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1. UVOD A CiL PRACE



1. UVOD

Vyznam rostlin V terapii, zejména jako surovin pro ptipravu a vyrobu lé¢iv, dnes
po obdobi urcité stagnace opét stoupa. Je to dano neékterymi vysledky moderni védy, ale
také prostym faktem, ze rostlinné 1éCivo je pripraveno — na rozdil od 1é¢iv vyrabénych
totalni syntézou — z obnovitelné suroviny. Kromé toho existuji n€kterd vitaln¢ dilezita
1é¢iva, u nichz jsme odkézani na rostlinnou surovinu proto, ze neni zndm ekonomicky
unosny zpusob jejich syntetické vyroby [1].

Pelyniek ro¢ni patfi mezi rostliny s vyznamnou antimalarickou aktivitou.
V tradiéni ¢inské mediciné je pouzivan vice nez 2000 let. Prvni zminka o
antimalarickém ptisobeni pelynku je popsana v dile Zhouhou Bei Ji Fang ("The
Handbook of Prescriptions for Emergency Treatments™) z poloviny 4. st. n. 1., jejimz

autorem je Ge Hong [2].

2. CIL PRACE

Cilem této prace je stanoveni obsahu artemisininu v pelyfiku ro¢nim (Artemisia
annua L.) ¢eské produkce v priabéhu vegeta¢niho cyklu.

Zadavatelem ukolu byla konkrétni soukroma firma, kterd ma ve svém vyrobnim
programu produkci a zpracovani této drogy. Pranim firmy bylo nezvefejnit jeji

identifika¢ni znaky.



II. TEORETICKA CAST



1. BOTANICKA CHARAKTERISTIKA

1.1. Charakteristika rodu Artemisia L.

Ordo Asterales — hvézdnicotvaré
Asteraceae — hvézdnicovité

Artemisia L. — pelynék

Vice ¢i méné aromatické jednoleté nebo vytrvalé, lysé nebo plstnaté byliny nebo
polokefe (mimo nase Uzemi vzacné i kefe). Listy stfidavé, jednoduché a Casto bohaté
¢lenéné, Fideeji celistvé, zpravidla dolni a stiedni listy fapikaté a horni pfisedlé. Ubory
V hroznech nebo klasech, zpravidla sklddajicich bohaté latovité kvétenstvi, vétSinou
velmi pocetné, fidCeji v kratkych jednoduchych hroznech nebo strboulech, viceméné
drobné, kulovité nebo vejcovité; zakrov 2 — Stady, zakrovni listeny stiechovité
uspotadané, pritisklé, na okraji velmi ¢asto suchomézdfité¢ lemované; lazko uboru mirné
vypouklé, bez plevek, lysé nebo vlnaté. VSechny kvéty trubkovité, Zluté nebo
nacervenalé; okrajové sami¢i s velmi uzkou, nitovit¢ trubkovitou Scipou korunou,
sttedové kvéty oboupohlavné nebo funkéné saméi (nesouci sterilni pestik),
S trubkovitou az ndlevkovitou korunou s 5 rozestalymi cipy; prasSniky na vrcholu
s kopinatym, ¢arkovitym nebo Sidlovitym piiv€skem; pylova zrna téméi kulovitd, u
stepnich (anemogamnich) druhG hladka, u horskych (entomogamnich) druhii jemné
osténkata a ponckud lepkava; bliznova ramena okrajovych kvéth Casto prodlouzena.
Nazky valcovité nebo obvejcovité, zpravidla alespon ¢astecné smacklé, hladké, jemné
ryhované nebo nanejvys se 2 mirné vystouplymi Zebry; chmyr chybi, vyjimecné zbytky
kalicha v podob¢ nepatrného suchomazdfitého lemu.
ve stepnich az polopoustnich oblastech Evropy, Asie a Severni Ameriky (jednotlivé
druhy rostou i v Jizni Americe, subsaharské Africe a na Havaji); cela fada druhi se
druhotné rozsifila mimo svilj pivodni aredl neumyslnym ¢i dokonce timyslnym lidskym
pfi¢inénim. Na uzemi CR bylo dosud zjisténo celkem 17 druh®, ztoho 5 — 7
autochtonnich nebo charakteru archeofyti, ostatni jako neofyty.

Pelyiiky obsahuji fadu hoi€in, zejména seskviterpenické laktony artemisin,

artemisinin, artabsin a dimerni absinthin (rod Seriphidium), v ¢etnych olejovych
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zlazkéach na vegetativnich Castech 1 v uborech se vyskytuji silice monoterpenické nebo
seskviterpenické povahy (thujon, thujylalkohol, cineol apod.), dale tfisloviny, organické
kyseliny apod. Mély jiz v minulosti vyznam (v mnoha ptipadech pfetrvavajici) jako
1é¢ivé rostliny, nékteré z nich se pouzivaji jako koteni, pfipadné jejich vytazky vyuziva
potravinadisky prumysl pfi vyrobé vin (vermuti) a likér. V soucasnosti je vyuZziti
V potravinafstvi jiz jen omezené a v mnoha zemich je pouziti extrakti s obsahem téchto
drazdivych latek jiz zakazéno. Pro farmaceutické cely je pouzivana droga Absinthii
herba, ktera je uvedena v Ceském lékopise 2005.

U nékterych druhii pelynki byl zjistén alelopaticky uc¢inek na okolni vegetaci.
Pravdépodobné jej zplsobuji jak silice, uvoliované z rostlin do vzduchu a absorbované
do suché pudy, tak i hoi€iny, smyvané do pudy srazkami. Z naSich pelyika byl takovy

ucéinek ovéfovan u Artemisia absinthium L.

Druhy pelyiiku vyskytujici se na izemi CR:
Artemisia vulgaris L. — pelyn¢k ¢ernobyl
Artemisia absinthium L. — pelyné&k pravy
Artemisia verlotiorum L. — pelynék Verlota
Artemisia abortanum L. — pelyn¢k brotan
Artemisia annua L. — pelyn¢k ro¢ni

Artemisia dracunculus L. — pelynék kozalec, estragon [3].

1.2. Charakteristika druhu Artemisia annua L.

Artemisia annua L. — pelyn€k ro¢ni

Jednoleté, siln¢ aromatické byliny. Lodyha pfima, 30 — 100 cm dlouhé, od dolni
72 prutovité vétvend, zelend, sroztrouSenymi drobnymi piisedlymi zlazkami, asto
¢ervené nabghla. Listy 2 — 3x pefenosecné s ukrojky v jedné roving, piisedlé, v obrysu
vejcité, v horni ¢asti n€kdy s nevyraznymi celistvymi laloky, na bazi ouskaté (ouska 1 —
2x pefenosecnd), svéze zelené az zlutozelené; listové ukrojky 1. fadu viceméné
rovnomérné rozmisténé, netplné vstiicné, kopinaté, ukrojky posledniho fadu 3 — 4 mm
dlouhé, 1,5 — 2,0 mm Siroké s rovnobéZnymi okraji, na vrcholu néhle zazené do kratkeé,
zahnuté Spicky, interlobia kiidlata, stfedni lodyzni listy az 12 cm dlouhé a 10 cm Siroké.

Ubory kulovité, 2,0 — 2,5 mm Vv praméru, kratce stopkaté, nici, skléddajici velmi bohaté
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rozkladité latovité listenaté kvétenstvi, listeny 1 — 2x pefenosecné; zakrovni listeny lysé,
vejcité, Siroce blanité lemované; 1Gzko tboru lysé. Kvéty zlutavé; okrajovych samicich
kvétd 10 — 20, s korunou nitovitou, husté zldznatou; stfedové kvéty oboupohlavné,
v poctu 12 — 30, s korunou uzce nalevkovitou az trubkovitou, lysou, 1,0 mm dlouhou,

elipsoidni, z boku smacknutg, svétle Sed¢ az olivoveé nazelenalé [3].

Ekologie a cenologie

Rumiste, okraje komunikaci, skladky zeminy, ficni navigace, fidceji roste jako
plevel v polnich kulturach. Dava piednost tézkym, Cerstvé vlhkym nebo vysychavym
pudam, ale objevi se i na pisc¢itych nebo Stérkovitych substratech; nejcastéji na dusikem
bohatych, slunnych mistech. Na tizemi CR (na rozdil napf. od jizniho Slovenska)
ziejmé nazky dozravaji jen omezené, takze se zatim expanzivné nesiti. Prokazéno bylo
Sifeni s travnim semenem, obilovinami a olejninami, textilnimi surovinami, ziidka i

s rudou. V ruznych typech ruderalni a plevelové vegetace tiidy Chenopodietea [3].

