999). Ob die in vitro-Freisetzungsdaten
pradiktiven Charakter fur die in vivo-Daten haben, hangt davon ab, durch welchen Parameter
die Bioverfugbarkeit (Ausmal’d und Geschwindigkeit) primér bestimmt wird (Amidon et al,
1995).

4.1.2 Bioverfugbarkeitsuntersuchungen an Phytophar maka

Studien zur Bioverfugbarkeit oraler Arzneimittel mit systemischer Wirksamkeit werden mit
unterschiedlichen Intentionen durchgefihrt:
Einerseits wird eine Charakterisierung der biopharmazeutischen Eigenschaften der

Darreichungsform angestrebt, d.h., die Untersuchungen konzentrieren sich auf den Einflul3
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der Arzneiform auf Ausmal und Geschwindigkeit der Resorption des enthaltenen
Pharmakons. Dabei ist die entscheidende Frage, welcher Teilprozel3 den insgesamt
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dargtellt. Nur wenn dies die Freisetzung eines
Wirkstoffs aus der Darreichungsform ist, kommt den galenischen Eigenschaften des
Arzneimittels for den Gesamtprozeld entscheidene Bedeutung zu. Wird dagegen die
Aufnahme in den Organismus durch den Permeationsprozef3 durch die Darmmembran
.kontrolliert, so sind gewisse Verdnderungen der Wirkstofffreisetzung aus der
Darreichungsform ohne Belang. In diesem Fall wirde die Bioverflgbarkeit des Arzneimittels
nicht von der Qualitdét der pharmazeutischen Form abhangen, sondern nur von den
pharmakokinetischen Stoffeigenschaften (Permeabilitét).

Andererseits werden Bioverflgbarkeitsprifungen auch mit dem Ziel durchgefiihrt, die
Plasmakonzentration-Zeit-Profile  als  Surrogatparameter  fir ~ Wirksamkeit — und
Unbedenklichkeit zu bestimmen. Entscheidende Voraussetzung fur Bioverflgbarkeitsstudien
ist natUrlich, dal3 der analysierte Arzneistoff fur die erwinschten Wirkungen, aber auch die
unerwiinschten Effekte, Bedeutung besitzt. Nur wenn hier ein direkter Zusammenhang
besteht, kann aus den aktuellen Konzentrationen auf die klinische Wirkung extrapoliert
werden (Blume, 1999).

4.1.3 Alternativen der Plasmakonzentratiosbestimmungen zur Charakterisierung der

Bioverfugbarkeit von Phytopharmaka

Angesichts der komplexen Zusammensetzung der Phytopharmaka ist die Identifizierung der
wirksamkeitsbestimmenden oder —mitbestimmenden Komponenten besonders wichtig. Nur
wenn diese bekannt sind, macht eine Bioverflgbarkeitsuntersuchung tber Analyse einzelner
Bestandteile in Korperflussigkeiten einen Sinn. VVor diesem Hintergrund muf3 bei pflanzlichen
Arzneimitteln mit unbekanntem Wirkprinzip nach geeigneten Alternativen gesucht werden. In
diesem Zusammenhang werden in letzter Zeit z.B. pharmakodynamische Ansdtze diskutiert.
Durch die Bestimmung pharmakodynamischer Parameter soll dabei die Aufnahme und
Ausscheidung des gesamten ,wirksamen Prinzips® des pflanzlichen Arzneimittels in den
Organismus verfolgt werden. Voraussetzung hierfir ist natrlich, dald der untersuchte Effekt
graduell quantifizierbar ist, in seiner Ausprégung eine Beschreibung von Ausmald und
Geschwindigkeit der Resorption erlaubt und vor allem mit der klinischen Wirksamkeit des
betreffenden Arzneimittels korreliert (Blume, 1999).



DisKUsSION 166

e Pharmakodynamische Ansétze flr Ginkgo biloba

Fur Ginkgo biloba-Extrakt sind wirksamkeitsmitbestimmende Komponenten bekannt, so dal3
eine partielle Untersuchung der Bioverflgbarkeit durch Analyse dieser Bestandteile im Blut
maoglich ist. Es wére nitzlich, einen pharmakodynamischen Ansatz als Surrogatparameter fir
die Wirksamkeit zu haben, der wirksamkeitsbestimmende Komponenten erfaldt, unabhangig

davon, ob diese identifiziert sind oder nicht.

Ein Beispiel eines pharmakodynamischen Ansatzes zeigt der Nachweis der Bioverflgbarkeit
von EGb 76l-enthaltenden Préparaten im Gehirn anhand des Phamako-Elektro-
Encephalogramms (EEGs). Stoffe, die im Gehirn eine pharmakodynamische Wirkung
entfalten, beeinflussen in charakteristischer Weise die Hirnstromkurven. EGb 761-enthaltende
Produkte zeigen ein nootropisches Profil, welches durch Verbesserung der Vigilanz und
einiger kognitiver Fahigkeiten charakterisiert werden kann (Luthringer et al, 1995). Von
spezifischen Effekten kann man ausgehen, wenn sie statistisch sicher von Plazeboeffekten

unterscheidbar und reproduzierbar sind und wenn sie eine Dosisabhéngigkeit zeigen.

In einer doppelblinden, plazebokontrollierten Studie im Cross-over-Design an gesunden
jungen Probanden konnte durch Itil und Mitarbeiter (Itil et al, 1996) gezeigt werden, dal3 die
Gabe von EGb 761-enthaltenden Fertigarzneimitteln (40 mg, 120 mg und 240 mg) eindeutig
die EEG-Profile konzentrationsabhéngig und spezifisch verénderte, und die EEG-Profile des
Ginkgo biloba-haltigen Produktes mit typischen EEG-Profilen kognitiv aktivierender
Substanzen korrelierte. Auf3erdem konnten auch qualitative Unterschiede verschiedener auf
dem US-Markt befindlicher Ginkgopréparate aufgedeckt werden (Itil & Martorano, 1995).
Mit Hilfe des EEG kann die zerebrale Bioverfligbarkeit von ZNS-aktiven Wirkstoffen
nachgewiesen werden. Dabei gibt das EEG zusdtzlich Hinweise auf die
psychopharmakologische Wirkstoffklasse. Das EEG ermdglicht ferner die Unterscheidung
verschiedener  Pflanzenextrakte hinsichtlich der qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung der wirksamkeitsbestimmenden I nhaltsstoffe.

Die Bioverfugbarkeit von rheologisch wichtigen Inhaltsstoffen des EGb 761 nach peroraer
Applikation konnte durch Effekte an Erythrozyten (Verformbarkeit) durch Artmann et al.
(Artmann et al, 1991) in einem ex vivo-Bioassay nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe
etablierte einen Bioassay, mit dessen Hilfe man die antioxidative Kapazitét verschiedener,
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auch komplex zusammengesetzter Stoffgemische an Erythrozyten testen kann. Diese Methode
bietet den Vortell, in lebenden, organischen Strukturen messen zu kénnen — auf einer Ebene,
die Uber der molekularen, aber unter der tierexperimentellen Ebene liegt. Sie basiert auf der
Messung der veranderten Lichtstreuung nach Verformung roter Blutzellen durch chemische
oder mechanische Einflisse (Artmann & Schikarski, 1900). Die Etablierung der
photometrischen Messung von Erythrozyten-Veranderungen wird ausfihrlich beschrieben
von Artmann et al. beschrieben (Artmann et al, 1996).

Die beiden vorgestellten Ansétze fur pharmakodynamische Modelle kénnen nur als Surrogat
fur einen Teil der Wirksamkeit von Ginkgo biloba-Extrakt gelten: der eine untersucht ZNS-
Effekte bzw. Effekte des Ginkgo biloba auf das EEG und der andere antioxidative Effekte an
peripheren Zellen (Erythrozyten). Ginkgo biloba zeigt sowohl zentral als auch peripher sehr
viele verschiedene Effekte, die sich wahrscheinlich nicht in Gesamtheit an einem Modell

abbilden lassen werden.

