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I n t r o d u c t i o n  

A r t e m i s i n i n  ( I )  i s  a new s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e  c o n t a i n i n g  

a p e r o x i d  b r i d g e  a n d  h a s  been  shown t o  h a v e  r e m a r k a b l e  c u r a t i v e  

e f f e c t i v e n e s s  i n  v a r i o u s  m a l a r i a s  C13.  I t s  d e r i v a t i v e s  s u c h  a s  

d i h y d r o a r t e m i s i n i n  (II), a r t e r n e t h e r  (111) a n d  a r t e s u n a t e  ( T V )  

a r e  e v e n  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  a r t e m i s i n i n  i t s e l f  C22.  I t  i.s 

known t h a t  t h e s e  d r u g s  can b e  p r e p a r e d  i n  s u p p o r s i t o r i e s  o r  

i n j e c t i o n  s o l u t i o n s  f o r  r e c t a l ,  i n t r a m u s c u l a r  o r  i n t r a v e i n o u s  

a d m i n i s t r a t i o n s ,  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  t h e  a d v a n t a g e s  o f  small 

d o s a g e  a n d  h i g h  c u r a t i v e  e f f e c t  c 3 1 .  
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CH3 

OR 

n r m m  

I n  o r d e r  t o  o p t i m i z e  t h e  c l i n i c  u s e s  o f  t h e s e  d r u g s ,  i t  i s  

n e c e s s a r y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e i r  p h a r m a c o k i n e t i c  c h a r a c t e r i s t i c s .  

F o r  t h i s ,  m e t h o d s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n s  a n d  d e t e r m i n a t i o n s  o f  

b o t h  t h e  p r o t o t y p e  d r u g s  a n d  t h e i r  m e t a b o l i t e s  i n  h l o o d  

s a m p l e s  a r e  t o  b e  e s t a b l i s h e d .  A r t e m i s i n i n  a n d  i t s  d e r i v a t i v e s  

c o n t a i n  a l l  a e n d o p e r o x i d e  a n d  s h o w e d  h i g h  r e s p o n s e  o n  a 

p o l a r o q r a p h i c  d e t . e c t o r .  P o l a r o g r a p h i c  d e t e c t o r  I s  c o m i n g  i n t o  

w i d e s p r e a o  u s e  i n  h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

C 4  - 6 1 .  T h i s  p a p e r  d e s c r i b e s  a h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  w i t h  p o l a r n g r a p h i c  d e t e c i o n  f o r  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  a r t e m i s i n i n  a n d  i t s  d e r i v a t i v e s  a n d  i t s  

a p p l i c a t i o n  t o  t h e  p h a r m a c o k i n e t i c  s t u d y  o f  t h e  d e r i v a t i v e ,  

a r t e m e t h e r ,  i n  rats a n d  human b e i n g s .  

Par t ,  O n e  

E s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  A n a l y t i c a l  M e t h o d  

E xp e r  i m e n  t a 1 

I n s t r u m e n t a t i o n  - T h e  i n s t r u m e n t s  u s e d  i n  t h i s  work i n c l u d e d  

a H T T I I C H I  6 3 5  m o d e l  h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h ,  a 

P A N  31 0 m o d e l  p o l a r o g r a p h i c  d e t e c t o r ,  a M o d e l  364 p o l a r o g r a p h i c  

d n d l y s e r ,  a M o d e l  303 s t a t i c  m e r c u r y  d r o p  e l e c t r o d  a n d  a HITACHI 

t w o - p e n  r e c o r d e r .  a 4 m m  i . d .  X 1 5  cm a n d  a 4 mrn i . d .  X 25 cm 
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ARTEMISININ AND ITS DERIVATIVES 1119 

s t n i l e s s  s t e e l  

, i u t h o r ' s  l a b o r a t o r y  were a p p l i e d .  

c o l u m n s  p a c k e d  w i t h  Y I I I G - C ~ ~ H ~ ~  (10 pm) i n  t h e  

S t a n d a r d  M a t e r i a l s  a n d  C h e m i c a l s  - M e t h a n o l  o f  a n a l y t i c a l  

rF2,aqent g r a d ,  ammonium s u l f a t e  o f  s u p p e r - p u r i t y  g r a d  a n d  m e r c u r y  

o f  c h e m i c a l  r e a g e n t  g r a d  w e r e  a l l  o b t a i n e d  f r o m  B e i j i n g  

[ : h e m i c a 1  F a c t o r y  ( C h i n a ) .  T h e  m e r c u r y  was f i l t e r e d  p r i o r  t o  

use.  H i g h - p u r i t y  n i t r o g e n  g a s  was p u r c h a s e d  f r o m  B e i  j i n g  Oxygen 

[ ;as P l a n t  ( C h i n a ) .  