Rozsiveni v CR

Na tzemi CR byl poprvé zaznamenan v roce 1874 v Brmé — Zabrdovicich,
v Cechach v roce 1897 v Praze na Maninach. Od té doby byl zjiitén na fadé lokalit
v termofytiku a niz§im mezofytiku, zejména ve vétsich sidlech a na nadrazich. Vyskyt

m4 Casto pouze prechodny charakter, nicméné lokalit v posledni dobé spiSe pon&kud

piibyva [3].

Celkové rozsireni
Pochazi ze stiedni a vychodni Asie od severniho Iraku aZ po jizni Sibif a Nepal,
na vychod do Japonska a na Tchaj-wan. Druhotny areal zabira jizni a stfedni Evropu,

Severni Ameriku (USA a Kanada) 1 Jizni Ameriku (Argentina) [3].
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2. FYTOCHEMICKA CHARAKTERISTIKA

Mezi hoi¢inami je v pelyiikku roénim pfitomen ze skupiny seskviterpenickych
laktonti hlavné artemisinin a z derivati pak kyselina arteannuinova, arteannuin B,
dihydroartemisinin [3].

Komponentami silice jsou napf. artemisia keton, isoartemisia keton, 1,8-cineol a
camphor [2]. Dale jsou v silici pfitomny monoterpeny o-pinen a B-pinen, kamphen,
myrcen a sabinen a seskviterpen B-karyophyllen [3].

Dalsimi slozkami jsou sacharidy, stopy glykosidi, pryskyftice [3], kumariny [4].
2.1. Artemisinin

Artemisinin je endoperoxidicky seskviterpenicky lakton, ktery byl izolovan
z rostliny v ¢isté form¢ vroce 1972 [2]. Jeho struktura byla uréena vroce 1979
difrak¢ni rentgenovou analyzou. Artemisinin ma jedine¢nou strukturu obsahujici vzacny
segment -O-O-C-O-C-O-C=0O a doposud zadna takovd obdobné struktura nebyla
nalezena mezi ptirodnimi produkty [5].

Je to latka pomérné stabilni pii pokojové teploté ve srovnani s nékterymi dal§imi
peroxidickymi latkami. Tvoii bezbarvé jehlicovité krystaly a mize byt uskladiovana po
mnoho let [5].

Je rozpustny v chloroformu, petroletheru; jeho bod tani je 156 — 157°C a
molekulova hmotnost Mg 282,34 [6].

CHs CisH22 Os
(3R,5aS,6R,8a8,9R,12S,12aR)-octahydro-

3,6,9-trimethyl-3,12-epoxy-12H-pyrano[4,3-j]-
CHs 1 2benzodioxepin-10(3H)-on

Obr. 1: Struktura artemisininu

13



2.1.1. Distribuce artemisininu v pletivech Artemisia annua L.

Artemisinin se nachazi v nadzemnich ¢astech rostliny, nejvice v listech a
kvétenstvich. Malé mnozstvi je pfitomno v lodyze a zddné mnozstvi v pylu a kotenech.
Vyskyt artemisininu v semenech je v dasledku piitomnosti kvétnich zbytka [7].

V roce 1993 a 1995 byly publikovany zpravy o objevu specidlnich bunéénych
struktur, glandularnich trichomd, pfitomnych na povrchu listl, lodyhy a kvétenstvi.
Ukazalo se, ze tyto struktury jsou depy artemisininu [7]. Néktefi vyzkumnici také
piedpokladaji moznou syntézu artemisininu uvniti glanduldrnich trichomi [8].

Koncentrace artemisininu se méni v pritbé¢hu rozvoje rostliny béhem vegetativni
faze a pri prechodu do faze kveteni. Relativni zmény v koncentraci artemisininu mezi
jednotlivymi ¢astmi se zdaji byt docela podobné mezi ekotypy. Rizné studie ukazuji
Sirokou proménlivost v obsahu artemisininu, ktery se pohybuje v rozsahu od 0,01% do
asi 1,0% a priblizujici se 1,5% [8].

Distribuce mezi jednotlivymi castmi

V USA bylo zjisténo, ze pied kvetenim je obsazeno celkového artemisininu
v listech asi 89% a Vv postrannich vétvich asi pouze 10%. V hornich listech obsah
artemisininu ¢inil 0,15%, v postrannich vyhoncich 0,04%, stopové mnozstvi bylo
pfitomno v hlavni lodyze a z4dné mnoZstvi v kofenech. 0,04% artemisininu bylo
obsazeno v semenech [9].

Pozdé&jsi sklenikové a polni experimenty, ve kterych byly rostliny sklizeny od
vegetativniho stadia po kveteni a tvorbu semen ukdzaly podobné rozdéleni artemisininu
ve vegetativnim stadiu. Koncentrace artemisininu v kvétenstvi byla ¢ty az
jedenactinasobnd v porovnani s listy. Artemisinin obsaZeny v semenech byl pfevazné

spojeny s kvétnimi zbytky a tillomky rostliny [10].
Zmeény obsahu artemisininu v prubéhu casu
VétSina vyzkumnikl  zjistila, Ze koncentrace artemisininu v listech stoupa

v pribéhu vyvoje rostliny ve vegetativni fazi. V nckterych experimentech dosahla

koncentrace artemisininu vrcholu pied kvetenim [11, 12, 39].
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Jini pracovnici, a¢ souhlasi se stoupajici koncentraci béhem vegetativni faze
zjistili, ze artemisinin dosahuje vrcholu pozdéji béhem plného rozkvétu. Tyto rozdily
mohou byt pfisuzovany klimatickym podminkam, ekotypu, kultivaénim praktikdm nebo
to muze byt zplisobeno kombinaci vSech téchto faktori [10, 13, 14].

Ackoli znalost ¢asu piku artemisininu je jedna z dilezitych podminek k dosazeni
maximalniho vynosu, neni to dostacujici. Musi to byt spojeno se znalosti zmén

probihajicich v rostling, ke kterym dochazi v priibéhu jejiho dalsiho zpracovani [8].
Obsahovy profil rostliny

V polnim experimentu v USA s pelyiikem ro¢nim c¢inského ptvodu byly
odebrany listy v horni, stfedni a dolni casti rostliny. Vzorky byly odebrany ve
vegetativni fazi pfed kvetenim. Koncentrace artemisininu byla dvojndsobnd v horni
¢asti rostliny oproti ¢astem stiednim a dolnim.

Podobny polni experiment byl provedeny v Australii (Tasmanie)
S jugoslavskym a €inskym druhem pii hustoté ristu 10 rostlin/m?. Listy jugoslavského
druhu byly sklizeny od brzké vegetativni faze do faze plného kveteni. Vzorky byly
odebirany z kazdé ¢tvrtiny lodyhy od vrcholu po dolni ¢ast rostliny. Ve vegetativni fazi
pravé pied kvetenim byla koncentrace artemisininu velmi podobnd v kazdé ctvrting
rostliny. Nejrangj$i sklizenn ¢inského druhu byla provedena v dobé puleni. Zde
koncentrace stoupala od vrcholu po dolni ¢ast od 0,12%; 0,17%; 0,19% po 0,22%.

V jiné studii v USA byly odebrany listy Sesti ¢inskych klonl z horni, stfedni a
dolni casti lodyh ve fazi vegetativni a ve fazi kveteni. Artemisinin byl rozlozen
rovnomerne.

Je zfejmé, Ze u riznych druhti pelyiiku ro¢niho jsou odlisnosti v distribuci

artemisininu. Rozdilné vysledky téchto studii mohou byt dany rostlinnou hustotou [8].

2.1.2. Biosyntéza artemisininu

Znalosti biosyntetické cesty artemisininu, rozdé€leni prekurzorti a piibuznych
latek jsou velmi uzitetné a mohou pomoci ke zvyseni vytézku latky. Uplna
biosynteticka cesta pro artemisinin a nékteré z jeho prekurzora jesté nebyla potvrzena
[15].
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Dilezitou roli v biosyntetické cest¢ artemisininu hraje arteannuinova
(artemisinova) kyselina [16].

