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AGRIP

Urhlutun og pattun efna ar svompunum Petrosia crassa o0g
Halichondria sitiens og skimun fyrir krabbameinsfrumuhemjandi
ahrifum peirra in vitro

Inngangur: Rannséknir & efnainnihaldi svampa hafa aukist gridarlega undanfarna aratugi
vegna pess hversu mikid af lifvirkum og einstdkum annars stigs efnasambéndum peir
framleida. petta eru m.a. efni sem hafa aexlis- og krabbameinsfrumuhemjandi virkni. Nylega
var nyju krabbameinslyfi (eribulin mesylate) veitt markadsleyfi, en pad er efnasmidud afleida
af efninu halichondrin B sem & reetur sinar ad rekja til svampsins Halichondria okadai.
Rannsoknir & efnainnihaldi hryggleysingja sem safnad er & islandsmidum eru ad stiga sin
fyrstu skref. baer sérstoku umhverfisadstaedur sem par er ad finna eru taldar geta haft ahrif a
framleidslu svampa & nyjum og lifvirkum annars stigs efnum. Engum annars stigs efnum
hefur verid lyst ar Petrosia crassa né Halichondria sitiens en efnum ar ymsum efnaflokkum

hefur verid lyst Gr 66rum Petrosia og Halichondria tegundum.

Markmid: Ad einangra og byggingardkvarda efni med krabbameinsfrumuhemjandi virkni tr

svémpunum Petrosia crassa og Halichondria sitiens sem safnad var & islandsmidum.

Nidurstédur: Svampurinn Petrosia crassa var Urhlutadur i fjora misskautada Urdreetti.
Urdreettir BC (kloréform-ardrattur) og D (batandl-Grdrattur) voru péttadir med flash
suluskiljun, fastfasastluskiljun og magnbundinni haprystivokvaskiljun. Ahrif Grdratta og
fraktiona a frumulifun SKBr3 brjéstakrabbameinsfrumna in vitro var kénnud. Tveer fraktionir
voru valdar til byggingarédkvordunar. Valid byggdist a hreinleika peirra at frA HPLC réfum,
magni og ahrifum peirra & lifun krabbameinsfrumna i reekt, pé &hrifin hafi verid veeg.
Nidurstodur ar kjarnsegulmaelingum benda til pess ad um sterdla sé ad reeda en frekari

rannsékna er porf til ad ljuka byggingargreiningu efnanna.

Svampurinn Halichondria sitiens var einnig Urhlutadur og péattadur i fraktionir og &hrif peirra
konnud & SKBr3 brjéstakrabbameinsfrumur in vitro. Lifun krabbameinsfrumna sem reektadar
voru med Urdreetti BC var 36% i styrknum 33 pg/mL og fjérar undirfraktionir af Grdraetti BC
hofou sambeerileg eda meiri ahrif. Ekki nadist ad einangra virk efni ar Halichondria sitiens i
pessu verkefni en visbendingar eru um ad par sé ad finna efnasambdnd med

krabbameinsfrumuhemjandi ahrif in vitro.

Alyktun: | aframhaldandi rannséknum & hryggleysingjum sem finnast & islandsmidum vaeri
ahugaverdara ad einblina a virkari fraktionir, t.d. Ur Halichondria sitiens, en peer sem voru
einangradar Ur Petrosia crassa. En p6 er einangrun hreinna annars stigs efnasambanda ar
svompum sem aldrei hefur verid lyst adur dhugavert viofangsefni par sem pau er haegt ad

geyma i efnabanka og sidar kanna virkni peirra i 68rum lifvirknipréfunum.



ABSTRACT

Extraction and fractionation of compounds from the sponges Petrosia
crassa and Halichondria sitiens and screening for their cytotoxic
effects on cancer cells

Introduction: Researches on the chemical compositions of marine sponges have increased
over the last decades. Sponges biosynthesize an array of bioactive and unique secondary
metabolites, including compounds with anti-tumor and cytotoxic effects. Recently, a new
anti-cancer drug (eribulin mesylate) was approved. This drug is a synthetic analogue of the
marine sponge natural product halichondrin B, which was isolated from Halichondria okadai.
Bioprospecting of marine natural invertebrates in Icelandic water has recently begun. It is
possible that the unique environment around Iceland has an affect on the production of new
and bioactive secondary metabolites by marine invertebrates, including sponges. No
secondary metabolites have been described from the sponges Petrosia crassa or
Halichondria sitiens, but several compounds from different chemical classes have been

described from other Petrosia and Halichondria species

Aim: The aim of this reaserch was to isolate and structurally elucidate cytotoxic compounds

from the sponges Petrosia crassa and Halichondria sitiens, collected in Icelandic waters.

Results: The sponge Petrosia crassa was extracted into four extractions with different
polarities. Extractions BC (chloroform-extraction) and D (butanol-extraction) were separated
further with flash-, SPE- and preparative HPLC chromatography. The cytotoxic effects of the
extracts and fractions were determined on a SKBr3 breast cancer cell line in vitro. Two
fractions were selected for structural analysis. The selection was based on the compounds
purity according to HPLC chromatograms, the quantity and their activity on cancer cells in
vitro, although the activity was weak. Preliminary results from the proton spectra and mass
spectra indicate that these compounds are some type of sterols. However, further studies is
needed to finish the structural elucidation of these compounds. The sponge Halichondria
sitiens was also extracted and fractionated and the effect of the fractions tested on a SKBr3
brest cancer cell line in vitro. The survival of the cancer cells with extraction BC was 36%
and four of the BC fractions had a similar or better effects on the survival of the cancer cells.
Isolation of pure compounds from Halichondria sitiens was not completed in this reaserch

but there are indications that compounds with anti-cancer effects in vitro can be isolated.

Conclusion: For future studies on invertebrates collected from Icelandic waters, it would be
more interesting to focus on more effective fractions, for example from Halichondria sitiens,
then fractions isolated from Petrosia crassa. However, chemical analysis and isolation of
pure compounds from sponges where no secondary metabolites have been described is an
interesting task.These compounds can then be stored in a chemical bank and used in other

bioactive assays.
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1. INNGANGUR

1.1 Nattaruefni og lyfjaproun

Nattaruefni hafa verid notud til laekninga fra oréfi alda og eru pau uppspretta
margra mikilveegra virkra efnasambanda i |lyfjum. bpratt fyrir miklar
teekninyjungar i sameindahermun (e. combinatorial chemistry) eru nattaruefni
enn mikid notud i lyfjapréun i dag. Talid er ad meira en 25% lyfjaefna séu
nattaruefni eda unnin fra nattirulegum efnasambdndum og var heildarsala a
peim arid 2002 yfir 30 milljarda dollara a heimsvisu (Kingston, 2011; Newman,
Cragg og Snader, 2003). Mikil fjdlbreytni er i efnabyggingu sameinda sem
finnast i nattGrunni og hafa sameindir sem notadar eru i lyfjapréun veriod
einangradar ur plontum, dyrum, sjavarlifverum og érverum og eru medal annars
notadar i lyfjum gegn krabbameini, sykingum og sykursyki (da Rocha, Lopes og
Schwartsmann, 2001). Flest lyf sem eru afleidur nattaruefna koma upprunalega
frA orverum, t.d. syklalyf, en talsverdur fjoldi kemur einnig fr4 plontum s.s.
morfin, vinblastin, vinkristin, kinin, artemisinin, etéposid, tenipdsio, paklitaxel og
kampotekan afleidurnar topitekan og irindtekan. Fjoldi lyfja sem eiga uppruna
sinn ad rekja til sjavarlifvera eru einnig ad aukast, sem deemi ma nefna
krabbameinslyfin trabectidin (Yondelis®) og eribdlin mesylate (Halaven®)
(Kingston, 2011).

pratt fyrir margar mikilveegar uppgotvanir & nattaruefnum undanfarin 50 ar er
framleidsla nattaruefna oft mun erfidari en framleidsla smidadra efnasambanda
og pess vegna foru morg stor lyfjafyrirteeki ad minnka aherslu a efni fra
nattirulegum uppsprettum. Vandamalin lagu i pvi ad erfitt getur verido ad meta
uppsprettu synisins, fa fram naegilegt magn af syninu, audkenning og einangrun
virkra efna getur verid flokin og pad getur reynst erfitt ad fa einkaleyfi &
nattaruefnum (da Rocha o.fl., 2001; Harvey, 2008). Lyfjafyrirteekin hafa aukid
aftur rannsoknir a nattaruefnum par sem miklar teekniframfarir hafa ordid i
greiningaradferdum, litréfsgreiningum og hahradaskimunum (HTS, e. high-

throughput screening) undanfarin ar og onnur teekni, eins og sameindahermun,



var ekki ad leida til préunar & eins morgum lyfjasprotum og aeetlad var (Harvey,
2008; Molinski, Dalisay, Lievens og Saludes, 2009).

I moérg &r voru nattaruefnarannsoknir adallega gerdar & pléntum og érverum fra
landi, adallega vegna pess hversu audvelt er ad safna peim. Hinsvegar hafa
rannsoknir aukist & sjavarlifverum par sem paer eru taldar bua yfir einstokum
efnasambondum sem ekki er ad finna i lifverum fra landi. Petta er m.a. talid
vera vegna fjolbreytilegra heimkynna peirra og ymsar umhverfisadsteedur geta
einnig spilad inn i, eins og t.d. frambod & neeringu, solarljosi og saltmagni
(Schumacher, Kelkel, Dicato og Diederich, 2011).

Tilvera alls lifs hoéfst i sjonum og hafid pekur meira en 70% af yfirbordi jardar
(Schumacher o.fl., 2011). Minna en 1% af yfirbordi hafsins er par sem land
meetir sj0 og par sem heitur sjor flaedir it um loftop & djlpsjavarsveedum. A
pessum sveedum er ad finna gifurlegan fjdlda tegunda sjavarlifvera og pvi er
talid ad par sé liffreedilegur fjdlbreytileiki og framleidoni efnasambanda einna
mest i heiminum. Talid er ad liffreedilegur fjdlbreytileiki sé e.t.v. meiri en finna
méa i regnskogunum (Haefner, 2003; Simmons o.fl., 2005). Mikill fjoldi
sjavarlifvera byr a pessum takmorkudu sveedum s.s. poérungar, korallar,
svampar og fleiri hryggleysingar. Neering, ljos, vatnsfleedi og hitastig eru allt
paettir sem geta takmarkad voxt peirra og veldur pad samkeppni peirra a milli
um ad lifa af. bessi samkeppni og skortur & nattdrulegu varnarkerfi, eins og
sérhaefu dneemiskerfi, hafa leitt til pess ad hryggleysingjar hafa préad med sér
myndun a annars stigs efnum. bessi efni hjalpa sjavarlifverunum ad verjast
randyrum, halda samkeppnisadilum i skefjum, veida fornarlomb og einnig spila
pbau stéran patt i adlégun peirra ad erfidu umhverfi. Annars stigs efnin sem
pbessar lifverur mynda eru af mérgum efnaflokkum, t.d. terpenar, alkal6idar,
polyketidar, peptid, shikimin syruafleidur, sykrur og sterar (Haefner, 2003;
Schumacher o.fl., 2011; Simmons o.fl., 2005).

Hafio er rikt af halégenum eins og kléri og bromi en myndun efnatengja milli
halégena og tiltekinna efnasambanda (e. halogenation) var adur fyrr talin vera
sjaldgeef i nattarunni. pratt fyrir pad eru til umbrotsefni fra sjavarlifverum sem

innihalda baedi brom og klor (Gribble, 2004). Pott pad s€ mun minna magn af



bromi en Kklori eiga sjavarlifverur audveldara med ad mynda lifreen
efnasambond sem innihalda brém en klé6r. Yfir 5000 halégenerud efnasambénd
hafa verid uppgotvud a sidustu 100 arum og flest peirra eiga reetur sinar ad

rekja til sjavarlifvera (Herrera-Rodriguez, Khan, Robins og Meyer, 2011).

Nattaruefni pynnast fljott i vatni og pvi purfa annars stigs efnin ad vera mjog virk
til a0 hafa &hrif. Af pessari asteedu er talio ad gridarlega mikinn fjélda ad
nattiruefnum og efnasambdndum sé ad finna i sjonum sem nyst geta i leit af
nyjum lyfjum med betri virkni og sértaekni gegn sjukdémum sem herja & menn
(Haefner, 2003).

1.2 Sjavarlifverur og krabbamein

Ahuginn & nattiruefnum fra sjavarlifverum for ad kvikna eftir ad visindamenn
uppgotvudu einstok eitur sem er ad finna i sjavarlifverum. Sem daemi ma nefna
conotoxin, sem er mjog virkt peptid eitur sem keilusnigill notar til ad lama brad
sina (McManus, Musick og Gonzalez, 1981). | oddum lj6nsfiska (e. lionfish) er
einnig ad finna banvaent eitur (Saunders og Taylor, 1959) og pdrungar framleida
mjog virk alkaléid taugaeitur, eins og saxitoxin, og poélyketid taugaeitur, eins og
brevetoxin (Simmons o.fl., 2005). Pad var National Cooperative Drug Discovery
Program of the National Cancer Institute sem kom af stad meiri samvinnu a milli
visindamanna og lyfjaidnadarins og hefur pad leitt til pess ad morg
efnasambond fra sjavarlifverum hafa komist i kliniskar rannsoknir (Hallock og
Cragg, 2003). Ahersla var 16gd & rannsoknir & sjavarhryggleysingjum, og pa
sérstaklega svompum, kordllum og dyrum af einum eettbalki mottuldyra (e.
ascidians), par sem algengt er ad finna pa nalaegt landi og audvelt er ad safna
peim (Radjasa o.fl., 2011). Hryggleysingjar eru taldir vera um 60% allra
sjavardyra og flest peirra eru lidormar (e. Annelida), liddyr (e. Arthopoda),
mosasdyr (e. Bryozoa), holdyr (e. Cnidaria), skrapdyr (e. Echinodermata), lindyr
(e. Mollusca), flatormar (e. Platyhelminthes), svampar (e. Porifera) og mottuldyr

(e. Tunicata) (Leal, Puga, Serodio, Gomes og Calado, 2012).

Rannsoknir & krabbameinshemjandi efnum ar sjavarliftverum hafa leitt til
uppgoétvanna a virkum efnasambdndum eins og trabectedin, sytarabin og

eribtlin mesylat. Sytarabin var lengi vel eina virka krabbameinshemjandi



efnasambandid & markadi sem atti uppruna sinn ad rekja til sjavarlifvera. pad
tok meira en 15 ar ad fa markadsleyfi og ram 30 ar lidu par til annad néatturuefni
einangrad ar sjavarliftverum fékk markadsleyfi. Pad var peptidid zikdnétio sem
fékk markadsleyfi arid 2004 (Bergmann og Feeney, 1951; Schumacher o.fl.,
2011). Miklar framfarir urdu a pessu timabili, m.a. i kofunarteekni, en peer
framfarir gerdou pad kleift ad haegt var ad kafa nidur & allt ad 40 m dypi (Molinski
o.fl., 2009). Miklar framfarir urdu einnig i greiningaradferdum, pa sérstaklega i
haprystivokvaskiljunum og kjarnsegulmaelingum. bréadar voru lifvirkniprofanir
sem krofdust minna magns af efni sem er mikilvaegt pvi annars stigs efni ar

hryggleysingjum myndast oft i littu magni (Koehn og Carter, 2005).

Morg efnasambond fra sjavarlifverum hafa farid i kliniskar rannsoknir og sum
peirra eru komin med markadsleyfi. Samkveemt Mayer og samstarfsménnum
eru atta efnasambénd komin med markadsleyfi, eitt efnasamband er i fasa Ill i
kliniskum ranns6knum og sex eru i fasa Il og fjégur i fasa I, sja téflu 1 (Mayer,
2010).



Tafla 1. Efnasambdnd einangrud ar sjavarlifverum sem eru komin med markadsleyfi eda eru i kliniskum rannséknum.
Fram kemur um hvada efnasamband er verid ad reeda, sérheiti ef pad a vid, lifveran sem efnasambandid er einangrad Ur,
efnaflokkur, verkun sameindar og abendingar. Taflan er adlégud fra Mayer (Mayer, 2010).

Stada NG Sérheiti L|fvera/_ Efnaflokkur Verkun sameindar Abendingar
efnasambands Uppruni
Bratt eitilfrumuhvitblaedi, bratt beinmergs
. . i e : i Verkar & DNA (e. myelocytic) hvitbleedi, bradafasi i
Sytarabin (Ara-C) Cytosar-U Svampur (Cryptotethia crypta) Nukleosio polymerasa kroniskri kymingahvitblaeai og
heilahimnuhvitblaedi (Mayer o.fl., 2010).
Lipésémal sytarabin ® . s Verkar a DNA Meaenuvokvamedferd gegn heilahimnubdlgu
(Ara-C) Depocyt Svampur (Cryptotethia crypta) Nikleosid pélymerasa (European Medicines Agency, 2011a).
P Brad gleeru- og tarubdlga af véldum herpes
Vidarabin (Ara-A) vira-A® Svampur (Cryptotethia crypta) Nukle6sio Vgr}( araveiru DNA simplex veiru typu 1 og 2 (Mayer o.fl.,
poélymerasa 2010)
Notad i medferd gegn langtima verkjum i
Verkar 4 N-tVpu Ca- sjuklingum sem parfnast verkjastillandi
Zikonaotio Prialt® Keilusnigill (Conus magus) Peptid 6N P medferdar med innsprautun i sveedi sem
9ong umlykja maenu og heila (European
Medicines Agency, 2010a).
Eribalin Mesvlate Brjostakrabbamein med meinvérpum
Markads- (E7389) y Halaven® Svampur (Halichondria okadai) Makrélid Verkar & orpiplur (European Medicines Agency, 2011b; U.S.
leyfi Food and Drug Administration, 2010).
Notad sem vidbotarmedferd med
- - - ) AP lifstilsbreytingum til ad leekka magn
gfﬁgs?e? syrd Lovaza® Fiskur (feitur fiskur) g)tumse'?ﬁrs :]/,er;kanr diﬁg?gﬁsei%a priglyserida (500 mg/dL eda heerra) i
y y ymy fullordnum (U.S. Food and Drug
Administration, 2010).
. B} , . .- e Krabbamein i mjukvef og krabbamein i
Trabectedin Yondelis® Mott_uldyr (Ecteinascidia Alkal6ia Verkar & minni groéf eggjastokkum (European Medicines
(ET-743) turbinata) DNA
Agency, 2010b).
Hodgkins eitilfrumukrabbamein og
. . hvitbleedi (e. anaplastic large cell
\?erzgill’]rz(l(rg%bN-SS) Adcetris® Lindyr (Dolabella auricularia) Motefni grer;(c’;lllr“’al CD30og lymphoma (ALCL)) (U.S. Food and Drug
pip Administration, 2012) og T-frumu hvitbleedi
i hud (European Medicines Agency, 2012).
Fasi Ill Plitidepsin Aplidin® Mottuldyr (Aplidium albicans) Depsipeptid Virkar a racl og Endurkoma eda pralatt mergaexii (U.S.