4.1.4 Biopharmazeutische Klassifizierung

Ausmal’d und Geschwindigkeit der Resorption nach peroraler Applikation werden, wie bereits
erwdhnt, vorrangig durch zwei voneinander unabhangige Prozesse bestimmt: die Auflésung
des Arzneistoffes und damit die Freisetzung aus der Arzneiform sowie die Permeation durch
die Darmmukosa. Daraus resultiert, dald fir die Bioverfligbarkeit eines Arzneimittels die
biopharmazeutischen Eigenschaften der Darreichungsform nur dann relevant sein konnen,
wenn die Freisetzung aus der Tablette den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt.
Ist hingegen die Permeation durch die Darmmembran der fir die Geschwindigkeit der
Resorption entscheidende Prozef3, so wird die Aufnahme in den Organismus in hohem Mal3e
unabhangig von den Charakteristika der Arzneiform und in erster Linie durch die
Eigenschaften des enthaltenen Arzneistoffs geprégt.

Im Zusammenhang mit diesen Betrachtungen kommt den physikalisch-chemischen
Stoffeigenschaften zentrale Bedeutung zu, und dabei stehen vor allem die Loéslichkeit (in
waéssrigen Puffern mit  physiologischen pH-Werten) und die Permeabilitét (durch
Lipidmembranen) im Vordergrund der Betrachtung. Die Loslichkeit bestimmt in gewissen
Grenzen die Freisetzung aus der Arzneiform. Dies ist auch der Grund dafur, dal3 besonders

bei Arzneistoffen mit relativ schlechter Ldslichkeit durch geeignete galenische Mal3nahmen
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fur eine ausreichend rasche und quantitative Wirkstofffreisetzung gesorgt werden mufi3. Die
Tatsache, dal3 Bioverfiigbarkeitsprobleme immer wieder bei vor allem schlecht 16slichen
Arzneistoffen aufgefunden wurden (z.B. Glibenclamid, Nifedipin, Carbamazepin,
Ciclosporin), verdeutlicht diesen Zusammenhang.

Die Membranpermeabilitét ist fir die Aufnahme der Pharmaka aus dem Magen-Darm-Trakt
in den Organismus von entscheidender Bedeutung. Nur wenn diese aus praktisch allen
Darmabschnitten rasch und weitgehend quantitativ erfolgt, ist nicht mit einer relevanten

Beeintrachtigung der Bioverfugbarkeit zu rechnen.

Angesichts der Bedeutung dieser beiden Stoffcharakteristika wurde im Rahmen des
Biopharmaceutics Classification System (BCS) eine Klassifizierung der Arzneistoffe

vorgenommen, die in vier Gruppen aufgegliedert werden (Tab. 28).

Tab. 28: Biopharmazeutische Klassifizierung von Arzneistoffen nach Lodichkeit und Permeabilitét

Arznestoffklassifizierung Loéslichkeit Permeabilitat

Klasse 1 gut gut
Klasse 2 schlecht gut
Klasse 3 gut schlecht
Klasse 4 schlecht schlecht

In diesem Zusammenhang stellt sich natirlich die Frage, ob und inwieweit das BCS auf
pflanzliche Arzneimittel Ubertragen werden kann. In eher seltenen Féllen, in denen die
wirksamkeitsbestimmenden Substanzen im einzelnen bekannt sind, sollte eine sinngeméiie
Anwendung ohne relevante Modifizierung der Systematik mdglich sein. Wie auch bei den
chemisch definierten Arzneistoffen miften die Wirksubstanzen isoliert und entsprechend
hinsichtlich ihrer Ldslichkeit und Permeabilitét charakterisiert werden. Auch bei den
Freisetzungsprifungen kann die Dissolution unmittelbar anhand der
wirksamkeitsbestimmenden Stoffe verfolgt werden. Bei der Uberwiegenden Zahl der
pflanzlichen Arzneimittel stellt sich die Situation jedoch ungleich schwieriger dar, da die
wirksamkeitsbestimmenden Bestandteile nicht vollstandig bekannt sind und somit auch nicht
biopharmazeutisch charakterisiert werden kdnnen — weder hinsichtlich ihrer Loslichkeit noch
hinsichtlich ihrer Permeabilitét. Zur Zeit wird davon ausgegangen, dal3 sich bei vielen
Phytopharmaka das Wirkprofil auch in Zukunft nicht einzelnen Bestandteilen isoliert

zuordnen lassen wird. Vielmehr wird bei diesen Phytopharmaka der gesamte enthaltene
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Extrakt als der Arzneistoff verstanden. Meist handelt es sich bei den pflanzlichen Extrakten
um Vielstoffgemische, die Komponenten mit sehr unterschiedlichen physikalisch-chemischen
Eigenschaften enthalten. Angesichts der Tatsache, dal3 sich in diesen Fallen kein klarer
Zusammenhang der zu erwartenden Wirkung mit einzelnen Bestandteilen des Extraktes
aufstellen 1al%t, macht das Heranziehen sogenannter ,Leitsubstanzen® fir die
Charakterisierung der Bioverfugbarkeit keinen Sinn, da die so erhobenen Daten keine
Schltisse auf die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit eines Arzneimittels zulassen. Auch fur
die biopharmazeutische Charakterisierung ist das Heranziehen von Leitsubstanzen
ungeeignet, da moglicherweise die fur die Wirksamkeit (und Unbedenklichkeit) relevanten
Extraktbestandteile grundsédtzlich andere physiko-chemische Eigenschaften aufweisen und

somit in ihrer Freisetzung aus der Darreichungsform ganzlich anderen Einfllssen unterliegen.

Angesichts dieser Problematik wirde nur die Charakterisierung der Auflosung des
Gesamtextraktes aus der Darreichungsform einen sinnvollen Ansatz darstellen. Fir die
Realisierung wirde dies bedeuten, dald représentativ lUber das gesamte Spektrum der
Extraktbestandteile einzelne Substanzen ausgewahlt werden mufiten, deren Freisetzung dann
in entsprechend angelegten Untersuchungen charakterisiert wird. Hintergrund dieses
Konzeptes ist die Uberlegung, dal? die Charakterisierung der gesamten Bandbreite der
Extraktbestandteile (orientiert an den physiko-chemischen Eigenschaften) die Annahme
erlaubt, da3 die innerhalb dieses Spektrums liegenden, und madglicherweise fir die
Wirksamkeit relevanten Bestandteile nicht grundsétzlich in ihrem Verhalten von den so
untersuchten Stoffen abweichen (Schug et al, 1999).

Es stellt sich die Frage, ob und wann in vivo-Bioverfugbarkeitsstudien mit Phytopharmaka,
deren Wirksamkeit an eine systemische Verflgbarkeit der Bestandteile geknipft ist, eventuell
verzichtbar sind. Solange die Aufnahme des Wirkstoffes in den Organismus durch die
biopharmazeutischen Eigenschaften der Arzneiform gepragt wird, sind in vivo-
Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit grundsétzlich nicht verzichtbar, da sie ein essentielles
Bindeglied zwischen der Qualitdt des Arzneimittels und seiner Wirksamkeit darstellen. Hangt
die Bioverfugbarkeit jedoch prima nicht von den Eigenschaften der jeweiligen
Darreichungsform ab, sondern von den Stoffeigenschaften der enthaltenen Wirksubstanzen,
so spielen vor alem die Loslichkeit und Permeabilitét der Stoffe durch biologische
Membranen, und damit das BCS, eine entscheidende Rolle.
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Bei gut l6slichen Arzneistoffen geht man davon aus, dal3 sie — verarbeitet in ausreichend
schnell (> 80 % / 30 min) freisetzenden Zubereitungen — sich in vivo wie orale Ldsungen
verhalten. Bei diesen wiederum sind per se keine Bioverflgbarkeitsprobleme zu erwarten,
weil die Resorption hier nicht durch die galenischen Eigenschaften beeinfluf3t wird, sondern
in erster Linie von der Geschwindigkeit der Magenpassage abhangt. Innerhalb der Gruppe der
gut léslichen Arzneistoffe kann davon ausgegangen werden, dal’ wiederum die Substanzen
mit schlechter Permeabilitét (Klasse 111 des BCS) besonders unproblematisch hinsichtlich der
Bioverflgbarkeit sind. Bei ihnen wird namlich die Aufnahme in den Organismus nicht durch
die Freisetzung aus der Darreichungsform, also durch die biopharmazeutischen Eigenschaften

des Produktes, bestimmt, sondern von der Permeation durch die Darmmembran , kontrolliert”.