Haung Jung et al. (1988) a Akhila et al. (1987, 1990) studovali kompletni cestu
biosyntézy artemisininu  [16]. Byla pfedpokldadana néasledujici  cesta:

farnesylpropylphosphat  (FPP), dihydrocostunolid, cadinanolid, arteannuin B,

artemisinin.
CHy
=
S —_— —_—
HC™ N e N HaC = Ha
‘ ppo ||
CH; OH  COOH
ppo” HiC CHj3 HsC CHy HsC CHSCH3
trans-FPP cis-FPP intermediat | intermediat Il

|

A
-
= _—CH,
CHy ©
o
artemisinin arteannuin B cadinanolid dihydrocostunolid

Obr. 2: Biosyntéza artemisininu navrzena Haung Jung et al. a Akhila et al.

Akhilovi studie neoznacily arteannuinovou kyselinu jako prekurzor artemisininu.

v 14 v o . . G y
Ale po pouziti C™ oznalujiciho arteannuinovou kyselinu ve vétvickach pelyiku
ro¢niho, byla radioaktivita pozorovana u arteannuinu B i artemisininu; bylo navrzeno,

Ze arteannuinova kyselina je béZny prekurzor jak arteannuinu B tak artemisininu [17].

Brown vr. 1994 ve vztahu k biosyntéze artemisininu izoloval dvé slouceniny,
secocadinan a dihydroxycadinanolid, ktery pak podstupuje Grobsovu fragmentaci
poskytujici enol formu secocadinanu. Secocadinan pak podstupuje enzymatickou
oxygenaci poskytujici artemisiten, ktery je redukovan na artemisinin. Tato hypotéza

neni podporovana zadnym biochemickym diikazem, ackoli je to chemicky proveditelné
[18].

Sangwan et al. (1993) dosahli pfemény arteannuinové kyseliny na arteannuin B a
artemisinin za pouziti in vitro a in vivo systému. Arteannuinova kyselina byla pfevedena

na arteannuin B (1,58%) a artemisinin (3,59%). Zaclendni Fe**, 2 — oxoglutaratu a
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NADPH do in vitro systému zleps$ilo pfeménu arteannuinové kyseliny na artemisinin.
Peroxidasa kienu v pritomnosti HyO, déle zvysila vytézek arteannuinu B (4,68%) a
artemisininu (7,19%) [17].

Nicméné Woerdenbag et al. (1992) zaznamenali rychly rozklad artemisininu
inkubovaného v médiu s peroxidasovou aktivitou; to poukazuje na jeho nestabilitu

smérem k témto enzymim [19].

Béhem poslednich Sesti let byla objasnéna diilezita chybéjici Cast biosyntézy
artemisininu Vv rostliné. VSechny nedavno identifikované meziprodukty, amorpha-4,11-
dien, arteannuinovy alkohol, arteannuinovy aldehyd a dihydroarteannuinovy aldehyd,
byly pfitomny v silici extrahované z listi a v extraktech ziskanych z glandularnich
trichomtl. Vzhledem ke struktufe a konfiguraci se amorpha-4,11-dien zd4 byt vhodnym
kandidatem na prvni meziprodukt v biosyntéze artemisininu.

V prvnim kroku biosyntézy podléha amorpha-4,11-dien hydroxylaci na C12 za
pritomnosti cytochromu P450. Vznikly arteannuinovy alkohol je oxidovan na C12 bud’
cytochromem P450 nebo enzymem dehydrogenasa za vzniku arteannuinové kyseliny.
Redukci dvojné vazby mezi C11 a C13 vznikd dihydroarteannuinova kyselina, ktera je
neenzymaticky pfevedena na artemisinin.

Moznou alternativou mize byt redukce dvojné vazby mezi Cl1 a C13
v arteannuinovém  alkoholu  nebo  arteannuinovém  aldehydu za  vzniku
dihydroarteannuinového alkoholu nebo dihydroarteannuinového aldehydu jako

meziprodukti [20]. Schéma biosyntézy je uvedeno na obrazku 3 na nésledujici strané.
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Obr. 3: Biosyntéza podle Bertea et al.

2.1.3. Syntéza artemisininu

Vzhledem k tomu, Ze obsah artemisininu v pelyiiku roénim je relativné nizky, je
velka pozornost v oblasti vyzkumu vénovana chemické syntéze [2]. Doposud bylo
zaznamenano pres devét syntetickych cest. VEtSina z nich byla zaloZena na fotooxida¢ni

reakci se zavedenim klicového peroxidového segmentu [5].

E.g. Schmid a Hofheinz (1983) ptevedli isopulegol na artemisinin ve 13
syntetickych krocich s celkovym vytézkem 5%. Xing — Xiang Xu et al. (1986)
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zaznamenali schéma pro syntézu artemisininu, kde spoustéci latkou byl citronellal.
Avery et al. (1992) pouzili 10 syntetickych krokd zahrnujicich ozonolyzu vinylsilanu

S pulegonem jako spoustéci slouceninou [2].

Syntéza artemisininu je velmi slozitd, neekonomickd a komercné
nerealizovatelnd, proto plan¢ rostouci rostliny nebo péstovani pelyniku ro¢niho zlstavaji
jedinym zdrojem produkce artemisininu [21].

2.1.4. Piehled o metodach stanoveni artemisininu

Konvencéni metody

a) chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

b) vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci (HPLC-UV) a
elektrochemickou detekci (HPLC-EC)

c) plynova chromatografie (GC)

d) plynové chromatografie (GC) kombinovana s hmotnostni spektrometrii (MS)

e) MS/MS

Metoda TLC neni spolehliva pro kvantitativni stanoveni artemisininu pro
Spatnou detekovatelnost skvrn a interferenci dalSich sloZzek rostliny. Je uZite¢nou
zkuSebni metodou pouze pro obohaceni obtiznych metod. GC je také pouZivana pro
analyzu artemisininu. Artemisinin je vSak sloucenina termolabilni a v koloné¢ dochazi
k jejimu rozkladu. Stabilitni studie ukazaly, Ze artemisinin je stabilni do 150°C a pfi
teplot¢ od 180°C do 200°C se rozklada na tadu produkti. HPLC-UV je casto
pouzivanou metodou, ale ptitomnost dalSich slozek v surovém extraktu, které absorbuji
pfi nizkych vlnovych délkach, mize zplsobit zastinéni piku artemisininu. Artemisinin
je pro HPLC-UV potieba derivatizovat z divodu nepiitomnosti chromofort. HPLC-EC
je nejcitliveéj$i metodou pro detekci a kvantitativni stanoveni artemisininu a nevyzaduje
derivatizaci a ¢iSténi vzorku. Funk et al. (1980) jako prvni ukazali selektivitu a citlivost
této metody pii detekci a kvantitativnim stanoveni peroxidd. Tato metoda je vysoce
citlivd 1 pro nanogramové hladiny artemisininu. Je 100x vice citlivou metodou nez
HPLC-UV. Je také specificka pro slouceniny artemisininu ptibuzné, které maji ve své

struktufe peroxidovy mistek. Béhem elektrochemické detekce nedochazi k interferenci
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dal$ich slozek rostlinného extraktu, coz je problém TLC a HPLC-UV metod. HPLC-EC
byla srovnavana s GC; obé metody umoznily dobrou separaci artemisininu. AvsSak
HPLC-EC je 10x vice citlivou metodou nez GC. Pro rutinni analyzu artemisininu byla
vyvinuta HPLC na reverzni fazi (HPLC-RP). Byly zkouseny rtizné kombinace detekce
pii pouziti HPLC-RP. Jednou z dalSich moznosti je HPLC s polarografickou detekeci.
[16].

Nekonvencni metody

a) RIA (Radioimmunoassay)
b) ELISA (Enzyme-linked immunosorbant assay)

Konvenéni metody jsou pro artemisinin specifické, ale nejsou dost citlivé pro
detekci hladin v malych vzorcich rostlinnych tkani z mladych sazenic a z bunécnych
nebo tkanovych kultur. Metody RIA a ELISA jsou vice citlivé a vysoce specifické.

Ackoli metoda RIA je vice citlivd nez metody konvecni, pouziti radioaktivnich
slou€enin ptedstavuje fadu problémi; specifické ziskavani a pozadavky, problematicka
stabilita, vysokd cena, zdravotni rizika. Metoda ELISA je citlivd jako RIA a
karboxymethylether dihydroartemisininu ve tfech krocich a spojili jej s BSA (hovézi
krevni albumin). Tento komplex byl injikovan do kralikid, kde vytvofil polyklonalni
protilatky vhodné pro detekci artemisininu. MnoZzstvi artemisininu ve vzorku bylo 1,5

ng/ml [16].

2.2. Silice

Koncentrace silice je nejvyssi v dobé kveteni [8].