JNK virkjun

National Institute of Health, 2011a).



http://en.wikipedia.org/wiki/Ecteinascidia_turbinata
http://en.wikipedia.org/wiki/Ecteinascidia_turbinata

DMXBA (GTS-21) A ekki viod Ormur (Amphiporus lactifloreus) | Alkal6id Z:élt(;lr(gifv%f:l:g ﬁggﬁr']m%oeg's' National  Institute  of
Sveppur (Aspergillus sp. CNC- Q. f oo R . . .
. . " o - PR Diketo- Verkar & orpiplur o Fost aexli eda eitiffrumukrabbamein (U.S.
Plinabulin (NP12358) | A ekki vid 139. emangrai‘:?ur ur porungnum pierasin JINK stress l;))lrlzjteing National Institute of Health, 2006b) (
Halimeda lacrimosa) ' )
Efnasmidud afleida af . . . .
PM00104 ) alkal6idum einangrudum ar L Verkar a DNA- Oskurdteekt Iang'g ggngla axli og/eaa_aexh
Zalypsis lindyrum (jorumycin) o Alkal6io bindinau (EFT) med meinvérpum (U.S. National
o nycin) og 9 Institute of Health, 2010b).
svémpum (renieramycins)
: Efnasmioud afleida af efninu . . . .
Fast |l Elisidepsin Irvalec® Kahalalio F sem var einangrad Depsipeptio XL?n[rll(Srr]i?nnuvdkva g(;eitit))ameln [ maga (Szyldergemajn,
ur lindyrinu Elysia rufescens '
Efnasmioud afleida af efnum e ., . I
PMO01183 Aekkivid | sem eiga reetur sinar ad rekja til | Alkal6id Perkar a minni grof | Bridstakrabbamein, ﬂgglt?ez'g‘fzr)p“m (UsS.
mottuldyrsins E. turbinata. ' :
Efnasmidud afleida af efnum Verkar & . . . .
CDX-011 A ekki vid sem eiga reetur sinar ad rekja til | Motefni glyképrotein NMB Ef”ﬁzzmaggalgqae)m (U.S. National Institute
lindyrsins Dolabella auricularia. og orpiplur ' )
?Aszrllii%gm())ramié A A ekki vid Bakteria (actinomycete Beta-lakton- \r;eeﬁlt(iigaz(gs lllkynja fost aexli eda eitilfrumukrabbamein
p ' Salinospora tropica). gamma laktam \ (U.S. National Institute of Health, 2006b).
NPI-0052) proteasome)
Efnasmidud afleida af efnum o . R . .
PM060184 A ekki vid sem eiga reetur sinar ad rekja til | Ekki gefid upp \[;ilrll_(\ar & minni grof :_na;r:iilltjteggfngg]altLosztOlalegd)l (U.S. National
svampa ' )
Fasi | ) Verkar 4 CD70 o CD-70 jakveett non-Hodgkins eitileexli eda
SGN-75 A ekki vid Lindyr (Dolabella auricularia) Motefni sroiplur 9 nyrnafrumukrabbamein  (U.S.  National
PIP Institute of Health, 2009).
ASG-5ME A ekki via Lindyr Métefni Verkar a ASG-5 og Langt gengid blddruhdlskirtiiskrabbamein

orpiplur

(U.S. National Institute of Health, 2010c).




1.2.1 Annars stigs efni hryggleysingja og krabbameinshemjandi virkni peirra

Frad arinu 1951, pegar proun & sytarabin héfst, hafa moérg néttdruefni ar
sjavarlifverum verid rannsékud og morg peirra haft lifvirkni (Molinski o.fl., 2009).
Medal peirra var zikono6tid sem var annad nattaruefnid einangrad ur
sjavarlifverum sem var veitt markadsleyfi. Zikonotid er peptido upphaflega
einangrad Ur keilusnigli og gengur undir sérheitinu Prialt®. pad er notad til
medferdar gegn pralatum verkjum eftir meenuskada (Terlau og Olivera, 2004).
Hér verdur farid yfir nokkur nattaruefni sem einangrud hafa verido Ur
sjavarlifverum og synt fram & krabbameinshemjandi virkni. Fjallad verdur um
nattiruefni einangrud Gr svompum i kafla 1.3. Ytarlegri umfjallanir um pessi efni,
asamt fleirum, Ur sjavarlifverum ma medal annars finna i yfirlitsgreinum fra
Mayer og samstarfsmonnum (Mayer o.fl., 2010), Molinski og samstarfsménnum

(Molinski o.fl., 2009) og Simmons og samstarfsménnum (Simmons o.fl., 2005).

1.2.1.1 Ecteinascidin-743

Ecteinascidin-743 (Yondelis®, trabectedin) markar mikilveeg timamoét fyrir
nattdruefni einangrud ar hryggleysingjum. Naestum 40 arum eftir uppgoétvun
pbess og 17 &rum eftir ad greint var fra HO

byggingu pess, sj@ mynd 1, vard
Ecteinascidin-743 fyrsta nattdruefnio sem
einangrad var ar sjavarlifveru med HsC
krabbameinshemjandi verkun til ad komast
a markad. Ecteinascidin-743 er einangrad -0 é:H

ar moéttuldyrinu Ecteinascidia turbinata sem Ecteinascidin-743
Mynd 1. Efnabygging
Ecteinascidin-743 (Mayer
(Mayer o.fl., 2010; Molinski o.fl., 2009). o.fl., 2010).

Krabbameinshemjandi verkun pess var stadfest med verkun & P388 frumulinu
med 1Cso 1,3 ng/mL (Wright o.fl., 1990). Litid magn af virka efninu fékkst vid

einangrun efnisins (~10 ppm) og seinkadi pad rannsoknarvinnunni um teepa tvo

finnst i Karabiska- og Midjardarhafinu

aratugi sem vard til pess ad fyrsta fjblprepa nymyndunarferlio var akvardad
1996 med 0,75% heimtum. Bylting vard pegar visindamenn hja fyrirteekinu

PharmaMar préudu hlutsmidunaradferd par sem upphafsefnid er cyandsafracin



B (Molinski o.fl., 2009). Safracin B er syklalyf sem & uppruna sinn ad rekja til
bakteria en pad feest med gerjun a bakteriunni Pseudomonas fluorescens
(Cuevas o.fl., 2000). Virkni trabectedin er lyst sem guanin-sérteekri alkyleringu a
N2 st6du i DNA sem eru svipadir eiginleikar og minni-gréfar alkylerandi efnid
anthramycin hefur. Trabectedin var skrad sem afskipt lyf (e. orphan drug) arid
2001 af Lyfjastofnun Evrépu til medferdar gegn krabbameini i bandvef (e. Soft
Tissue Sarcoma, STS) (Haefner, 2003). bad fékk markadsleyfi ario 2007 af
Evrépusambandinu, undir nafninu Yondelis®, til medferdar gegn STS og

krabbameini i eggjastokkum (European Medicines Agency, 2010b), sja toflu 1.

1.2.1.2 Didemnin B og aplidin

ET-743 er ekki eina krabbameinshemjandi efnid sem hefur verid einangrad ur
mottuldyri (e. ascidians). Didemnin B var fyrst einangrad af Rinehart og
samstarfsménnum ario 1981 ur
Trididemnum solidum  (Rinehart
o.fl., 1981). bad syndi veiru- og
krabbameinshemjandi  virkni i

nanémolar styrk 0g var

sameindabygging pess akvoroud
ario 1988 (Hossain o.fl., 1988), sja A

mynd 2. Didemnin B var fyrsta

OCH;

Didemnin B, R = L”zJ”JOH

krabbameinshemjandi nattiruefnid Aplidine, R = ;"o

einangrad ur sjavarlifverum sem Mynd 2. Efnabygging didemnin B og
komst i kliniskar rannséknir (Chun @plidin  (Simmons, Andrianasolo, McPhail,

) ~ Flatt og Gerwick, 2005).
o.fl., 1986). Par sem didemnin

efnin eru med mjog likar efnabyggingar og pekkt umbrotsefni cyandbakteria var
talid ad frumudrepandi verkun peirra meetti rekja til cyandbakteria sem lifa
samlifi med mottuldyrinu (Sings og Rinehart, 1996). Didemnin B komst i fasa Il
i kliniskum rannsoknum en pratt fyrir ymiskonar profanir og rannsoknir a
ahrifum pess a mismunandi gerdir krabbameins var efnasambandid einfaldlega
of eitrad til notkunar og pvi var 6lllum kliniskum rannséknum haett 1990. Hins

vegar leiddu pessar rannsoknir til pess ad pad uppgotvadist efnid aplidin



(dehydrédidemnin B, plitidepsin), sem hefur svipada efnabyggingu, sja mynd 2,
en er ekki eins eitrad. Frekari rannsoknir leiddu i ljos ad aplidin er virkara &
krabbamein en didemnin B og virtist ekki hafa somu eitrunarahrif a taugar
(Geldof, Mastbergen, Henrar og Faircloth, 1999). Aplidin er na i fasa Il i
kliniskum rannséknum gegn pralatu eda endurkomu & mergaexli par sem pad er

gefid med dexametason (U.S. National Institute of Health, 2011a), sja toflu 1.

1.2.1.3 Cryptofycin

Cryptofycin er deemi um efnasamband
einangrad Ur cyanobakterium sem lifa [}/LNY
samlifi med sjavarlifverum. Cryptofycin s
J e EEE

A var fyrst einangrad af Schwarts og

samstarfsménnum  ario 1990  ar Cryptofycin-1
cyanobakteriunni Nostoc spp. af stofni

ATCC 53789 (Schwartz o.fl, 1990). Mynd 3. Efnabygging cryptéfycin-1
Nafninu var seinna breytt i cryptéfycin-1 Szac?:tr:aortchirgtgg? Media, Wiegand og
og var ICso gildi metid 3 pg/mL pegar pad var préfad gegn KB og LoVo
krabbameinsfrumum in vitro. Greint var frh efnasmid cryptofycin-1 ario 1995 og
efnabyggingu pess (Barrow o.fl., 1995), sjA mynd 3. Cryptofycin hindrar
frumuskiptingu og hamlar mitésu. Smidadur var analdg af cryptofycin-1 sem
kallast cryptéfycin-52. Seint & niunda aratugnum var cryptofycin-52 profad i
fasa | kliniskum ranns6knum a sjuklingum med fost sexli (e. solid tumors)
(Sessa o.fl., 2002; Stevenson o.fl., 2002). | fasa Il ranns6knum var efnid préfad
a sjuklingum med lungnakrabbamein (Edelman o.fl., 2003). bPad komst ekki
lengra i kliniskum ranns6knum pvi til ad f& fram virkni purfti svo hda skammta
ad pad olli 6aseettanlegum eiturverkunum i taugakerfi i formi Uttaugakvilla og

haegoatregdu.



1.2.1.4 Délastatin

Dolastatin -~ voru  einangrud  Ur \J\/

SR

, . . Z N g =
seehéranum Dolabella auricularia oga ' [ o Sond \J\/\E;J
medal peirra var einangrad dolastatin NP

o . Ddlastatin 10
10 sem syndi fram & virkni gegn
moérgum  tegundum  krabbameins- '“N’T“'ru ,RN,I1 S

. -\_.- \ - kn-- T—-’ S "-n_.,ﬂ’ =

frumna in vitro, par sem EDs gildid ' 0 _A_CH3OH O DCHag
var 4,6*10° pg/mL (Pettit o.fl., 1987). TZT-1027 (soblidétin)

Hinsvegar, par sem mjog litid af virka Mynd 4. Efnabygging délastatins 10
efninu var ad finna i seehéranum tok og soblid6tin (Simmons o.fl., 2005).
pad meira en 15 &r ad greina efnabygginguna (Pettit, 1996), sja mynd 4. bessi
lagi styrkur af dolastatin 10 i saehérum bendir til pess ad feeda ssehérans
innihaldi cyanobakteriur sem eru ad framleida petta annars stigs efni. pad var
stadfest med 6beinni einangrun & dolastatin 10 Ur cyandbakterium af Symploca
tegund (Luesch, Moore, Paul, Mooberry og Corbett, 2001). Doélastatin 10 for i
fasa | i kliniskum rannséknum gegn ymsum krabbameinum og komst pad i fasa
Il gegn krabbameini i blodruhalskirtli (Vaishampayan o.fl., 2000), lungum (Krug
o.fl., 2000), ristli (Saad o.fl., 2002), mjukvefjum (von Mehren o.fl., 2004),
brjéstum (Perez o.fl., 2005), brisi (Kindler o.fl., 2005) og sortuaexli (Margolin
o.fl., 2001). brétt fyrir ad nidurstddur eiturverkunprofana & délastatini 10 veeru
aseettanlegar var klinisk virkni ekki naeginleg. bvi var pad dregid ur kliniskum
rannsOknum gegn krabbameini. Rannséknir & dolastatin 10 leiddu pd til
efnasmidar & 60ru efni sem kallast TZT-1027 (soblidétin) (M. Kobayashi o.fl.,
1997), sja mynd 4. Soblidétin komst i gegnum fasa Il tilraunir adur en
rannsOknum var haett vegna pess ad enga Kkliniska virkni var ad finna i
préfununum (Riely o.fl.,, 2007). Fleiri ddlastatin hafa verid einangrud ur
saehéranum D. auricularia og par ma medal annars nefna délastatin 15, sja
mynd 5. Pad var virkt gegn P388 krabbameinsfrumum in vitro i styrknum EDsg
2,4*107 pg/mL (Pettit o.fl., 1989).
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Pad sem kom i veg fyrir frekari rannsoknir

4 dolastatin 15 var flokin nymyndun sem

‘w2 Y € \h,“voc s
LK rv‘N"l M o'I N gaf lélegar heimtur og lélega vatnsleysni.

0 A0 O O o0 )
) . - . ' .
Dolastatin 15 Hinsvegar hafa ymis efnasambdnd verid
o bréud ut fr4 dolastatin 15 og par ma medal
L " x il 'S PR Yy
N (-)” " g“ ;” ;”*—' » annars nefna LU 103793 (cematddin) og

ILX651 (synthadotin), sja mynd 5. Arid

1995 var cematddin fyrst smidad og syndi

LU-103793 (cematodin)

1 2 X ,';-7/,,_,,'»4:/ Mo pad mikla frumudrepandi virkni in vitro med
Rt & ®T ICso gildid 0,10 umoliL (de Arruda ofl.,

ILX651 (synthadoti
(Sysihmaoin) 1995). Cematddin komst { fasa Il i

Mynd 5. Efnabygging Kliniskum  rannsoknum gegn  brjésta-
dolastatin 15, cemadotin o9 yrahhameini (Kerbrat o.fl., 2003), illkynja
synthadotin (Simmons o.fl.,

2005). sortueexli  (Smyth  o.fl., 2001) og

lugnakrabbameini (Marks o.fl., 2003). Klinisk virkni cematodins reyndist ekki
naegjanleg og pvi var kliniskum rannséknum haett (Newman og Cragg, 2004).
Synthadoétin er af pridju kynslod af délastatin 15 og komst i fasa Il i kliniskum
rannséknum gegn meinvorpum sortueexla, hormoénahadu krabbameini i
blodruhalskirtli og gegn stadbundnu eda langt gengnu sméafrumukrabbameini.
Kliniskum rannsoknum var svo heett par sem nidurstodur syndu ekki fram a

naegilega mikla verkun fyrir einlyfjamedferd (Mayer o.fl., 2010).

1.3 Svampar

Svampar eiga sér langa préunarségu og hafa verid til i um 700-800 milljonir ara.
P& er ad finna i miklu magni & sudreenum hafsveedum, en einnig i temprudum
hafsvaeedum og jafnvel i ferskvatni. Svampar dreifa sér vitt og breitt um hofin, allt
fra strondum og nidur a pusund metra dypi (Thomas, Kavlekar og LokaBharathi,
2010). Svampar hafa svipada eiginleika og frumdyr med tilliti til frumuskipulags,
loftskipti, fiplgunar og svorun vid umhverfisérvun. | stadinn fyrir liffeeri eda vefi
hafa svampar frumur sem likjast amébum eda teygjudyrum (e. amoeboid cells)

sem hreyfast frjalsar um massa svampanna. Svampar festa sig vid fast undirlag
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0og geta ordid toluvert stérir, eda allt ad einn metri ad haed, sérstaklega i
sudreenum hofum (Hentschel o.fl., 2002). Vaxtarhradi peirra fer eftir tegundum
og er hadur raektunarskilyroum (Belarbi el, Contreras Gomez, Chisti, Garcia
Camacho og Molina Grima, 2003). Svampar fa neeringu i gegnum siur sem
mynda orlitil g6t & yfirbordi peirra. Vatn flaedir inn um siurnar og flytur pannig inn
neeringarefni par sem 6rverur og lifreenar eindir eru siadar ar vatnssulunum med
agnaati (Hentschel o.fl., 2002).

Svampar eru flokkadir nidur i prja flokka; Calcarea (5 aettbélkar og 24 eettir),
Demospongiae (15 eettbalkar og 92 aettir) og Hexactinellida (6 eettbalkar og 20
aettir). Greint hefur verid frA um 15.000 tegundum af svéimpum og flesta peirra
er ad finna i sjonum en adeins 1% i ferskvatni. Flestar tegundir eru i flokknum

Demospongiae (Thomas o.fl., 2010).

Svampar eru pekktir fyrir ad vera hyslar fyrir 6rverur sem eru allt ad 50-60% af
lifmassa svampsins. bessi fjoldi er adallega utanfrumubakteriur sem eru ad
finna i bandvefskim (e. mesenchyme), sem er frumstaedur bandvefur sem hefur
préast i stoovef (Thomas o.fl., 2010). bPessar drverur eru adallega bakteriur,
fornbakteriur, cyandbakteriur eda Orpoérungar (e. microalgae) (Belarbi el o.fl.,
2003). Samlifi svampa og oOrvera lysir sér a margan hatt og oftast er pad
sérteekara fyrir hysilinn. Samhjalpin felur medal annars i sér meiri stodugleika i
grind svampanna, vinnslu & efnaskiptairgangi og framleidslu & annars stigs
efnum. | mérgum tilvikum er tali® ad 6verurnar framleidi lifvirku annars stigs

efnasambdndin en ekki svamparnir sjalfir (Thomas o.fl., 2010).

Svampar hafa verid notadir i laeknisfreedi i margar aldir og rekja ma notkun
peirra aftur til tima leekna i Alexandriu og var pvi lyst itarlega af romverska
sagnfreedingnum Plinius. Laeknar notudu svampa, sem mettadir voru af jodi, til
ad Orva blodstorknun eda svampa, mettada af lifvirkum plontudtdrattum, til
sveefingar eda deyfingar. Plinitus meelti med notkun svampa gegn solsting og
einnig voru peir notadir gegn ymsum sarum, beinbrotum, bjlig, magaverkjum,
sykingum og krabbameini i eistum. Fra 18. 6ld hafa Russar, Ukrainumenn og
Polverjar notad ferskvatnssvampa sem peir kalla Badiaga. Talid er ad Badiaga

sé ekki einn svampur heldur blanda margra ferskvatnssvampa og ad ahrif peirra
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komi til vegna has styrks af jodi. Svampurinn er purrkadur og svo borinn a
bringu eda bak sjuklinga med lungnasjukdéma eda & sar sveedi hja sjuklingum
med verki i fotum og hondum, t.d. af voldum gigtar (Sipkema, Franssen,

Osinga, Tramper og Wijffels, 2005).

1.3.1 Raektun og vinnsla svampa

pratt fyrir gifurlegan fjélda lifvirkra efnasambanda sem hafa verid einangrud ur
svompum hafa fa peirra komist i kliniskar rannsoknir. Pad ma m.a. rekja til pess
ao styrkur peirra er oft mjog lagur (Unson, Holland og Faulkner, 1994). Til ad
reyna ad vinna gegn peim vanda eru svampar reektadir i sj0 eda
reektunarbdrum. Mismunandi adferdir eru notadar vid reektun svampa til ad peir
framleidi neegilegt magn af lifvirkum efnum. Til deemis eru svampar raektadir i
hitastyrdum barum med sjévatni par sem feedu og fleedi sarefnis er stjornad.
Pau raektunarskilyroi sem ekki er haegt ad stjérna eru pau ahrif sem vedur hefur
a voxt og framleidni. A0 auki eru eldisstodvar svampa varnarlausar gegn
sjukddbmum og sykingum snykjudyra. Einnig eru svampar reektadir i
svokolludum reektunarblrum par sem haegt er ad stjérna raektunarskilyréum
algjorlega. Reektunarskilyrdin purfa ad vera lik peim sem svampurinn er vanur

bvi peir geta brugdist misjafnt vid breytingum a umhverfi (Belarbi el o.fl., 2003).