Schlechte Loslichkeit von Arzneistoffen bedingt haufig eine verzogerte Freisetzung aus den
mit diesen Stoffen hergestellten festen oralen Praparationen, die oftmals zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird. Damit kann die schlechte Lodichkeit des
Arzneistoffes Ursache fur eine kritische Bioverfligbarkeit solcher Zubereitungen sein.

Ein Verzicht auf in vivo-Studien wére also dann gerechtfertigt, wenn gezeigt werden kann,
dal3 die wirksamkeitsbestimmenden oder —mitbestimmenden Bestandteile des betreffenden
Phytopharmakons ,,gut® wasserloslich sind und aus der festen oralen Darreichungsform

»Schnell* freigesetzt werden.

4.2 Bewertung der qualitativen und quantitativen Produktunter schiede

hinsichtlich der Kriterien fur Vergleichbarkeit von Phytophar maka

4.2.1 Pharmazeutische Qualitat

Die Ergebnisse zur Untersuchung der pharmazeutischen Qualitét, wie z. B. die Fingerprint-
Untersuchung oder die Gehaltsbestimmungen wirksamkeitsmitbestimmender Inhaltsstoffe,
zeigen deutlich, dal3 es Unterschiede in den Extraktzusammensetzungen (Qualitéten) und
Quantitdten bestimmter Inhaltsstoffe gibt. Es wurden offensichtlich Extrakte eingesetzt, die
nicht nach vergleichbaren Herstellungsprozessen (DEV, Extraktionsmittel, Extraktionsprozef3
etc.) gewonnen wurden, wie man den Fingerprint-Chromatogrammen entnehmen kann. Sie
bilden den Extrakt in seiner komplexen Zusammensetzung von hydrophilen bis zu lipophilen
Inhaltsstoffen ab und geben auch einen klaren Eindruck von qualitativen und quantitativen
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Unterschieden, die durch die gewahlten Extraktionsparameter determiniert sind. Die Extrakte
unterscheiden sich sowohl qualitativ (Begleitstoffmuster) as auch quantitativ gravierend

voneinander.

Vergleicht man die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen mit der Spezifikation, die
von der Kommission E vorgegeben wird, so zeigt sich, da3 einige Produkte diese
[Flavonglykoside 22 — 27 %; Terpenlaktone 5 — 7 % (Bilobalid 2,6 —3,2 %; Summe Ginkgolid
A, Bund C 2,8 —3,4 %) und <5 ppm Ginkgolsaure] nicht erflllen: 80 % der untersuchten
Chargen entsprachen aufgrund zu hoher Ginkgolsdure-Gehalte (s. Ergebnisse, Tab. 7) nicht,
65 % entsprachen aufgrund zu niedriger oder zu hoher Terpenlakton-Gehalte und etwa 50 %
aufgrund zu hoher Flavonglykosid-Gehalte nicht. Bewertet man die Ergebnisse von in den
USA auf dem Markt befindlichen Ginkgo biloba-Préparaten hinsichtlich der
pharmazeutischen Aquivalenz, so miite die Forderung nach gleichen Mengen gleicher
Wirkstoffe, also gleiche Mengen eines in seiner Spezifikation entsprechenden Extraktes,
erflllt sein. Wie oben erwahnt wurde als Mal3stab die Spezifikation, wie sie in der von der
Kommission E aus EGb 761 abgeleiteten Monographie Ginkgo-bilobaTrockenextrakt
angegeben ist, angelegt. Die wenigsten Produkte entsprachen dieser vorgegebenen
Spezifikation und konnten deshalb nicht als pharmazeutisch &quivalent zu EGb 761
(beispielsweise in Nature’s Way Products: Ginkgold oder in Pharmaton: Ginkoba) bezeichnet

werden.

Weder die in Europa gultigen Richlinien beziiglich Essential Similarity noch die durch die
Kommission E Monographie vorgegebene Spezifikation besitzen in den USA Giiltigkeit.
Allerdings sind auch dort Bewegungen im Gange, den Phytopharmaka-Markt transparenter zu
gestalten und Vergleichbarkeit und Austauschbarkeit zu ermdglichen. Es gibt folglich auch in
den USA eine klare Definition von ,pharmazeutischer Aquivalenz“, die der in Europa
(,essential similarity”) bis auf das Kriterium der Bioaguivalenz entspricht. Dem Beispiel des
europdischen Marktes folgend, Phytopharmaka in Form von Monographien zu
reglementieren, befindet sich zur Zeit auch in den Vereinigten Staaten von Amerika eine
Monographie fur Ginkgo biloba-Extrakte in Bearbeitung, die nachfolgend kurz vorgestellt

wird.
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e Entwurf einer amerikanischen Ginkgo biloba-M onographie

Der Entwurf fir die Monographie ,,Powdered Ginkgo Extract” ist als In-Process Revision
abgedruckt im Pharmacopeial Forum Vol. 26, No. 4, p. 1091 pp. (July - August 2000). Dieser
hat sich offensichtlich stark orientiert an der Kommission E-Monographie ,,Ginkgo-biloba-
Blétter, Trockenextrakt (35-67 : 1) extrahiert mit Aceton-Wasser; ASK.-Nr. 05939.

In der folgenden Tabelle (Tab. 29) ist die Spezifikation der Kommission-E-Monographie der
des USA-Entwurfes gegentibergestellt. Gravierende Unterschiede zeigen sich in der VVorgabe
fur den Terpenlakton-Gehalt, dessen Spanne die USP deutlich gréf3er und hoher wéhlt als die
Kommission E. Damit ist die Spezifikation beziiglich aktiver Komponenten des Extraktes
eine andere und eine Bezugnahme auf klinische Studien, welche mit Fertigprodukten, die den
Vorgaben der Kommission E entsprechenden Ginkgo-Extrakt EGb 761 enthalten,
wissenschaftlich nicht mehr gerechtfertigt.

Tab. 29: Vergleich der Extrakt-Spezifikation der Kommission E mit der der USP

Spezifikationen Kommission E USP- Entwurf
Ausgangsdroge Ginkgo biloba-Blétter dried and comminuted
leaves of Ginkgo
DEV 35-67:1 35-67:1
Auszugsmittel Aceton-Wasser Acetone-water mixture or

other suitable solvents

Flavonglykosid-Gehalt [%0] 22 - 27 22 - 27

Terpenlakton-Gehalt [%0] 5-7 6-12
Bilobalid-Gehalt [%] 2,6-32 29-58
Ginkgolid A, B und C - ) ) . . .
Gehalt [%] 28-34 3,0- 6,2 (inkl. Ginkgolid J)

Ginkgolsaure-Gehalt [ppm] <5 <5

Auch die Forderungen des USP-Entwurfes werden von der Mehrzahl der untersuchten
Produkte nicht erfllt. Fir Produkte mit Extrakten unterschiedlicher Spezifikation mussen

eigene Belege hinsichtlich Wirksamkeit und Unbedenklichkeit gefordert werden. Eine
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Bezugnahme auf Studien, die mit Extrakten anderer Spezifikation durchgefiihrt wurden, ist

nicht sinnvoll.