Silice nadzemnich ¢asti rostliny, okvétnich listka, listi a lodyh, ma svétle Zlutou
barvu a kofenénou vini. Obsah silice v jednotlivych ¢astech rostliny se 1isi. Nejveétsi
mnozstvi bylo zjisténo v okvétnich listcich (1,8%), o néco mén¢ v listech (1,5%) a
pouze 0,2% v lodyze (ziskano z Cerstvych vzorkt rostliny).

Pomoci analyzy GC-MS bylo identifikovano 93 slozek. Silice okvétnich listkl a
listli je bohatd na monoterpeny (asi 50%). Hlavni podil silice okvétnich listkl zaujima

trans-sabinol, paramentha-1,4(8)-dien-3-ol a 1,8-cineol. Camphor, 1,8-cineol a
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germacran D jsou hlavnimi slozkami silice listd. Seskviterpeny jsou V porovnani
S monoterpeny pfitomny jen v malém mnozstvi (do asi 8%).

Silice ziskand zlodyhy je naopak bohatd na seskviterpeny (asi 40%), malé
mnozstvi zaujimaji monoterpeny (asi 5%). Se silici z okvéti a/nebo listh sdili 62 slozek.
Hlavnimi slozkami jsou caryophyllen oxid, 9-epi-caryophyll-1(12),8(15)-dien-14-ol a -
caryophyllen.

Celkem 55 slozek, v¢etné arteannuinovych alkohold (cis a trans), bylo nalezeno
ve vSech tfech Castech rostliny. Zajimava je piitomnost dihydroarteannuinové kyseliny
Vv okvétnich listcich a listech, ale ne vlodyze. Tyto latky hraji dtlezitou roli
V biosyntéze artemisininu jako prekurzory (viz kap. 2.1.2.).

Dalsi slozkou silice ziskané z nadzemnich casti je artemisia keton. Bylo
provedeno srovnani okrasnych druhi pelyiiku roéniho vyskytujicich se v Ciné a dalsich
asijskych zemich, Evropé a Americe s druhy bohatymi na artemisinin vietnamského a
¢inského ptvodu. Bylo zjisténo, ze silice okrasnych druhi je charakteristicka hojnosti

artemisia ketonu, kdezto u druhti bohatych na artemisinin artemisia keton chybé¢l [22].

Pritomnost silice byla zjiSténa i v kofenech v mnoZstvi 0,25% (ziskano ze
suSenych vzorkt). Tato silice ma tmavé hnédou barvu a piijemnou vini. GC-MS
analyzou bylo uréeno 52 slozek, z nichz velky podil tvofi seskviterpeny (asi 70%) a
mono- a diterpeny jsou pitomny v nizké koncentraci (0,5%). Hlavnimi slozkami silice

jsou cis-arteannuinovy alkohol, B- farnesen, - malein a - caryophyllen [23].
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3. BIOLOGICKA AKTIVITA OBSAHOVYCH LATEK

3.1. Antimalarické ptlisobeni

Artemisinin, znamy téz jako ginghaosu, je latka, ktera se vyuziva v ¢inské trdicni
mediciné jako prostiedek proti maldrii. Maldrie je parazitarni onemocnéni, které je
endemické pievazné v tropickych oblastech — tedy tam, kde teplota a potfebna vlhkost
dovoluji vektoru choroby, komaru rodu Anopheles, normalni existenci a mnoZeni.
Artemisinin je velmi rychle G¢inna schizontocidni latka proti Plasmodium falciparum a
P. vivax, vcetn¢ chlorochinrezistentnich a centralnich forem malarie. Likviduje
parazitémii podstatné rychleji nez jakékoli jiné antimalarikum [24].

Antimalaricka 1é¢iva pochézejici z pelyiiku roéniho maji mnoho vyhod: rychlé
snizeni horecky, rychlé odstranéni paraziti z krevniho fecist¢ a zadné zadvazné vedlejsi
ucinky. WHO doporucuje v piipadé vyskytu multirezistentnich kmend plazmodii
pouzivat kombinovanou terapii, kterd je tvofena derivaty chininu a derivaty

artemisininu (artemether, artesunat, arteether) [2].

HO

MeO.

Obr. 4: Struktura chininu
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H YOCH,

artemether arteether artesunat

Obr. 5: Struktura derivatd artemisininu

3.1.1. Mechanismus uc¢inku artemisininu

Je ziejmé, Ze antimalaricky mechanismus U¢inku artemisininu je odlisny od
jinych antimalarik, i kdyZ mechanismus U¢inku chininu a dalSich syntetickych
alkaloidnich antimalarickych 1é¢iv nebyl doposud zcela objasnén. Od objevu
artemisininu je potvrzeni mechanismu U¢inku na molekuldrni Grovni zajimavou

otazkou, ackoli je to velmi obtizna uloha [25].

Artemisinin a jeho derivaty ni¢i parazity rychleji nez jiné antimalarické latky
diky jejich jedine¢nému farmakodynamickému pusobeni. Jsou toxické k parazitu
Vv nanomolarnich koncentracich. To zplsobuje strukturni zmény v erytrocytarnim stadiu
parazita ovlivnénim membran obklopujicich potravni vakuolu, jadro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum a nukleoplasmu. Artemisinin se lokalizuje ve specifickych
membranach parazita. Tyto zmény vedou k tvorbé autofagovych vakuol a ke ztraté
cytoplasmy, coz parazita nici [16, 26]. Pfedpoklada se, ze zabiti parazita artemisininem
a jeho derivaty je zprostfedkovano produkei cytotoxickych latek jako jsou volné
radikély a reaktivni aldehydy [27].

Funkce peroxidového mustku pfitomného v artemisininu a jemu piibuznych
slou¢eninach je zasadni pro antimalarickou aktivitu a vysledky in vitro studii ukazuji, ze
karbonylova skupina neni pro antimalaricky ucinek nezbytna [28]. Artemisininové
derivaty, kterym chybi endoperoxidovy mistek, zdroj volného kyslikového radikalu,
postradaji antimalarickou aktivitu [29, 30]. In vitro antimalaricka aktivita artemisininu a
artesunatu je zvySena vysokym kyslikovym napétim a pfidanim dalSich sloucenin

tvoticich volny radikal jako je doxorubicin, miconazol [31], casteicin a artemitin [32].
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Podobné antioxidanty (zhase¢i volnych radikal) jako je o-tokoferol, katalasa,
dithiothreitol [31], stl kyseliny askorbové a redukovany glutathion [33] blokuji

antimalarickou aktivitu.

Artemisinin se sam stava volnym radikdlem v reakci katalyzované zelezem.
Biochemické plisobeni artemisininu zavisi na dvou po sobé& nasledujicich krocich. Prvni
krok, aktivace, zahrnuje zelezem zprostfedkované rozstépeni endoperoxidového
mustku. Tvoifi se tak nestabilni organicky volny radikdl a/nebo jiny elektrofilni
meziprodukt [16]. Vznikaji dva hlavni produkty, tetrahydrofuran a 3 -
hydroxydeoxyartemisinin. Na zdklad¢ téchto poznatkti byl navrzen mechanismus

radikalové reakce, pricemz reakéni mechanismus postupuje pies kratce zijici kyslikovy

radikal a nasledné pfes primarni a sekundarni uhlikovy radikal [5].

primarni uhlikovy radikal tetrahydrofuran

sekundarni uhlikovy radikal 3-hydroxydeoxyartemisinin

Obr. 6: Mechanismus radikalové reakce

Druhy krok, alkylace, zahrnuje tvorbu kovalentnich vazeb mezi 1é¢ivem a

bilkovinou parazita [34].
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3.2. Piisobeni proti dalSim parazitim

Experimentalni a klinické studie odhalily, ze artemisinin a jeho derivaty
artemether a artesunat nejsou pouze antimalarickymi 1éCivy, ale také uziteCnymi latkami
v fad¢ dalSich parazitarnich onemocnéni. V 70. letech byla na zvifecich modelech

potvrzena vysSi antiparazitarni aktivita u artemetheru a artesunatu nez u artemisininu

[2].

Schistosoma japonicum, S. mansoni, S. haematobium

Stejn¢ jako u antimalarickych 1é¢iv vznikd tolerance nebo rezistence
k praziquantelu. Proto jsou potiebné nové 1éky pro 1é¢bu schistosomoz. Experimentalni
vysledky ukazuji, Ze artemether, artesunat a dal§i derivaty jsou vice G¢inné nez

artemisinin. Tyto latky u¢inné zni€ily parazity Zzijici ve zvifecich modelech, zatimco

praziquantel byl netucinny [5].