Pegar svampar eru reektadir er frekar notadur hluti (e. explant) af svampinum
heldur en heill svampur par sem hlutinn virdast vaxa hradar. Skorinn er hluti af
heilbrigdum svOmpum og passad ad ytra yfirbord svampsins fylgi med. Seerda
yfirbordid ma ekki kreista pvi pad getur skemmt vefina i kring. Timi fra s6fnun
og pangad til hluti svampsins er unnin parf ad vera eins stuttur og haegt er og
geyma skal svampinn i kdldu vatni (4-6°C) i millitidinni. Til ad koma i veg fyrir
sykingar & medan skorid er skal beeta vid sykladrepandi efnum i raektina og
skipta skal um vatn eftir ad unnid hefur verid med svampinn. Haegt er ad festa
hlutana & neelonstrengi ef raektun fer fram i sj6 og ef peir eru reektadir i
reektunarbdrum parf ad fjarleegja alla hluta sem byrja ad rotna sem fyrst. Margir
svampar pola ekki ad komast i teeri vido andramsloft par sem holur og gong i
svoOmpunum geta stiflast. Pvi verdur 6ll vinna vid reektun ad fara fram ofan i

vatni (Osinga, Tramper og Wijffels, 1999).
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Pau atridi sem hafa parf i huga vio reektun og vinnslu svampa eru medal annars
feeda, porf svampa fyrir Kisil, saltmagn, syrustig, hitastig, surefni, ljos og
argangslosun. Heegt er ad lesa ytarlegra um pessi atridi, asamt fleiri
upplysingum um raektun og vinnslu svampa, i yfirlitsgreinum fra Osinga og
samstarfsmonnum (Osinga o.fl., 1999) og Belarbi og samstarfsmonnum (Belarbi
el o.fl., 2003).

1.3.2 Annars stigs efni svampa oqg krabbameinshemjandi virkni peirra

Ahuginn & annars stigs efnum r

NE, NH,
svompum kviknadi snemma a ﬁm uf\m
fimmta aratugnum pegar - N,L:h@ 5 » N,J

- ot N T: H UH
ndkledsidin  spongdpymidin  og oM Lo
o , . ! )
spongouridin  voru einangraud ur o LW L |
svampinum Cryptothethia crypta  Sytarabin(Ara-C) Vidarabin (Ara-A)

(Bergmann og Feeney, 1951). bessi Mynd 6. Efnabygging sytarabin og
nakledsio voru grunnur ad efnasmio vidarabin (Mayer o.fl., 2010).

fyrir Ara-C, sem er fyrsta krabbameinshemjandi virka efnid sem & uppruna sinn
ad rekja til sjavarlifvera, og veiruhamlandi virka efnid Ara-A (Sipkema o.fl.,
2005), sja mynd 6. Sytarabin var sampykkt af FDA arid 1969 baedi sem
hefdbundid sytarabin (Cytosar-U®) og lipésémal sytarabin (Depocyt®), sja toflu
1. Efnafjlbreytileiki svampa er gifurlegur og ad auki vid pessi 6venjulegu
nukledsid er medal annars er ad finna lifvirka terpena, sterdla, hringlaga peptid,
alkaldéio, fitusyrur, peroxio og amindsyru afleidur. Pessi efnasambond eru einnig
oft halégenerud. bad sem vakti einna mest ahuga visindamanna var uppg6tvun
a fiolbreytileika lipidhluta svampanna sem voru ad innihalda medal annars
fitusyrur, steréla og 6nnur 6sdpanleg efnasambénd sem ekki voru ad finna i
odrum tegundum. | t6flu 2 ma& sja ymis annars stigs efni sem hafa verid

einangrud ur svompum med eexlis- og frumuhemjandi virkni.
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Tafla 2. Annars stigs efni einangrud ur svompum med aexlis- og
frumuhemjandi virkni. Tafla adlégud ur (Joseph, 2011).

Svampur Efnaflokkur Annars stigs efni Heimild
Agelas . » _ .
mauritiana Diterpendio Agelasimin (Fathi-Afshar og Allen, 1988)
Pdrin afleida med . o,
Agela sp diterpencia Agelasin (Cullen og Devlin, 1975; Vik o.fl.,
; : 2007)
hlidarkeoju

Ampimedon sp

Pyridin alkal6id

Pyrinédemin A

(Tsuda, Hirano, Kubota og
Kobayashi, 1999)

Aplysina

Bromotyrosin

aerophoba afleida Aeroplysinin | (Rodriguez-Nieto o.fl., 2002)
Crella sp Steri Crellastatins (D'Auria o.fl., 1998)
Discodermia S - (Fagerholm, Habrant og
calyx Polyketid Calykulin A Koskinen, 2010; Kato o.fl., 1986)
Disidea avara Sesquiterpendio Avarol (Bozi¢ ol 128;50) Miller o,
Druinella Bromaotyrésin . (Copp, Ireland og Barrows,
purpurea afleida Psammaplysin C 1992)
Ervius ) (Carmely, Roll, Loya og
Iendgnfeldi Oligbglykosio Eryl6sio A Kashman, 1989; Sandler,
Forsburg og Faulkner, 2005)
Halichondria i 1 . . (Hirata og Uemura, 1986; Towle
okadai Pélyeter makrolid Halichondrin B o.fl., 2001)
Haliclona Bis- Halitalin (Kashman, Koren-Goldshlager,
tulearensis quindélinylpyrrél Gravalos og Schleyer, 1999)
Ircinia sp Makrolid Haterumalioar (Takada o.fl., 1999)
Jaspis johnstoni | Cyklédepsipeptid Jasplakindlioi (Scott, Boehme og Matthews,

1988; Senderowicz o.fl., 1995)

Jaspis johnstoni

Pyrrolopyrimidin

Toyocamycin

(Suhadolnik og Uematsu, 1970)

Adendsin

Sp

Jaspis johnstoni hlidstzeda Tubercidin (Acs, Reich og Mori, 1964)
Sié-lida (Quinoa, Adamczeski, Crews og
Jaspis sp hetejréhringur Bengamid Bakus, 1986; Thale o.fl., 2001)
(Kobayashi, Murata, Shigemori
Jaspis sp Makroliod Jaspisamid og Sasaki, 1993)
Jaspis
splendans Cyclédepsipeptid Jaspamio (Zabriskie o.fl., 1986)
. . - (Guella, Mancini, Chiasera og
Nselj)sgg:)erga Makrolid Sphinxolid Pietra, 1989; Zhang, Minale,
P Zampella og Smith, 1997)
Pandaros PoIyeter (Holmes, Luu, Carrier og
o s Acanthifélicin Schmitz, 1990; Schmitz o.fl.,
acanthifolium karboxylsyra 1981)
Plakinastrella Alkylfendl Elenic syra (Juagdan, Kalidindi, Scheuer og

Kelly-Borges, 1995)
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Psammaplysilla

(Fusetani, Masuda, Nakao,
Matsunaga og van Soest, 2001;

purpurea Alkaloid Purealidin A Ishibashi, Tsuda, Ohizumi,
Sasaki og Kobayashi, 1991)
Spongia sp Sesterterpendid Spongianolio A (Hata, Tanal;ggogg) Katsumura,
Sp‘;?gé‘i’l'i"se"a Bisnorditerpendia Gracilin B (Mayol, Piccialli og Sica, 1986)
Sesquiterpen-
Strcr)]nglyophora dihydréquinone Puupehenone (Xu o.fl., 2009)
artmani !
afleida
. o . (Jiang, Williams og De
Stylinosn. Sp Alkal6id Mycalamid Brabander, 2006)
: (Bergmann og Burke, 1955;
Cryptotethia Nukledsio Spong6thymidin Proksch, Edrada-Ebel og Ebel,
crypta
2003)
Verongia - Lo (Weiss, Ebel, Elbréchter,
aerophoba Alkaloid Dienon Kirchner og Proksch, 1996)
Verongia . L . . (Bialonska og Zjawiony, 2009;
spengeli Indol alkaloio Aplysinopsin Hollenbeak og Schmitz, 1977)
Tedania ignis Makrolio Tedandlioi (Taylor, Ciavarri og Hearn, 1998)
Zyzzya ‘e . .
fuliginosa Alkal6io Sceptrin (Cipres o.fl., 2010)
Zyzzya - . . (Venables, Barrows, Lassota og
fuliginosa Alkaloid Veiutamine Ireland, 1997)

Fario verdur yfir nokkur annars stigs efni einangrud ar svdmpum og hafa synt

fram & krabbameinsfrumuhemjandi virkni. Ytarlegri umfjallanir um pessi efni,

asamt fleirum, Ur svdompum ma medal annars finna i yfirlitsgreinum fra Mayer

og samstarfsmonnum (Mayer o.fl., 2010), Molinski og samstarfsménnum

(Molinski o.fl., 2009), Simmons og samstarfsménnum (Simmons o.fl., 2005) og

Sipkema og samstarfsmonnum (Sipkema o.fl., 2005).
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1.3.2.1 Halichondrin B oq eribulin mesylat

Eribualin mesylat
(E7389)

Mynd 7. Efnabygging
halichondrin B og eribulin
mesylat (Mayer o.fl., 2010; Towle
o.fl., 2001).

Halichondrin B er poélyeter makrolioi sem
var fyrst einangradur af Hirata og Uemura
ario 1986 ur svampinum Halichondria
okadai (Hirata og Uemura, 1986), sja
mynd 7. Fyrri rannsoknir héfdu synt fram
a krabbameinshemjandi virkni ar Grdreetti
svampsins og Ut fra pvi kviknadi 4huginn
a svampinum. Fleiri halichondrin voru
einangrud en engin peirra syndu eins
mikla krabbameinsfrumuhemjandi virkni
og halichondrin B. Par sem halichondrin
B hefur verid einangrad ur fleiri en einni
svampategund var &lyktad ad pad sé

afurd orvera sem lifa samlifi meod

svompum. pratt fyrir lofandi nidurstédur voru visindamenn i vandreedum med ad

afla naegilegs magns af efninu par sem nattaruleg uppspretta pess var ekki mikil
(Bai o.fl., 1991). bvi var farid i pad ad finna leidir til ad smida efnid og voru pad
Kishi og samstarfsmenn sem attu pann heidur arid 1992 (Aicher o.fl., 1992). Vid

baer rannsoknir var heegt ad kanna samband milli byggingar og verkunar og pa

uppgotvadist efnasamband sem kallast eribulin mesylat (E7389), sem er virki

hluti sameindarinnar, sjA mynd 7. Kliniskar rannsoknir héfust ario 2002 og arid

2010 var eribdlin mesylat sampykkt af FDA til medferdar gegn pralatu

brj6stakrabbameini med meinvérpum undir sérheitinu Halaven® (Donoghue ofl.,

2012), sja toflu 1.
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1.3.2.2 Hemiasterlin/HTI-286

Hemiasterlin er mitésu-hemjandi (e. |
antimitotic)  pripepti® sem var fyrst N.-_ OH
einangrad arid 1994 af Kashman og ° A
samstarfsménnum ar svampinum Hemiasterlin

Hemiasterella minor (Talpir, Benayahu, rIJ

Kashman, Pannell og Schleyer, 1994). 0 _A_

Rannsoknir  syndu  krabbameinsfrumu-
HTI-286

hemjandi virkni gegn P388 Mynd 8. Efnabygging
krabbameinsfrumum med ICso gildi® um hemiasterlin og HTI-286 (Loganzo
0,01 pg/mL. Greint var fra efnabyggingu 0-fl., 2003).

efnisins arid 1996 (Coleman, 1996), sja mynd 8. Eftir miklar rannséknir kom i
lj6s ad einfaldari smidud hlidsteeda hemiasterlin var enn virkari en hemiasterlin
og var hun Kkollud HTI-286. Forkliniskar rannsoknir syndu fram &
krabbmeinsfrumuhemjandi virkni HTI-286 og for pad i kliniskar rannsoknir par
sem pad var rannsakad i sjuklingum med illkynja fost aexli medal annars i ristli,
nyrum, bandvef (e. sarcoma) og lungum (Ratain, 2003). Nidurstédur syndu po6
ekki fram & neina kliniska virkni og algengar eitranir eins og daufkyrningafaed,
Ogledi/uppkdst, harlos og verkir komu i ljés. bvi var kliniskum rannséknum heett

a HTI-286.

1.3.2.3 (+)-Diskddermélio

(+)-Diskodermdlid var fyrst
einangrad ario 1990 af Gunasekera

og samstarfsménnum ar

svampinum Discodermia dissoluta

Diskodermolid

og greindu peir einnig fra

efnabyggingu pess (Gunasekera, Mynd 9. Efnabygging diskédermélid

Gunasekera, Longley og Schulte, (Longley, Gunasekera, Faherty,
McLane og Dumont, 1993).
1990), sja mynd 9. Diskdédermolid
hefur dneemisbeaelandi verkun og verkar i G2/M fasa i frumuhringnum. Mikill

munur er a virkni milli handhverfanna en paer virka & mismunandi fosum i
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frumuhringnum og var virkni (+)-diskddermélio meiri i leegri styrk (Hung,
Nerenberg og Schreiber, 1994). bar sem natturulegar uppsprettur dugou ekki til
ao framleida neegilegt magn af (+)-diskddermadlid voru prdéadar efnasmida
aoferdir (Harried, Lee, Yang, Lee og Myles, 2003; Paterson o.fl., 2005;
Paterson og Lyothier, 2004). beer leiddu til pess ad naegilegt magn var til af efni
til pess ad fara i kliniskar rannsoknir. | fasa | i kliniskum rannsoknum var (+)-
diskdédermalio rannsakad i sjuklingum med illkynja fost eexli. Rannséknum var
po haett eftir fasa | par sem nidurstodur syndu ekki fram a naega kliniska virkni
og eiturverkanir eins og blédleysi, 6gledi/uppkost, preytu, nidurgang og
slimbdlgu (Mita, 2004).

1.3.3 Petrosia sp.
Fjoldinn allur af annars stigs efnum hafa verid einangrud ar svompum af

aettkvislinni Petrosia ur mismunandi efnaflokkum, og p4 mé& medal annars nefna
steréla (Gauvin, Smadja, Aknin og Gaydou, 1998), alkaléida (Astuti, Alam,
Hartati, Sari og Wahyuono, 2005), isOkindlin (Sandoval o.fl., 2004) og
polyasetylen (Jung Sun Kim o.fl.,, 1999). Vitad er ad svampurinn Petrosia
framleidir mikid af lifvirkum poélyasetylen og hafa pau medal annars synt fram a
H*- og K'-ATPasa hémlun, sveppahemjandi verkun, érveruhemjandi verkun,
HIV proteasa homlun, dnaemisbaelandi verkun og krabbameinsfrumuhemjandi
verkun (J. S. Kim o.fl., 1999). I t6flu 3 ma sja ymis annars stigs efni sem hafa
verid einangrud Ur Petrosia sp. med aexlishemjandi og frumuhemjandi &hrif. Efni

i toflu 3 voru fundin med pvi ad nota leitarvélina SciFinder.
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Tafla 3. Yfirlit yfir ymis annars stigs efni sem hafa verid einangrud ur
Petrosia sp. med axlis- og frumuhemjandi &hrif. Notud var leitarvélin
SciFinder.

Svampur Efnaflokkur Annars stigs efni Heimild
. . , . oA (Ueoka, Ise og
Petrosia sp. Pélyasetylen Neopetréformyn A-D Matsunaga, 2009)
Petrosia sp. Pélyasetylen Dideoxypetrosynol A (Kim o.fl., 2002)
Petrosia sp. Pélyasetylen Petrotetrayndiol (Jung Sun Kim o.fl.
1999)
Petrosia L1 . L I
corticata Pélyasetylen Corticatic syra A, D og E (Nishimura o.fl., 2002)
. - , . P (Lim o.fl., 2001; Shin,
Petrosia sp. Pélyasetylen Petrocortyn C-H Seo og Cho, 1998)
. , : i (Hitora, Takada, Okada
Petrosia sp. Asetylen Miyakosynes A-F og Matsunaga, 2011)
(Hitora, Takada,
Petrosia sp. Asetylen (-)-duryn A-F Okada, Ise og
Matsunaga, 2011)
Asetylen endl eter
Petrosia sp. glyserdl og asetylen - (Seo, Ch_o, Lee, Rho og
. Shin, 1999)
alkahol
Petrosia L . .
strongylata Terpendidar Strongylophorin (Mohammed o.fl., 2008)
Petrosia sp. Alkal6io - (Astuti o.fl., 2005)
Petrosia sp isokindlin Cribrostatin, reni_e ron og (Sandoval o.fl., 2004)
' O-demetylrenierén o

1.3.3.1 Petrosia crassa

Svampurinn Petrosia crassa (Carter, 1876) er sjavarsvampur sem finnst medal
annars & islandsmidum. Steerd hans getur farid allt upp i 9 cm i pvermal.
Svampurinn er hvitur eda ljésgulur ad lit og stodgrind hans er 6regluleg en
nokkud pétt, sja myndir 10 og 11 (Weerdt, 1985).
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Mynd 10. Svampurinn Petrosia crassa. Svampinum var safnad i Vadlavik
(65°03’53-N, 13°27°90-V) & 45-50 metra dypi pann 22. agast 2011. Svampur
geymdur i frysti par til drhlutun hofst.

Mynd 11. Neermynd af svampinum Petrosia crassa. Svampinum var safnad i
Vadlavik (65°03’53-N, 13°27°90-V) & 45-50 metra dypi pann 22. 4gust 2011.
Svampur var geymdur i frysti par til Grhlutun hoéfst.
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Flokkun svampsins ma sja i toflu 4.

Tafla 4. Flokkun Petrosia crassa (Van Soest, 2005).

Riki Dyrariki

Fylking Svampdyr

Flokkur Haplosclerida
AEttbalkur Petrosina

FEtt Petrosiidae
AEttkvisl Petrosia
Undireettkvisl Petrosia (Petrosia)
Tegund Petrosia crassa

i april 2012 voru engar upplysingar um efni sem hafa verid einangrud ar
svampinum Petrosia crassa pegar leitad var med leitarvélunum SciFinder, Web

of Science og Science Direct.