4.2.2 Bewertung der Ergebnissein Hinblick auf eéinen pharmakodynamischen Ansatz

Wie bereits erwahnt, ist es moglich die Bioverfugbarkeit von Wirkstoffen / Extrakten
alternativ - zur Bestimmung durch Analyse von Wirkstoffkonzentrationen im Plasma - Uber
pharmakodynamische Parameter in einem Bioassay zu ermitteln. Ziel der in dieser Arbeit
durchgefuihrten in vitro-Versuche war es, einen geeigneten Ansatz flr einen solchen

pharmakodynamischen Parameter zu finden.

Aufgrund des vielfach postulierten Zusammenhangs zwischen oxidativem Stref3 und
Apoptose und den antioxidativen / antiapoptotischen Eigenschaften des EGb 761 sollte ein
Bioassay auf der Ebene der Apoptosemessung etabliert werden. Dieser pharmakodynamische
Ansatz  sollte sensitiv. und quantifizierbar  sein, um Unterschiede in
Extraktzusammensetzungen zu  detektieren und evtl. als Surrogatparameter fir die

Wirksamkeit zu dienen.

Eine ex vivo-Studie von Schindowski et al. konnte zeigen, dal3 eine perorale Applikation von
EGb 761 an Mausen (100 mg/kg Korpergewicht) tber zwei Wochen die durch reaktive
Sauerstoffspezies induzierte Apoptose an isolierten Lymphozyten zu reduzieren vermochte.
Folglich erschienen Lymphozyten als ein geeignetes Modell, mit welchem man Arzneimittel-
Effekte auf den Zelltod-Mechansimus beobachten kdnnte.

4.2.2.1 Apoptose-Assays

Wie die Ergebnisse zeigen, haben die auf der Ebene von Apoptose-Assays (Pl / 7-AAD) unter
den gewdahlten Bedingungen durchgefiinrten Experimente keine Ansétze fir einen Bioassay
ergeben. Entweder konnten keine antiapoptotischen Effekte gezeigt werden, oder die Effekte
waren nicht ausreichend grof3 bzw. nicht konzentrationsabhangig. Weshalb die in der Literatur
beschriebenen antiapoptotischen Effekte in den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten
nicht reproduziert werden konnten, kann mehrere Griinde haben.

Zur Demonstration antiapoptotischer Eigenschaften von EGb 761 bzw. seiner Inhaltsstoffe

sind verschiedenste Zellsysteme (nativ vs. Zellinie, zentrale vs. periphere Zellen etc.) und
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auch sehr unterschiedliche Apoptose-1nduktoren (u.a. Serum-Entzug, Glutamat, Staurosporin,

Wasserstoffperoxid) verwendet worden.

Zellen unterschiedlicher Herkunft reagieren unterschiedlich  sensitiv. gegeniber
Apoptosestimuli und auch Zellprotektoren. Viele Experimente an nativen neuronalen Zellen
unter Einsatz verschiedenster Apoptose-1nduktoren belegen protektive Effekte durch EGb 761
bzw. Bilobalid (Ahlemeyer et al, 1999), (Ahlemeyer et al, 2001), (Xin et al, 2000). Auch an

PC-12 Zellen wurden einige Experimente durchgefihrt.

Die bisher publizierten Arbeiten zeigen die Vielfalt der experimentellen Ansétze. Doch nicht
nur die verschiedenen Zellsysteme oder Apoptosestimuli haben Einflu® auf die Ergebnisse,
sondern auch die unterschiedlichen Methoden der Apoptosedetektion: der Prozeld der
Apoptose stellt eine Kaskade von Ereignissen dar, und die diversen Apoptose-Assays
detektieren Ereignisse auf verschiedenen Stufen in dieser Kaskade. Beispielhaft sei hier die
Messung von Veranderungen auf der Protein-/Enzym-Ebene (Caspase-Aktivitéten,
Expression von Bcl-2, p53, c-Myc, Bax) als einem der friiheren Ereignisse und die Messung
von DNA-Bruchstiicken als einem der spédten Ereignisse im Prozef3 der Apoptose genannt.
Folglich sind die Ergebnisse von Assay zu Assay oft nicht miteinander vergleichbar.

Deshalb ist es durchaus nicht verwunderlich, dald in der Literatur beschriebene Apoptose-
protektive Effekte aufgrund der Wahl anderer Versuchsbedingungen (Zellsystem, Apoptose-
Stimuli, Apoptose-Assay, Inkubationszeiten, Ko- od. Prainkubation etc.) nicht reproduzierbar

sind.

Problematisch bei der Interpretation bereits publizierter Daten ist, dal3 einige Arbeitsgruppen
Apoptose-protektive Mechanismen untersucht haben, ohne den Nekroseanteil bzw. den
Gesamtzelltod zu bestimmen. Wie bereits erwadhnt, konnen scheinbar Apoptose-protektive
Effekte — bestimmt nach einer spezifisch Apoptose detektierenden Methode — auf dem
Phanomen beruhen, dald vermehrt Zellen in Nekrose Ubergehen und damit der
Apoptosemessung verlorengehen. Mochte man zeigen, dal3 die zu untersuchende Substanz
allgemein protektive Effekte fur die Zelle hat, mul® man den gesamten Zelltod erfassen,
entweder differenziert nach Apoptose und Nekrose, wie z.B. mit 7-AAD, oder in einem nicht
differenzierenden Assay (s. MTT).
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4.2.2.2 Viability-Messung mit Hilfe des MTT-Assays

Der MTT-Assay gilt as eine Methode, durch die Zytotoxizitét bzw. Zell-protektive Aktivitat
von Substanzen auf der Ebene des Gesamtzelltodes detektiert werden kann; sowohl Apoptose
als auch Nekrose werden — undifferenziert - erfaldt. Welches Ereignis der MTT-Assay dabei

tatsachlich umschreibt, wird derzeit noch diskutiert.

4.2.2.2.1 Eigene Daten des MTT-Assays im Kontext mit publizierten Daten

Aus eigenen Untersuchungen von PC12-Zellen auf zellprotektive Effekte durch EGb 761 bei
gleichzeitiger Inkubation mit R-Amyloid Al%s.3s, ergab sich auf der Ebene des MTT-Assays
ein moglicher Ansatz fir einen Bioassay: EGb 761 zeigte konzentrationsabhéngig im Bereich
von 10 — 500 pg/ml nach Koinkubation mit AR 1 uM fir 24 h protektive Effekte. Um
abschatzen zu konnen, worin der antagonistische Effekt des EGb 761 gegentiber Al
begrindet sein konnte, mul3 man sich mit der Wirkung des R-Amyloids auf Zellen
auseinandersetzen.

e AR-Effekte an PC12-Zellen

-Amyloid, ein hydrophobes Peptid aus meist 40 Aminosauren, entsteht aus einem viel
grofderen Protein, dem Amyloid-Prékursor-Protein (APP). Al3 spielt in der Pathogenese der
Alzheimer Erkrankung eine bedeutende Rolle: extrazellulére Aggregate aus [3-Amyloid bilden
mit anderen Bestandteilen zusammen senile Plaques, in deren Umgebung es vermehrt zu
oxidativem Stref3, lokalen Entziindungsreaktionen und Degeneration von Neuronen kommt.