A r t e m i s i n i n  a n d  d i h y d r o a r t e m i s i n i n  w e r e  s u p p l i e d  b y  I n s t i t u t e  

o f  i : t i i n s s e  M a t e r i a  m e d i c a ,  Academy o f  T r a d i t i o n a l  C h i n e s e  

M c d i c i r i e  ( C h i n a ) ,  anr i  a r t e m e t h e r  a n d  a r t e s u n a t e  b y  Kunming 

('ha rma c eu t i c a l  F a c t o r  y a n d  G ui 1 i n  P h a r m a  c e u t  i c a  1 F a c t o r y  

r P sp P c t i w e 1 y . 
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  1 mg/ml were p r e p a r e d  w i t h  m e t h a n o l  a s  

s o l w c n t  a n d  t h e n  s t o r e d  i n  a r p f r i g e r a t o r .  B e f o r e  u s e ,  t h e y  

were d j l u t e d  t o  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i u n s  w i t h  m e t h a n o l .  

D e i o n i  s e d ,  d o u b l e - d i s t i l l e d  w a t e r  was  u s e d  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s .  

C h r o m a t o q r a p h i c  O p e r a t i o n  - T h e  m o b i l e  p h a s e  was  d e o x i d i s e d  

by b o i l i n g  u n d e r  r e f l u x  f o r  1 t o  2 h o u r s  w h i l e  p u r g i n g  w i t h  

n i t r o g e n  w h i c h  h a d  p a s s e d  i n  t h r o u g h  two wash b o t t l e s  c o n t a i n i n g  

V C l 3 - s o l u t i o n  t o  remove t h e  t r a c e  o x y g e n  i n  i t s e l f .  Samples  

were p u r g e d  w i t h  a s u b s t r e a m  u f  t h e  d e o x i d i s e d  n i t r o g e n  f o r  

5 t o  10  m i n u t e s  o n  l i n e  b e f o r e  i n j e c t i o n .  I n j e c t i o n  was p e r f o r m e d  

a u t n m a t i c a l l y  b y  f o r c i n g  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  i n t o  a s a m p l e  

l o o p  u n d e r  t h e  p r e s s u r e  o f  t h e  n i t r o g e n  s u b s t r e a m  w i t h  t h e  a i d  

o f  a s w i t c h i n g  v a l v e .  O t h e r  c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  w i l l  b e  

g i v e n  i n  t .he  r e l a t e d  f i g u r e s  anrl  c o n t e x t s .  

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  

Dynamic  E - I C h a r a c t e r i s t i c s  o f  A r t e m i s i n i n  a n d  I t s  

D e r i v a t i v e s  - T h e  d y n a m i c  E - I c h a r a c t e r i s t i c a l  c u r v e s  o f  
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1120 ZHONGMING ET AL. 

I .  1 

F i g u r e  1. Dynamic  E - I c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a r t e m i s i n i n  aanr l  

i t s  d e r i v a t i v e s  

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0.02  N ammonium s u l f a t e  

s o l u t i o n  = 7 5 ~ 2 5 ;  f l o b l  r a t e ,  1 m l / m i n ;  1 - a r t e s u n a t e ;  

2 - d - d i h y d r o  art .  e m  i s i n i n ; 

4 - a r t e m i s i n i n ;  5 - a r t e m e t h e r  

3 - 8- d i  h y d r o a r t  p m  i s i n  i n  ; 

a r t e m i s i n i n  a n d  i t s  d e r i v a t i v e s  u n d e r  g i v e n  c o n d i t i o n s  a r e  

i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  1. I t  c a n  be s e e n  i n  t h i s  f i g u r e  t h a t  

a r t e m i s i n i n ,  d i h y d r o a r t e m i s i n i n ,  a r t e m e t h e r  a n d  a r t e s u n a t e  h a v e  

t h e i r  s t i c k i n g  p o t e n t i a l s  a t  a b o u t  -U.'30 Volt  v.5. Ag/AgCl. 