1.3.4 Halichondria sp.

Svampar af eettkvislinni Halichondria innihalda fjélbreyttan hép annars stigs
efna, par & medal eru kdfnunarefnisbasa terpenar, prisulfat sterolar, polyeterar
og makrdlidar (Li, Matsunaga og Fusetani, 1996). | t6flu 3 ma sja ymis annars
stigs efni sem hafa verid einangrud Ur Halichondria sp med aexlishemjandi og
frumuhemjandi ahrif. Efni i t6flu 5 voru fundin med pvi ad nota leitarvélarnar

SciFinder, Science Direct og PubMed.
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Tafla 5. Yfirlit yfir ymis annars stigs efni sem hafa verid einangrud ur

Halichondria sp. med @&xlis-og frumuhemjandi &hrif. Notadar voru
leitarvélarnar Scifinder, Science Direct og PubMed.
Svampur Efnaflokkur Annars stigs efni Heimild
(Kozawa,
Seskvi- Ishiyama,
Halichondria sp. fx Halichonadin E Fromont og
terpendidi .
Kobayashi,
2008)
(Suto, Tanaka,
. . Seskvi- . . Fromont og
Halichondria sp. terpenéidar Halichonadins G og | Kobayashi,
2011)
. . Nitrogen seskvi- N vicmmitrila. (Prawat o.fl.,
Halichondria sp. terpen6idi (-)-axisonitrile-3 2011)
Halichondria okadai L. i (Kuramoto o.fl.,
Kadota Alkal6io Haliklérin 1996)
Halichondrin okadai Pélyeter . . (Hirata og
Kadota makrolioi Halichondrin B Uemura, 1986)
Halichondria okadai Seskviterpen S (Ohno o fl.,
Kadota. alkal6ioar Halichonin A, B og C 2011)
Halichondria rugosa Guaniding Halistandl tristilfat (Jin o.fl., 2006)
afleida
(Kobayashi,
Halichondria sp. Makrolioi Halishigamid A-D Tsuda, I_:use,
Sasaki og
Mikami, 1997)
Halichondria cylindrata. Tridecapeptio Halicylindramid D og E (Li o.fl., 1996)
b armhingd. (Li, Matsunaga
Halichondria cylindrata. Glykcl)is,p;glngo Halicylindrésio A og B og Fusetani,
P 1995h)
(Li, Matsunaga
Halichondria cylindrata. Peptid Halicylindramid A-C og Fusetani,
1995a)
Einangrad ur 2E/5Z)-2-[(4- (Schneemann
Nocardiopsins stofni I . methoxyphenyl)methylene] '
. . Diketéperazin . Ohlendorf, o.fl.,
sem var einangradur ar -5-(2-methylpropylidene)-
i ! N . . . 2010)
Halichondria panicea 3,6-piperazine-dione
Einangrad ur Benz[a]- (Schneemann,
Streptomyces stofni sem h . iah Al
var einangradur dr ant racene Mayamycin Kajahn, o.fl.,
afleida 2010)

Halichondria panicea*
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Einangrad Gr sveppinum

Gymnascella (Amagata,
dankaliensis| sem var Tanaka,
einangradur Ur Alkal6ioar Dankastatin A og B Yamada,
Halichondria japonica. * Minoura og
Numata, 2008)
(Amagata,
. , . Minoura og
Einangrad Ur sveppinum , Numata, 2006;
Gymnascella Gymnastatins
dankaliensis sem var Alkal6ioar Amagata o.fl.,
. , 2008; Numata,
einangradur Ur
. . . Amagata,
Halichondria japonica. .
Minoura og Ito,
1997)

* Efni einangrud ur sveppum sem lifa samlifi med svOmpunum.

1.3.4.1 Halichondria sitiens

Svampurinn Halichondria (Eumastia) sitiens (Schmidt, 1870) er sjavarsvampur

sem finnst medal annars & Islandsmidum. Steerd hans getur farid allt upp i 15

cm i pvermal. Svampurinn er gulleitur ad innan og med hvitt yfirbord sem er pétt

pakid keilulaga totum. Stodgrind hans er éregluleg en nokkud pétt med nélar

sem eru beittar til beggja enda (e. oxea). Nalarnar eru misstérar og peer losna

audveldlega af svampinum (Erpenbeck, 2002). Nanari flokkun svampsins méa

sja  toflu 6.

Tafla 6. Flokkun Halichondria sitiens (Van Soest, 2005).

Riki Dyrariki

Fylking Svampdyr

Flokkur Demospongiae
AEttbalkur Halichondrida

AEtt Halichondriidae
AEttkvisl Halichondria
Undireettkvisl Halichondria (Eumastia)
Tegund Halichondria sitiens

[ april 2012 voru engar upplysingar um efni sem hafa verid einangrud ar

svampinum Halichondria sitiens pegar leitad var med leitarvélunum SciFinder,

Web of Science og Science Direct.
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2. MARKMID

petta verkefni er hluti af heildarverkefni sem unnid er ad vid Lyfjafreedideild

Haskola Islands. Heildarverkefnid felst i leit ad lyfjavirkum efnum i
sjavarhryggleysingijum sem lifa & Islandsmidum, baedi i grunn- og
djupsjavartegundum.

Markmid pessa verkefnis var ad rannsaka nanar Grdreetti Gr svompunum
Petrosia crassa og Halichondria sitiens, einangra hrein og virk efni sem syndu
krabbameinsfrumuhemjandi virkni in vitro og skilgreina sameindabyggingu

peirra.
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3. EFNI OG ADFERDIR

3.1 Efni

Efni

Ammonium hydroxio
Anisaldehyd

Acetonitril

Aseton

Brennisteinssyra
n-Butandl

Diklérometan

Dimetyl sulfoxio (DMSO)
Dimetyl sulfoxid-ds (DMSO-ds)
Dragendorff lausn

Ediksyra

Etandl

n-Hexan

isopropandl

Kélfasermi

Kl6réform

Kloréform-d

Metandl

Metanol-d,4

MTS: Celltiter 96° AQueous
Naphthéresorcindl
Ninhydrin

Phosfémdélybdik syru hydrat
SKBr3 brjéstakrabbameins frumur
AEti: McCoy'‘s 5A Medium
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Framleidandi
Riedel — de Haén
Sigma

Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich
Merck

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Merck

Aldrich

Rannsoéknarstofa )
Lyfjafreedideildar Haskdla Islands

Sigma — Aldrich
Merck

Sigma — Aldrich
Sigma

GIBCO™ Invitrogen
Sigma — Aldrich
Aldrich

Sigma — Aldrich
Merck

Promega

Sigma

Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich
ATCC

GIBCO™ Invitrogen



3.2 Teeki

Teeki
Afgasari
Flash suluskiljun

Frostpurrkari

Forrit

Hitaplata

Haprystivokvaskiljunar sulur

Haprystivokvaskiljunar teeki
Hverfissvali

Kjarnsegulgreinir
Massagreinir

Segulhreera

Skanni
SPE suluskiljun

Speed vaccum

TLC plotur
UV-ljésmeelir
Vigt
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Framleidandi
Cole-Parner 8892
Pumpa: Accu™ ScilLog

Sula: Super Flash™ model SF25-
409

Snidjers Scientific
Scanvar CoolSafe
Frumuprof: SOFTmaxPRO
HPLC: Chromeleon

NMR: Topspin

ICs0: ED50plus worksheet fyrir MS
Excel

Desaga Sarstedt-Gruppe
Thermoplate S

LUNA C-18: Phenomenex
Inertsil-NH,: GL Sciences Inc.
Ultimate 3000. Dionex

Bilchi Rotavapor RE 111
Buchi Rotavapor R I

Briker Biospin 400 MHz

Bruker (Micro TOF-Q mass
spectrometer)

Heidolph MR 3002

Heidolph MR Hei-standard
HP Scanjet 3800

Pumpa: Millipore XX5522050
Sulur: Phenomenex

Techne Dri-block DB-3D — Encode
0250

Merck

Lamag

A&N Instruments LTD. GX-4000-EC
Mettler Toledo - AG285



3.3 Adferadir

3.3.1 Séfnun og geymsla

Svampinum Petrosia crassa var safnad i Vadlavik (65°03'53-N, 13°27°90-V) a
45-50 metra dypi pann 22. 4gust 2011 og var hann kalladur 22.08.11#1. Einnig

var notadur svampurinn Halichondria sitiens sem var safnad 1.oktéber 2010 i
Dyrafirdi (66°24’16-N, 23°08’53-V) og var hann kalladur 01.10.10#3.
Svampurinn Halichondria sitiens var notadur i meistaraverkefni Sigrunar
borsteinsdottur vid Lyfjafreedideild Haskoéla Islands og petta verkefni er unnid i
framhaldi af pvi (Porsteinsdottir, 2011). Buid var ad frostpurrka svampinn
Petrosia crassa en notadur var Urdrattur af svampinum Halichondria sitiens fra
fyrri rannsokn sem hafdi verid Urhlutadur & segulhreeru eins og lyst er hér fyrir

nedan.

3.3.2 Urhlutun & segulhreeru

Svampurinn var tekinn ar frysti og vigtadur. Hann var klipptur nidur i smaerri
buta og dreift i bikarglés. Urhlutad var med leysunum diklérometan (DCM) og
metandli (MeOH) i hlutfallinu 1:1. Hreaert var yfir nott i segulhraerum vid stofuhita
og ad pvi loknu var uardratturinn siadur i gegnum siupappir. Petta var
framkveemt tvisvar sinnum med sama magni af leysi, fyrst yfir nott og svo i prjar
klukkustundir. Ad pvi loknu voru eftirstodvar svampsins latnir liggja i MeOH yfir
helgi. Urdratturinn var siadur i gegnum siupappir. Urdreaettirnir voru svo
sameinadir og leysar inngufadir fra undir prystingi vid 30°C. Hluta af
ardreettinum var komid fyrir i skruftappaglasi og hann geymdur i keeli (4°C).

3.3.3 Urhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu

Urdréatturinn var pattadur nidur med adlagadri Kupchan adgreiningu (Kupchan,
1975). Urdratturinn var leystur upp i pvi magni af MeOH sem burfti til ad leysa
hann upp ad fullu. Heildarmagn MeOH vard 120 ml (V). Urdreettinum var komid
fyrir i skiltrekt asamt 12 ml (V2 = 10% af V) af vatni. Ad lokum var beett vid 120
ml (V1) af hexani. Lausnin var hrist vel saman og sidan voru fasarnir latnir
adskiljast. Efri fasinn var hexanfasinn og var honum safnad, leysir inngufadur
fra og Urdrattur merkur sem urdrattur A. Nedri fasinn var vatnsmetandélfasinn og

var honum komid aftur fyrir i skiltrektinni asamt 120 ml (V) af kléroformi og 12
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ml (V,) af vatni. Pessu var blandad varlega saman og sidan voru fasarnir latnir
adskiljast. Nedri fasinn var klor6formfasinn og var honum safnad saman i glas
merkt B. Sama magn af kloroformi og vatni var aftur beett vid efri
vatnsmetanolfasann, petta var blandad varlega saman og fasarnir latnir
adskiljast. Nedri fasanum var safnad i glas merkt C. Sameinad var ar glésum B
og C og pad merkt sem Grdréattur BC. Urdrattur BC var ad lokum inngufadur til
ad losna vid leysinn. Vid efri fasann var blandad um 200 ml af n-batandli, adeins
meira purfti af batanoli en bara V1, og lausnin pvi naest inngufud til ad losna vid
afganginn af MeOH. Eftir inngufun var rammal vatnsbuatanélsfasans 300 ml (V3)
og var beett vid pad 200 ml af n-batandli. Lausninni var blandad saman og
fasarnir latnir adskiljast. Efri fasinn var batanolfasinn, honum var komid fyrir i
glasi merktu drdraetti D. Urdréatturinn var inngufadur til ad fjarleegja leysirinn.
Nedri fasinn var vatnsfasinn sem var komid fyrir i glasi merkt drdreetti E. Allir
ardreettirnir voru vigtadir og heimtur reiknadar. Flaedirit yfir Urhlutunina mé sja a

mynd 12.

DCM:MeOH Grdréattur | Syni leyst upp i MeOH

Hexanfasi adskilin fra

MeOH:H,0 Hexan

— drdrattur A

Kléréformfasi adskilin fra

Kléréform MeOH:H,0
— drdrattur B
Kléroformfasi adskilinn fra
Kléréform

— drdrattur C

Fasarnir tveir adskildir, batandl og vatnsfasi

Butanal H,O
— drdrattur D — ardrattur E

Mynd 12. Flaedirit af drhlutun med adlagadri Kupchan
adgreiningu. | arhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu eru nyttir
mismunandi eiginleikar efna til adgreiningar & peim. Med Urhlutuninni
fast fjorir misskautadir Urdreettir A, BC, D og E, par sem ardrattur A er
minnst skautadur en E mest skautadur.
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3.3.4 bunnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC)

Punnlagsgreining er adferd notud til ad adgreina efni eftir skautun peirra. HUn er
notud til ad gefa skyrari mynd a hvada efni eru ad finna i synunum, i hversu
miklu magni og hreinleika peirra. Pessi adferd er ekki nakveem en hun er fljotleg
og audveldar frekari upphreinsun & efnum og sameiningu peirra. bessi adferd er
einnig notud pegar 4kvarda parf hentugan ferdafasa.

Efni sem & ad adgreina er spottad & TLC plotu og plétunni svo komid fyrir i TLC
kari sem i er ferdafasi. Pegar ferdafasi hefur ferdast naegilega langt upp plétuna
er hun fjarleegd ar karinu og skodud undir UV-ljosi vid bylgjulengdirnar 254 nm
og Vid bylgjulengdina 366 nm. Pvi naest er TLC platan framkoéllud med

videigandi framkdllunarvokva.

Notadar voru tveer gerdir af TLC plétum, TLC silica gel 60 F,54 0g TLC silica gel
60 RP-18 F254S. Fimm mismunandi framkollunarvékvar voru Gtbdanir og notadir
til  framkdllunar, anisaldehydlausn, ninhydrinlausn, Dragendorff lausn,

phosfémdélybdik syrulausn og naphthoresorcindl lausn.

3.3.4.1 Anisaldehydlausn

Anisaldehydlausn inniheldur:
0,5 ml anisaldehyod
10 ml isedik
85 ml MeOH
5 ml brennisteinssyra

Anisaldehyd er Osérteekur framkollunarvokvi sem segir til um tilvist fendla,
sykra, stera og terpena. Fram koma fj6lublair, blair, raudir eda greenir blettir ef
bessi efni eru til stadar i efnunum. Uda parf plétuna vel med lausninni og hin

svo sett & hitaplotu (110°C) par til litadir blettir koma i ljos.
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3.3.4.2 Ninhydrinlausn

Ninhydrinlausn inniheldur:
0,2 g ninhydrin
100 ml etandl

Ninhydrin er sérteekur framkoéllunarvokvi sem segir til um tilvist aminosykra,
amindsyra eda 1° eda 2° amin. Ninhydrin hvarfast vid ammonium og 1° og 2°
amin og koma raudleitir blettir i 1jos ef pessi efnasambdnd eru ad finna i
efnunum. Uda parf plétuna vel med lausninni og han svo sett & hitaplotu
(110°C) par til litadir blettir koma i ljés.

3.3.4.3 Dragendorff lausn

Dragendorff lausn er Utbuin & eftirfarandi hatt:
Lausn A:

0,85 g bismut subnitrat

10 ml ediksyra

40 ml vatn
Lausn B:

24 g kaliumjodio

60 ml vatn

Dragendorff Udalausn er utbdin med pvi ad blanda saman lausnum A og B

(1:1). Udalausnin er buin til med pvi ad blanda saman:
50 ml af Dragendorff stofnlausn
20 ml ediksyru

100 ml vatni
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Dragendorff er sértaekur framkdllunarvokvi sem segir medal annars til um tilvist
alkal6ioa og nitrégen efnasambanda. Fram koma appelsinugulir blettir ef pessi
efnasambdnd eru ad finna i efnunum. Pl6tunni er dyft i lausnina og litadir blettir

birtast um leid ef efnasambondin eru til stadar.

3.3.4.4 Phosfémolybdik syrulausn (e. phosphomolybdic acid solution)

Phosfémoélybdik syrulausn inniheldur:
2000 mg af phosfomaolybdik syru hydrat
10 ml af etandli

Phosfomolybdik syrulausn er sérteekur framkollunarvokvi sem gefur til kynna
hvort lipid séu ad finna i efninu sem profad er. Fram koma dokkir blettir & ljosan
gulan eda greenan bakgrunn. Uda parf plétuna vel med lausninni og hin svo
hitud & hitapl6tu (110°C) par til litadir blettir koma i ljés.

3.3.4.5 Naphthéresorcindl lausn (e. naphthoresorcinol solution)

Naphthoresorcindl lausn er Utbuin & eftirfarandi hatt:
Lausn A:

100 mg af naphthéresorcindl

50 ml af etanoli
Lausn B:

1 M brennisteinssyra

Naphthéresorcindl tdalausn er Gtbdin med pvi ad blanda saman lausnum A og
B (1:1)

Naphthéresorcindl lausn er sértaekur framkoéllunarvokvi sem gefur til kynna hvort
sykrur séu ad finna i efninu sem profad er. Uda parf plétuna med lausninni og
han svo hitud & hitaplotu (110°C) par til litadir blettir koma i ljés.
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3.3.5 Sdluskiljanir
Sualuskiljun er adferd sem er notud til ad hreinsa og patta efnasamboénd ar

bléndu af efnum. Hentugir leysar eru valdir sem ferdafasar en stodufasinn er
gerdur ur fingerdu fostu efni sem er pakkad inn i suluna. Stédufasinn adsogar
efni ar efnabléndunni eftir skautun peirra og heldur i pau par til ferdafasi vid
svipada skautun dregur efnin nidur suluna.

Notadar voru tveer gerdir af sudluskijunum vid pessa rannsokn,

fastfasasuluskiljun (e. solid phase extraction, SPE) og flash suluskiljun.

3.3.5.1 Fastfasasuluskiljun

Framkveemdar voru prjar fastfasasuluskiljanir par sem
notadar voru forpakkadar kisilgel sulur, Strata SI-1 med
50 g af stodufasa og 150 ml rammal, Strata SI-1 med 20
g af stddufasa og 60 ml rammal og Strata X med 2 g af
stodufasa og 20 ml rammal. Sdlurnar voru tengdar vid

par til gerda pumpu, sja uppsetningu a mynd 13.

par sem sulurnar eru mismunandi uppbyggdar voru

notadir mismunandi ferdafasar og leysar til ad metta

suluna. En par sem fraktion D var Urhlutud med butandl

Mynd 13. Uppsetning
fasa var notadur ferdafasi blandadur af DKM, MeOH, fastfasasuluskiljunar.
Fraktion er leyst upp i
ferdafasa og ferdast
adeins eitt hlutfall af ferodfasa var notad. Ad keyrslu nidur sGluna med
honum.

vatni og basa. Notast var vid isOkratiskt kerfi par sem

lokinni var sulan hreinsud med 100% MeOH og ad
lokum med vatni til ad hreinsa burt 6ll pau efni sem gesetu hafa setid eftir i

sulunni.

Pegar akvedid var magn efnis sem for a suluna var midad vido 10% af magni
stodufasa. begar akvedio var magn ferdafasa var midad vid tiu sinnum magn

rimmals sulunnar.

3.3.5.1.1 Fraktion 22.08.11#1-D

Sulan sem var notud fyrir pessa fraktion var Strata SI-1 med 50 g af stédufasa

og 150 ml rammal. Magn af efni sem for a suluna var 3015,01 mg. Fyrir
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suluskiljunina var framkvaemd punnlagsgreining til ad finna heppilegan
ferdafasa. Profad var ad nota ferdafasa samsettan Ur DKM, MeOH og
ammonium hydroxid i hlutféllunum 90:10:1, 85:15:1 og 80:20:1, ferdafasa
samsettan ar DKM, MeOH og vatni i hlutfallinu 64:50:10 og ferdafasa
samsettan ur DKM, MeOH, vatni og ammonium hydroxid i hlutféllunum
64:50:10:1. Allar pléturnar voru framkalladar med ninhydrinlausn og svo med
anisaldehydlausn. Eftir punnlagsgreininguna var akvedid ad nota ferdafasa
samsettan Uur DKM, MeOH, vatni og ammonium hydroxid i hlutféllunum
64:50:10:1. Efnid var leyst upp i ferdafasanum en vid pad myndadist botnfall
sem var fjarleegt og ekki keyrt med i gegnum suluna. Eftir keyrsluna var gerd
punnlagsgreining par sem spottad var fyrir fimmta hvert glas. Sami ferdafasi var
notadur fyrir TLC. Ploturnar voru framkalladar med ninhydrinlausn og svo med
anisaldehydlausn. Eftir punnlagsgreininguna voru efni Gr glésunum sameinud i
sjo fraktionir samkveemt TLC plotum. Leysirinn var inngufadur fr& og
fraktionirnar vigtadar. Framkveemd var punnlagsgreining eftir sameiningu
fraktionanna til ad sja dreifingu efnanna i peim. Spottad var & TLC plotur og
ferdafasinn var sa sami. Framkallad var med ninhyrinlausn og svo meod

anisaldehydlausn.