Clonorchis sinensis

Bylo zaznamenano, Ze artemisinin a jeho derivaty jsou G¢inné proti Clonorchis
sinensis. Zviteci modely byly vystaveny vlivu paraziti. Po mésici jim byla peroralné
podavana suspenze artemisininu v davce 200 — 600 mg/kg Vv jedno az sedmidennich
cyklech; redukce paraziti byla 100%. Pfi pouZiti perordlné¢ podavaného artemetheru
v davkach 30 — 60 mg/kg v pétidennich cyklech byla redukce 82 — 100%. Nejvice
ucinny byl ester dihydroartemisininu; pii davce 30 mg/kg byla redukce paraziti 100%

[5].

Theileria annulata

Hovézi dobytek infikovany timto parazitem byl vylécen krmivem obsahujici
Cerstvou rostlinu; stejné tak perordlni podavani artesunatu (5 mg/kg) vylécilo 99,24%

béhem 2 — 4 dnti [5].

Toxoplasma gondii

Infikovana prasata Toxoplasma gondii byla rozdélena do dvou skupin. Prvni
skupina byla IéCena extraktem z rostliny (60 — 120 g, peroralni podani), uspésnost 1é¢by

byla 92,86%. Druhé skupiné byl podavéan (intravendézné nebo intramuskularng) 10%
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roztok sulfadiazinu sodného a 30% roztok metamizolu; uspéSnost byla pouze 66,67%

[5].

Balantidium coli

In vitro a in vivo testy ukazaly vyss§i uc¢innost rostliny vaéi Balantidium coli nez
metronidazol. Extrakt z rostliny pouzity pfi in vitro testu zastavil pohyb parazitli a znicil

je béhem minuty, zatimco u metronidazolu byl pohyb zastaven béhem 30 minut [5].

3.3. Onemocnéni souvisejici s AIDS

Artemether byl uspésné pouzit v Ugand¢€ pro 1écbu onemocnéni "White mouth"
na 144 pacientech s AIDS infikovanych Candida albicans. Pacienti byli denn¢ osetieni
olejovym roztokem artemetheru (80 mg) podaného oralng; po péti dnech bylo 94,4%
pacientt vyléceno (136/144), C. albicans zmizela. Osm dalSich pacientti bylo vyléceno
po 10-ti dnech.

Nekteré studie ukazaly, ze artemether muze inhibovat Toxoplasma gondii a

Pneumocystis carnii [5].

3.4. Protinadorové piisobeni

Nekteré obsahové latky pelyniku roéniho jako je artemisinin, arteannuin B,
arteannuinova kyselina, artemisiten, flavonoidy a dalsi terpeny ukazaly protinddorovou
aktivitu in vitro. Bylo zjisténo, ze dihydroartemisinin selektivné ni¢i nadorové bunky
Vv pfitomnosti holotransferrinu, ktery mize zvySovat intracelularni koncentraci Zeleza.
Zdravé prsni bunky a bilé krvinky méni nevyznamné. Zd4 se, Ze mechanismus

protinadorové a protimalarické aktivity jsou podobné [2].
3.5. Imunosupresivni piisobeni

Obecné, antimalaricka lé¢iva maji imunosupresivni U¢inek a jsou casto
pouzivana pro lécbu dermat6z jako chlorochin a hydroxychlorochin pro lé¢bu lupus

erythematosus a cCetnych soldrnich dermatitid. Imunofarmakologicky ucinek

artemisininu a jeho derivatd byl po dlouhou dobu studovan v Cing. Experimentélni
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vysledky nasvédcovaly, Ze tyto latky maji imunosupresivni a imunostimulujici u¢inky

[5].

3.6. Anestetické ptsobeni

Nékteré ve vode rozpustné derivaty artemisininu maji mistni anestetické ucinky

[5].

3.7. Antiarytmické pusobeni

Béhem  klinického zkouSeni artemisininu jako antimalarického Iéku bylo
pozorovano jeho dal$i cenné puasobeni, Ustup tachykardie u pacientli s malérii. Dalsi
studie provedené na zvifecich modelech ukazaly zifejmy antiarytmicky ucinek.

Mechanismus ucinku je diskutovan [5].
3.8. Piisobeni silice

Silice bohatd na 1,8-cineol a camphor vyrazné inhibuje rist nékolika druht
oralnich bakterii. Silice ziskana z nadzemnich ¢asti rostliny i z kofenti vykazuje toxicitu

proti hmyzu. Na seskviterpeny bohata silice se pouziva v parfumerii jako stabilizator
vonnych latek [22].
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4. PESTOVANI ARTEMISIA ANNUA L. A FAKTORY OVLIVNUJICI
PRODUKCI ROSTLINY A ARTEMISININU

Ackoli ma rostlina pivod v relativné mirnych zemépisnych Sitkach, zda se, ze
muze efektivné rust i v tropickych oblastech [35]. Napt. na Madagaskaru bylo ziskano
pfiméfené mnozstvi suché listové hmoty s vysokym vynosem artemisininu (asi 40
kg/ha) [36]. Navic je rostlina velmi adaptabilni a je schopna se pfizpisobit riznym
typam pudy [8].

Pro péstovani pelynku ro¢niho je dilezity vybér kvalitniho semene. Rostlina by
méla mit vysoky pomér listt k lodyze [37].

Pti péstovani rostliny na plantazich byl sledovan vliv specifickych prvki jako je
dusik, fosfor a draslik na rist rostliny a obsah artemisininu. Studie provedené v USA
(Indiana) ukézaly ptiznivy vliv dusikatého hnojiva [38].

Nekteré druhy pelyitku roéniho mohou byt citlivé k pH pady v rozmezi od 5,0 do
5,5. Pti pouziti vapence (10 t/ha) doslo k posunu pH z 5,0 na 5,5; to vedlo ke zvyseni
vynosu suché listové hmoty, obsah artemisininu a kyseliny arteannuinové nebyly
zménou pH zvySeny [39].

Optimalni doba sklizné zavisi na pozadované latce, kterou potiebujeme z rostliny
ziskat. Postupy sklizné zavisi na klimatickych podminkach oblasti produkce, hlavné na
teploté, vodnich srazkach a mozna na UV zéfeni [8].

Velky vliv na obsah artemisininu ma proces suSeni rostliny. Bylo zjiSténo, Ze
suSeni na pfimém slunci vede ke sniZzeni koncentrace artemisininu v porovnani se
suSenim ve stinu [40]. Naopak suSeni na slunci se zda, ze nema Skodlivy vliv na obsah

silice [41].

28



III. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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1. POTREBY

1.1. Chemikalie

standard: Artemisinin, 98%
361593 — 100 mg
ALDRICH
CAS 63968-64-9; FW 282,34; MW 05311
standard: Tujon
a+ B - thujone
FLUKA
Analysis number 288 156/1 1292
Mr 152,24; d,*° 0,915; np*° 1,459
izolovén z ptirodni silice listi cedru
Methanol gradient grade pro chromatografii Li Chrosolv (R)
testovan s pomoci HPLC
Merck — Hitachi
n —Hexan p.a.
Methylalkohol p.a. (MeOH)
Chloroform p.a. stabilizovany ~ 1% ethylalkoholu (CHCl3)
Kyselina octova 99,8% p.a. (CH;COOH)
Kyselina sirova 96% p.a. (H2SOy)
Anisaldehyd zur Synthese
Toluen p.a. (Tol)
Ethylester kyseliny octové p.a. (EtOAc)
Kyselina fosfomolybdenova p.a.

Hydroxid sodny p.a.

30



1.2. Laboratorni pristroje

Kuchyiisky robot ETA
Ultrazvukova lazen SONOREX SUPER 10P, BANDELIN
Vakuova rotacni odparka Bilichi Rotavapor R — 114
Susarna komorova HS 31 A
Kapalinovy chromatograf
Philips PU4100
Detektor: Philips PU4110 UV/VIS
Kolona: Merck, LiChrospher 100, RP18e, 5um, 250x4mm
Piedkolona: Tessek, SGX C18, CGC 30x3mm, 7um
Linomat 5 (CAMAG)

1.3. Laboratorni pomiicky

sklenéné kadinky
sklenéné nalevky
odmérné valce
sklenéné pipety
Erlenmayerovy baiky

sito €. 500

1.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
Ciselné idaje znaci objemové dily.

