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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Ряд факторов, среди которых важнейшими являются напряженный ритм жизни, сопутствующие ему стрессовые ситуации, самолечение, постоянное увеличение количества больных с нарушениями мозгового кровообращения, стимулирует поиск новых эффективных лекарственных средств (ЛС), способных восстанавливать или компенсировать нарушенные функции головного мозга. Своевременный прием лекарственных препаратов (ЛП) данной группы не только повышает качество жизни, но и препятствует развитию соматической патологии, вызванной психогенными факторами. Препараты растительного происхождения занимают особую нишу в группе ноотропных средств. Известно, что растительные ноотропы, действующие не менее эффективно, чем синтетические субстанции, при правильном их использовании  вызывают меньше побочных эффектов. Большинство растительных ЛП продолжают поступать из-за рубежа. В основном это ЛП, изготовленные на основе листьев гинкго двулопастного (Ginkgo biloba L., сем. Гинкговых - Ginkgoacae).

Листья гинкго двулопастного входят в Европейскую и Британскую фармакопеи. На основе извлечений из листьев гинкго двулопастного производятся такие препараты как танакан, билобил, мемоплант, гинкор форт, гинкор гель и др., разрешенные к применению в Российской Федерации. Препараты листьев гинкго широко применяются за рубежом. Что касается отечественных производителей, то они ориентированы в настоящее время на производство биологически активных добавок (несколько десятков). Однако это не позволяет решать проблему лекарственного обеспечения населения. В связи с этим актуальна разработка отечественных препаратов, в частности, настойки и экстракта листьев гинкго двулопастного. 
Созданию импортозамещающих ноотропных ЛП препятствует такие факторы, как недостаточная степень изученности химического состава листьев гинкго двулопастного, культивируемого в Российской Федерации. Кроме того, до сих пор не решены проблемы стандартизации. На данный момент в нашей стране отсутствуют какие-либо виды нормативной документации на сырье «Гинкго двулопастного листья». До сих пор не решены вопросы определения подлинности сырья и препаратов гинкго с использованием ТСХ и УФ-спектроскопии, хотя ранее проводились исследования по стандартизации сырья и препаратов гинкго. Однако в итоге этот процесс привел к использованию методики, описанной в американской фармакопее. На наш взгляд, данная методика не является специфичной именно для гинкго билоба, поскольку при анализе принимаются во внимание только агликоны флавоноидов (кемпферол, кверцетин и изорамнетин), полученные кислотным гидролизом в среде хлористоводородной кислоты. Одним из диагностических флавоноидов листьев гинкго двулопастного является гинкгетин (диметилированное производное 8,3'-бисапигенина), который не обнаруживается в условиях предложенного ВЭЖХ-анализа. В нашем исследовании мы опирались на анализ нативных флавоноидов гинкго – как гликозидов (производные кемпферола, изорамнетина и др.), так и метилированных производных аментофлавона, или 8,3'-бисапигенина (гинкгетин, изогинкгетин), присущих именно этому виду сырья, что повышает достоверность и эффективность как качественного, так и количественного анализа.
Цель и задачи исследования. Целью настоящей работы является фармакогностическое исследование листьев гинкго двулопастного, культивируемого в РФ, по обоснованию и разработке унифицированных методик анализа сырья и препаратов на основе данного растения и созданию импортозамещающих ноотропных лекарственных средств (ЛС).

Для достижения поставленной цели решались следующие задачи:

1. Исследование химического состава групп биологически активных веществ (БАС), присутствующих в листьях гинкго двулопастного, культивируемого в РФ (терпеноиды, флавоноиды, дубильные вещества).
2. Сравнительное исследование флавоноидного состава листьев гинкго двулопастного и препаратов на основе сырья гинкго.
3. Разработка методик качественного анализа диагностических флавоноидов листьев гинкго двулопастного для оценки подлинности данного сырья и препаратов на его основе. 
4. Разработка методики количественного определения флавоноидов (гинкгетина, изогинкгетина, никотифлорина, нарциссина, рутина) в листьях гинкго двулопастного. 
5. Обоснование способа получения сухого экстракта из листьев гинкго двулопастного.
6. Обоснование способа получения настойки из листьев гинкго двулопастного.
7. Изучение показателей и норм качества сырья гинкго двулопастного листьев, экстракта сухого и настойки гинкго двулопастного.
8. Разработка и оформление проекта нормативной документации – ФСП на фитопрепараты – «Гинкго двулопастного листьев экстракт сухой» и «Гинкго двулопастного листьев настойка». 