3.3.5.1.2 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1

Sulan sem var notud fyrir pessa fraktion var Strata SI-1 med 20 g af stédufasa

og 60 ml rammal. Magn af efni sem fér a suluna var 480,7 mg. Notadur var
sami ferdafasi og fyrir fraktion 22.08.11#1-D, eda bléndu af DKM, MeOH, vatni
og ammoénium hydroxid i hlutféllunum 64:50:10:1. Efnid var leyst upp i
ferdafasanum og keyrt i gegnum suluna. Eftir keyrsluna var gerd
bunnlagsgreining par sem spottad var fyrir fimmta hvert glas. Sami ferdafasi var
notadur fyrir TLC. Pléturnar voru framkalladar med ninhydrinlausn og svo med
anisaldehydlausn. Eftir punnlagsgreininguna var sameinad i niu fraktionir

samkvaemt TLC plotum. Leysirinn var inngufadur fra og fraktionirnar vigtadar.

3.3.5.1.3 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2

Sulan sem var notud fyrir pessa fraktion var Strata X med 2 g af stodufasa og

20 ml rammal. Magn af efni sem fér & suluna var 841,1 mg. bar sem Strata X er
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ofugfasa (e. reverse phase) sula pa var akvedid ad gera punnlagsgreiningu a
ofugfasa TLC pl6tu (reverse phase thin layer chromatography, RP-TLC) til ad
finna heppilegan ferdafasa. Profad var ad nota ferdafasa samsettan ur DKM,
MeOH og ammoénium hydroxid i hlutféllunum 95:5:1, 90:10:1, 85:15:1 og
80:20:1. Allar ploturnar voru framkalladar med ninhydrinlausn og svo med
anisaldehydlausn. Eftir punnlagsgreininguna var akvedid ad nota ferdafasa
samsettan ar DKM, MeOH og ammonium hydroxid i hlutféllunum 75:25:1. Efnid
var leyst upp i ferdafasanum en vid pad myndadist botnfall. bratt fyrir pad var
akvedid var ad keyra efnid i gegnum suluna med ferdafasanum. Eftir ad hafa
notad um 300 ml af ferdafasa var profad ad leysa upp botnfallid i ferdafasa sem
samanstéd af MeOH, vatni og ammaoénium hydroxid i hlutféllunum 80:20:1. Efnid
leystist upp og pvi var haldid afram med sudluskiljunina en med nyja
ferdafasanum. Sudlan var hreinsud & milli ferdafasa og eftir notkun peirra. Eftir
keyrsluna var gerd punnlagsgreining par sem spottad var fyrir fimmta hvert glas.
Keyrslunni var skipt upp i tvo hluta og notadur var videigandi ferdafasi fyrir
hvorn hluta. Pléturnar voru framkalladar med ninhydrinlausn og svo med
anisaldehydlausn. Fyrri hlutanum, par sem notadur var ferdafasinn DKM, MeOH
og ammonium hydroxid i hlutféllunum 75:25:1, var skipt nidur i fimm fraktionir
og seinni hlutanum, par sem notadur var ferdafasinn MeOH, H,O og ammo&nium
hydroxid i hlutféllunum 80:20:1, var einnig skipt i fimm fraktionir. Eftir

sameiningu voru fraktionir inngufadar og vigtadar.

3.3.5.2 Flash suluskiljun

Framkveemdar voru prjar flash suluskiljanir par sem notadar voru forpakkadar

kisilgel sulur, Super Flash™

model SF25-40g fr4 Varian med kornasteerd 50
um, og peer tengdar vid par til gerda pumpu, sja uppsetningu & mynd 14. Sulan
er med skautadan stédufasa sem veldur pvi ad skautud efni bindast betur vid
hana en pau 6skautudu. Oskautudu efnin koma pvi fyrst ar stlunni og med pvi

ao auka skautun ferdafasans koma 6skautudou efnin med honum ad lokum.

Sdulurnar voru vel mettadar med 100% hexan adur en uppleystur BC urdrattur
var leystur upp og keyrdur i gegnum suluna. Par sem BC urdrattur fékkst ar
vokva-vOokva urhlutun og pa i kléroform fasa var akvedido ad nota ferdafasa
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blandadan af DKM og MeOH i ymsum hlutféllum.
Einnig hafdi sa ferdafasi synt gédar nidurstéour i '
fyrri rannsokn. Eftir ad ferdafasinn hafdi ferdast
nidur suluna var honum safnad i litil tilraunaglos
og farid var eftir litabreytingum eda magni |
ferdafasans hvenaer skipt var um ferdafasa. Ad .
lokum voru sulurnar skoladar med 100% MeOH til
ao hreinsa burt 6ll efni sem geetu hafa setid eftir i |

sulunni. Mynd 14. Uppsetning
flash saluskiljunar.

begar akvedid var magn efnis sem for & suluna Urdreetti er sprautad inn i

. . . _ suluna sem ferdast niour
var midad vid ad hafa efni i minna magni en 2 g hana med mismunandi
par sem takmarkad efni kemst & sdluna. begar Skautudum ferdafasa.
akvedid var magn ferdafasa var rammal sulunnar reiknad Ut og midad var vid

prisvar sinnum magn rammals sulunnar.

3.3.5.2.1 Fraktion 22.08.11#1-BC
Til ad adgreina ardratt 22.08.11#1-BC var hann keyrdur i gegnum flash

suluskiljun. Framkvaemdar voru tveer suluskiljanir og samanlagt for 492,8 mg af
efni & stluna. Utbdinn var ferdafasi i mismunandi hlutféllum af DKM og MeOH.
Eftir stluskiljunina var framkveemd punnlagsgreining par sem fimmta hvert glas
var spottad & TLC plotur og ferdafasinn var blanda af DKM og MeOH i
hlutfallinu 97:3. Allar ploturnar voru framkalladar med anisaldehydlausn.
Nidurstodur punnlagsgreiningarinnar og litamismunur & milli glasa var notad til
ad sameina fraktionir fengust i tiu fraktionir. Leysirinn var inngufadur fra og
fraktionirnar vigtadar. Framkveemd var punnlagsgreining eftir sameiningu
fraktioninna til ad sja dreifingu efnanna i peim. Spottad var & TLC pl6tur og
ferdafasinn var blanda af DKM og MeOH i hlutfallinu 95:5. Framkallad var med
ninhydrinlausn og svo med anisaldehydlausn. Einnig var spottad a adra TLC

pl6tu og han framkollud med Dragendorff lausn.

3.3.5.2.2 Fraktion 01.10.10#3-BC
Til ad adgreina urdratt 01.10.10#3-BC var hann keyrdur i gegnum flash

stluskiljun. Magn af efni sem for & stluna var 564,9 mg. Utbdinn var ferdafasi i
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mismunandi hlutféllum af DKM og MeOH. Eftir saluskiljunina var framkvaemd
bunnlagsgreining par sem fimmta hvert glas var spottad & TLC plotur og
ferdafasinn var blanda af DKM og MeOH i hlutfallinu 97:3. Allar pléturnar voru
framkalladar med ninhydrinlausn og anisaldehydlausn. Eftir punnlags-
greininguna var sameinad i tiu fraktionir samkveemt TLC plétum og litamismun
a milli glasa. Leysirinn var inngufadur fra og fraktionirnar vigtadar. Framkveemd
var punnlagsgreining eftir sameiningu fraktioninna til ad sja dreifingu efnanna i
peim. Spottad var & TLC pl6tur og ferdafasinn var blanda af DKM og MeOH i
hlutfallinu 95:5. Framkallad var med ninhydrinlausn og svo med
anisaldehydlausn. Einnig var spottad a adra TLC plotu og hdn framkoéllud med

Dragendorff lausn.

3.3.6 Magnbundin habrystivokvaskiljun (e. high pressure liquid chromatography,
HPLC)

Haprystivokvaskiljun er notud til ad adgreina efni enn frekar. begar unnid er

med HPLC parf ad proa adferdir par sem akvardad er hvada sula hentar og
finna hentuga samsetningu a ferdafasa. Vid enda sulunnar er nemi sem nemur
gleypni sameindanna sem koma af sulunni vid akvednar bylgjulengdir og vid
pad koma fram toppar a HPLC réfum. Fraktionum er safnad eftir HPLC rofum

og ferdafasinn inngufadur fra.

Notadar voru tveer gerdir af sulum, Inertsil-NH, sula (GL Sciences Inc., 5 pm,
7,6 mm * 250 mm) og LUNA C-18 (Phenomenex, 5 pm, 21 * 250 mm).
Ferdafasinn var blanda af acetonitril (ASN) og vatni i mismunandi hlutféllum.
Notadar voru bylgjulengdirnar 210 nm, 254 nm, 235 nm og 280 nm a skynjara

sem tengdur var HPLC-teekinu til ad greina efnin.

3.3.6.1 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2

Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 var leyst upp i ASN, isOpropandli og vatni.
Magn efnis var 12,91 mg. bPegar proud var adferd til ad adgreina efni i fraktion
22.08.11#1-BC-flash 2 var byrjar ad nota suluna Inertsil-NH, og keyrt var i
gegnum hana ferdafasa med mismunandi hlutféllum leysum. Ekki fengust nogu
greinanlegir toppar og pvi var akvedid ad profa adra sulu, LUNA C-18. HUn

skiladi strax greinilegri toppum og besta adgreiningin kom pegar hlutfall
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ferdafasans var ASN:vatn (90:10). Atta fraktionum var safnad i fjorum keyrslum.

Leysir var svo inngufadur fra og fraktionir vigtadar.

3.3.6.2 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4

Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 var leyst upp i ASN, isopropandli og vatni.
Magn efnis var 81,99 mg. begar akvedio var ad keyra fraktion 22.08.11#1-BC-
flash 4 i gegnum HPLC var profud sama adferd og var notud fyrir fraktion
22.08.11#1-BC-flash 2. Fraktionin var keyrd i gegnum HPLC med LUNA-C18
og besta adgreiningin kom pegar hlutfall ferdafasans var 90:10. Tiu fraktionum

var safnad i fjorum keyrslum. Leysir var svo inngufadur fra og fraktionir vigtadar.

3.3.6.2.1 Adskilnadur toppa i fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX

Adskilja purfti efni sem komu i klofnum topp i fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-1X.
pvi var fraktionin keyrd i gegnum HPLC med sému adferd og notud var til ad
adgreina fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Sulan LUNA-C18 var notud og
ferdafasi i hlutfallinu 90:10 af ASN/vatni. Notadir voru leysarnir ASN, vatn og

is6propandl til ad leysa upp 10,28 mg af efninu. Safnad var fjorum fraktionum i

fjorum keyrslum. Leysir var svo inngufadur fra og fraktionir vigtadar.

3.3.7 In vitro krabbameinsfrumuprof

Frumuhemjandi ahrif efna ar svbmpunum voru konnud i in vitro
krabbameinsfrumulikani. Frumulina med SKBr3 brjéstakrabbameinsfrumur var
notud og inniheldur frumulinan mennskar pekjufrumur dr brjostkirtli. Frumulinan
er prilitna (e. hypertriploid) med 84 litninga i 34% frumna og 28% fruma er med
80 litninga. Frumur med fleiri litninga eru 7,3%. Pessi frumulina hefur mjog
flokna litninga samsetningu (ATCC, 2012). Frumurnar eru raektadar i eeti fra
ATCC sem kallast McCoy's. Beett er vid kalfasermi i 10% styrk og
pensillin/streptomysin i 0,5% styrk. Frumurnar eru reektadar i hitaskap par sem
hitastigio er 37°C, rakinn er 95% og 5% af CO,. Skipta parf um aeti prisvar i

viku.

MTS frumulifunarprof var notad til ad akvarda fjdlda lifveenlegra fruma. MTS
frumulifunarprof er tetrasolium efnasamband, samsett Ur lausnum af tetrasélium

sameind (MTS) og fenasin metésulfati (PMS). MTS er afoxad af ensimum sem
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finna m& i frumum sem eru leysanlegar i aetinu og mynda litad formasan
myndefni. Magn pess er haegt ad meela i ljosmeeli vid 490 nm og er pad i beinu
hlutfalli vid fjolda lifandi fruma. Styrkur litarins er g6d abending fyrir lifun

frumnanna, pvi sterkari litur pvi meiri er frumulifunin.

Fraktionir voru vigtadar i litil skruftappaglés og leyst upp i dimetyl sulfoxid
(DMSO) i styrknum 25 mg/mL.

Allar frumuprofanir voru framkveemdar i samvinnu vido Eydisi Einarsdottur,

doktorsnema.

Framkvaemd frumupréfsins tok fimm daga. A degi eitt var frumum sad i brunna
sem eru i par til gerdum raektunarplétum. | hvern brunn var komid fyrir 200 uL af
aetislausn. A degi tvé var UtbGinn millivinnslulausn fyrir hverja fraktion og
eetislausn sem innihélt fraktion i styrknum 33 pg/mL. Atislausnin sem var i
brunnunum var fjarleegd og eetislausn sem innihélt fraktionirnar sett i stadinn
dsamt vidmidum. Synum var radad a plétunum i peirri r6d ad syni eitt for i
brunna Al, A2 og A3, pad neesta i A4, A5 og A6 og svo framvegis. Pegar 69
klukkustundir voru lidnar fra pvi ad eetislausn, sem innihélt fraktionir, var komid
fyrir & pl6tunni var 100 pL af eetislausn fjarlaeegd ar hverjum brunni og i stadinn
sett 20 pL af MTS i hvern brunn. Premur klukkustundum sidar var litabreyting
metin med ljdésmaelingum og Ut frA peim reiknad Ut medaltal & fjdlda lifandi
frumna hja hverri fraktion og présenta lifunar maeld Gt fra viomioi. Ef lifun frumna
maelist um pad bil 50% eda minni pa er pad metid sem jakveed nidurstada. Oll

medhondlun frumna for fram vid sterilar adstaedur i loftskap.

3.3.7.1 Akvordun & 50% hindrunaréhrifum (1Cso)

Akvordun & I1Csq gildum er framkvaemd alveg eins og krabbameinsfrumupréfunin
en styrkur fraktionanna i eetislausninni var i fleiri styrkleikum, 50 pg/mL, 33
png/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL og 3,125 pg/mL.

Nidurstodur meelinganna er gefin i prosentu lifun. Présentulifun hvers styrks var
teiknud sem fall af styrk og styrkurinn sem gefur 50% hindrun var reiknadur med
ED50plus worksheet fyrir MS Excel.
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3.3.8 Kjarnsequlgreining (e. nuclear magnetic resonance, NMR)

Kjarnsegulgreining er adferd notud til pess ad &kvarda efnabyggingu
efnasambanda. Eftir HPLC keyrslur voru akveodnir toppar valdir til ad senda i
NMR greiningu. NMR synin voru utbuin med pvi ad leysa upp synin i 600 L af
kliéroformi-d (e. deuterated chloroform) og/eda metandli-d (e. deuterated
methanol). Eitt syni var leyst upp i vatni-d, og nokkur i DMSO-ds. Pau syni sem
voru send i kjarnsegulgreiningu voru frostpurrkud til ad fjarleegja allan leysi ar
peim. Synunum var svo komid fyrir i NMR rérum og farid var med pau til
Sigridar Jonsdottur, freedimanns a raunvisindastofnun, sem framkveemdi
préténuréfin (*H; 400MHz) vid 25°C. Syni voru skonnud 400 sinnum.

3.3.9 Massagreining

Massagreining er adferd notud til ad finna Ut molpunga efna. Ef umbrotsefni eru
ad finna i syninu kemur moélpungi peirra einnig fram. Pau syni sem voru send i
massagreiningu voru frostpurrkud til ad fjarleegja allan leysi ar peim. Synunum
var komid fyrir i litil skruftappaglos og farid var med pau til Sigridar Jonsdattur,

freedimanns & raunvisindastofnum, sem framkveemdi massagreininguna.
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4. NIDURSTOBDUR

4.1 Petrosiacrassa (22.08.11#1)

4.1.1 Urhlutun & segulhreeru

Purrvigt svampsins fyrir vinnslu var 275,50 g. Eftir arhlutun a segulhraeru var
pyngd Urdrattarins 64,71 g. Hluta af ardreettinum, eda 3,66 g, var komid fyrir i
skruftappaglasi og pad geymt i keeli.

4.1.2 Urhlutun med adlagadri Kupchan adgreininqu

Notad var 61,05 g af Urdreettinum i drhlutun med adlagadri Kupchan
adgreiningu. Vio Urhlutunina fengust fjorir misskautadir Urdreettir. Upplysingar

um pyngd peirra og heimtur ma finna i toflu 7.

Tafla 7. Magn og heimtur Urdrattanna eftir drhlutun & segulhreeru og
arhlutun med adlagadri kupchan adgreiningu. Eftir arhlutun a segulhraeru
var magn urdréttarins 64,71 g. Mestur hluti pess var notadur i drhlutun med
adlagadri Kupchan adgreiningu og fengust ar pvi fjérir misskautadir Urdraettir.

Urdrattur Magn (g) Heimtur (%)
Fyrsti Grdrattur 64,71 23,5
Urdrattur A 8,03 13,2
Urdrattur BC 1,69 2,8
Urdrattur D 9,31 15,2
Urdrattur E 19,85 32,5

4.1.2.1 bunnlagsagreining eftir adlagada Kupchan Urhlutun

Punnlagsgreining var gerd a urdrattunum 22.08.11#1-A, BC, D og E, sja myndir
15-18.
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Mynd 15. TLC plotur af ardreetti 22.08.11#1 dsamt Urdrattum 22.08.11#1-A,
BC, D og E eftir arhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu. Badar
myndir syna Urdraettina par sem notadur var ferdafasi i hlutféllunum 97:3 af
DKM/MeOH. Mynd 15.A synir Urdraettina par sem framkallad var med
ninhydrinlausn. Mynd 15.B synir Urdraettina par sem framkallad var med
anisaldehydlausn.

Mynd 16. TLC plotur af drdreetti 22.08.11#1 dsamt Urdrattum 22.08.11#1-A,
BC, D og E eftir arhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu. Badar
myndir syna Urdraettina par sem notadur var ferdafasi i hlutféllunum 80:20 af
DKM/MeOH. Mynd 16.A synir urdraettina par sem framkallad var med
ninhydrinlausn. Mynd 16.B synir Urdraettina par sem framkallad var med
anisaldehydlausn.
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Mynd 17. TLC pl6tur af Grdreetti 22.08.11#1 asamt Urdrattum 22.08.11#1-A,
BC, D og E eftir arhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu. Badar
myndir syna Urdraettina par sem notadur var ferdafasi i hlutféllunum 64:50:10 af
DKM/MeOH/ammonium hydroxid. Mynd 17.A synir Urdraettina par sem
framkallad var med ninhydrinlausn. Mynd 17.B synir Urdraettina par sem
framkallad var med anisaldehydlausn.

Raudleitan lit m& sja a myndum 15.A, 16.A og 17.A i 6llum dardrattum pegar
framkallad var med ninhydrinlausn. A myndum 15.B, 16.B og 17.B ma sja
fiolublda og raudleita bletti i Ollum Udrdrattum pegar framkallad var med

anisaldehyodlausn.

Mynd 18. TLC plata af ardrattunum 22.08.11#1-A, BC, D og E eftir Kupchan
arhlutun. Framkallad var med dragendorff lausn.