S1:CHCl;—MeOH 99:1

S2:Tol-EtOAc 93:7

1.5. Chromatografické adsorbenty

Slllkagel MERCK 60 F254
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2. PRACOVNI POSTUP A VYSLEDKY

2.1. Material
Nat’ pelyiiku ro¢niho (Artemisia annua L., ¢eled’ Asteraceae) byla sbirana v roce

2006 z kultur péstovanych v Ceské republice. Sbér byl proveden ve &tyfech raznych

vegetacnich obdobich. Nat’ byla suSena na zastinéné plose volné€ na vzduchu.

Tab. 1: Doba sklizn¢ rostliny

Vzorek Datum sklizné Vegeta¢ni obdobi
| 3.7.2006 intenzivni vegetacni rlst
I 12.7.2006| pocatek butonizace (nasazeni poupat)
i 4.9.2006 po odkvétu
v 30.9.2006 zralost plodil

2.2. Extrakce drogy

Droga byla pomleta bez hlavni osy a proseta pies sito ¢. 500. Do dvou ban€k
bylo navazeno 2 x 1,5 g drogy z kazdého vzorku, zalito 2 x 200 ml hexanu, ddno na 2
hodiny do 14zné 50°C a nechano stat pfes noc 15 hodin. Rano byly baiiky dany na 10
minut do ultrazvukové 14zné€ o teploté 22°C a frekvenci 35 Hz. Extrakty byly pies
papirovy filtr prefiltrovany do dvou banék. Kazdy extrakt byl promyt 2 x 30 ml hexanu.
Po odpafeni do sucha na vakuové rotani odparce byl obsah rozpustén v 10 ml
methanolu a pfefiltrovan do menSich ban€k. Banky byly promyty jest¢ 2 x 2 ml
methanolu a odpafeny do sucha [21].

Takto pfipravené suché extrakty byly pouzity pro identifikaci artemisininu
tenkovrstvou chromatografii (TLC) a pro kvantitativni stanoveni artemisininu

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).
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2.3. Zkousky totoZnosti — identifikace artemisininu tenkovrstvou chromatografii

2.3.1. Postup tenkovrstvé chromatografie

Suché extrakty byly rozpustény v 1 ml methanolu. Na chromatogram byly
naneseny standard artemisininu o koncentraci 0,3 mg/ml a jednotlivé vzorky (I/ 1,1/ 2,
m/1,1m/2, 01/1, 01 /2, IV /1 a IV / 2). Jako mobilni faze byla pouzita smés
chloroformu a methanolu v poméru 99 : 1. K detekci byla pouzita smés kyseliny octové
ledové, kyseliny sirové koncentrované a anisaldehydu v poméru 50 : 1 : 0,5. Po postiiku

byl chromatogram zahtaty na 100°C [21].

2.3.2. Vysledky tenkovrstvé chromatografie

Artemisinin reagoval vznikem hnédé skvrny. Rg standardu artemisininu bylo
0,66, pticemz ve vzorku se vyskytovala skvrna s Rg 0,65. Podle polohy a barvy skvrn na
chromatogramu lze pfedpokladat, ze artemisinin je piitomen. Zdznam chromatogramu 1

je uveden na nasledujici stran€.
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Chromatogram 1: frakce 1, 17,2, 2", 3, 3", 4, 4" a standardu artemisininu

Popis: 1, 1" - vzorky 1/1 a 1/2
2,2 -vzorky ll/1a ll/2
3,3 -vzorky II/1 a l11/2
4,4" -vzorky IV/1aIV/2
S - standard artemisininu
Mobilni faze S 1: CHCl; — MeOH (99 : 1)
Stacionarni faze: Silikagel MERCK 60 Fas4
Detekce: CH3COOH — H,SO, — anisaldehyd (50 : 1 : 0,5)
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2.4. Stanoveni obsahu artemisininu vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

2.4.1. Piiprava standardu a vzorku

Priprava standardu: 5 mg artemisininu bylo navdzeno do odmérné banky na 10

ml a doplnéno po rysku methanolem. Z tohoto zakladniho roztoku byly pfipraveny tii
fedéni pro sestrojeni kalibracni kiivky. Ze zakladniho roztoku byly odebrany 1; 0,5 a
0,2 ml, ke kazdé koncentraci byly ptidany 4 ml 0,2% roztoku NaOH a vloZeno na vodni
lazent 45°C na 30 minut. Po ochlazeni byly baiikky doplnény 0,08 M kyselinou octovou
po rysku. Vzorky byly zméteny na HPLC chromatografu podle metody viz [42].

Priprava vzorku: Suché extrakty (viz kap. 2.2.) byly rozpustény ve 2 ml

methanolu. 1 ml extraktu byl preveden do odmérné baiky na 10 ml, pfidany 4 ml 0,2%
roztoku NaOH a vloZeno na vodni lazen 45°C na 30 minut. Po ochlazeni byly banky
doplnény 0,08 M kyselinou octovou po rysku. Vzorky byly zméfeny na HPLC

chromatografu podle metody viz [42].

U kazdého vzorku byla provedena dvé HPLC stanoveni. V ptipad€ rozptylu

hodnot by bylo provedeno dal§i méfeni.

2.4.2. HPLC podminky

Philips PU4100

Detektor: Philips PU4110 UV/VIS

Kolona: Merck, LiChrospher 100, RP18e, 5um, 250x4mm

Predkolona: Tessek, SGX C18, CGC 30x3mm, 7um

VInova délka: 295nm

Pritok: 1,0 ml/min

Faze: A - 0,01M NaH,PO,4 ve 45% MeOH / B - 0,01M Na;HPO, ve 45% MeOH
50% A : 50% B isokraticky

Nastiik: 20ul
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2.4.3. Kalibra¢ni krivka

Kalibrac¢ni kiivka byla sestrojena ze 3 analyz na kazdé ze 3 koncentracnich trovnich.

Rovnice pfimky. Y =23721,6 x X

r=0,99348

Metoda je od 0,01mg/ml do 0,05mg/ml linearni.

Wed, 13th Dec, 2006 9:33:10 ART61106 Page 1
artemisinin - 5,995 min.
Substance Levels
Lv Response Amount Lvl Res
Peak Type : Ordnr Factor
1/ 1142,3111(5,000E-02|4,4E-05
Left Window 0,5 min. 2 676,3806|2,500E-02|3,7E-05
3| 247,7155|1,000E-02|4,0E-05
Right Window  : 0,5 min. 4] 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
Res| Base :Area 7] 0 0 0
Gl 8| 0 0 0
§ N 9 0 0 0
Fit T . L r !
Curve Fit Type inea 10] 0 0 0
) 11] 0 0 0
Zero Type : Curve from Zero 12| 0 0 0
13 0 0 0
] . - * 4
Subst. Equation : Y =23721,6 * X 14 0 0 0
15 0 0 0
Correlation Coef. : 0,99348 16 0 0 0
17] 0 0 0
Saved Resp. Fact.: 0,000042156 18 0 0 0
19| 0 0 0
20 0 0 0
) - 7|
. | o
% L, 25} ///
™ [ A
| -
[} /
7] 7
o
8 1,00] //
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~ //‘
P 4
,///
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Obr. 7: Kalibraéni kiivka
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2.4.4. HPLC zaznamy

vzorek

standard

Voltage [mV]

Time [min]

Obr. 8: HPLC chromatogram: vzorek I / 1
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Obr. 9: HPLC chromatogram: vzorek | / 2
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Obr. 10: HPLC chromatogram: vzorek 11/ 1
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Obr. 11: HPLC chromatogram: vzorek 11/ 2

38



Voltage [mV]

100

754

50

254

1 1 1 1
2 4 6 8
Time [min.]

Obr. 12: HPLC chromatogram: vzorek I11/1
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Obr. 13: HPLC chromatogram: vzorek 111/ 2
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Obr. 14: HPLC chromatogram: vzorek IV /1
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Obr. 15: HPLC chromatogram: vzorek IV / 2
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2.4.5 Vysledky HPLC stanoveni

Tab. 2: Obsah artemisininu v % hm

mgz15¢g
Vzorek % hm drogy
1/1 0,010 0,150
0,012 0,180
1/2 0,014 0,210
0,013 0,195
/1 0,029 0,435
0,028 0,420
/2 0,027 0,405
0,027 0,405
/1 0,023 0,345
0,023 0,345
/2 0,022 0,330
0,022 0,330
IvV/1 0,013 0,195
0,013 0,195
IV /2 0,013 0,195
0,014 0,210
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2.5. Ztrata suSenim
2.5.1. Postup zkousky

Nejvyse 10%; 1,000 g praskované drogy (355) byl navazen do predem vysuSené
vazenky. Droga byla suSena 2 hodiny v susarné pii 100°C az 105°C. SuSeni bylo

provedeno do konstantni hmotnosti [43].