Eine Arbeitsgruppe um Zhou et a. (Zhou & Zhu, 2000) konnte zeigen, dai3, wenn PC12-
Zellen gleichzeitig mit ROS (ausgel0st durch Xanthin/Xanthin-Oxidase) und Bilobalid (25-
100 pM) behandelt wurden, eine Reduktion der Apoptosrate erreicht werden konnte
(gemessen durch TUNEL-Methode, elektrophoretische Analyse der DNA-Fragmentation,
Durchfluf3zytometrie/Pl, durchflul3zytometrische Messung einiger pro- und antiapoptotischer
Proteine c-Myc, p53, Bcl-2, Bcl-x und Bax, RT-PCR und Caspase-Assay).

Auch durch ARys.35 (100 M) ausgelste Zytotoxizitét konnte durch Bilobalid (25 — 100 uM)
an PC12-Zellen gehemmt werden (gemessen mit Hilfe MTT, LDH, Lipidperoxidation
TBARS, Aktivitét antioxidativer Enzyme) (Zhou et al, 2000). Ergebnisse von Yao et a. (Yao
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et al, 2001) ergaben protektive Effekte durch EGb 761 (> 30 pg/ml) an PC12-Zellen nach
zytotoxischer Behandlung mit aggregiertem Al3;.40 (50 uM) im MTT-Assay. Koinkubation fr
24 Stunden schiitzte vor der Generierung freier Radikale, Apoptose und Nekrose, wohingegen
Vor- und Nachbehandlung der Zellen mit EGb 761 nur vor ROS-Bildung, aber nicht gegen
Apoptose und Zelltod schiitzen konnte. Die Autoren vermuteten, dal die Inhibition der durch
-Amyloid induzierten MTT-Effekte auf direkter Interaktion des 3-Amyloids mit EGb 761
beruhen konnte. Tatsichlich haben in vitro-Studien demonstriert, dal3 EGb 761 in
konzentrationsabhangiger Weise die Bildung von ADDLSs (R-amyloid-derived diffusible
neurotoxic soluble ligands) hemmt, welche vermutlich in die Pathogenese der Alzheimer
Erkrankung involviert sind. AuRerdem konnten sie zeigen, dald3 die Terpenlakton- und
Flavonoid-freie Fraktion des EGb 761 Extraktes nicht vor AR induziertem Zelltod zu schiitzen
vermag. Diese Befunde deuten darauf hin, dal3 die Eigenschaften der Flavonglykoside
und/oder Terpenlaktone — unabhéngig der antioxidativen Potenz - allein oder zusammen mit
anderen Komponenten des EGb 761 fur die protektiven Effekte gegentiber AR verantwortlich
sind. Dennoch spielen auch die antioxidativen Eigenschaften des EGb 761 bzw. der
Flavonoide eine wichtige Rolle in der Protektion gegeniber AR induzierter Toxizité und
Zelltod (Bastianetto et al, 2000a).

Diese Befunde haben zu intensiven Forschungen Uber die neurotoxische Potenz von (3
Amyloid gefuhrt; zahlreiche Wirkungen auf Zellen und Gewebe sind beschrieben worden.
Einige Zellarten, wie z.B. Gliazellen und Astrozyten, reagieren nicht sensitiv gegeniber 3-
Amyloid. In der quantitativen Beurteillung der toxischen Potenz von 3-Amyloid variieren die
Literaturangaben gravierend. Eine Ursache dafur liegt wohl in der wenig einheitlichen
Definition des Begriffes Toxizité. Wahrend einige Autoren die toxischen Effekte des Al
anhand definierter und objektivierbarer  Kriterien wie dem Untergang der
Zellmembranintegritét  (Trypanblau-Ausschlul3, Fluoreszenzfarbstoffe, LDH-Freisetzung)
beurteilen, bewerten andere die AR-Toxizitdt ausschlie3lich auf der Basis morphologischer
Verédnderungen. Ein weiterer Parameter, der die Variationen in der Potenz der AR-Toxizitéat
verursachen konnte, ist der Aggregationszustand des Peptides. In wassrigem Milieu aggregiert

3-Amyloid spontan und wird erst dadurch zu einem toxischen Agens.

Die Diskrepanz zwischen der in zwei verschiedenen Zytotoxizitétsassays gemessenen Al3-
Effekte, und damit der unterschiedlichen quantitativen Beurteilung der AR-Toxizitét, wurde

auch in Experimenten unserer Arbeitsgruppe deutlich. Unter der Behandlung von PC12-
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Zellen mit 1 M Al3s.35 Uber 24 Stunden konnte eine Hemmung des MTT-Effektes auf 40 %
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle ausgeldst werden. Wie aus Untersuchungen von
Leutz (Leutz 2001) hervorgeht, sind die in diesen Experimenten an PC 12-Zellen eingesetzten
Konzentration an A3 (1uM) nach Messungen im LDH-Assay (LDH-Aktivitét / -Freisetzung)
nicht zelltoxisch. Diese Unterschiede in den gemessenen Toxizitéten im MTT- und LDH-
Assay, die nicht auf verschiedene Aggregationszustande des eingesetzten AR zurtickzufiihren
sind, beschreiben auch andere Arbeiten (Abe & Kimura, 1996); (Kato et al, 1997);
(MacGibbon et al, 1997); (Shearman et al, 1994); (Patel et al, 1996).

Eine mogliche Erklérung, dald der MTT-Assay und LDH-Assay beziglich der
Toxizitatsuntersuchung keine kongruenten Ergebnisse liefern, obwohl beide Methoden als
Viability-Assays gelten, wére, dal? sie zeitlich verschiedene Ereignisse in der Zelltod-Kaskade
detektieren. Dafur spricht die Theorie der mitochondrialen Dysfunktion: Shearman et al.
beurteilten die Hemmung der MTT-Reduktion bei fehlender LDH-Freisetzung als eine
Storung des Energiestoffwechsels (mitochondriale Atmungskette), die ein friihes Ereignis in
der apoptotischen Zelltod-Kaskade darstellt (Shearman et al, 1994). Die LDH-Freisetzung ist
ein spétes Ereignis in der Zelltod-Kaskade.

Eine andere mogliche Erklérung ist, dald der MTT-Assay im Falle niedriger Konzentrationen
AlRzs.35 (1 M Uber 24h) Ereignisse erfaldt, die nichts mit der Zelltodkaskade zu tun haben und
damit auch konsekutiv nicht zum Zelltod fuhren und deshalb nicht im LDH-Assay zu
detektieren sind.

Trotz breiter Verwendung des MTT-Assays ist der exakte Mechanismus der MTT-Umsetzung
nicht bekannt. Als gesichert gilt, da3 mitochondriale Atmungsketten-Enzyme an der
Reduktion des MTT-Substrates beteiligt sind, z.B. die Succinatdehydrogenase (Slater,
Sawyer, et al. 1963). Demnach bedeutet die Reduktion des MTT-Effektes durch ein
zytotoxisches Agens eine mehr oder weniger spezifische Beeinflussung der mitochondrialen
Atmungskette. Allerdings partizipieren auch extramitochondriale NADH- und NADPH-
abhangige Redoxenzyme an der MTT-Reduktion (Berridge & Tan, 1993a). Eine Inhibition
der Atmungsketten-Enzyme fuhrt zu einer unvollsténdigen Hemmung der MTT-Umsetzung,
was die exklusive Umsetzung des MTT in der mitochondrialen Atmungskette negiert (Hawtin
et al, 1995).
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Neben der Theorie der mitochondrialen Dysfunktion durch AR als einem friihen Ereignis der
Zelltod-Kaskade, gibt es eine andere plausible Hypothese bezlglich der beobachteten
Hemmung der MTT-Reduktion durch A3 gegentiber der unbehandelten Kontrolle: sie geht
von experimentellen Befunden aus, die zeigen, dal3 die weitere Umsetzung von MTT-Reagenz
unterbrochen wird, sobald das MTT-Formazan in kristalliner Form extrazellulér abgelagert
wird (Liu et al, 1997). R-Amyloid erhoht die Exozytosegeschwindigkeit, u.a an
hippokampalen Neuronen (Abe & Saito, 1998). MTT-Formazan wird durch Exozytose aus
der Zelle transportiert, die Formazankristalle lagern sich auf der Zellmembran ab und folglich
konnte die Nachlieferung und damit die Umsetzung des MTT-Reagenzes behindert werden.
Das bedeutet, je schneller die Exozytose des MTT-Formazans aus der Zelle heraus erfolgt,

desto eher versiegt die Nachlieferung des M TT-Reagenzes.