A mynd 18 ma sja appelsinugulan lit i Grdrattum pegar framkallad var med

Dragendorff lausn.
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4.1.3 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif Grdrattanna 22.08.11#1-A, BC, D og E & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i

reekt voru kdnnud og nidurstodur ljdsmeelinga ma sja i toflu 8 par sem présenta

lifunar var reiknud. Nidurstodur ljosmeelinganna sjalfra ma sja i vidauka C.

Tafla 8. Nidurstodur ur krabbameinsfrumuprofun & drdréattum 22.08.11#1-
A, BC, D og E. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og nidurstédur gefnar i
présentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-A 106
22.08.11#1-BC 126
22.08.11#1-D 116
22.08.11#1-E 112

pratt fyrir ad enginn Urdrattur var med prosentu lifun undir eda i kringum 50%
voru Urdreettir 22.08.11#1-D og 22.08.11#1-BC valdir til frekari adgreiningar.
Valid byggadist & pvi ad mestar likur a ad finna dhugaverd annars stigs efni eru i

pessum urdrattum (Camp, Davis, Campitelli, Ebdon og Quinn, 2012).

4.1.4 Kjarnsequlgreining (NMR)
Tekin voru protonurof af ardrattunum 22.08.11#1-A, BC, D og E til ad hafa

einskonar fingrafar af drdrattunum. | vidauka D ma sja protonuréfin par sem

fram kemur magn hvers ardratts og hvada leysar voru notadir til ad leysa pa

upp.

4.2 Fraktion 22.08.11#1-D

4.2.1 Fastfasasuluskiljun

Til ad fa frekari adgreiningu & Grdreetti 22.08.11#1-D var gerd fastfasasuluskiljun
a Phenomenex Strata SlI-1 sulu. Til ad finna heppilegan ferdafasa var gerd

pbunnlagsgreining fyrir suluskiljunina.

4.2.1.1 bunnlagsgreining fyrir fastfasasuluskiljun

Préfadur var ferdafasi i mismunandi hlutféllunum af DKM, MeOH, vatni og
ammonium hydroxid, sja myndir 19 og 20. TLC plétur med ferdafasa i
hlutféllunum 90:10:1, 85:15:1 og 80:20:1 af DKM, MeOH og ammodnium

hydroxid ma sja i vidauka A.
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Mynd 19. TLC plétur af drdreetti 22.08.11#1-D med mismunandi hlutfall af
ferdafasa, framkallad med ninhydrinlausn. Mynd 19.A synir ferdafasann i
hlutféllunum 64:50:10 af DKM, MeOH og vatni. Mynd 19.B synir ferdafasann i
hlutféllunum 64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammaoénium hydroxid.

Mynd 20. TLC plétur af drdreetti 22.08.11#1-D med mismunandi hlutfall af
ferdafasa, framkallad med anisaldehydlausn. Mynd 20.A synir ferdafasann i
hlutféllunum 64:50:10 af DKM, MeOH og vatni. Mynd 20.B synir ferdafasann i
hlutféllunum 64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammaonium hydroxio.

Akvedid var ad profa ferdafasa med blondu af DKM, MeOH, vatni i hlutfallinu
64:50:10 og DKM, MeOH, vatni og ammaonium hydroxid i hlutfallinu 64:50:10:1.

Betri adgreiningu var ad fa pegar notadur var basi par sem efnid virdist ferdast
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lengra upp TLC plotuna med peirri samsetningu og pvi var sa ferdafasi notadur

i fastfasasuluskiljunina.

4.2.1.2 bunnlagsgreining eftir fastfasasuluskiljun

Eftir saluskiljun var fjérda til fimmta hvert glas spottad & TLC pl6tu til ad sja

dreifingu efnanna, sja mynd 21.
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Mynd 21. TLC plotur af fraktion 22.08.11#1-D eftir fastfasasualuskiljun.
Spottad var fjérda til fimmta hvert glas. Ferdafasinn var blanda af DKM, MeOH,
vatni og ammaoénium hydroxid i hlutfallinu 64:50:10:1. Mynd 21.A synir pl6tu eftir
ad hun var framkdllud med ninhydrinlausn. Mynd 21.B synir pl6tu eftir ad hin
var framkollud med anisaldehydlausn.

Sameinad var i glos eftir TLC plétum a mynd 21 og i toéflu 9 mé sja hvada glos

voru sameinud og hverjar heimturnar voru.

Tafla 9. Fraktionir sem fengust ur fastfasasuluskiljun & Grdratt 22.08.11#1-
D, hvada glés voru sameinud og heimtur. Notast var vid isOkratiskt kerfi par
sem ferdafasinn var blanda af af DKM, MeOH, vatni og ammaénium hydroxid i
hlutfallinu 64:50:10:1.

Fraktion Glos sameinud Heimtur (mg)
22.08.11#1-D-SPE 1 1-14 1173,31
22.08.11#1-D-SPE 2 15-28 1395,61
22.08.11#1-D-SPE 3 29-42 93,77
22.08.11#1-D-SPE 4 43-66 127,40
22.08.11#1-D-SPE 5 67-80 84,30
22.08.11#1-D-SPE 6 81-96, 114-116 157,20
22.08.11#1-D-SPE 7 97-113 99,03
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4.2.1.3 bunnlagsgreining eftir sameiningu fraktiona eftir fastfasasuluskiljun

Eftir sameiningu voru fraktionirnar spottadar a TLC pl6tu til ad sja hvernig tokst

ad adgreina efnin, sja mynd 22.
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Mynd 22. TLC plotur af fraktionum 22.08.11#1-D-SPE 1-7. Ferdafasinn sem
var notadur var blanda af DKM, MeOH, vatni og ammonium hydroxio i
hlutféllunum 64:50:10:1. Mynd 22.A synir TLC pl6tu eftir framkdllun med
ninhydrinlausn. Mynd 22.B synir TLC pl6tu eftir framkoéllun med
anisaldehydlausn.

A mynd 22 ma sja raudleitan lit i Ollum fraktionum eftir framkéllun med
ninhydrinlausn og fj6lubldan eda raudleitan lit i 6llum fraktionum eftir framkéllun

med anisaldehydlausn.

4.2.2 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif fraktiona 22.08.11#1-D-SPE 1-7 4 lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i raekt

voru kénnud og nidurstbdur ljdsmeaelinga ma sja i téflu 10 par sem présenta

lifunar var reiknud. Nidurstodur ljosmeelinganna sjalfra mé sja i vidauka C.
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Tafla 10. Nidurstodur ur krabbameinsfrumupréfunum & fraktionum
22.08.11#1-D-SPE 1-7. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og nidurstédur
eru gefnar i présentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-D-SPE 1 89
22.08.11#1-D-SPE 2 102
22.08.11#1-D-SPE 3 93
22.08.11#1-D-SPE 4 102
22.08.11#1-D-SPE 5 89
22.08.11#1-D-SPE 6 97
22.08.11#1-D-SPE 7 87

Engin fraktion var med présentu lifun undir eda i kringum 50% var en pratt fyrir
pad voru valdar tveer fraktionir Gt fra punnlagsgreiningu og vegna pess magns
sem fekkst ur suluskiljun til frekari adgreiningar. Pad voru fraktionir 22.08.11#1-
D-SPE 1 og 22.08.11#1-D-SPE 2. beaer voru keyrdar i gegnum SPE suluskiljun
og svo sendar i frumuproéfanir til ad meta hvort paer myndu syna meiri virkni eftir

frekari adgreiningu.

4.3 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1

4.3.1 Fastfasasuluskiljun
Fastfasasuluskiljun var gerd til ad adgreina fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1 par

sem notast var vid sama isékratiska kerfid og notad var fyrir ardratt 22.08.11#1-
D. Notud var Phenomenex Strata SlI-1 sula. Ferdafasinn var pvi sa sami, eda
blanda af DKM, MeOH, vatni og amménium hydroxid i hlutfallinu 64:50:10:1.
Magn efnis sem for a suluna var 480,73 mg sem var uppleyst i ferdafasa, DKM
og MeOH.

4.3.1.1 bunnlagsgreining eftir SPE suluskiljun.

Eftir suluskiljun var fjérda til fimmta hvert glas spottad & TLC pl6tu til ad sja

dreifingu efnanna, sja mynd 23.
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Mynd 23. TLC plotur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1. Notadur var ferdafasi i

hlutfallinu 64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammonium hydroxid. Mynd 23.A
synir TLC pl6tuna eftir ad framkallad var med ninhydrinlausn. Mynd 23.B synir

TLC pl6tuna eftir ad framkallad var med anisaldehydlausn.

Eftir punnlagsgreininguna var fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1 skipt i niu fraktionir,
sja toflu 11.

Tafla 11. Fraktionir sem fengust ar fastfasasuluskiljun & fraktion
22.08.11#1-D-SPE 1, hvada glds voru sameinud og heimtur. Notast var vid
isokratiskt kerfi par sem ferdafasinn var blanda af DKM, MeOH, vatni og
ammonium hydroxid i hlutfallinu 64:50:10:1.

Fraktion Glés sameinud Heimtur (mg)
22.08.11#1-D-SPE 1 -1 1-7 146,80
22.08.11#1-D-SPE 1 - Il 8-12 178,13
22.08.11#1-D-SPE 1 —1lI 13-17 52,51
22.08.11#1-D-SPE 1 - IV 18 - 22 11,16
22.08.11#1-D-SPE1 -V 23-32 5.09
22.08.11#1-D-SPE 1 — VI 33-42 3,23

22.08.11#1-D-SPE 1 - VII 43 - 57 1,35
22.08.11#1-D-SPE 1 — VI 58 -72 0,87
22.08.11#1-D-SPE 1 - IX 73 -99 2,54

pPar sem magn af efni sem fér & stluna var 480,73 mg voru heimtur eftir SPE

suluskiljun 84%.

4.3.2 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif fraktiona 22.08.11#1-D-SPE 1-I-IX & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna f

reekt voru konnud og nidurstédur ljdsmeelinga ma sja i toflu 12 par sem

prosenta lifunar var reiknud. Nidurstbdur ljosmeelinganna sjalfra ma sja i
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vidauka C. Fraktionirnar hoféu it sem engin  &hrif & lifun
krabbameinsfrumnanna og pvi var ekki haldid afram med upphreinsun a peim.

Tafla 12. Nidurstodur ur krabbameinsfrumupréfunum a fraktionum
22.08.11#1-D-SPE 1-I-1X. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og
nidurstodur eru gefnar i prosentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-D-SPE 1 — | 90
22.08.11#1-D-SPE 1 -1l 106
22.08.11#1-D-SPE 1 — llI 91
22.08.11#1-D-SPE 1 — IV 82
22.08.11#1-D-SPE1 -V 88
22.08.11#1-D-SPE 1 - VI 108
22.08.11#1-D-SPE 1 - VII 97

22.08.11#1-D-SPE 1 - VIII 70
22.08.11#1-D-SPE 1 — IX 79

4.4 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2

4.4.1 Fastfasasuluskiljun
Fastfasasuluskiljun var gerd til ad adgreina fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2. Notud

var ofugfasa sula, Phenomenex Strata X. Magn efnis sem fér & suluna var
841,11 mg sem var uppleyst i ferdafasa. Til ad finna heppilegan ferdafasa var

gerd punnlagsgreining fyrir stluskiljun.

4.4.1.1 bunnlagsgreining fyrir SPE suluskiljun

Gerd var punnlagsgreining & fraktioninni til ad finna heppilegan ferdafasa.
Notadar voru 6fugfasa TLC (RP-TLC) pl6étur par sem mismunandi hlutfall af
DKM, MeOH og ammonium hydroxid var profad sem ferdafasi, sja RP-TLC
plétur i vidauka A. Pad hlutfall sem syndi bestu adgreininguna i peirri
punnlagsgreiningu var 80:20:1, sja mynd 24, en talid var ad enn betri
adgreiningu veeri ad fa med adeins minna skautudum ferdafasa og pvi var
akvedid ad nota ferdafasa i hlutfallinu 75:25:1 af DKM, MeOH og ammaonium
hydroxid.
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Mynd 24. RP-TLC plotur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 med ferdafasann i
hlutfallinu 80:20:1 af DKM, MeOH og amma&nium hydroxid. Mynd 24.A synir
RP-TLC pl6tu framkallada med ninhydrinlausn. Mynd 24.B synir RP-TLC pl6tu

framkallada med anisaldehydlausn.

4.4.1.2 bunnlagsagreining eftir fastfasasuluskiljun

Eftir saluskiljun var fjorda til fimmta hvert glas spottad a RP-TLC plétur til ad sja

dreifingu efnanna, sja myndir 25 og 26.

Wy o3 o e L > i E a2

Mynd 25. RP-TLC pldtur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 eftir
fastfasasuluskiljun. Notadur var ferdafasi i hlutfallinu 75:25:1 af DKM, MeOH
og ammoénium hydroxid. Mynd 25.A synir RP-TLC plétuna eftir ad framkallad
var med ninhydrinlausn. Mynd 25.B synir RP-TLC pl6tuna eftir ad framkallad

var med anisaldehydlausn.
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Mynd 26. RP-TLC plotur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 eftir
fastfasasuluskiljun. Notadur var ferdafasi i hlutfallinu 80:20:1 af MeOH, vatni
og ammoénium hydroxid. Mynd 26.A synir RP-TLC pl6tuna eftir ad framkallad
var med ninhydrinlausn. Mynd 26.B synir RP-TLC pl6tuna eftir ad framkallad
var med anisaldehydlausn.

Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 var skipt i tiu fraktionir, sja toflu 13.
Punnlagsgreiningin syndi ekki godan adgreiningu a efninum en pegar
fraktionunum var skipt nidur var farid eftir punnlagsgreiningunni og litamyndun i

glosunum.

Tafla 13. Fraktionir sem fengust ur fastfasasuluskiljun a fraktion
22.08.11#1-D-SPE 2, hvada glds voru sameinud og heimtur. Fyrstu fimm
fraktionir komu ar SPE suluskiljun par sem notadur var ferdafasi i hlutafallinu
75:25:1 af DKM, MeOH og ammaonium hydroxid og seinni fimm fraktionirnar
komu ur SPE suluskiljun par sem notadur var ferdafasi i hlutfallinu 80:20:1 af
MeOH, vatni og ammonium hydroxid.

Fraktion Glos sameinud Heimtur (mg)
22.08.11#1-D-SPE 2 — | 1-2 80,15
22.08.11#1-D-SPE 2 - Il 3-4 10,75
22.08.11#1-D-SPE 2 — 11l 5-10 1,13
22.08.11#1-D-SPE 2 - IV 11-25 0,99
22.08.11#1-D-SPE 2 -V 26-34 0,86
22.08.11#1-D-SPE 2 — VI 36— 37 301,51

22.08.11#1-D-SPE 2 - VII 38-48 241,09

22.08.11#1-D-SPE 2 — VI 49 — 63 2,92
22.08.11#1-D-SPE 2 — IX 64 — 80 1,68
22.08.11#1-D-SPE 2 - X 81-94 0,90
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par sem magn af efni sem for a sdluna var 841,11 mg voru heimtur eftir

fastfasasuluskiljun 76%.

4.4.2 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif fraktiona 22.08.11#1-D-SPE 2-I-X & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i reekt

voru kénnud og nidurstddur ljdsmeelinga ma sja i toflu 14, par sem prosenta

lifunar var reiknud. Nidurstdédur ljdsmeelinganna sjélfra ma sja i vidauka C.
Fraktionirnar hofou litil sem engin ahrif & lifun krabbameinsfrumnanna og pvi var

ekki haldid afram med upphreinsun & peim.

Tafla 14. Nidurstodur ur krabbameinsfrumuproéfun a fraktionum
22.08.11#1-D-SPE 2-I-X. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og
nidurstoour gefnar i prosentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-D-SPE 2 — | 110
22.08.11#1-D-SPE 2 -1l 102
22.08.11#1-D-SPE 2 — 1lI 86
22.08.11#1-D-SPE 2 — IV 99
22.08.11#1-D-SPE 2 -V 113
22.08.11#1-D-SPE 2 — VI 104

22.08.11#1-D-SPE 2 — VI 90
22.08.11#1-D-SPE 2 - VIII 82
22.08.11#1-D-SPE 2 — IX 90
22.08.11#1-D-SPE 2 — X 113

45 Fraktion 22.08.11#1-BC
4.5.1 Flash suluskiljun

Frekari hreinsun & urdreetti 22.08.11#1-BC var gerd med flash suluskiljun.

Framkvaemdar voru tveer suluskiljanir par sem takmarkad efni kemst a suluna i
einu. [ fyrri stluskiljun var notad 243,00 mg af Grdraetti BC og i seinni stluskiljun
var notad 249,78 mg. Notadir voru ferdafasarnir DKM og MeOH i mismunandi

hlutféllum. Upplysingar um hlutfoll og magn peirra ma finna i t6flu 15.
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Tafla 15. Magn og hlutféll ferdafasa i flash suluskiljun & Urdreetti
22.08.11#1-BC. Magn ferdfasa gefin upp fyrir badar flash suluskiljanir.

Ferdafasar og hlutfoll peirra Maggém;?(m/{;r: AL Magns(l[HlI;gl?i/”riJnseinni
DKM 100% 265 250
DKM:MeOH 99:1 310 400
DKM:MeOH 97:3 265 400
DKM:MeOH 95:5 310 400
DKM:MeOH 80:20 410 400
MeOH 100% 1000 1500

4.5.1.1 bunnlagsgreining eftir flash suluskiljun

Eftir suluskiljanir var fimmta hvert glas spottad & TLC plotur til ad skoda

dreifingu efnanna i fraktionunum. TLC pl6tur fra fyrri saluskiljun ma sja a mynd

27. TLC plétur fra seinni saluskiljun ma finna i vidauka A.

Mynd 27. TLC plétur fré fyrri flash suluskiljun a Grdreetti 22.08.11#1-BC.
Notadur var ferdafasi i hlutfallinu 97:3 af DKM og MeOH. Framkallad var med
anisaldehydlausn.

Reynt var ad sameina i glos eftir TLC plétum en ekki var nogu mikil adgreining
a efnunum til ad einungis veeri farid eftir peim. bvi var adallega farid eftir
litabreytingum i glésunum. | t6flu 16 ma sja hvada glés voru sameinud og

hverjar heimturnar voru.
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Tafla 16. Fraktionir sem fengust ur flash saluskiljun a Urdreetti 22.08.11#1-
BC. Hvada gl6s voru sameinud og heimtur eftir badar flash suluskiljanir.

Gl6s sameinud ar

Gl6s sameinud ur

FrElien fyrri saluskiljun seinni saluskiljun T ()
220811#1-BC-flash 1 1-10 1-10 47,67
220811#1-BC-flash 2 11-21 11-29 17,80
220811#1-BC-flash 3 22-78 30-55 24,19
220811#1-BC-flash 4 79-112 56-102 81,99
220811#1-BC-flash 5 113-137 103-150 36,19
220811#1-BC-flash 6 151-192 74,88
220811#1-BC-flash 7 193-210 32,46
220811#1-BC-flash 8 138-170 43,95
220811#1-BC-flash 9 82,01
220811#1-BC-flash 10 2,00

Pad magn sem fér a suluna var 492,78 mg og heildarvigt fraktionanna var

443,14 mg og pvi voru heimtur 89% eftir flash suluskiljunina.

4.5.1.2 bunnlagsgreining eftir sameiningu fraktiona eftir flash suluskiljun

Eftir sameiningu glasanna voru fraktionirnar spottadar a TLC pl6tur, sja myndir

28 og 29.
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Mynd 28. TLC plétur af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 eftir
sameiningu. Notadur var ferdafasi i hlutféllunum 95:5 af DKM og MeOH. Mynd
28.A synir TLC pl6tu par sem framkallad var med ninhydrinlausn. Mynd 28.B
synir TLC pl6tu par sem framkallad var med anisaldehydlausn.