Научная новизна. В результате изучения химического состава листьев гинкго двулопастного, культивируемого в Краснодарском крае, выделены и идентифицированы 5 индивидуальных соединений. Среди них доминирующее флавоноидное вещество (диметилированное производное 8,3'-бисапигенина) в РФ из данного растения выделено впервые и идентифицировано с использованием УФ-, 1Н-ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии.

Показана целесообразность проведения стандартизации сырья и препаратов листьев гинкго двулопастного по флавоноидам (ведущая группа БАС) и, в частности, по выявленным диагностическим соединениям – гинкгетину, изогинкгетину, никотифлорину, нарциссину и рутину.
Разработаны подходы к стандартизации, заключающиеся в обнаружении диагностического доминирующего флавоноида – гинкгетина с использованием ТСХ–анализа, ГСО рутина и УФ-спектроскопии.

Выявлена нейротропная активность препаратов (танакан, билобил) на основе гинкго и обоснована необходимость коррекции дозирования их приема в течение суток.
Научно обоснована целесообразность создания лекарственных растительных препаратов «Гинкго двулопастного экстракт жидкий» и «Гинкго двулопастного настойка», обладающих нейротропной активностью, в том числе ноотропным действием.
Практическая значимость. На основе фитохимических исследований разработана методика качественного и количественного анализа сырья – гинкго двулопастного листьев. Разработана методика качественного и количественного анализа сухого экстракта гинкго и настойки гинкго. Методики качественного анализа основываются  на определении гинкгетина и изогинкгетина по отношению к внешнему стандарту (ГСО рутина) методами тонкослойной хроматографии, хроматоспектрофотометрии. Разработанные методики количественного анализа ЛРС и ЛС гинкго базируются на определении содержания суммы флавоноидов методом хроматоспектрофотометрии в пересчете на рутин.
Впервые разработаны проекты нормативной документации (НД):

- проект ФСП «Гинкго двулопастного листьев экстракт сухой»; 
- проект ФСП «Гинкго двулопастного листьев настойка». 
Результаты исследований используются в научных исследованиях и в учебном процессе на кафедре фармакогнозии с ботаникой и основами фитотерапии и кафедре химии фармацевтического факультета СамГМУ (акты внедрения от  22.04.2010 г.), в ГУЗ «Центр контроля качества лекарственных средств Самарской области», а также в ЗАО «Самаралектравы» (пос. Антоновка Самарской области). 
Также по результатам исследований оформлено два рационализаторских предложения:

- удостоверение на рационализаторское предложение № 107 от 27.12.2010 «Способ качественного анализа лекарственного растительного сырья (листьев) и настойки гинкго двулопастного»;
- удостоверение на рационализаторское предложение № 108 от 27.12.2010 «Способ количественного анализа лекарственного растительного сырья (листьев) и настойки гинкго двулопастного».
Основные положения диссертации, выносимые на защиту:

1. Результаты изучения химического состава листьев гинкго двулопастного, культивируемого в Российской Федерации.
2. Разработка методики стандартизации листьев гинкго двулопастного.
3. Разработка методики стандартизации получаемого на основе листьев гинкго сухого экстракта.
4. Разработка методики стандартизации получаемой на основе листьев гинкго настойки.
5. Обоснование способа получения экстракционного препарата «Гинкго двулопастного листьев настойка». 

6. Обоснование способа получения экстракционного препарата «Гинкго двулопастного листьев экстракта сухой».
Связь задач исследования с планами научных работ. Диссертационная работа была выполнена в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских работ Самарского государственного медицинского университета (№ Государственной регистрации 01200405620, 01200900658) и при поддержке Федерального целевого проекта 02.740.11.0650 «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 годы.
Апробация работы. Основные положения диссертационной работы доложены и обсуждены на XIII конгрессе “Экология и здоровье человека” (Самара, 2008); на межвузовской конференции «Аспирантские чтения» (Самара, 2008; 2009; 2010); на VII Международном симпозиуме по фенольным соединениям (Москва, 2009); VII Международной конференции «Медико-социальная экология личности: состояние и перспективы» (Минск, 2009); в рамках федеральной программы «Участник молодежного научно-инновационного конкурса» (Самара, 2009).
Публикации. По материалам диссертации опубликовано 20 научных работ, в том числе 4 статьи – в журналах, рекомендуемых ВАК РФ.
Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 110 страницах машинописного текста, содержит 15 рисунков и  15 таблиц, состоит из введения, обзора литературы (глава 1), характеристики объектов и методов исследования (глава 2), описания исследования химического состава сырья и препаратов (глава 3), описания хода разработки методик стандартизации сырья гинкго двулопастного (глава 4), исследования по разработке и стандартизации новых препаратов на основе гинкго билоба  (глава 5), выводов к главам и общих выводов, списка литературы, включающего 188 источников, в том числе 70 иностранных, 3 приложения (акты внедрения результатов диссертационной работы, проекты фармакопейных статей предприятия, клинико-фармакологические статьи на препараты гинкго двулопастного). 
Во введении обоснована актуальность темы, сформулированы цель и задачи исследования, отмечена новизна и практическая значимость полученных результатов, а также изложены положения, выносимые на защиту.