Dal3 Al3 auch an PC12-Zellen die Exozytose-Geschwindigkeit erhoht und das beschleunigte
Auftreten von MTT-Formazankristallen von Bedeutung ist, zeigt die vergleichende
Untersuchung der Abhangigkeit von der Dauer der MTT-Inkubation an unbehandelten, mit
AR und/oder EGb 761 [250ug/ml] behandelten PC12-Zellen. Die Effekte wurden jeweils
photometrisch quantifiziert und die MTT-Reduktion fotografisch dokumentiert. Das Ergebnis
war, dald Al¥sss (UM fur 24 Stunden) die MTT-Absorption signifikant (auf 40 % beztglich
unbehandelter Kontrolle) senken, und Ginkgo biloba-Extrakt EGb 761 diese Hemmung der
MTT-Umsetzung teilweise antagonisieren konnte.

Es stellt sich die Frage, welcher Mechanismus der durch AR bedingten Beschleunigung der
Exozytose zugrunde liegt. Effekte des 3-Amyloid auf der Ebene der Zellmembran sind
bekannt. AR erhdhte die Anisotropie der Zellmembran in Ganzhirnhomogenaten der Ratte
(Muller et al, 1995) und auch die von PC12-Zellen (Leutz 2001). Die Anisotropie ist ein Maf3
fur die Fluiditdt von Membranen: erhéhte Anisotropie bedeutet verminderte Membranfluiditét
und umgekehrt, d.h., dal3 AR-Behandlung zu einer verringerten Membranfluiditét fahrt. Auch
andere Arbeitsgruppen postulieren eine Interaktion von 3-Amyloid mit der Plasmamembran
und bezeichnen diese Interaktion als ein initiales Ereignis in der Af-induzierten
Zellschédigung. Zusétzlich sprechen Befunde fur diese Hypothese, die zeigen, dal3 AR in
artifiziellen und biologischen Membranen interkaliert und deren strukturellen Aufbau stort
(Terzi et al, 1994) (Terzi et al, 1997). Insbesondere die fir die neurotoxische Aktivitét von (3-
Amyloid verantwortliche Teilsequenz Af¥sss ist im hydrophoben Kern der Membran
lokalisiert (Mason et al, 1996).
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Unspezifische Stérungen der Membranstruktur und —funktion ftihren wahrscheinlich sekundar
zur Modulation zahlreicher biologischer Parameter, wie z.B. der zelluléren Homéostase, und
damit eventuell sogar bis zum Zelltod.

Auf welchem Wege, EGb 761 die Effekte von AR auf PC12-Zellen partiell zu antagonisieren
vermag, ist offen. Moglicherweise interagiert EGb 761 direkt mit der Zellmembran, also auf
der gleichen strukturellen Ebene wie Al3, und inhibiert so die durch AR bewirkte Steigerung
der Exozytosegeschwindigkeit. Andererseits kénnte EGb 761 aber auch indirekt in Prozesse
der Al3-induzierten Modulation der Membraneigenschaften, welche eine vermehrte Exozytose

ermdglicht hatte, eingreifen.

e Bewertung des MTT-Assays als potentieller Ansatz flr einen Bioassay

PC 12-Zellen
In bezug auf die Frage, ob sich der MTT-Assay an PC12-Zellen als pharmakodynamischer
Ansatz im Sinne eines Bioassays eignen wirde, mufd man sich noch einmal die Kriterien fur

einen Bioassay vor Augen fuhren.

Voraussetzung ist, dal3 der untersuchte Effekt graduell quantifizierbar ist und mit der
klinischen Wirksamkeit des betreffenden Arzneimittels korreliert. Wenn ein Bioassay nicht
nur ein Surrogat-Parameter fur klinische Wirksamkeit des Wirkstoffes sein soll, sondern
zusédtzlich als Alternative zu Bioverflgbarkeitsstudien gelten soll, mufd er auch in seiner
Ausprégung eine Beschreibung von Ausmald und Geschwindigkeit der Resorption erlauben

und damit zusétzlich den Einfluf3 der pharmazeutischen Formulierung erfassen.

Die Quantifizierbarkeit des MTT-Effektes ergibt sich aus dessen Konzentrationsabhéngigkeit.
Es konnte eine Konzentrationsabhangigkeit vom EGb 761 im héheren ug/ml Bereich gezeigt
werden. Dald dieser Assay alerdings nicht sensitiv genug ist, um kleine Unterschiede in
Extrakten abbilden zu koénnen, =zeigt der Vergleich mit in vivo gemessenen
Wirkstoffkonzentrationen, welche im unteren bis mittleren ng/ml Bereich liegen. In diesem

Bereich ist der Assay nicht sensitiv.

Des weiteren stellt sich die Frage, ob der Effekt im MTT-Assay durch EGb 761 etwas mit der
klinischen Wirksamkeit zu tun hat. Solange nicht feststeht, welcher Parameter in der
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AR-vermittelten Toxizitét bestimmt wird und ob dieser Uberhaupt mit Zelltod-Effekten in
Zusammenhang steht, kann dieser Assay nicht als Surrogat fur die Wirksamkeit gelten.

Aus Griinden der Ubertragbarkeit des Bioassays auf physiologische Bedingungen und damit
der Relevanz der in vitro-Ergebnisse fur die in vivo-Situation sollten diese Befunde von
PC12-Zellen auf ein Modell Ubertragen werden, das mit physiologischen Zellen arbeitet, in

diesem Fall humanen Lymphozyten.

Humane Lymphozyten (PBMC)

Vorherige Untersuchungen haben gezeigt, dal3 sich 3-Amyloid zur Induktion von MTT-
Effekten an humanen Lymphozyten nicht eignet. Deshalb wurden mit Cholesterin
zytotoxische Effekte induziert, die leider durch verschiedene Konzentrationen EGb 761 (10 —
500 pg/ml) nicht inhibiert werden konnten.

Das bedeutet, dal3 der einzige Ansatz, der sich eventuell als pharmakodynamisches Modell
hétte entwickeln kénnen, sich nicht auf Lymphozyten tbertragen lief3. Ohne diesen Transfer
auf Lymphozyten fehlt ein wichtiges Kriterium eines Bioassays. namlich die Messung des
Effektes, die eine Beschreibung von Ausmal3 und Geschwindigkeit der Resorption erlaubt.