A mynd 28.A ma sja raudleitan lit i fraktionum 22.08.11#1-BC-Flash 1, 4, 5, 6, 7
og 8, eftir framkollun med ninhydrin lausn. A mynd 28.B ma sja fjolublaa liti i

Ollum fraktionum eftir framkdéllun med anisaldehyd lausn.

Mynd 29. TLC plata af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 eftir
sameiningu. Framkallad var med Dragendorff lausn.

A mynd 29 ma sja appelsinugulan lit i 6llum fraktionum eftir ad framkallad var

med Dragendorff lausn.

4.5.2 In vitro krabbameinsfrumuprofun
Anhrif fraktiona 22.08.11#1-BC-flash 1-9 & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i reekt
voru kénnud og nidurstédur ljdsmaelinga méa sja i téflu 17, par sem prosenta
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lifunar var reiknud. Nidurstddur ljosmeelinganna sjalfra méa sja i vidauka C asamt

mynd af fraktionum & plotu fyrir ljdsmaelingu.

Tafla 17. Nidurstodur ur krabbameinsfrumupréfun a fraktionum
22.08.11#1-BC-flash 1-9. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og
nidurstodur eru gefnar i prosentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-BC-Flash 1 103
22.08.11#1-BC-Flash 2 52
22.08.11#1-BC-Flash 3 136
22.08.11#1-BC-Flash 4 85
22.08.11#1-BC-Flash 5 116
22.08.11#1-BC-Flash 6 126
22.08.11#1-BC-Flash 7 138
22.08.11#1-BC-Flash 8 127
22.08.11#1-BC-Flash 9 119

Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 var med lsegstu frumulifunina, eda 52%, og
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 var pvi naest med 85% frumulifun. Pvi var
akvedid ad adgreina peer fraktionir enn frekar. bPaer voru keyrdar i gegnum
HPLC, adgreindar nidur i fleiri fraktionir, sendar i frumupréfanir og loks voru
virkustu fraktionirnar sem litu Gt fyrir ad vera voru tiltélulega hreinar ut frA HPLC

réfum sendar i NMR og massagreiningu.

4 5.3 Kjarnsequlgreining (NMR)

Tekin voru prétonurdf af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-10. Unnid var afram
med fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 2 og 22.08.11#1-BC-flash 4, protonurof
peirra ma sja @ myndum 30 og 31. bar kemur fram magn hverrar fraktionar sem
notad var i kjarnsegulgreiningunni og hvada leysar voru notadir til ad leysa pa

upp. Protonurof fyrir hinar fraktionirnar ma sja i vidauka D.
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Mynd 30. Préténurof af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notad var 5,02 mg af
fraktioninni og hun leyst upp i kléréform-d.
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Mynd 31. Prétonuréf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notad var 6,49 mg af
fraktioninni og hun leyst upp i kléroform-d.
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4.6 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2
4.6.1 Magnbundin haprystivokvaskiljun (preparative HPLC)

Frekari adgreining var gerd a fraktion BC-flash 2 med HPLC. Fyrst var efnid
keyrt i gegnum GL-Science Inertsil-NH, sulu med mismunandi hlutfall af
ferdafasa. Betri adgreining fékkst pegar notud var Phenomenex LUNA-C18 sula
og profad var ad keyra hana med mismunandi hlutfall af ferdafésunum, sja toflu
18. Frekari upplysingar um préun adferdar ma finna i vidauka C asamt myndum
af HPLC rofunum.

Tafla 18. Ferdafasar og hlutfall peirra i HPLC keyrslu a fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 3 med LUNA-C18 sulu. begar proud var HPLC adferd til frekari
adgreiningar & fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 var notud LUNA-C18 sula og
ferdafasinn ASN/vatn i ymsum hlutféllum, asamt einni keyrslu par sem
mismunandi hlutfall ferdafasans var i somu keyrslu.

Ferdafasar Hlutfoll

ASN : vatn 80:20

ASN : vatn 90:10

ASN : vatn 70:30, 90:10,70:30

pad hlutfall sem kom best Gt var 90:10 af ASN/vatni og var pad keyrt i gegnum
HPLC fjorum sinnum. Atta fraktionum var safnad og var peim safnad eftir hverja

keyrslu og peer svo sameinadar, sja mynd 32.

Mynd 32. HPLC keyrsla & fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var sula
LUNA-C18 med ferdafasa i hlutfallinu 90:10 af ASN/vatni. betta er deemi um
eina keyrslu af fjorum par sem safnad var atta fraktionum.
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Eftir sameiningu fraktionanna var leysirinn inngufadur fra, fraktionir vigtadar og

beer sendar i krabbameinsfrumuprofun.

4.6.2 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif fraktiona 22.08.11#1-BC-flash 2 I-VIII & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i

reekt voru kénnud og nidurstodur ljosmeelinga ma sja i toflu 19, par sem

prosenta lifunar var reiknud. Nidurstodur ljdsmeelinganna sjalfra ma sja i
vidauka C. Fraktionirnar hoéfou litl sem engin  ahrif & lifun

krabbameinsfrumnanna og pvi var ekki haldid &fram med upphreinsun a peim.

Tafla 19. Nidurstodur ur krabbameinsfrumupréfun fyrir fraktionir
22.08.11#1-BC-flash 2 I-VIIIl. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og
nidurstodur eru gefnar i prosentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-BC-Flash 2 | 106
22.08.11#1-BC-Flash 2 I 110
22.08.11#1-BC-Flash 2 lII 112
22.08.11#1-BC-Flash 2 IV 96
22.08.11#1-BC-Flash 2 V 68
22.08.11#1-BC-Flash 2 VI 112

22.08.11#1-BC-Flash 2 VI 111
22.08.11#1-BC-Flash 2 VIII 93

4.7 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4
4.7.1 Magnbundin haprystivokvaskiljun

Frekari adgreining var gerd & fraktion BC-flash 4 med HPLC. Notud var sulan
LUNA-C18 og keyrt var i mismunandi hlutfalli af ferdafasanum ASN/vatni, sja
toflu 20. Frekari upplysingar um proéun adferdar ma finna i vidauka C asamt

myndum af HPLC rofunum.

Tafla 20. Ferdafasar og hlutféll peirra i HPLC keyrslu a fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 3 med LUNA-C18 sulu. begar préud var HPLC adferd til frekari
adgreiningar & fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 var LUNA-C18 notud og
ferdafasinn ASN/vatni i ymsum hlutfollum.

Ferdafasar Hlutfoll
ASN : vatn 82:18
ASN : vatn 87:13
ASN : vatn 90:10
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pad hlutfall sem komst best Gt var 90:10 af ASN/vatni og var pad keyrt i
gegnum HPLC fjorum sinnum. Tiu fraktionum var safnad og var peim safnad

eftir hverja keyrslu og paer svo sameinadar, sja mynd 33.

2 spp_ ST IBC P a7 o11zoEN 1B Fe
o
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Mynd 33. HPLC keyrsla a fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notud var sula
LUNA-C18 med ferdafasa i hlutfallinu 90:10 af ASN/vatni. betta er deemi um
eina keyrslu af fjorum par sem tiu toppum var safnad.

Eftir sameiningu fraktionanna var leysirinn inngufadur fra, fraktionir vigtadar og

pbaer sendar i krabbameinsfrumuprofanir.

4.7.2 Adskilnadur toppa i fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX
Eins og sést a mynd 33 er toppur IX tveir éadskildir toppar. bvi var akvedio ad

keyra fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-1X i gegnum HPLC. pad myndudust fjorir

toppar, sja mynd 34.
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Mynd 34. HPLC keyrsla & fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV til ad adskilja
toppinn. Notud var sula LUNA-C18 med ferdafasa i hlutfallinu 90:10 af
ASN/vatni. betta er deemi um eina keyrslu af fjéorum par sem fjérum fraktionum
var safnad.

Fraktionir 3 og 4 koma a svipudum tima ut af sulunni og fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 4-1X og bendir pad til pess ad heegt sé ad adgreina pessa tvo toppa.
Leysir var inngufadur fra og fraktionir vigtadar. Vigt fraktionanna var ekki
meelanleg og pvi var notadur ferdafasi til ad feera fraktionirnar yfir i 6nnur
skraftappaglos og vigtad aftur. Ekki tokst ad vigta pessar fraktionir og pvi var
ekki haldio &fram ad vinna med fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX.

4.7.3 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif fraktiona 22.08.11#1-BC-flash 4 1-X & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i
reekt voru koénnud og nidurstddur ljosmeelinga ma sja i toflu 21, par sem

présenta lifunar var reiknud. Nidurstddur ljosmeelinganna sjalfra ma sja i

vidauka C.
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Tafla 21. Nidurstodur ur krabbameinsfrumupréfun a fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 4 I-X. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og nidurstédur eru
gefnar i présentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
22.08.11#1-BC-Flash 4 1 84
22.08.11#1-BC-Flash 4 1I 75
22.08.11#1-BC-Flash 4 11I 80
22.08.11#1-BC-Flash 4 IV 54
22.08.11#1-BC-Flash 4 V 88
22.08.11#1-BC-Flash 4 VI 82

22.08.11#1-BC-Flash 4 VII 66
22.08.11#1-BC-Flash 4 VI 83
22.08.11#1-BC-Flash 4 IX 59
22.08.11#1-BC-Flash 4 X 120

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru med
leegstu proésentu frumulifunina, eda 54% og 66%. Peer voru sendar i
kjarnsegulgreiningu par sem tekin voru préténuréf (*H; 400 MHz) med pad fyrir

augum ad greina efnabyggingu peirra.

4.7.4 Akvordun & 50% hindrunarahrifum (ICse)

ICso gildid fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV var reiknad med ED50plus
worksheet fyrir MS excel og samkvaemt peim utreikningum var 1Cs gildid 28,9
pg/mL. Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-VII var einnig send i profun til ad
akvarda ICsp gildio en nidurstédurnar bentu til pess ad ICsg gildid sé fyrir ofan

efsta styrkinn sem var préfadur, s.s. heerra en 50 pg/mL.

Nidurstodur ljosmeelinganna sjalfra ma finna i vidauka C asamt grafi par sem
présenta lifunar var teiknad sem fall af styrk fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-
V.

4.7.5 bunnlagsgreining & fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-1V 0q 22.08.11#1-
BC-flash 4-VII
Til ad athuga hvort ad pessar fraktionir innihaldi einhverskonar lipid eda

glykolipid voru gerdar punnlagsgreiningar & fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-
IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII par sem notadir voru framkdllunarvokvarnir
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phosfomalybdik syrulausn (Vasta og Sherma, 2008) og naphthdresorcindl lausn

(Meyer, Kimura og Mueller, 1966), sja myndir 35 og 36.

A peFuil

Mynd 35. TLC plata af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og 22.08.11#1-
BC-flash 4-VII framkallad med phosfémélybdik syrulausn. Ferdafasinn var
blandadur af DKM, MeOH og ammonium hydroxid i hlutféllunum 40:10:1.

Dokkir blettir sem myndast & TLC pl6tu bendir til pess ad lipid séu ad finna i

baoum fraktionum en ferdafasinn virdist ekki faera efnin upp af grunnlinu.

Mynd 36. TLC plata af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og 22.08.11#1-
BC-flash 4-VII framkallad med naphthdoresorcinél lausn. Ferdafasinn var
blandadur af DKM, MeOH og vatni i hlutféllunum 64:25:4.

Dokku blettirnir sem myndast hvorki stadfesta né Gtiloka ad sykrur séu ad finna i
fraktionunum. Ferdafasinn er skautadur og virdist hann ekki faera efnin upp af

grunnlinu.
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4.7.6 Kjarnsequlgreining

peer tveer fraktionir sem voru sendar i ICso meelingar voru paer fraktionir sem

voru virkastar og samkveemt HPLC rofi virkudu tiltélulega hrein efni. bvi var
akvedid ad senda peer fraktionir, 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-

flash 4-VII, i kjarnsegulgreiningu. Einnig var leysirinn, kloréform-d, sendur i

kjarnsegulgreiningu fyrir notkun par sem tekid var prétonurof til ad meta

ohreinindi i leysinum, sja vidauka D. Tekin voru protonurof af fraktionunum en

par sem takmarkad magn af efni var til tokst ekki ad fa kolefnisrof né tvivid rof.

pvi var reynt ad greina byggingarpeetti ut fra prétonuréfunum en ekki er unnt ad

byggingardkvarda efnin Gt frA pessum préténuréfum eingdngu, sja myndir 37

og 38.
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Mynd 37. Préténuréf (*H;400 MHz) af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-1V.
Notad var 2,82 mg af fraktioninni og hun leyst upp i kl6réform-d. Inn & myndina

eru merktir peir hOpar sem eru taldir standa ad baki toppanna.
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Mynd 38. Proténuréf (*H;400 MHz) af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-VII.
Notad var 9,08 mg af fraktioninni og han leyst upp i klér6form-d. Inn & myndina
eru merktir peir hdpar sem eru taldir standa ad baki toppanna.

Prétonurdfin benda til pess ad um einhverskonar fituseekin efni sé ad reeda.
Topparnir sem myndast vid 0,60-1,50 ppm geta hugsanlega verid metylh6par
og toppar sem myndast vido 1,50-3,00 ppm geta verid prétéonur CH, hépa i
sterélbyggingu. Toppar sem myndast a bilinu 3,00-4,00 ppm geta verid protonur
hydroxylh6pa eda CHOH i ster6lbyggingu. Préténur asetyl hopa geta einnig
myndast a bili 3,50-5,00 ppm. Toppar sem myndast a bilinu 5,00-6,00 ppm geta

verid protonur i tvitengjum sterélbyggingar.

4.7.7 Massagreining
Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru sendar i

massagreiningu. Vitad var ad synin leystust upp i MeOH og um 0,5 mg af

efnunum var sent i massagreiningu. Ekki reyndist unnt ad greina molpyngd
efnanna Gt fra massarofunum par sem ad efnin virdast ekki vera hrein.

Massaro6fin ma sja i vidauka E.
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4.8 Halichondria sitiens (01.10.10#3)

Notadur var urdrattur af svampinum fra fyrri rannsokn. Ur 164,9 g af
frostpurrkudum svampi fengust 20,8 g af DKM:MeOH Urdreetti. Notud voru
11,21 g af peim urdraetti til frekari pattunar i pessu verkefni.

4.8.1 Urhlutun med adlagadri Kupchan adgreininqu

Vid urhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu fengust fimm misskautadir

ardreettir. Upplysingar um pyngd og heimtur ma finna i toflu 22.

Tafla 22. Magn og heimtur drdréttanna 01.10.10#3-A, A,, BC, D og E eftir
arhlutun med adlagadri Kupchan arhlutun. Magn og heimtur fimm
mismunandi skautadra Urdrétta eftir rhlutun med adlagadri Kupchan

adgreiningu.
Urdrattur Magn (mg) Heimtur (%)
Urdrattur A 1.904 17,0
Urdrattur A, 264,8 2,4
Urdrattur BC 564,88 5,0
Urdrattur D 177 1,6
Urdrattur E 3.423 30,5

4.8.1.1 bunnlagsgreining eftir Urhlutun med adlagadri Kupchan adgreininqu

TLC pl6tur voru gerdar fyrir Grdraettina A, Az, BC, D og E, sja myndir 39 og 40.
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Mynd 39. TLC plotur af drdrattunum 01.10.10#3-A, A,, BC, D og E eftir
Grhlutun med Kupchan adgreiningu. Mynd 39.A synir Grdratt A, A, og BC par
sem ferdafasinn var i hlutféllunum 95:5 af DKM og MeOH, framkallad med
ninhydrinlausn. Mynd 39.B synir Urdreetti A, A, og BC par sem ferdafasinn var i
hlutféllunum 95:5 af DKM og MeOH, framkallad med anisaldehydlausn. Mynd
39.C synir Urdreetti D og E par sem ferdafasinn var i hlutféllunum 64:50:10:1 af
DKM, MeOH, vatni og ammonium hydroxid, framkallad med ninhydrinlausn.
Mynd 39.D synir Urdraettina D og E par sem ferdafasinn var i hlutféllunum
64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammonium hydroxid, framkallad med
anisaldehydlausn.

Raudleitan lit ma sja hja 6llum ardrattunum pegar framkallad var med ninhydrin
lausn. Fjblubldan og raudan lit ma einnig sja hja o6llum dardrattunum pegar

framkallad var med anisaldehydlaun.
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Mynd 40. TLC plata af ardrattunum 01.10.10#3-A, A,, BC, D og E eftir
arhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu. Framkallad var med
Dragendorff lausn.

A mynd 40 ma sja appelsinugulan lit i 6llum Grdrattum pegar framkallad var

med Dragendorff lausn.

4.8.2 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif  ardrattanna  01.10.10#3-A, A,, BC, D og E & lifun SKBr3

krabbameinsfrumna i raekt voru kénnud og nidurstédur ljosmeelinga ma sja i

toflu 23, par sem prosenta lifunar var reiknud. Nidurstddur ljosmaelinganna
sjalfra ma sja i vidauka C. Urdrattur BC hafdi toluverd ahrif & lifun
krabbameinsfrumna, med lifun upp & 36%, og pvi var hann keyrdur i gegnum
flash saluskiljun til frekari adgreiningar. Prétonurédf af dardreetti BC ma sja i

vidauka D.

Tafla 23. Nidurstodur ur krabbameinsfrumupréfun a drdrattunum
01.10.10#3-A, A,, BC, D og E. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og
nidurstoour gefnar i prosentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
01.10.10#3-A 100
01.10.10#3-A, 89
01.10.10#3-BC 36
01.10.10#3-D 93
01.10.10#3-E 103
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4.9 Fraktion 01.10.10#3-BC

4.9.1 Flash sualuskiljun
Frekari hreinsun & fraktion 01.10.10#3-BC var gerd med flash suluskiljun. Notad

var 564,88 mg af ardreettinum. Notadir voru ferdafasarnir DKM og MeOH i
mismunandi hlutfollum. Upplysingar um hlutféll og magn peirra ma finna i toflu
24.

Tafla 24. Magn og hlutfoll ferdafasa i flash suluskiljun & urdreetti
01.10.10#3-BC. Magn ferdfasa gefin upp og hlutfall peirra.

Ferdafasar og hlutfoll peirra Magn (mL)
DKM 100% 265
DKM:MeOH 99:1 310
DKM:MeOH 97:3 265
DKM:MeOH 95:5 310
DKM:MeOH 80:20 410
MeOH 100% 1000

4.9.1.1 bunnlagsgreining eftir flash stluskiljun

Eftir saluskiljanir var fimmta hvert glas spottad & TLC pl6tur til ad skoda

dreifingu efnanna Ur Urdraettinum, sjd mynd 41.

FIRC HEsH T

.
'
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. t 0,
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Mynd 41. TLC pl6tur fra flash suluskiljun & Grdreetti 01.10.10#3-BC. Notadur
var ferdafasi i hlutfallinu 97:3 af DKM og MeOH. A mynd 41.A ma sja TLC plétu
par sem framkallad var med ninhydrinlausn. A mynd 41.B ma sja TLC plétu par
sem framkallad var med anisaldehydlausn.
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Sameinad var i glos eftir TLC plotum a mynd 21 asamt pvi ad fara eftir
litabreytingum i glésunum. | t6flu 25 ma sja hvada glos voru sameinud og
hverjar heimturnar voru.

Tafla 25. Fraktionir sem fengust ar flash suluskiljun & urdreetti 01.10.10#3-
BC. Hvada gl6és voru sameinud og heimtur eftir flash suluskiljun.