2.5.2. Vysledky ztraty susenim

Tab. 3: Ztrata susenim

Navazka | Hm. drogy po Ztrata
Vzorek drogy (g)| vysuseni (g) |susenim (%)
| /1. stanoveni 1,0074 0,9314 7,54
| /2. stanoveni | 1,0071 0,9320 7,46
I1/1. stanoveni | 1,0016 0,9279 7,36
I1 /2. stanoveni | 1,0006 0,9281 7,25
I11/1. stanoveni | 1,0056 0,9256 7,96
I11/ 2. stanoveni | 1,0058 0,9273 7,80
IV /1. stanoveni | 1,0035 0,9318 7,14
IV /2. stanoveni | 1,0022 0,9308 7,12
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2.6. Obsah artemisininu vztaZeny na ztratu susenim

Tab. 4: Obsah artemisininu v % hm

Ztrata | Ztrata Obsah
% hm | susenim | susenim |artemisininuimgz 1,59
Vzorek |% hm| O (%) 0 (%) (%) drogy
/1 |0,010
0,012| 0,011 7,54 0,012 0,180
1/2 |0,014
0,013| 0,014 7,46 7,50 0,015 0,225
/1 |0,029
0,028 | 0,029 7,36 0,031 0,465
I1/2 |0,027
0,027 | 0,027 7,25 7,31 0,029 0,435
/1 10,023
0,023 | 0,023 7,96 0,025 0,375
/2 |0,022
0,022 | 0,022 7,80 7,88 0,024 0,360
IvV/1 ]0,013
0,013 | 0,013 7,14 0,014 0,210
IvV/2 0,013
0,014 | 0,014 7,12 7,13 0,015 0,225
2.7. Zkousky totoznosti — identifikace tujonu a artemisininu tenkovrstvou
chromatografii

Rod Artemisia L. je znamy obsahem tujonu. Pro doplnéni byla provedena

tenkovrstva chromatografie za pouziti standardu tujonu.

2.7.1. Postup tenkovrstvé chromatografie

Suchy extrakt byl rozpustén v Iml methanolu. Na chromatogram byly naneseny
standard artemisininu 0,3 mg/ml, standard tujonu 5 mg/ml a vzorky II a III. NanéaSeni
bylo provedeno pomoci pfistroje Linomat 5, nanaSené¢ mnozstvi bylo 20ul. Jako mobilni
faze byla pouzita smés toluenu a ethylacetatu v poméru 93 : 7. K detekci bylo pouzito
10 ml 20% ethanolického roztoku fosfomolybdenové kyseliny. Po postiiku byl

chromatogram zahtaty na 5 minut na 100°C [44].
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2.7.2. Vysledky tenkovrstvé chromatografie

Artemisinin reagoval vznikem tmavé modré skvrny. R standardu artemisininu
bylo 0,31, pficemz ve vzorku se vyskytovala skvrna s Rg 0,28. Podle polohy a barvy

skvrn na chromatogramu lze ptedpokladat, ze artemisinin je pfitomen.
Tujon reagoval vznikem fialovo-hnédé skvrny. Rg standardu tujonu bylo 0,55.

V ptipadé tujonu jsou vysledky nejednoznacné, ale lze predpokladat, ze stopy tujonu

jsou pfitomny. Zaznam chromarogramu 2 je uveden na nasledujici stran¢.
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Chromatogram 2: frakce 1, 2 a standardu artemisininu a tujonu

Popis: StA — standard artemisininu

1—vzorek Il
2 —vzorek 1
StT — standard tujonu
Mobilni faze S 2: Tol — EtOAc (93 : 7)
Stacionarni faze: Silikagel MERCK 60 Fas4
Detekce: 20% ethanolicky roztok fosfomolybdenové kyseliny
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V. DISKUSE
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Malérie je velkym zdravotnim problémem mnoha tropickych oblasti. Podle
odhadi WHO je kazdy rok nakazeno touto parazitdrni nemoci vice nez 500 milion lidi
a 2 miliony lidi ro¢n¢ umira [5]. Toto onemocnéni je endemické prevazné v oblastech,
kde teplota a potiebna vlhkost dovoluji vektoru choroby, komaru rodu Anopheles,
normalni existenci a mnozeni [24]. Prvni antimalarické 1é¢ivo chinin bylo izolovano
vroce 1820 z kiry chinovniku [2]. Tato latka je nyni po vyskytu forem plazmodii
rezistentnich na chlorochin spole¢né s artemisininem Iékem prvni volby.

Artemisinin, znamy téz jako ginghaosu, je velmi rychle u¢inna schizontocidni
latka proti Plasmodium falciparum a P. vivax, véetné chlorochinrezistentnich a
centralnich forem maldrie. Likviduje parazitémii podstatné rychleji nez jakékoli jiné
antimalarikum [24]. WHO doporucuje v ptipadé vyskytu multirezistentnich kment
plazmodii pouzivat kombinovanou terapii, kterd je tvofena derivaty chininu a derivaty
artemisininu (artemether, artesunat, arteether) [2]. Zdrojem artemisininu je pelynék
ro¢ni (Artemisia annua L., ¢eled” Asteraceae). Jelikoz je syntéza artemisininu velmi
slozitd a neekonomickd, zistdvaji plan¢ rostouci rostliny pelyiiku ro¢niho a jeho
péstovani na plantazich jedinym zdrojem produkce artemisininu [21].

Tato prace byla zaméfena na stanoveni obsahu artemisininu v pelyiiku ro¢nim
ceské produkce v pribéhu vegetaéniho cyklu. Nat’ byla sbirana v roce 2006 ve ¢tyfech
riznych vegetacnich obdobich — obdobi intenzivniho vegeta¢niho ridstu, nasazeni
poupat, obdobi po odkvétu rostliny a obdobi zralosti plodd. Pro ptipravu extrakti byla
pouzita nat’ ususena na zastinéné ploSe voln€ na vzduchu. Extrahovano bylo maceraci
po dobu 17 hodin (viz kap. 2.2.). Po filtraci byly extrakty odpateny do sucha. U extrakti
byla provedena identifikace artemisininu tenkovrstvou chromatografii za pouziti
standardu artemisininu. Suché extrakty byly rozpustény v methanolu a separovany na
silikagelu. Mobilni fazi tvofil chloroform — methanol (99 : 1). Po postiiku detek¢nim
¢inidlem (CH3COOH — H,SO,4 — anisaldehyd 50 : 1 : 0,5) byly u jednotlivych vzorka
viditelné skvrny, které odpovidaly polohou 1 barvou skvrné standardu artemisininu (viz
chrom. 1). Pivodni metoda pouZiva eluéni smés kyseliny trifluoroctové a acetonitrilu.
Z divodu bezpecnosti byla metoda modifikovdna pouzitim smeési chloroformu a
methanolu s dobrou separa¢ni ucinnosti.

Nasledné¢ bylo provedeno stanoveni obsahu artemisininu vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (HPLC-RP) s vyuzitim isokratické eluce a
spektrofotometrické detekce pii vinové délce 295 nm. V aplikacnim listu Merck je

uvedena vinova délka 260 nm. Po provedeni n¢kolika predbéZznych méteni se ukdzalo
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vyhodné€j$i pouzit vinovou délku 295 nm, kdy reakéni produkt vykazoval nejvétsi
absorbanci. Pivodni metoda byla dale modifikovdna v zafazeni pfedkolony Tessek do
chromatografického procesu. Pro sestrojeni kalibra¢ni ktivky byly pfipraveny standard
artemisininu ve tfech fedénich. Kazdy vzorek byl zméfen ze dvou navazek a extrakci;
pii neshodé¢ byla provedena nova navazka, extrakce a méfeni. Pro upfesnéni vysledki
byla stanovena ztrata suSenim. Nejvyssi obsah artemisininu byl zjistén ve vzorku II.
Vyslednd hodnota hmotnostnich procent pro tento vzorek byla 0,030%; vzorek byl
ziskan sbérem v obdobi nasazeni poupat (pocatek butonizace). Druhy nejvyssi obsah
mél vzorek III (0,023%); vzorek byl ziskdn sbérem rostliny v obdobi po jejim odkvétu.
Nejnizsi obsah artemisininu mé¢l vzorek I a IV (0,014% a 0,015%). Tyto vzorky byly
ziskany sbérem v obdobi intenzivniho vegeta¢niho rustu a v obdobi zralosti plodii.