Глава 1 содержит аналитический обзор отечественной и зарубежной литературы по современному состоянию исследований гинкго двулопастного, в котором обобщены и систематизированы сведения по изучению химического состава растения, фармакологической активности, применению в медицинской практике. 

В главе 2 представлена характеристика объектов и методов исследования. Приведены методики химического, физико-химического и фармакологического изучения лекарственного сырья, индивидуальных веществ и препаратов.

В главах 3-5 экспериментальной части приводятся результаты собственных исследований по изучению химического состава плодов гинкго двулопастного, совершенствованию методик стандартизации данного сырья и ЛП на его основе, оценке их качества.

В приложения вынесены материалы по разработке ФСП, акты внедрения и 1Н-ЯМР-спектры диагностических флавоноидов гинкго двулопастного. Результаты, полученные при проведении исследований, обработаны статистически и представлены в таблицах, в формулах, на рисунках, которые приведены в тексте диссертации.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

1. Изучение химического состава листьев гинкго двулопастного, культивируемого в Российской Федерации
В результате предварительных исследований химического состава листьев гинкго двулопастного с использованием химических реакций в данном сырье обнаружены флавоноиды (цианидиновая реакция, цианидиновая реакция по Брианту), терпеноиды (реакция Либермана-Бурхарда), дубильные вещества (реакция с хлоридом железа (III)) и другие фенольные соединения (реакция с диазобензолсульфокислотой). С целью обоснования методик качественного и количественного анализа нами проведена препаративная хроматографическая работа по выделению доминирующих флавоноидов - нарциссина, никотифлорина, гинкгетина и изогинкгетина. С использованием колоночной хроматографии и последующей перекристаллизацией получены вещества, которые по физико-химическим константам, данным УФ-, ЯМР и масс-спектров, а также качественным реакциям и реакциям химических превращений (кислотный и ферментативный гидролиз)  охарактеризованы как никотифлорин (3-О-рутинозид кемпферола), нарциссин (3-О-рутинозид изорамнетина), а также диметилированные производные бифлавоноида (бисапигенина) - гинкгетин и изогинкгетин (табл. 1).
Таблица 1
Состав и структура выделенных соединений

	№
	Название, химическая формула
	Состав
	М+

агликона

	1.
	Нарциссин
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	2.
	Гинкгетин
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	C32H22O10
	536

	3.


	Изогинкгетин
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	C32H22O10
	536

	4.
	Никотифлорин
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	С27Н30О15
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	5.
	Рутин
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Нарциссин (1). Желтые кристаллы состава С28Н32О16 (3-О-рутинозид изорамнетина),  т. пл. 173-175º, [α]
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+12,0º (0,83, вода), УФ-спектр (EtOH, (max, нм): 257, 268пл.; +AlCl3: 268, 276пл., 403 нм, 357 нм. 1Н-ЯМР-спектр в смеси дейтероацетона и D2O (300 МГц) (Bruker AM 300) δ: 7,97 (д, 2 Гц, Н-2′), 7,66 (дд, 2 и 8,5 Гц, Н-6′), 6,96 (д, 2 Гц, Н-5′), 6,50 (д, 2 Гц, Н-8′), 6,24 (д, 2 Гц, Н-6), 5,23 (д, 7 Гц, Н-1′′ глюкопиранозы), 4,50 (д, 2 Гц, Н-1′′′ рамнопиранозы), 3,95 (с, 3Н, СН3О), 3,2-3,8 (10 Н сахаров), 1,04 (д, 6 Гц, СН3 рамнозы). Спектр 1Н-ЯМР  нонаацетата (1) (СDСl3) δ: 8,08 (Н-5′), 7,88 (Н-2′), 7,60 (Н-6′), 7,30 (Н-8), 6,80 (Н-6), 3,97 (СН3О), 3,1-5,4 (м, 12Н сахаров), 2,45 (3Н), 2,34 (3Н), 2,32 (3Н) – синглеты трех Ас-аром., 1,93-2,17  (синглеты 6 Ас-алифат.), 1,09 (СН3 рамнозы).