T h e r e f o r e ,  -13.911 V o l t  was s e l e c t e d  t o  b e  t h e  w o r k i n g  p o t e n t i a l ,  

w h i l e  t h e  p o l a r o g r a p h i c  a n a l y s e r  o p e r a t e d  i n  t h e  mode o f  s a m p l e d  
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1121 ARTEMISININ AND ITS DERIVATIVES 

d i r e c t - c u r r e n t  (SOC). E x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e d  t h a t  

t h e  o p e r a t i o n  mode o f  d i f f e r e n t i a l  p u l s  ( D P )  showed g r e a t e r  

b a c k g r o u n d  c u r r e n t  t h a n  SDC d i d  a n d  t h a t  t h e  f o r m e r  mode was 

n o t  a d v a n c e d  o v e r  t h e  l a t t e r  o n e  i n  d e t e c t i o n  s e n s i t i v i t y  o n  t h e  

f l o w - t h r o u g h  p o l a r o g r a p h i c  d e t e c t o r .  

S e l e c t i o n  o f  t h e  S e p a r a t i o n  C o n d i t i o n s  - 8 0 t h  t h e  r a t i o  

b e t h i e e n  m e t h a n o l  a n d  ammonium s u l f a t e  s o l u t i o n  a n d  t h e  pH v a l u e  

o f  t h e  m o b i l e  p h a s e  u f f e c t r d  t h e  r e t e n t i o n  t imes  o f  a r t e r n i s i n i n  

a n d  i t s  d e r i v a t i v e s  t o  d i f f e r e n t  e x t e n t s  ( s e e  f i g u r e s  2 a n d  3 ) .  

d r l  4 

0 
911:lfl 0 5 : 1 5  Of l :2U 75:25 7fl:30 

m e t h a n o l  : 0.02  fl (NH,)2S04 

F i g u r e  2.  D e p e n d a n c e  o f  r e t e n t i o n  t i m e  on  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  

m o b i l e  p h a s e  

1 - d - d i h y d r o a r t e m i s i n i n ;  2 - 9 - d i h y d r o a r t e m i s i n i n ;  

3 - a r t e r n i s i n i n ;  4 - a r t e m e t h e r ;  5 - a r t e s u n a t e  
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4 . 5  5 . 5  ti. 5 7 - 5  p H  

F i g u r e  3 .  D e p e n d a n c e  uf- r e t e n t i o n  t i m e  o n  t h e  pH v a l u e  o f  

m o i i i l e  p h a s e  

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0 .02  M ammonium s u l f a t e  

s o l u t i o n  = 7 5 : 2 5 ,  a d j u s t e d  t o  d e s i r e d  pH v a l u e s  l i j i th  

t e t r a b u t y l a m m o n i u m  h y t l r n x i d e ;  1 - a r t e s u n a t c ;  2 - 
d - d i h y d r o a r t e r n i s i n i n ;  3 - f - d i h y r l r o a r t e m i s i n i n  

It. c a n  b e  s e e n  i n  t h e s e  f i g u r e s  t h a t  g o o d  s e p a r a t i o n  o f  

b u t t i  a r t e m i s i n i n  a n d  d i h y d r o a r t e m i s i n i n  f r o m  a r t e m e t h e r  c a n  

b e  a c h i e v e d  w i t h  a m i x t u r e  o f  m e t h a n o l  a n d  0 .02  M ammonium 

s u l f a t e  s o l u t i o n  h a v i n g  t h e  v o l u m e  r a t i o  o f  8 : 2  a s  m o b i l e  p h a s e ,  

w h i l e  a r t e s u n a t e  can b e  e a s i l y  s e p a r a t e d  f r o m  a r t e m i s i n i n  a n d  

d i h y d r u i i r t o m i s i n j n  w i t h  a m i x t u r e  o f  m e t h a n o l  a n d  0 . 0 2  M 

ammonium y u l f a t e  ( 7 5 : 7 5 )  a s  m o b i l e  p h a s e .  H o w e v e r ,  t h e  pH v a l u e  

n f  t h e  m o b i l e  p h a s e  s h o u l d  h e  a d j u s t e d  t o  7 . 5  kuith t e t r a b u t y l -  

clrnrnoniiim h y d r o  x i  d e .  
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2 