Koncentrace artemisininu se méni v pribéhu rozvoje rostliny béhem vegetativni
faze a pii prechodu do faze kveteni. Relativni zmény v koncentraci artemisininu mezi
jednotlivymi ¢astmi se zdaji byt docela podobné mezi ekotypy. Rizné studie ukazuji
Sirokou proménlivost v obsahu artemisininu, ktery se pohybuje v rozsahu od 0,01% do
asi 1,0% a priblizujici se 1,5% [8]. V USA bylo zjisténo, Ze pfed kvetenim je obsaZeno
celkového artemisininu v listech asi 89% a v postrannich vétvich asi pouze 10%.
V hornich listech obsah artemisininu ¢inil 0,15%, v postrannich vyhoncich 0,04%,
stopové mnozstvi bylo pfitomno v hlavni lodyze a Zadné mnozstvi v kotfenech. 0,04%
artemisininu bylo obsazeno v semenech [9]. Pozdgjsi sklenikové a polni experimenty,
ve kterych byly rostliny sklizeny od vegetativniho stadia po kveteni a tvorbu semen
ukazaly podobné rozd€leni artemisininu ve vegetativnim stadiu. Koncentrace
artemisininu v kvétenstvi byla ¢tyt az jedenactindsobna v porovnani s listy. Artemisinin
obsazeny v semenech byl pfevazné spojeny s kvétnimi zbytky a Glomky rostliny [10].
VétSina vyzkumnikid zjistila, Ze koncentrace artemisininu v listech stoupa v prub¢hu
vyvoje rostliny ve vegetativni fazi. V nékterych experimentech doséhla koncentrace
artemisininu vrcholu pted kvetenim [11, 12, 39]. Jini pracovnici, a¢ souhlasi se
stoupajici koncentraci béhem vegetativni faze zjistili, Ze artemisinin dosahuje vrcholu
pozdéji béhem plného rozkvétu. Tyto rozdily mohou byt pifisuzovany klimatickym
podminkdm, ekotypu, kultivacnim praktikdm nebo to mize byt zplisobeno kombinaci
vsech téchto faktort [10, 13, 14].

V této praci zjiStény obsah artrmisininu je relativné nizky v porovnani s vysSe
citovanymi pracemi. Divody pro to mohou byt riizné, napf. klimatické podminky,

charakter osiva, kultivacni postupy, zplsob analytického stanoveni. Pro HPLC
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stanoveni artemisininu byla publikovana fada metod, které se 1iSi zpisobem extrakce
s vyuzitim nepoldrnich latek, a to macerace hexanem a extrakce petroletherem
v Soxhletové pristroji [21, 42, 45]. Z diuvodu dostupnosti byla vyuzita macerace
hexanem. Metody se déle lisi slozenim mobilni faze [42, 45, 47]. Na zakladé zkuSenosti
byly pro stanoveni artemisininu zvoleny metody, které vychazely z publikovanych praci
[21, 42, 45, 46, 47] a soucasné metody modifikované podle nejnovéjsich poznatkl o
charakteru latky a také moznosti, které poskytuje pfistrojové vybaveni katedry
farmaceutické botaniky a ekologie.

Jelikoz je rod Artemisia L. znamy obsahem tujonu, byla pro doplnéni provedena
tenkovrstva chromatografie pro zjisténi jeho pfitomnosti v droze. Na chromatogram
byly naneseny extrakty vzorka II a III a standardy tujonu a artemisininu. Mobilni fazi
tvotil toluen — ethylacetat (93 : 7). Po postiiku detekénim cCinidlem (20% ethanolicky
roztok kys. fosfomolybdenové) byly viditelné skvrny odpovidajici barvou i polohou
standardu artemisininu. V pfipadé tujonu byly vysledky nejednoznacné, ale lze

predpokladat, ze stopy tujonu jsou pfitomny (viz chrom. 2).
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V. SOUHRN
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Tato diplomova priace byla zaméfena na stanoveni obsahu artemisininu
Vv pelyitkku ro¢nim v pribéhu vegetaéniho cyklu. Rostlina byla péstovana na tzemi
Ceské republiky vroce 2006 a sbirdna ve &tyfech riznych vegetatnich obdobich
(obdobi intenzivniho vegetacniho riistu, nasazeni poupat, obdobi po odkvétu a obdobi
zralosti plodu).

1,5 g ususené a pomleté nati bylo zalito 200 ml hexanu, ddno na 2 hodiny do
lazn¢ 50°C a nechdno stat pfes noc 15 hodin. Ziskany extrakt zelené barvy byl
prefiltrovan a promyt 2 x 30 ml hexanu. Po odpateni do sucha byl obsah rozpustén v 10
ml methanolu, piefiltrovan a promyt jest¢ 2 x 2 ml methanolu a odpafen do sucha.
Z kazdého vzorku drogy byly pfipraveny dva extrakty.

U extraktt byla provedena identifikace artemisininu tenkovrstvou chromatografii
za pouziti standardu artemisininu. Mobilni fazi tvofil chloroform — methanol (99 : 1). Po
postiiku detekénim ¢inidlem (CH3COOH — H,SO,4 — anisaldehyd 50 : 1 : 0,5) byly u
jednotlivych vzorkll viditelné skvrny, které odpovidaly polohou i barvou skvrné
standardu.

Daéle bylo provedeno stanoveni obsahu artemisininu vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi s vyuzitim isokratické eluce a spektrofotometrické
detekce pii vinové délce 295 nm. Byly pfipraveny standard artemisininu ve tfech
fedénich pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky a vzorky z jednotlivych extraktii. Pro upiesnéni
vysledkll byla stanovena ztrata suSenim. NejvySsi obsah artemisininu byl zjiStén ve
vzorku II. Vysledna hodnota hmotnostnich procent pro vzorek Il byla 0,030%. Tento
vzorek byl ziskdn sbérem v obdobi nasazeni poupat. Druhy nejvyssi obsah mél vzorek
artemisininu m¢l vzorek I a IV (0,014% a 0,015%). Tyto vzorky byly ziskany sbérem
Vv obdobi intenzivniho vegetacniho riistu a v obdobi zralosti plodd.

Jelikoz je rod Artemisia L. (pelynék) znamy obsahem tujonu, byla pro doplnéni
provedena tenkovrstva chromatografie pro zjisténi jeho pfitomnosti v droze. Na
chromatogram byly naneseny extrakty vzorkt II a III a standardy tujonu a artemisininu.
Mobilni fazi tvofil toluen — ethylacetat (93 : 7). Po postiiku detekénim Cinidlem (20%
ethanolicky roztok kys. fosfomolybdenové) byly viditelné skvrny odpovidajici barvou i
polohou standardu artemisininu. V piipad¢ tujonu byly vysledky nejednoznaéné, ale 1ze

piedpokladat, ze stopy tujonu jsou pfitomny.
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ABSTRAKT

Ukolem této diplomové prace bylo stanoveni obsahu artemisininu v pelyiiku
ro¢nim (Artemisia annua L.) v prubéhu vegeta¢niho cyklu. Rostlina byla péstovana na
tizemi Ceské republiky v roce 2006 a sbirdna ve étyfech riiznych vegetaénich obdobich
(obdobi intenzivniho vegetacniho rtistu, nasazeni poupat, obdobi po odkvétu a obdobi
zralosti plodi). Pro stanoveni byla pouzita nat’ usuSend na zastinéné plose volné na
vzduchu. Z jednotlivych vzorkd drogy byly piipraveny extrakty. Extrahovano bylo
hexanem po dobu 17 hodin a zfiltrovano. Pfitomnost artemisininu v droze byla
potvrzena tenkovrstvou chromatografii za pouziti standardu artemisininu. Obsah
artemisininu byl stanoven vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi
s vyuzitim isokratické eluce a spektrofotometrické detekce pti vlnové délce 295 nm.
Nejvetsi obsah artemisininu byl zjiStén ve vzorku, ktery byl ziskan sbérem v obdobi

nasazeni poupat (0,030%).

This studies describes the determination of artemisinin in Artemisia annua L.
cultivated in Czech Republic in 2006. Plant was harvested in four vegetative stages
(intensive vegetative growth stage, bud formation, cease bloom stage and maturity seed
stage). Plant was shade dried on the air and extracted with an organic solvent hexane for
17 hours and then filtrated. Artemisinin was confirmed by thin layer chromatography
with artemisinin standard use. The concentration of artemisinin was determinated by
reversed phase high performance liquid chromatography with constant constitution of
mobil phase and UV detection with wave length 295 nm. Maximum artemisinin

concentration occured at the bud formation stage (0,030%).
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