Гинкгетин (2). Кристаллы светло-желтого цвета, состава С32Н22О10 (8,3-диметилбисапигенин),   УФ-спектр (EtOH, (max, нм): 271, 330; +AlCl3: 279, 330, 348, 385; +AlCl3+HCl: 279, 330, 348, 385. Cпектр 1Н-ЯМР  (300 МГц), (ДМСО-d6, δ, м.д., J/Гц):  3.77 (3Н, с, 4′-ОСН3), 3.84 (3Н, с, 7-ОСН3), 6.43 (1Н, с. Н-6′′), (1Н, д, J = 2.5, Н-6), 6.48 (1H, д, J = 2.5, Н-8), 6.72  (1H, д, J =9, Н-3′), 6.80 (1H, c, Н-3), 6.90 (1H, c, Н-3′′), 6.94  (2H, д, J =9, Н-3′′′ и Н-5′′′), 7.50  (1H, д, J =9, Н-3′), 7.62   (2Н,  д, J = 9, Н-2′′′ и Н-6′′′), 8.10   (1Н,  д, J = 2.5, Н-6′), 8.18   (1Н,  дд, J = 2.5 и J = 9.0, Н-2′), 12.93 (1H, c, 5-ОН группы), 13.05 (1H, c, 5′′-ОН группы). Масс-спектр (70 eV, 200 оС,  m/z, %): М+ 566 (100).

Изогинкгетин (3). Кристаллы светло-желтого цвета, состава С32Н22О10 (8,3’-диметилбисапигенин),   УФ-спектр (EtOH, (max, нм): 271, 330; +AlCl3: 279, 330, 348, 385; +AlCl3+HCl: 279, 330, 348, 385. Cпектр 1Н-ЯМР  (300 МГц), (ДМСО-d6, δ, м.д., J/Гц):  3.77 (3Н, с, 4′-ОСН3), 3.84 (3Н, с, 7-ОСН3), 6.43 (1Н, с. Н-6′′), (1Н, д, J = 2.5, Н-6), 6.48 (1H, д, J = 2.5, Н-8), 6.72  (1H, д, J =9, Н-3′), 6.80 (1H, c, Н-3), 6.90 (1H, c, Н-3′′), 6.94  (2H, д, J =9, Н-3′′′ и Н-5′′′), 7.50  (1H, д, J =9, Н-3′), 7.62   (2Н,  д, J = 9, Н-2′′′ и Н-6′′′), 8.10   (1Н,  д, J = 2.5, Н-6′), 8.18   (1Н,  дд, J = 2.5 и J = 9.0, Н-2′), 12.93 (1H, c, 5-ОН группы), 13.05 (1H, c, 5′′-ОН группы). Масс-спектр (70 eV, 200 оС,  m/z, %): М+ 566 (100). 

Никотифлорин (4). Кристаллы светло-желтого цвета, состава С27Н30О15 (3-О-рутинозид кемпферола), т.пл. 182-186 оС, УФ-спектр (EtOH, (max, нм): 266, 355; +AlCl3, 270, 304, 390; +AlCl3+HCl 270, 304, 400. Cпектр 1Н-ЯМР  (300 МГц), (ДМСО-d6, δ, м.д., J/Гц):  0.98 (3Н, д, J = 6.0, СН3 рамнозы), 3.00-3.85 (10Н сахарной части), 4.38 (1Н, д, J=2.0, Н-1′′′ рамнозы), 5.31 (1Н, д, J=7.0, Н-1′′ глюкозы), 6.20 (1Н, д, J = 2.5, Н-6), 6.30 (1H, д, J = 2.5, Н-8), 6.88  (2H, д, J =9, Н-3′ и Н-5′), 7.97   (2Н,  д, J = 9, Н-2′ и Н-6′), 12.56 (1H, c, 5-ОН группы). Масс-спектр (70 eV, 200 оС,  m/z, %): М+  агликона 286 (100).