1123 

4 

1 

i 
i 

( r n i n )  1 0 8  6 4  2 0  

F i g u r e  ( 4 .  llPL1:-c:liromaCogram o r  a m i x t . u r e  o f  a r t s s u n a t e  and 

d i t i  y d r  o a r t  ern i s i n j n 

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0 . 0 7  Vl ;irnrnonium s u l f a t e  

s o l u t i o n  = 7 5 : 2 5 ,  pi1 = 7.5; f l o w  r a t e ,  1 m l / r n i n ;  

p o t e n t i a l  s e t t i n g ,  - 11.9 V o l t  W . S .  Ag/AgCl ;  1 - 
i ixygen  p e a k ;  2 - a r t e s u n a t e ;  3 - d - d i h y d r o d r t e m j . s i n i n ;  

4 - p- d i  h y clr  o a r t  em i s.i 11 in 

I n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  c o n d i t i o n s  i n  c l i n i c a l  a n a l y s i s ,  t w o  

p r e p a r e d  s a m p l e s ,  o n e  c o n t a i n e d  a r t e r u n a t e  a n d  d i h y d r o a r t e m i s i n i n  

a n d  t h e  o t h e r  c o n t a i n e d  a r t e m e t h e r  a n d  a r t e m i s i n i n ,  were 

c h r o r n a t o g r a p h e d .  T h e  t w o  c o m p o n e n t s  i n  t;he l:it,tf:r p r ' r r ~ ~ ~ i ~ c l  

s a m p l e  c a n  b e  u t i l i z e d  a s  i n t e r n a l  s t a n d a r d  o f  e a c h  o t h e r .  

T h e  o b t a i n e d  c h r o m a t o g r a m s  z r e  shown i n  f i g .  4 a n d  5 ,  r e s p e c t i v e l y .  
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1124 ZHONGMING ET AL. 

1 

( r n i n )  1 2  10 8 6 h 2 0 

F i g u r e  5. HPLC-chromatogram. of a m i x t u r e  o f  a r t e m i s i n i n  and  

a r t  emet  h er 

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0 .02  Pl ammonium s u l f a t e  

s o l u t i o n  = 8 0 : 2 0 ;  f l o w  r a t e ,  I ml /min;  p o t e n t i a l  s e t t i n g ,  

- n.9 V o l t  V . S .  A q / n q C l ;  1 - o x y g e n ;  2 - a r t e m i s i n i n ;  

3 - a r t e m e t h e r  
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ARTEMISININ AND ITS DERIVATIVES 1125 

L i n e a r i t y  and P r e c i s i o n  - T h e  p e r o x i d e  b r i d g e ,  -0-0-, is a n  

e l e c t r o c h e m i c a l l y  a c t i v e  f u n c t i o n a l  g r o u p  w h i c h  c a n  b e  e a s i l y  

r e d u c e d  a t  a m e r c u r y  c d t h ( i d c , O n  t h e  b a s i s  o f  t h i s ,  i t s  p o l a r o -  

g r a p h i c  d e t e c t i o n  i s  r a t h e r  h i g h l y  s e l e c t i v e  a n d  s p e c i f i c .  T h e  

r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t e n  r e p l i c a t e  m e a s u r e m e n t s  o f  a 

s t a n d a r d  s o l u t i o n  was  l ess  t h a n  ’?% f o r  a r t e r n i s i n i n  a n d  d i h y d r o -  

a r t e m i s i n i n  (O! a n d  ‘$, s p e c i e s )  a n d  l e s s  t h a n  8% f o r  a r t e s u n a t e  

a n d  a r t e m e t h e r ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  e x t e r n a l  s t a n d a r d  c a l i b r a t i o n  

g r a p h s  o f  a r t e s u n a t e  a n d  d i h y d r o a r t e m i s i n i n  a r e  shown i n  f i g u r e  

fi. T h e y  show g o o d  l i n e a r i t y  o v e r  t h e  m a s s  r a n g e  f r o m  10  n q  t o  

1.6 pg. ~ r t e m e t h e r  w a s  a s s a i e d  by b o t h  i n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  

m e t h o d s .  T h e  ~ a l i b r a t i o n  c u r v e s  <ire  d e p i c t e d  i n  f i g u r e s  7 a n d  8 .  

T h e  l i n e a r i t y  is s a t l s f e c t o r y ,  t o o ,  over t h e  r a n g e  o f  10 t o  

1 2 0  n g .  

T a k i n g  p e a k  h e i g h t  i n  m i l i m e t e r  a s  f u n c t i o n  y a n d  i n j e c t e d  a m o u n t  

a s  v a r i a b l e  x r e s p e c t i v e l y ,  1 i n e a r  r e g r e s s i o n  t r e a t m e n t  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  by t h e  l e a s t  s q u a r e  m e t h o d  y i e l d e d  t h e  

r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s ,  n a m e l y  t h P  b e s t  s t r a i g h t  l i n e s ,  l i s t e d  

i n  t a b l e  I .  