4.2.2.3 Bewertung der in vitro eingesetzten Konzentrationen an Ginkgo biloba

Zu diskutieren bleibt, ob
a) die in vitro verwendeten Konzentrationen in einem Bereich eingesetzt wurden, der
sich fur vergleichbare in vitro-Experimente erfahrungsgemal® als effektiv und
geeignet erwiesen hat
b) diein in vivo/ex vivo-Tierstudien eingesetzten Konzentrationen mit den fur die
Therapie am Menschen empfohlenen Tagesdosen Ubereinstimmen und
c) diein vitro verwendeten Konzentrationen mit in humanen in vivo-Studien

gemessenen Plasmaspiegeln zu vergleichen sind.

zu @) Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden Konzentrationen
verwendet wie sie fur vergleichbare in vitro-Experimente in der Literatur beschrieben sind.

zu b) Wie Tabelle 30 zu entnehmen ist, werden viele in vivo- und ex vivo-Tierstudien an

Nagermodellen (Ratte, Maus etc.) durchgeftihrt. In diesen ist oftmals eine Konzentration von
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100 mg EGb 761 / kg Korpergewicht des Nagers per os pro Tag effektiv. Diese Dosis
entsprache - umgerechnet in eine Tagesdosis fur einen 80 kg schweren Menschen - in etwa

8 g EGb 761. Therapeutisch verwendet werden Tagesdosen bis zu 240 mg EGb 761. Dies
entspricht in etwa einer 33fach geringeren Dosierung als bei in vivo / ex vivo-Nagermodellen.
Diese Diskrepanz ist eventuell durch Unterschiede der Bioverfligbarkeiten, Stoffwechselwege

etc. im Nager und Menschen zu erkléren.

zu ¢) Beim Vergleich von in vivo- und in vitro-verwendeten Konzentrationen ist zu
berticksichtigen, dal3 die jeweils vorliegenden Bedingungen sehr unterschiedlich sind. Bei in
vitro-Versuchsansatzen handelt es sich um einzelne Zellen, Zellverbande und Organe, die
losgelost und unabhangig von ihrer physiologischen Umgebung und deren Einflissen
vorliegen. So gibt es in vitro keine bzw. eine geringere Beeinflussung der eingesetzten
Wirkstoffkonzentrationen (z.B. Bioverfugbarkeit oder Einfliisse durch Stoffwechselvorgénge)

verglichen mit in vivo-Bedingungen.

In Zellkultur-Assays wurde EGb 761-Extrakt im mittleren und oberen pg/ml Bereich
eingesetzt. Die  ermittelten maximalen  Plasma-Konzentrationen  aus  der
Bioverflgbarkeitsstudie lagen in ng/ml Bereich fur Ginkgolid A (Crax 22 ng/ml), B (Crax 8
ng/ml) und Bilobalid (Cmax 55 ng/ml). Geht man von einer in vitro- verwendeten EGb 761-
Konzentration von 100 pg/ml und einem Bilobalid-Gehalt im EGb 761-Extrakt von 2,6 — 3,2
% aus, entspricht diese Bilobalid-Konzentration (2600 — 3200 ng/ml) etwa einer 50fach
hoheren Konzentration als der in vivo gefundenen Plasmakonzentration (55 ng/ml).

Die in Apoptose-Assays gefundenen zytotoxischen Effekte der extrem hohen Konzentrationen
an EGb 761 und Fraktion 5 (500 pg/ml) bzw. Quercetindihydrat (100 uM) (s. Kapitel 3.3)
lassen sich vermutlich aufgrund der in vitro vielfach hoher eingesetzten Konzentrationen als
die, die in vivo gemessen wurden, als physiologisch irrelevant bewerten.

Letztendlich ist die grofe Diskrepanz zwischen den in vitro- versus in vivo-Studien
verwendeten Konzentrationen und im Menschen gemessenenen Plasmaspiegeln nicht
hinreichend geklért.
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4.2.3 Bewertung der in vitro-Freisetzungsuntersuchungen (biopharmazeutische

Qualitat) und der in vivo-Bioverflugbarketsstudie

Die zuvor durchgefihrten in vitro-Freisetzungsuntersuchungen haben gravierende
Unterschiede in der (bio)pharmazeutischen Qualitét der in den USA auf dem Markt
befindlichen Produkte gezeigt. So wiesen einige Produkte eine extrem langsame Freisetzung
der untersuchten Extraktbestandteile verglichen mit den EGb 761 enthaltenden Produkten der
Firma Schwabe (beispielsweise Ginkgold oder Ginkoba) auf. Da es bislang keine validen
Informationen zur in vitro- / in vivo-Korrelation bei Ginkgo-Praparaten gibt, ist die Relevanz

dieser Unterschiede fur die Anwendung am Menschen nicht ohne weiteres zu beurteilen.

Da die Etablierung eines pharmakodynamischen Parameters bzw. eines Bioassays nicht
gelungen ist (s. 4.2.2), wurde alternativ eine vergleichende Bioverflgbarkeitsstudie im
klassischen Sinne durch Analyse von Plasmadaten durchgefuhrt. Eines der langsam
freisetzenden Préparate des US-amerikanischen Marktes (Ginkgo biloba von Centrum
Herbals) wurde mit dem sehr umfassend untersuchten Produkt der Firma Schwabe (Ginkgold
von Nature's  Way) durch Messung der Plasmakonzentrationen an
wirksamkeitsmitbestimmenden Inhaltsstoffen (Ginkgolid A, B und Bilobalid) verglichen.

Bioverfugbarkeit wird definiert als das relative Ausmald der therapeutisch wirksamen
Substanz (verabreichter Arzneistoff, aktiver Metabolit oder wirksame Form nach
Verabreichung eines Pro-Pharmakons) und Geschwindigkeit, mit welcher die wirksame Form
in die systemische Zirkulation (in das Blut) gelangt bzw. am Wirksort verflgbar wird. Da bei
pflanzlichen Arzneimitteln der gesamte Extrakt als Wirkstoff gilt, mufiten all seine
wirksamtkeitsrelevanten Inhaltsstoffen analysiert werden. Aufgrund der komplexen
Zusammensetzung und der haufigen Unkenntnis der wirksamkeitsbestimmenden I nhaltsstoffe
konnen pflanzliche Arzneimittel normalerweise hinsichtlich ihrer Bioverfugbarkeit nicht
vollstdndig untersucht werden. Deshalb sind fur die Charakterisierung der
Darreichungsformen die drei Bestandteile des Ginkgo-Extraktes ausgewéahlt worden, von
denen ein relevanter Beitrag zur klinischen Wirksamkeit angenommen wird: Ginkgolid A, B
und Bilobalid.

Die Auswertung der in vivo-Studie hat gravierende Unterschiede in den Bioverflgbarkeiten
hinsichtlich aller untersuchten Inhaltsstoffe des Testprodukies (langsam freisetzendes
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Produkt) zu dem Referenzprodukt (schnell freisetzendes Produkt) aufgezeigt. Es konnte keine
Bio&guivalenz der beiden Produkte gezeigt werden.

4.2.4 Bewertung hinsichtlich des BCS-Systems. EinfluR@ der Arzneiform der

untersuchten Ginkgo biloba Praparate auf die Bioverfligbarkeit

Im Hinblick auf die Frage, welcher Schritt bei Ginkgo biloba-Extrakt haltigen Produkten
beziiglich der Bioverfligbarkeit der geschwindigkeitsbestimmende ist (Auflésung der
Arzneiform und Freisetzung des Arzneistoffes oder Permeation durch Darmmukosa), wurden

diein vivo-Daten unter Berticksichtigung der in vitro-Daten analysiert.

Die in vitro-Freisetzungsprofile waren signifikant verschieden, so dal3, unter der Pramisse,
dal3 die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Arzneiform der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt fur die Bioverfugbarkeit ist, gravierende Unterschiede in den Plasmakonzentration-
Zeit-Verlaufen zu erwarten waren. Diese Erwartungen wurden in der in vivo-Studie bestétigt:
fir Test- und Referenz-Produkt konnten anhand der entsprechenden pharmakokinetischen
Parameter signifikant unterschiedliche Bioverfligbarkeiten und folglich Bioindquivalenz

gezeigt werden.

Waére der Permeationsprozef3 durch die Darmmembran der die Aufnahme in den Organismus
bestimmende Schritt gewesen, so hédtte man Plasmakonzentration-Zeit-Profile erwarten
mussen, die fur beide Produkte (Test und Referenz) einen dhnlichen Verlauf genommen

hétten (kein Einfluf3 der galenischen Form).