Рутин (5). Светло желтое аморфное вещество состава C27H30O16 (3-О-рутинозид кверцетина),  УФ-спектр (EtOH, (max, нм): 258, 266 пл, 362 нм. 1Н-ЯМР-спектр 7,65 (д, 9 Гц, Н-2'), 7,57 (д, 9 Гц, Н-6'), 6,9 (д, 9 Гц, Н-5'), 6,43 (д, 2,5 Гц, Н-8), 6,20 (д, 2,5 Гц, Н-6), 5,05 (д, 7 Гц, Н-1''), 4,55 (д, 2 Гц, Н-1'''), 4,5 – 3,2 (м, 6Н-глюкозы + 4Н рамнозы).

2. Стандартизация сырья  и препаратов гинкго двулопастного
Согласно современным требованиям, предъявляемым к нормативной документации (НД) на лекарственное растительное сырье (ЛРС), фитохимический анализ включает задачи качественного и количественного анализа ЛРС по содержанию ведущих групп БАС, обеспечивающих фармакологическую активность.

Учитывая высокое содержание флавоноидов в листьях гинкго двулопастного, их несомненную значимость в проявлении биологической активности ЛП из данного сырья, представляется целесообразным изучение компонентного состава гинкго для обоснования возможности стандартизации данного ЛРС по содержанию нативных флавоноидов. 

Необходимость разработки НД объясняется в данном случае её отсутствием на российском фармацевтическом рынке. В имеющихся методиках качественной и количественной оценки сырья и препаратов гинкго двулопастного анализ производится с помощью общих методов, исключающих ориентирование на специфичные именно для этого растения БАС.

В этом отношении особый интерес представляет тонкослойная хроматография, которая в последнее время все более широко используется в методиках качественного анализа.
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	Рис. 1.  Схема хроматограммы растворов флавоноидов-свидетелей и настойки гинкго двулопастного

Обозначения:


В этой связи, нами предложены новые подходы к стандартизации, заключающиеся в обнаружении домини-рующего и диагностического флавоноида гинкгетина в присутствии ГСО рутина (качественные реакции), а также определение суммы флавоноидов методом дифферен-циальной спектрофотометрии. 
2.1. Качественный анализ листьев гинкго двулопастного
 С целью определения подлинности сырья гинкго двулопастного использовали ТСХ-анализ, основанный на обнаружении и идентификации доминирующего флавоноида и качественные реакции.

 В ходе разработки методики были проведены исследования по выбору оптимальных условий хроматографирования, позволяющих эффективно разделить основные компоненты сырья и однозначно идентифицировать домини-рующее БАС – гинкгетин.

В результате проведенных опытов с различными хроматографическими системами (хлороформ-этанол, хлороформ-метанол, хлороформ-метанол-вода в различных соотношениях) предпочтение было отдано системе растворителей хлороформ-метанол-вода (26:14:3), обеспечивающей наиболее четкое разделение флавоноидов, в том числе и доминирующего компонента 3-О-рутинозид кемпферола. При просмотре хроматограммы в УФ-свете при длине волны 254 и 366 нм гинкгетин и  изогинкгетин обнаруживаются в виде одного доминирующего пятна желто-оранжевого цвета с Rf  около 0,9; никоти-флорин – в виде темно-желтого пятна с Rf  около 0,5; нарциссин - в виде желтого пятна с Rf  около 0,4-0,5 (рис. 1).

Для обнаружения вещества хроматограмму просматривали в видимом свете, УФ-свете и после проявления с раствором диазобензолсульфокислоты. При обработке реактивом хроматографические  пластинки нагревали при температуре 110 (С в течение 5 минут в сушильном шкафу. При этом все описанные вещества проявляются в виде хорошо заметных пятен желто-оранжевого цвета.

На наш взгляд, в данной методике целесообразно использовать ГСО рутина, по физико-химическим свойствам близкий к вышеописанным флавоноидам, так как расчет величины Rs позволит повысить объективность методики для анализируемого вещества.                  

В ходе разработки методики количественного определения суммы флавоноидов в листьях гинкго изучены УФ-спектры водно-спиртовых извлечений из данного сырья. Регистрацию спектров проводили с помощью спектрофотометра «Specord 40» (Analytik Jena).
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	Рис. 2. Электронные спектры раствора водно-спиртового извлечения гинкго двулопастного (1) и извлечения в присутствии 
3% спиртового раствора AlCl3 (2)
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	Рис. 3. Дифференциальный электронный спектр раствора водно-спиртового извлечения гинкго двулопастного и извлечения в присутствии 
3% спиртового раствора AlCl3


При разработке методики количественного определения суммы флавоноидов использовали реакцию комплексообразования с раствором AlCl3 для исключения вклада в значение оптической плотности других групп соединений. В этом случае наблюдается батохромный сдвиг длинноволновой полосы флавоноидов, который обнаруживается в спектре в виде максимума поглощения при длине волны 406 нм (рис.2). Это находит подтверждение в условиях дифференциальной спектрофотометрии: максимум поглощения при 406 нм (рис. 3).
Полученные нами результаты были использованы при разработке методики количественного определения.