T a b l e  I .  T h e  Best S t r a i g h t  L i n e s  F i t  t o  t h e  C a l i b r a t i o n  C u r v e s  

R a n g e  R e g r e s s i o n  C o r r e l a t i o n  

n g  E q u a i  i o n  c o e f f i c i e n t  A n a l y t e  

100- 6nO y=O.I37x - 6 . 9 6  0 . 9 9 9  

I D -  160 y = 0 . 4 z e x  + 2 . 3 3  o.99e 

100- 600 y = o . n 9 5 ~  - 9 . 5 ~  0 . 9 9 9  

Art e s u n a t  e 

4 -D i h y d r  o a r  t e- 
m i s i n i n  In -  16n y=O.37Jx + 3 . 1 3  0.997 

I O O - ~ ~ O O  Y = O . O I ~ X  - 0.188 0 . 9 9 9  
B - D i  h y d r o a r  t e- 

m i s i n i n  10- 160  y = O . O 5 9 ~  + 0 . 1 9 9  0 . 9 9 7  

A r t e m e t h e r  10- 1 2 0  y = o . o 1 2 x  - 0.017 0 . 9 9 9  
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1126 ZHONGMING ET AL. 

F i g u r e  ti. C a l i b r a t i o n  c u r v e s  o f  a r t e s u n a t e  and  d i h y d r o a r t e -  

m i s i n i n  i n  e x t . e r n a l  s t a n d a r d  m e t h o d  

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0 . 0 2  Pl ammonium s u l f a t e  

s o l u t i o n  = 75:25 , pl i  = 7.5;  f l o w  r a t e ,  1 rn l /min;  

1 ,  1 '  - a r t e s u n a t e ;  2 ,  2 '  - d - d i h y d r o a r t e m i s i n i n ;  

3 ,  3' - d i h y d r o a r t e r n i s i n i n  f- 
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ARTEMISININ AND ITS DERIVATIVES 1127 

1 .' 

1 .I 

I1 . 

1 0  20 40  R O  120 a r t e m e t h e r  n 9  

1- igu r r !  7 .  I n t e r n a l  s t a n d a r d  c a l i b r a t i o n  g r a p h  o f  a r t e m e t h e r  

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0 . U Z  M ammonium s u l f a t e  

s o l u t i o n  = 8 0 : Z o ;  f l o w  r a t e ,  1.2 rnl / rnin;  p o t e n t i a l  

s e t t i n g ,  - U.90 V o l t  V . S .  Ag/AgCl;  0-0, s t a n d a r d  

s o l u t i o n s ;  x-x, e x t r a c t e d  b l o o d  s a m p l e s  o f  1 r n l  

w h i c h  were s p i k e d  w i t h  a r t e m e t h e r  s t a n d a r d .  
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1128 ZHONGMINC ET AL. 

50, 

0 20 40 Bfl 120  2 4 0  360 
a r t e r n e t h e r  ( n g )  

F i g u r e  8. E x t e r n a l  s t a n d a r d  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  o f  a r t e m e t h e r  

0-0 s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  a r t e m e t h e r  p r e p a r e d  i n  

i n  m e t h a n o l - w a t e r  m i x t u r e  (1:l V / V ) ;  x-x b l a n k  p l a s m a  

s a m p l e s  w h i c h  were s p i k e d  w i t h  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  

a r t e m e t h e r  s t a n d a r d  a n d  e x t r a c t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

t h e  t e x t  

m o b i l e  p h a s e ,  m e t h a n o l  : 0 . 0 3  N ammonium s u l f a t a  

s o J u t i o n  = 87:13; f l o w  r a t e ,  1 m l / m i n ;  mode ,  s a m p l e d  

d i r e c t - c u r r e n t ;  w o r k i n g  e l e c t r o d e ,  h a n g i n g  m e r c u r y  

d r o p  e l e c t r o d e ;  p o t e n t i a l  s e t t i n g ,  -0.90 V o l t  W.S.  