Die Ergebnisse aus der in vitro- und in vivo-Untersuchung der beiden Préparate bestétigt die
oben angenommenen Pramisse, dal3 der geschwindigkeitsbestimmende Schritt hinsichtlich der
Bioverfugbarkeit die Freisetzung des/der Wirkstoffe/-s aus der Darreichungsform ist und
somit der galenischen Entwicklung des Arzneimittels fir die Bioverfugbarkeit entscheidende
Bedeutung zukommt. Bioverflgbarkeitsstudien sind in diesem Falle also nicht verzichtbar.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund der zunehmenden Marktbedeutung und der Fille pflanzlicher Préparate in Europa
und den USA stellte sich die Frage, ob - im Sinne des Patienten und rationaler Phytotherapie -

eine ausreichende Qualitét der Produkte deren Einsatz rechtfertigt.

Die Qualitét pflanzlicher Produkte ist aufgrund der Besonderheit eines Vielstoff-Gemisches
mit oftmals unbekannten wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen schwer zu beurteilen. In
Europa sind deshalb schon vor Jahren Bestrebungen angestellt worden, pflanzliche Produkte
aufgrund von Monographien (Kommission E) zumindest in ihren Ausgangsdrogen und ihrer
Extraktspezifikation zu vereinheitlichen. Normierung und Standardisierung von Extrakten

wurden gefordert.

Waéhrend der Diskussion Uber die Qualitét der Extrakte (Normierung/Standardisierung) ist
dabei ein wesentlicher Aspekt hinsichtlich der Vergleichbarkeit von Qualitét und
Wirksamkeit von Fertigprodukten verloren gegangen: der EinfluR der Arzneistoff-
Formulierung auf die in vivo-Situation. Ausmald und Geschwindigkeit der Resorption des
enthaltenen Pharmakons (Bioverfligbarkeit) konnen sowohl von den physiko-chemischen
Wirkstoffeigenschaften, wie Loslichkeit und Permeabilitét, als auch von Eigenschaften der
Darreichungsform abhangen. Entscheidend ist, welcher Prozel3 fir die Resorption in den
Organismus der geschwindigkeitsbestimmende ist: die Freisetzung des Wirkstoffes aus der
Darreichungsform oder der Permeationsprozefd durch die Darmmembran. Ist letzterer der
geschwindigkeitsbestimmende  Schritt, so  sind gewisse  Verdnderungen  der
Wirkstofffreisetzung ohne Belang.

Das Vergleichen von Extraktqualitéten (Wirkstoffen), wie es durch die Kommission E-
Monographie vorgeschlagen wird, ist folglich nicht ausreichend. Einflisse der
Darreichungsform (biopharmazeutische Eigenschaften) sind zu beriicksichtigen. Wie bei
chemisch-synthetischen  Wirkstoffen sollte  therapeutische  Vergleichbarkeit — Gber
Biodquivalenz-Studien belegt werden. Als biodquivalent gelten zwel Produkte, wenn sie
pharmazeutisch aquivalent sind und wenn ihre Bioverfligbarkeiten bei Gabe gleicher Dosen
so dhnlich sind, dai die erzielten Effekte beziglich Wirksamkeit und Sicherheit praktisch
identisch sind.
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Das Problem des Belegs der pharmazeutischen Aquivalenz (gleiche Mengen gleicher
Wirkstoffe in gleicher oder @nlicher Darreichungsform) bei pflanzlichen Produkten ergibt
sich aus der Tatsache, dal3 sie sich phytochemisch als Vielkomponenten-Gemische nur schwer
charakterisieren lassen. Wirksamkeitsbestimmende Substanzen sind haufig nicht bekannt. Die
Kenntnis wirksamkeitsmitbestimmender Komponenten ermdglicht nur einen partiellen Beleg
der Aquivalenz, und pharmakologisch irrelevante L eitsubstanzen kénnen héchstens Zwecken

der Standardisierung dienen.

Vergleichende Bioverflgbarkeitsuntersuchungen im Sinne von Analysen einzelner
Bestandteile in Korperfllssigkeiten sind nur méglich, wenn die wirksamkeitsbestimmenden
Komponenten des pflanzlichen Produktes bekannt sind. Alternativ werden Bestimmungen der
Bioverfugbarkeit im Form pharmakodynamischer Ansétze diskutiert. Durch die Bestimmung
pharmakodynamischer Parameter soll dabei die Aufnahme und Ausscheidung des gesamten
,wirksamen Prinzips‘ des pflanzlichen Produktes in den Organismus verfolgt werden.
Voraussetzung ist natrlich, dald der untersuchte Effekt graduell quantifizierbar ist, in seiner
Auspragung eine Beschreibung von Ausmal? und Geschwindigkeit der Resorption erlaubt und
vor alem mit der klinischen Wirksamkeit des betreffenden Produktes korreliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ginkgo biloba-haltige Fertigprodukte des US-
amerikanischen Marktes hinsichtlich ihrer therapeutischen Vergleichbarkeit untersucht. Fur
Ginkgo biloba-Extrakte sind wirksamkeitsmitbestimmende Komponenten benannt worden:
Flavonglykoside und Terpenlaktone. Anhand derer wurden Untersuchungen zur
pharmazeutischen Qualitét der Ginkgo-Praparate durchgeftihrt.

Hinsichtlich der Gehalte an Flavonglykosiden und Terpenlaktonen ergaben sich beachtliche
Unterschiede. Als Mal3stab wurde die Spezifikation der Kommission E angelegt; viele der
untersuchten Extrakte lagen signifikant auf3erhalb der vorgegebenen Spannen, andere
wiederum erfillten diese Anforderungen. Auch die Begleitstoffmuster und -gehalte der
diversen Extrakte unterschieden sich deutlich voneinander. Als Beispiel seien hier die
Ginkgolsaure-Gehalte angefihrt, deren Spanne von < 5 ppm bis 90.000 ppm reichte. Die
untersuchten  Extrakte  konnten also schon  aufgrund der  Gehalte an
wirksamkeitsmitbestimmenden Inhaltsstoffen in der Mehrzahl nicht als miteinander

pharmazeutisch &guivalent angesehen werden. Zusétzlich ergaben Untersuchungen zu
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biopharmazeutischen Qualitéten (in vitro-Freisetzungsverhalten) einiger Produkte deutliche
Unterschiede.

Da auch fur Ginkgo biloba-Extrakt nicht alle wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe
bekannt sind, wéare es wiinschenswert gewesen, die Produkte in einem pharmakodynamischen
Ansatz hinsichtlich ihrer Bioverfligbarkeiten miteinander vergleichen zu kdnnen. Allerdings
konnte im Rahmen dieser Arbeit kein in vitro-Modell gefunden werden, welches sich als
sensitiv. genug und als potentieller Bioassay geeignet erwiesen hétte. Deshalb wurde
wenigstens eine vergleichende Bioverfligbarkeitsstudie zweier Préparate — im klassischen
Sinne - durch Analyse einiger wirksamkeitsmitbestimmender Substanzen (Ginkgolid A, B
und Bilobalid) in Korperflissigkeiten (Blut) durchgefuhrt. Zwei Produkte mit stark
differierendem Freisetzungsverhalten wurden gegeneinander verglichen. Die Studie ergab
einen signifikanten Einflul3 der Darreichungsform auf die Bioverfigbarkeit und letztendlich

Bioinaquivalenz der untersuchten Produkte.

Die vorliegende Arbeit zeigt, wie relevant die pharmazeutische Qualitét der Produkte,
inklusive ihrer biopharmazeutischen Eigenschaften, fir die therapeutische Austauschbarkeit
von Produkten sein kann. Auf dem Sektor pflanzlicher Produkte sind bis dato sehr wenige
Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses der Darreichungsform auf in vivo-Verhaltnisse
und der Bioverfugbarkeit durchgefihrt worden. Des weiteren fehlen Kenntnisse zu
wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen oder aternativ pharmakodynamische Modelle, die
eine Bestimmung der Bioverfugbarkeit ohne Kenntnis der pharmakologisch relevanten
Inhaltsstoffe ermbglichen.
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