2.2. Количественный анализ листьев гинкго двулопастного
С целью разработки методики количественного определения суммы флавоноидов определены оптимальные условия экстракции листьев гинкго: экстрагент 70% этиловый спирт; соотношение сырье – экстрагент – 1:30; извлечение на водяной бане при температуре 85-90 ºС в течение 60 мин (табл. 2). 
	Таблица 2 
Зависимость полноты извлечения суммы флавоноидов

листьев гинкго двулопастного  от условий экстракции


	№ п/п
	Экстрагент
	Соотношение сырье:экстрагент


	Время экстракции, мин


	Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин и абсолютно сухое сырье, %

	1. 
	20% этиловый спирт
	1:30
	60
	0,80 + 0,02

	2. 
	30% этиловый спирт
	1:30
	60
	0,93 + 0,03

	3. 
	40% этиловый спирт
	1:30
	60
	1,06 + 0,03

	4. 
	50% этиловый спирт
	1:30
	60
	1,80 + 0,04

	5. 
	60% этиловый спирт
	1:30
	60
	1,95 + 0,05

	6. 
	96% этиловый спирт
	1:30
	60
	2,02 + 0,05

	7. 
	70% этиловый спирт
	1:30
	45
	1,10 + 0,02

	8. 
	70% этиловый спирт
	1:30
	60
	2,15 + 0,04

	9. 
	70% этиловый спирт
	1:30
	90
	2,16 + 0,04

	10. 
	70% этиловый спирт
	1:30
	120
	2,14 + 0,04


С использованием разработанных методик определено содержание суммы флавоноидов в листьях гинкго двулопастного, культивируемого в различных регионах (табл. 3). 

	Таблица 3 
Содержание суммы флавоноидов листьев гинкго

двулопастного в зависимости  от места культивирования


	№ п/п
	Место культивирования
	Время экстракции, мин


	Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин и абс. сухое сырье

(в %)

	1. 
	Краснодарский Ботанический Сад 
(август 2008 г.)
	60
	2,15 + 0,03

	2. 
	Краснодарский Ботанический Сад

(август 2009 г.)
	60
	2,20 + 0,04

	3. 
	НИИ Физиологии растений, г. Москва (октябрь 2009 г.)
	60
	2,01 + 0,03


Метрологические характеристики методики количественного определения флавоноидов в листьях гинкго двулопастного методом хроматоспектрофотометрии представлены в таблице 4. 
	Таблица 4 
Метрологические характеристики спектрофотометрической методики количественного определения суммы флавоноидов в листьях гинкго двулопастного

	f
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	S
	P, %
	t (P,f)
	X
	E, %

	10
	2,15
	0,0200
	95
	2,23
	0,080
	4,12


Результаты статистической обработки проведенных опытов свидетельствуют о том, что ошибка единичного определения суммы флавоноидов в листьях гинкго двулопастного с доверительной вероятностью 95% составляет  4,12%.

2.3. Стандартизация препаратов на основе гинкго двулопастного
В основу качественного анализа экстракционных препаратов гинкго двулопастного в соответствии с принципом унификации методик положены ранее обсужденные для ЛРС подходы: разработана ТСХ-методика определения доминирующего специфического флавоноида гинкгетина и качественные реакции. 

В основу количественного определения суммы флавоноидов в настойке и экстракте гинкго двулопастного, как и в случае сырья, положен метод дифференциальной спектрофотометрии. Определение суммы флавоноидов во всех рассматриваемых случаях предложено проводить в пересчете на рутин, что нашло отражение в проектах ФСП на сухой экстракт гинкго и настойку гинкго.