As/ A gC 1 
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ARTEMISININ AND ITS DERIVATIVES 1129 

P a r t  Two 

P h a r m a c o k i n e t i c s  o f  A r t e m e t h e r  i n  R a t s  a n d  Human B e i n g s  

Exp e r  i m e n t a l  

A r t e m e t h e r  P r e p a r a t i o n s  a n d  C h e m i c a l s  - T h e  i n j e c t i o n  

s o l u t i o n s  o f  a r t e m e t h e r  u s e d  w e r e  I n j e c t i o  A r t e m e t h e r i  p r o d u c e d  b y  

Kunminq P h a r m a c e u t i c a l  F a c t o r  Y. 

A l l  c h e m i c a l s  h a v e  b e e n  g i v e n  i n  p a r t  o n e .  

Animal  E x p e r i m e n t  - LI m a l e  LJistar r a t s  w e i g h i n g  469 * 21 g 

were  u s e d  a s  t h e  s u b j e c t s .  R e f o r e  t h e  e x p e r i m e n t s  t h e y  h a d  

b e e n  f a s t e d  o v e r n i g h t .  E a c h  r a t  bias g i v e n  a s i n g l e  d o s e  c o n t a i . n i n g  

a r t e m e t h e r  a t  00 mg/kg by i r n .  i n j e c t i o n  o f  t h e  p r e p a r a t i o n ,  

I n j e c t i o  A r t e m e t h e r i .  B l o o d  s a m p l e s  o f  1.1 m l  were c o l l e c t e d  

f r o m  a t a i l  v e i n  by a new d e p r e s s i o n  m e t h o d  d e v e l o p e d  b y  

~ h o u  1 7 J a t  r e g u l a r  t i m e  i n t e r v a l s  a f t e r  t h e  drug a d m i n i s t r a t i o n .  

T h e  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  i m m e d i a t e l y  c e n t r i f u g e d  a n d  p l a s m a  

s a m p l e s  w e r e  t h e n  t a k e n  a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  10 m l  t e s t  t u b e s .  

T h e y  w e r e  a f t e r w a r d s  e x t r a c t e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a c c o r d i n q  

t o  t h e  p r e p a r a t i o n  p r o c e d u r e  w h i c h  w i l l  b e  d e s c r i b e d  i n  a 

f o l l o w i n g  s e c t i o n .  

Human E x p e r i m e n t  - 6 m a l e  h e a l t h y  v o l u n t e e r s ,  who were a t  

t h e  a g e s  o f  2 5  * 3 a n d  w e i g h e d  f r o m  50 t o  60 k g ,  r e c e i v e d  a 

s i n g l e  d o s e  o f  a r t e m e t h e r  a t  6 o r  10 mg/ky) b y  i m .  i n j e c t i o n  

o f  I n j e c t i o  A r t e m e t h e r i .  n l o c ~ d  s a m p l e s  w e r e  t h e n  d r a w n  f r o m  

a b r a c h i a l 5  v e i n  i n t o  a h e p a r i n i s e d  s y r i n g e  a t  f r e q u e n t  t i m e  

i n t e r v a l s .  T h e  b l o o d  s a m p l e s  were t r a n s f e r r e d  i n t o  c e n t r i f u g e  

t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  i m m e d i a t e l y  t o  s e p a r a t e  p l a s m a .  T h e  p l a s m a  

s a m p l e s  o b t a i n e d  w e r e  s t o r e d  a t  - 4 0 " ~ :  t i l l  t a k e n  f o r  

a n a l y s i s .  T h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  human p l a s m a  s a m p l e s  f o r  

c h r o m a t o g r a p h y  was a c c o m p l i s h e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  

g i v e n  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n .  
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1130 ZHONGMING Er AL 

P r e p z w a t i o n  o f  P l a s m a  S a m p l e s  - 0.5 m l  of rat p l a s m a  n r  1 .O m l  

o f  humqn p l a s m a  was p i p e t t e d  . i n t o  a 1 0  m l  c e n t r i f u g e  t u b e .  The  

rat p l a s m a  sample a n d  t h e  h u m i n  p l a s m a  s a m p l e  w e r e  e x t r a c t e d  

w i t h  1 .5 m l  a n d  2 .5  ml o f  e t t i y l  a c e t a t e ,  r e s p e c t i v e l y ,  on  a 

v o r t e x  mj.xer f o r  about ,  one m i r l u t e .  lifter b e i n g  centr i f i1r :ed a t  

7000 r e v . / m i n  f o r  10 m i n u t e s ,  t h e  s u p p e r  orl;:inic 1:iyer w a s  

t r a n s f e r r e d  i n t o  A small t e s t .  t u b e .  The plasma l a y e r  wa:: t h e n  

e x t r a c t e d  twice mnre  w i t h  a s  a same volumc of‘ e t h y l  a c e t a t e  

a8 t h a t  u s e d  i n  the f i r s t  e x t r a c t i o n ,  a n d  t:de extra(  

w i t h  t h e  first, one i n  t h e  t e s t  tube. Afte r  t h P  evaporation of  t h e  

e x t r a c t a n t  b y  c o m p r e s s e d  a i r ,  t h o  t e s t  t u b e  w i t h  s a m p l e  

r e s i d u e  was  s t o r e d  i n  a r e f r i q e r a t o r  t . i l l  t a k e n  f o r  c h r o m a t o g r a p h y .  

P r i o r  t o  h e i n g  i n j e c t e d ,  t h e  r e s i d u e  was prepare1-J  i n  0 . 3  m l  

o f  m c t h a n o l - w a t e r  m i x t u r c ~ ( 1 : l  w / v ) .  A a l i q u o t  o f  t h i s  s o l u t i o n  

,,,as i n j e c t e d  o n t o  t h e  colurnri f o r  c h r o m a t o g r a p h i c  d e t e r m i n a t i o n .  

Tes t  o f  R e c o v e r y  anrj P r e c i s i o n  o f  t h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  

A r t e m e t h e r  i n  P l a s m a  - I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  r e c o v e r y  o f  t h e  

p r o p o s e d  m e t h o d ,  d i f f e r e n t  d m o u n t s  o f  m e t h a n o l i c  s o l . u t i o n  o f  

a r t e m e t h e r  w e r e  a d d e d  t o  s e p a r a t e  t e s t  t u b e s  t o  g i v e  20  t o  

4 H O  n g  p e r  t u b e .  A f t e r  t h e  s o l u t i o n s  were e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  

0 . 5  o r  1 m l  o f  b l a n k  p l a s m a  s a m i > l e  was p i p e t t e d  i n t o  e a c h  

t u b e  a n d  v o r t e x e d  t h o r o u g h l y .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  e x t r a c t e d  

a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a c c o r d i n g  t u  t h e  p r e p a r a t i o n  p r o c e d u r s  

o f  p l a s m a  s a m p l e s .  R e c o v e r y  r a t i o s  were obtained b y  c o m p a r i n g  

t h e  p e a k  a r e a  o f  e a c h  t e s t  s o l u t i o n  w i t h  t h a t  o f  a s t a n d a r d  

o n e  w i t h  a s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n .  

F o r  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  p r e c i s i o n ,  5 a l i q u o t s  o f  e a c h  o f  

p l a s m a  s a m p l e s  were s i m u l t a n e o u s l y  a s s a i e d .  

C a l i b r a t i o n  - T h e  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  w e r e  a c c o m p l i s h e d  

by e x t e r n a l  s t a n d a r d  method.  [ ) i f f - e r e n t  a m o u n t s  o f  a r t e m e t h e r  
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ARTEMISININ AND ITS DERIVATIVES 1 1 3 1  

s t a n d a r d ,  w h i c h  c o v e r e d  t h e  r a n g  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

t h e  p l a s m a  s a m p l e s  b e i n g  a n a l y s c d ,  w e r e  a d d e d  t o  s e p a r a t e  

t e s t  t u b e s .  A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  r n l  o f  h l o n k  r a t  p l a s m a  

o r  1 m l  o f  b l a n k  human p l a s m a  t o  e a c h  t u h e , t h e  s a m p l e s  w e r ?  

e x t r a c t e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r e p a r a t i o n  

p r o c e d u r e  o f  p l a s m a  s a m p l e s  d e s c r i b e d  a b o v e .  

R e s u l t s  a n d  D a t a  A n a l y s i s  

R e c o v e r y  a n d  P r e c i s i o n  o f  t h e  m e t h o d  - T h e  r e c o v e r y  r a t i n  

o f  a r t e r n e t h e r  i n  p l a s m a  W ~ I S  71 - Inn$ a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n  

1 e v e 1  5 .  l t  1~1~1s i n v e r s e l y  p r o p r r r t i o n a l  t o  c o n c e n t r a t i o n .  T h e r e f o r e ,  

1 i n e a r  n a l i t J r d t i o r i  c u r v e s  w e r e  o b t d i n e d  i n  t h e  c a l i b r a t i o n  

p r u c e d u r ~  ( s e e  a l s o  f i g u r e  ti). 

T h e  r e l a t i v e  s t d n d a r d  d e v i a t i o n  was less t h a n  8%. 