Поскольку ранее было обосновано, что оценку качества сырья целесообразно проводить по содержанию флавоноидов, аналитическая длина волны составляет 406 нм. В данной области спектра спиртовые растворы препаратов и флавоноиды имеют прямопропорциональную зависимость оптической плотности от концентрации. В условиях УФ-спектроскопии близкие характеристики имеет раствор ГСО рутина, длинноволновый максимум поглощения которого в присутствии AlCl3 составляет 412 нм. Это свидетельствует о возможности использования данного стандарта в методике количественного определения. Данное обстоятельство позволяет использовать дифференциальную спектрофотометрию для количественного определения содержания суммы флавоноидов в пересчете на рутин. 
Метрологические характеристики методики количественного определения суммы флавоноидов в настойке и экстракте гинкго двулопастного представлены в таблице 5.
	Таблица 5   
Метрологические характеристики спектрофотометрической методики количественного определения суммы флавоноидов в сухом экстракте  и настойке гинкго двулопастного

	Наименование лекарственного препарата
	f
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	S
	P, %
	t (P,f)
	X
	E, %

	Гинкго двулопастного экстракт сухой
	10
	10,07
	0,1704
	95
	2,23
	0,379
	3,85

	Гинкго двулопастного настойка
	10
	0,41
	0,0254
	95
	2,23
	0,015
	3,76


2.3.1. Методика количественного определения суммы флавоноидов в лекарственном средстве «Гинкго двулопастного настойка». 1 мл настойки помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл и доводят объем раствора 70 % спиртом до метки (раствор А). 1 мл раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл прибавляют 1 мл алюминия хлорида (III) и доводят объем раствора 96 % спиртом до метки (раствор Б).

Оптическую плотность раствора Б измеряют на спектрофотометре в кювете с толщиной слоя 10 мм при длине волны 406 нм. В качестве раствора сравнения используется 1 мл раствора А, помещенный в мерную колбу вместимостью 25 мл и доведенный 96 % спиртом до метки.

Параллельно определяют оптическую плотность ГСО рутина в присутствии AlCl3.

Содержание суммы флавоноидов в препарате в пересчете на рутин в процентах (Х) вычисляют по формуле:
Х = 
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, где
D - оптическая плотность испытуемого раствора (раствор Б);

D0 - оптическая плотность раствора ГСО рутина;
m0  - масса рутина, взятого для приготовления ГСО, г;
m  - масса навески испытуемого вещества, г;
Vпробы – объем пробы, мл.
2.3.2. Методика количественного определения суммы флавоноидов в лекарственном средстве «Гинкго двулопастного экстракт сухой». 0,05 г (точная навеска) экстракта сухого помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 15 мл спирта этилового 70 % и растворяют при нагревании и периодическом перемешивании на кипящей водяной бане. Извлечение охлаждают до комнатной температуры, доводят объем раствора 70% спиртом этиловым до метки и фильтруют через  бумажный фильтр с синей полосой в колбу вместимостью 25 мл (раствор А). 1 мл раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 2 мл 3% раствора хлорида алюминия в 95% спирте этиловом и доводят объем раствора 95% спиртом этиловым до метки (испытуемый раствор Б). В качестве раствора сравнения используют раствор, состоящий из 1 мл испытуемого раствора (Б), доведенного до метки 95% этиловым спиртом в мерной колбе, вместимостью 25 мл (раствор сравнения Б). Измерение оптической плотности проводят на спектрофотометре при длине волны 406 нм. Параллельно измеряют оптическую плотность раствора ГСО рутина при длине волны 406 нм, приготовленного по аналогии с испытуемым раствором.

Измерение оптической плотности проводят при длине волны 406 нм через 40 мин после приготовления всех растворов. Содержание суммы флавоноидов в препарате в пересчете на рутин в процентах (X) вычисляют по формуле:
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где D – оптическая плотность испытуемого раствора;

Do – оптическая плотность раствора ГСО рутина;

m – масса препарата, г;

mо – масса ГСО рутина, г;

W – потеря в массе при высушивании, %.

3. Обоснование целесообразности создания и использования экстракционных препаратов «Гинкго двулопастного настойка» и «Гинкго двулопастного экстракт сухой» в медицинской практике
Листья гинкго двулопастного являются ценным источником получения нейротропных и, в частности, ноотропных ЛС. Имеющиеся в Российской Федерации возможности для более широкого культивирования, литературные источники, сведения народной медицины, опыт применения  зарубежных препаратов, уникальность терапевтического действия делают гинкго перспективным объектом в плане обоснования целесообразности создания импортозамещающих ноотропных препаратов на основе сырья данного растения.

В настоящее время всё шире в медицинской практике применяются препараты на основе экстракта гинкго EGb 761. Нами поставлена задача по разработке способа получения препарата «Гинкго двулопастного настойка» в соотношении 1:5 и препарата «Гинкго двулопастного экстракт сухой». На наш взгляд, ноотропный препарат в такой лекарственной форме будет иметь на российском фармацевтическом рынке высокие показатели комплаентности.