Oatti A n a l y s i s  - P l a s m a  c o n L e n t r a t i o n - t i m e  c u r v e s  were 

d r l a l  y s i : i l  d c ~ o r d i n g  t o  t h e  nonl i n e a r  l e a s t  squares r e g r e s s i o n  

~ n d l y s i s  ( i r o c ~ r a m ,  MCPKP c 8 1 ,  a t  a G r e a t  W a l l  0520 m o d e l  

m i c r o c o m p u t e r  ( K h i n a ) .  T h e  signiricant d i f f e r e n c e  i n  p h a r m a c o -  

k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  a r t e m e t h e r  W R S  a s s e s s e d  b y  m e a n s  o f  

:j 1,utien 1 ' :: t-t.es t . 
F i g u r e  9 s h o w s  t h e  mean s e m i l o g a r i t h m i c  v a l u e s  o f  p l a s m a  

C r ~ n c e n t r a t i n n  - t i m e  p l o t s  o f  a r t e m e t h e r  i n  r a t s  w h i c h  r e c e i v e d  

~ 1 1 1  cj  : > i n q l e  d u s e  a t  0 0  mg/kq v i a  i m .  a d m i n i s t r a t i o n .  T h e  d a t a  

f i t  i.ri 1~1it1-i t h e  o n e - c o m p a r t m e n t  m o d e l  e x p r e s s e d  by t h e  f o r m u l a  

T h e  ( ? l ~ c t r m a c o k i n e t i c  p a r a m e t e r s  i f r e  l i s t e d  i n  t a b l e  11. I t  

c a n  b e  s e e n  t h d t  t h e  k a  v a l u e  i s  a b o u t  10 t imes t h e  k v a l u e .  

T h e  e l i m i n a t i o n  h a l f  - l i f e  o f  a r t e m e t h e r  was  15.8 h o u r s .  

H o w e v e r ,  a r t e m e t h e r  c o u l d  h e  f o u n d  a t  t h e  i n j e c t i o n  site f o r  
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7 ?  h o u r s  

p r e p  a r  a t 

f i q u r r  

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  h e i n g  a s  h i g h  a s  t h a t  o f  t h e  

u n .  

10 p r e s e n t s  t h e  mean p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  - t i m e  p r o f i l e s  

o f  a r t e m e t h e r  i n  t h e  6 human s u b j e c t s  a f t e r  i m .  a d m i n i s t r a t i o n  

O F  a s i n g l e  d o s e  a t  6 a n d  10 rng/kg, r e s p e c t i v e l y .  T h e  p h a r m a c o -  

k i n e t i c  p a r a m e t e r s  w h i c h  r e s u l . t e i <  f r o m  t h e  m e t h m a t i c a l  f i t t i n g  

I . regt rnent .  o f  t h e s e  p r o f i l e s  a r e  g i v e n  i n  t a b l e  111. T h e  AUC 

a n d  C m a X  w r e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a d m i n i s t r a t e d  d o s e s ,  a n d  

d i f f e r e n t  d o s a g e s  c o u l d  c a u s e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e s e  

v a l u e s .  A c c o r d i n g  t o  t h e  effective c o n c e n t r a t i o n  o f  a r t e m e h t e r  

o n  e r y t h r o c y t i c  f o r m s  o f  FCcl/HN s t r a i n  o f  P .  f a l c i p a r u m  i n  

u i t r o ,  ECgo - t h e  d r u g  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  c a u s e s  90% r e d u c t i o n  

o f  t h e  p a r a s i t e  d e n s i t y  - is e q u a l  to 4 . 1 2  ng/ml C 1 O l . T h e  e x p e r i  

m e n t  o b s e r v a t i o n s  s h o w e d  t h a t  t h e  i m .  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a s i n g l e  

dose o f  a r t e r n e t h e r  a t  6 mg/kg c o u l d  k e e p  i t s  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  

a t  a l e v e l  O v e r  4 . 1 2  n g / m l . f O r  50 h o u r s .  T h i s  i n d i c a t e 5  t h a t  

I n j e c t i o  ~ r t e m s t h a t i  is a l o n g - a c t i n g  p r e p a r a t i o n  a n d  s u g g e s t 6  

t h e t  o n e - d a i l y  d o s i n g  s h o u l d  b e  a p p r o p r i a t e  f o r  m a i t a i n i n q  

t h e r a p e u t i c  c o n c e n t r a t i o n .  
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