Проекты ФСП «Гинкго двулопастного настойка»  и  «Гинкго двулопастного экстракт сухой» впервые разработаны в Самарском государственном медицинском университете при участии ЗАО «Самаралектравы». ФСП распространяются на ноотропные ЛС внутреннего применения. Сырьем для производства препарата являются листья гинкго двулопастного (Ginkgo biloba L.).

Для выявления ноотропной и нейротропной активности нами были исследован новый лекарственный препарат «Гинкго двулопастного настойка», полученный на основе листьев гинкго двулопастного в соотношении сырье-экстрагент (1:5) методом модифицированной мацерации, экстракт гинкго сухой, полученный методом реперколяции с последующей сушкой, и препараты на основе стандартизированного экстракта гинкго двулопастного EGb 761. Были также исследованы биологические свойства выделенного нами гинкгетина. Вещество вводили однократно, параллельно сравнивали эффекты от однократного введения пирацетама.  
Обнаруженная нами ноотропная активность бифлавоноидного соединения показывает, что этот компонент влияет на развитие фармакотерапевтического эффекта препаратов гинкго. Это обстоятельство является очень важным, ведь данный компонент является уникальным для гинкго двулопастного. Следовательно, необходимым условием является обнаружение этого компонента при фитохимическом исследовании сырья и препаратов  листьев гинкго, что и было нами учтено в плане совершенствования методов их стандартизации. 
Таким образом, ЛС нового состава «Гинкго двулопастного настойка» (1:5) и «Гинкго двулопастного экстракт сухой», обладающие выраженной ноотропной и психотонизирующей активностью, по сравнению с промышленными образцами соответствующих аналогов являются перспективными для применения в медицинской практике.
ВЫВОДЫ
1. В результате изучения химического состава листьев гинкго двулопастного, культивируемого в Российской Федерации, впервые выделены 5 индивидуальных веществ, относящихся к флавоноидным соединениям. 
2. Выделенные вещества идентифицированы с помощью УФ-, 1Н-ЯМР-  спектроскопии, масс-спектрометрии и результатов химических превращений (кислотный и ферментный гидролиз) как нарциссин, никотифлорин, рутин, изогинкгетин и гинкгетин.
3. Разработаны методики качественного ТСХ–анализа гинкго двулопастного, основанные на обнаружении доминирующих флавоноидов гинкгетина, никотифлорина, а также на определении параметров УФ-спектра.
4. Показана целесообразность проведения стандартизации сырья и препаратов гинкго билоба по содержанию суммы флавоноидов с использованием ГСО рутина, имеющего близкие спектральные характеристики  с анализируемым веществом (количественное определение) и по содержанию доминирующих БАС гинкгетина и никотифлорина (качественные реакции).
5. Разработана методика количественного определения суммы флавоноидов в листьях гинкго двулопастного в пересчете на ГСО рутина с использованием дифференциальной спектрофотометрии. Ошибка единичного определения содержания суммы флавоноидов с доверительной вероятностью 95% составляет ±4,12%.
6. Содержание суммы флавоноидов в образцах, культивируемых в Краснодарском крае, находится пределах от 2,01% до 2,15%, что дает основание рекомендовать в качестве нижнего предела показатель «не менее 1,5%».
7. Разработаны методики качественного и количественного анализа препаратов «Гинкго двулопастного настойка» и «Гинкго двулопастного экстракт сухой» с использованием ТСХ и дифференциальной спектрофотометрии. Ошибка единичного определения содержания суммы флавоноидов в настойке и экстракте с помощью разработанных методик с доверительной вероятностью 95%  составляет ±4,10% и ±4,38% соответственно. На методики получены рационализаторские предложения.
8. Впервые определено, что флавоноид гинкгетин, выделенный из листьев гинкго, обладает выраженной ноотропной активностью, и, следовательно, наряду с другими действующими веществами вносит вклад в фармакологический эффект препаратов на основе данного сырья.

9. Установлено, что новые лекарственные препараты «Гинкго двулопастного настойка» и «Гинкго двулопастного экстракт сухой» обладают выраженным ноотропным и психотонизирующим действием, что свидетельствует о перспективности применения данных препаратов в медицинской практике. 
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Настойка гинкго 70% (1:5);


Раствор ГСО рутина;


Раствор нарциссина;


Раствор никотифлорина;


Раствор гинкгетина;


Раствор изогинкгетина.





Сорбфил ПТСХ-АФ-А-УФ;  


реактив –ДСК; 26:14:3 (Хлф:Мет:Вода)
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