Fraktion Glés sameinud Heimtur (mg)
01.10.10#3-BC-flash 1 1-14 132,57
01.10.10#3-BC-flash 2 15-32 126,41
01.10.10#3-BC-flash 3 33-44 24,13
01.10.10#3-BC-flash 4 45-59 10,36
01.10.10#3-BC-flash 5 60-70 6,42
01.10.10#3-BC-flash 6 71-88 102,5
01.10.10#3-BC-flash 7 89-100 22,8
01.10.10#3-BC-flash 8 101-125 69,50

pPad magn sem for a suluna var 564,88 mg og heildarvigt fraktionanna var
494,69 mg og pvi voru heimtur 88%.

4.9.1.2 bunnlagsagreining eftir sameiningu fraktiona eftir flash suluskiljun

Eftir sameiningu glasanna voru fraktionirnar spottadar & TLC pl6tur, sja myndir
42 og 43.

| ,.'."ln.

A B

Mynd 42. TLC plotur af fraktionum 01.10.10#3-BC-flash 1-8 eftir
sameiningu. Notadur var ferdafasi i hlutfallinu 95:5 af DKM og MeOH. Mynd
42.A synir TLC plotu par sem framkallad var med ninhydrinlausn. Mynd 42.B
synir TLC pl6tu par sem framkallad var med anisaldehydlausn.
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A mynd 42.A ma sja raudleitan lit i fraktionum 01.10.10#3-BC-flash 1-8 fyrir
utan flash 2. A mynd 42.B ma sja fjélublaa liti i 6llum fraktionum.

Mynd 43. TLC plata af fraktionum 01.10.10#3-BC-flash 1-8 eftir
sameiningu. Framkallad med Dragendorff lausn.

A mynd 43 ma sja appelsinugulan lit i 6llum Grdrattum, nema flash 2, eftir ad

framkallad var med Dragendorff lausn.

4.9.2 In vitro krabbameinsfrumupréfun
Ahrif Grdrattanna 01.10.10#3-BC-flash 1-8 & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i

reekt voru kénnud og nidurstodur ljosmeelinga ma sja i téflu 26, par sem

présenta lifunar var reiknud. Nidurstddur ljosmeelinganna sjalfra ma sja i
vidauka C.

Tafla 26. Nidurstodur ur krabbameinsfrumuprofun & fraktionum
01.10.10#3-BC-flash 1-8. Notadar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og
nidurstoour eru gefnar i présentu lifun.

Fraktion Lifun (%)
01.10.10#3-BC-Flash 1 46
01.10.10#3-BC-Flash 2 103
01.10.10#3-BC-Flash 3 29
01.10.10#3-BC-Flash 4 16
01.10.10#3-BC-Flash 5 24
01.10.10#3-BC-Flash 6 34
01.10.10#3-BC-Flash 7 52
01.10.10#3-BC-Flash 8 106
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Fraktionir 01.10.10#3-BC-Flash 1, 3, 4, 5 og 6 voru allar med présentu lifun
undir 50%. Ekki var komist lengra i adgreiningarferli med Halichondria sitiens.

4.10 Fleeadirit yfir ferlid

Flaedirit yfir adgreiningarferlin & svdmpunum ma sja a myndum 44 og 45.

22.08.11#1
275509 Frosthurrkadur svampur

2208.11#1 .
71 Eftir rhlutun med segulhreeru

Urhlulurl med aBlagadr kupchan adgreiningu

Fraktion A Fraktion E
Flash siluskijun 803q S 19 Sﬁg
492,78 m, suluskiljun
! 3015,01 mg

Fr3 |Frd Frﬁ Fré Fr.7
3,19 | 74,88 | 32,46 | 43,95 | 8201 | 200 9377 12740 8430 16040 99,03
mg mg
FEsu\usklUun
‘ HPLC 841, 11 mg
8199mg ‘
‘ —_— ‘ ! rZ\ Fr2-i FIZHI Fr2-V | Fr2V | Fr2vi | Fr2vil | Fr2Vil | Fr2dX | Fr2-X
Frad | Fréll | Fradi Fra-V | Frav FMV\II Fra-X 3015 1075 113 099 086 |30151 24109 | 292 168 690
HPLC 734 1709 587 731 | 648 727 474 mg | mg mg mg mg mg
1281 mg mg | mg mg mg | mg SPEsqusklllun
48073 mg
S N NMR NMR 1 | ‘ |
Fr2-VI | Fr2vil | Fr2-vil FrA-l | Fetll | FeddV | PRtV Fravl | Fedvil | Frdvil | Fra-X
121 104 091 1 M6 508 323 |13 087 254
mg mg mg mg mg mg mg mg

Mynd 44. Flaedirit yfir framkvaemdarferli & Petrosia crassa.
Adgreiningarferlid sett upp i fleedirit par sem fram kemur heimtur hverrar
fraktionar. Urdreettir og fraktionir sem unnid var med eru merkt med raudu.

01.10.10#3 . .
11,214 g Eftir drhlutun ur segulhraeru
Urhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu

Fraktion A Fraktion A2 Fraktion D Fraktion E
1904 mg 264,8 mg 9310 mg 3423 mg

Flash stluskiljun

| 564,88 mg
Fr.2 Fr8
126,41 69,50
mg mg

Mynd 45. Fleedirit yfir framkveemdarferli & Halichondria sitiens.
Adgreiningarferlid sett upp i fleedirit par sem fram kemur heimtur hverrar
fraktionar. Urdraettir og fraktionir sem unnid var med eru merkt med raudu..

73



5. UMRAEDUR

I pessu verkefni var markmidid ad lysa efnasambéndum Gr svampinum Petrosia
crassa en engar rannsoknir hafa verido birtar sem lysa efnainnihaldi pessa
svamps. Greint hefur verid fra ponokkrum annars stigs efnum ur aettkvislinni
Petrosia og par & medal efnum med aexlis- og krabbameinshemjandi virkni. Pa
m& medal annars nefna isokindélinin cribréstatin og renieréon (Sandoval o.fl.,
2004), terpendidan strongylophorin (Mohammed o.fl., 2008) og pdlyasetylenin
dideoxypetrosynol A og neopetréformyn A-D (Jung Sun Kim o.fl., 1999; Ueoka
o.fl., 2009).

Eftir drhlutun & segulhreeru og Urhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu var
svampurinn adgreindur i fijora misskautada Urdreetti (22.08.11#1-A, BC, D og E).
Krabbameinsfrumuhemjandi virkni  drdrattanna var koénnud a SKBr3
brjostakrabbameinsfrumum in vitro i styrkleikanum 33 pg/mL. Urdraettirnir syndu
liti sem engin ahrif & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i reekt par sem prosenta
frumulifunar var i kringum 100%. bratt fyrir pessar nidurstodur var akvedid ad
adgreina frekar urdreetti BC og D. Valid byggdist & pvi ad i 6drum Petrosia
tegundum hafa fundist krabbameinsfrumuhemjandi efni og par ad auki eru
mestar likur a ad finna dhugaverd annars stigs efni i pessum udrdrattum (Camp
o.fl., 2012).

Urdreettir A, BC, D og E eru blanda margra efna en samt sem adur voru peir
sendir i kjarnsegulmeelingar. Pad verdour ad hafa i huga ad oft eru virk efni
framleidd i litlu magni af lifverum og pvi getur verid erfitt ad sja einkennandi
toppa i kjarnsegulgreinaréfi pegar skodadir eru Urdraettir sem eru blanda margra
efna. PO er mikilveegt fyrir &framhaldandi einangrun ad taka protonurof eftir

hvert upphreinsunarskref i einangrunarferlinu.

Upphreinsun a ardreetti D var gerd med fastfasasuluskiljun. Alls fengust sj6
fraktionir eftir hreinsunina og voru fraktionir 22.08.11#1-D-SPE 1 og
22.08.11#1-D-SPE 2 adgreindar enn frekar med fastfasasuluskiljun. Alls fengust
19 fraktionir eftir pa upphreinsun. Fraktionirnar syndu litil ahrif a lifun SKBr3
krabbameinsfrumna i reekt og pvi var ekki unnid frekar med urdratt D. Hins
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vegar er ahugavert ad kanna hvada efnasambdnd eru ad finna i pessum
Urdreetti p6 pau hafi ekki ahrif a lifun krabbameinsfrumna. Ef einangrud veeru
hrein efnasambond Ur Grdreettinum veeri haegt ad kanna hvort efnin hafi annars

konar lifvirkni.

Upphreinsun & urdreetti BC var gerd med flash sualuskiljun. Alls fengust tiu
fraktionir eftir hreinsunina og til ad kanna hugsanlegt efnainnihald peirra var
gerd punnlagsgreining & fraktionunum. Framkéllum med ninhydrinlausn gefur til
kynna ad i fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1, 4, 5, 6, 7 og 8 er ad finna
aminoésykrur, amindsyrur eda 1° eda 2° amin og framkéllun med Dragendorff
lausn bendir til pess ad i fraktionunum sé ad finna alkaléida eda nitrogen
sambodnd. Framkdllun med anisaldehyd lausnum syna svo ad fraktionirnar geti
innihaldid fendla, sykrur, stera eda terpena. Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 1-8
syndu litil &hrif & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i raekt en akvedid var ad
upphreinsa tveer fraktionir frekar par sem prosenta lifunar var 52% ( fraktion
22.08.11#1-BC-flash 2) og 85% (fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4). Frekari
upphreinsun var gerd med magnbundinni haprystivokvaskiljun. préadar voru

adferdir sem virtust gefa nokkud gédan adskilnad efna i fraktionunum.

Eftir upphreinsun & fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 med HPLC var atta
fraktionum safnad. Fraktionirnar syndu litil  &hrif & lifun SKBr3
krabbameinsfrumna i raekt en ein fraktion syndi 68% frumulifun. Pad var fraktion
22.08.11#1-BC-flash 2-V en samkveemt HPLC réfum var ekki um ad raeda
hreint efni heldur samansafn af nokkrum minni toppum. PG getur verid ad paer
bylgjulengdir sem skynjarinn a HPLC teekinu nemur efnin vid, sé ekki ad skynja
efnid i fraktioninni. Litid magn af fraktioninni var safnad og pvi var ekki haegt ad

upphreinsa hana enn frekar.

Eftir upphreinsun a fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 med HPLC var tiu fraktionum
safnad. Fraktionirnar syndu litil ahrif & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i raekt.
pratt fyrir pad voru valdar prjar fraktionir til frekari vinnslu, 22.08.11#1-BC-flash
4-1V, 22.08.11#1-BC-flash 4-VII og 22.08.11#1-BC-flash 4-1X. Fraktionirnar voru
valdar eftir virkni, po han veeri veeg, magni og eftir pvi hversu hrein efnin pottu

vera samkvaemt HPLC rofi.
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Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX syndi 59% frumulifun en a HPLC rofi kom
fraktionin fram sem tveir 6adskildir toppar. bvi var akvedio ad keyra fraktionina i
gegnum HPLC til ad reyna adskilja toppana. Notud var sama adferd og sama
hlutfall ferdafasa. Topparnir virtust adskiljast betur og var peim safnad en vigtun
var ekki meelanleg & efnunum par sem pau virdast hafa tapast i
einangrunarferlinu. bPvi var ekki haegt ad vinna afram med fraktionina. En par
sem topparnir virtust vera tiltélulega hreinir &8 HPLC réfi hefdi verid 4hugavert ad
sja hvort um hrein efni veeri ad reeda og kanna hver ahrif peirra veeri & lifun

SKBr3 krabbameinsfrumna i raekt eftir adskilnad.

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII syndu veeg
ahrif a lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i reekt, par sem présenta frumulifunar
var 54% og 66%. Samkvaemt HPLC rofi virtust fraktionirnar vera tiltélulega hrein
efni. Fraktionirnar voru sendar i frumuprofanir til ad dkvarda 50% hindrunarahrif
(ICs0). 1Csp gildid fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-1V var 28,9 pg/mL og ICsg
gildid fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-VII var >50 pg/mL. Pessi ICsq gildi eru
ekki talin standa fyrir mikla virkni og pvi var ekki talid mikilvaegt ad halda afram
einangrun efna 0t fra pessari krabbameinshemjandi virkni. Pé veeri ahugavert
ad greina efnabyggingar fraktiona Ur pessum svampi med pad fyrir augum ad
lysa efnainnihaldi hans par sem engar rannsoknir hafa verid birtar sem lysa

efnainnihaldi Petrosia crassa.

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru einnig
sendar i kjarnsegulgreiningu par sem tekin voru préténuréf (*H; 400 MHz) med
bad fyrir augum ad greina efnabyggingu peirra. A préténuréfunum var margt
sem benti til pess ad einhverskonar fituseekin efni veeri um ad raeda. Prétdnurof
fraktionar 22.08.11#1-BC-flash 4 synir sameiginlega eiginleika meod
préténuréfum fraktionanna sem stydja pa alyktun ad hér sé um ad reeda
fitusaekin efni. A prétonuréfinu méa sja tvo stéra toppa sem taldir eru vera
leysatoppar pratt fyrir ad fraktionirnar hafi verid purrkadar a frostpurrkara fyrir

kjarnsegulgreininguna.

Pegar farid var yfir prétonurdéfin voru einkenni peirra skodud og borin saman vid

pekkt efnasambond sem hafa verid einangrud ur sjavarliftverum. Par sem
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22.08.11#1-BC-flash 4 framkalladist med ninhydrinlausn og Dragendorff lausn i
bunnlagsgreiningu gaf pad til kynna ad efni i peim innihéldi kdfnunarefni.
Framkoéllun med phosfomolybdik syrulausn gaf til kynna ad lipid séu ad finna i
efnunum en framkdllun med naphthéresorcindl lausn gaf ekki eins skyrar
nidurstodur par sem hvorki var haegt ad stadfesta né neita pvi hvort ad sykrur
séu ad finna i efnunum. bad pyrfti ad gera adrar punnlagsgreiningar til ad kanna
hvort efnin innihaldi sykrur og pa veeri medal annars heegt ad nota

framkdllunarvékvan orcinél (Hayashi, Nishimura og Matsubara, 1991).

par sem ad nokkrum ahugaveroum glykosphingdlipioum hefur verid lyst ar
svompum voru prétonurdf nokkurra pekktra glykosphingdlipida borin saman vid
protonurof fraktionanna (Hayashi o.fl., 1991; Li o.fl., 1995b; Nagle, McClatchey
og Gerwick, 1992). Glykolipid eru efnasambénd sem hafa skautadan,
vatnsleysanlegan hép tengdan vid 6skautada fituleysanlega alkankedju. Peim
er oft skipt upp i tvo hopa, glykoglyserolipid og glykdsphingolipid. Glykolipid eru
gjarnan einangrud ur MeOH-vatns fasa eda kloréform fasa (Herz o.fl., 1997).
par sem urdréattur BC er klér6form fasi renndi pad stodum undir ad hugsanlega

veeri um einhverskonar glykélipid ad reeda.

Marga sameiginlega eiginleika matti sja a rofunum vid samanburdinn en pegar
fario var ad skoda rofin nanar virtust einu sameiginlegu eiginleikarnir liggja i
fituseekna hlutanum. Ef um glykoélipid veeri ad reeda veeru fleiri toppar & bilinu
3,00-5,00 ppm en par myndast toppar sem eru einkennandi fyrir préténur H2-H6
a sykruhluta. PO getur verid ad sykrurnar hafi hydrolyserast fra i
adgreiningarferlinu eda pa ad par sem fraktionirnar voru leystar upp i kléréformi-
d getur verid ad sykrurnar sjaist ekki a prétéonuréfunum par sem peer leysast
ekki vel upp i kléréformi. Einnig var ekki ad finna & réfum fraktionanna neinn

topp sem er einkennandi fyrir amidtengid sem tengir sphingdésin vid glykolipio.

par sem flest allt vid protonurdéfin benti til pess ad um fitusaekin efni veeri ad
reeda var kannad hvort ad petta geetu verid einhverskonar sterdlar. Protonurof
af fraktionunum voru borin saman vid pekkt préténuréf af ster6lum sem
einangradir hafa verid ar sjavarlifverum (Xu, 2000) og Ur Petrosia tegundum

(Burgoyne, Andersen og Allen, 1992; Cho og Djerassi, 1987; Gauvin o.fl., 1998;
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Giner, Gunasekera og Pomponi, 1999; Sun, Cross, Koehn og Gunasekera,
1992). A mynd 46 ma sja algenga byggingu sterdla par sem sést nimer hvers

kolefnis.

Mynd 46. Bygging sterdla par sem namer hvers kolefnis kemur fram.
Sterolbygging 24-isopropylkolesterols er notad sem daemi.

Vido samanburd préténuréfanna ma draga pa alyktun ad peir toppar sem
myndast & bilinu 0,60-1,50 ppm standi fyrir metylh6pa i sterdlabyggingu og
toppar & bilinu 1,50-3,00 ppm standi fyrir protonur CH, hoépa i sterdl-
byggingunni. Moguleiki er ad vid sterdlbygginguna sé tengdur fituhali og myndu
préténur hans einnig koma fram nedarlega a rofinu. Protonur isépropyl
hlidarkedja koma fram a sama bili og pvi er moguleiki ad i sterélbyggingunni sé
isopropyl hlidarkedja. Toppar sem myndast a bilinu 3,00-4,00 ppm geta verid
préténur hydroxylhépa eda CHOH i sterdlbyggingu. Fleiri toppar eru & pvi bili
hja fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV heldur en hja fraktion 22.08.11#1-BC-
flash 4-VII og pvi ma alykta ad um fleiri hydroxylhépa séu par ad finna. Einnig
geta protonur acetylhdpa komid fram a bilinu 3,50-5,00 ppm. A prétonuréfum
hja baoum fraktionum ma sja topp sem myndar halfgerda bungu a milli 5,00-
6,00 ppm en han er einmitt & pvi bili sem protonur tvitengja i sterélbyggingu

myndast.

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru sendar i
massagreiningu til ad audvelda byggingarakvordunina en massarofin voru ekki
nogu god og erfitt var ad meta pau. Til pess ad ddlast frekari upplysingar um
efnabyggingar pessara efna pyrfti ad hreinsa pau betur og prbéa adferdir t.d.

med vokvagreini eda gasgreini tengdum massagreini.
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Til pess ad &kvarda efnabyggingu fraktionanna pyrfti ad endurtaka
upphreinsunarferlio til ad fa meira magn af peim. P& veeri medal annars haegt
ad senda peer i kolefniskjarnsegulmaelingu (*3C) og tvividar kjarnsegulmaelingar
og myndi pad, asamt protonurofi, audvelda byggingarakvorounina til muna. En
ef adgreiningarferlid yrdi endurtekid med pad markmid ad einangra sterola veeri
best ad byrja & pvi ad einangra ster6la ur efnablondu med suluskiljun, par sem
nota meetti medal skautadan ferdafasa, eins og bléndu af hexan og etylasetat.
Pvi neest veeri haegt ad keyra urdrattinn i gegnum vokvagreini eda gasgreini
tengdum massagreini og pa veeri haegt ad bera fraktionirnar saman vid pekkt
viomid sterola. Til frekari adgreiningar veeri haegt ad velja pa steréla sem veeru
ahugaverair, t.d. pa sem ekki veeri haegt ad bera saman vid pekkt viomio eda pa
sem veeru i fraktionum sem syndu fram & ahrif & lifun krabbameinsfrumna i
reekt. Peir sterélar yrou pa sendir i kjarnsegulmeelingar par sem tekin yrou
protonurof, kolefnisrof og tvivid rof. Pessar adferdir settu ad studla ad pvi ad
haegt veeri ad einangra og byggingarakvarda steréla sem finnast i Petrosia

crassa.

Mikill ahugi hefur verid a fituseeknum efnum einangruéum ar svompum. Talid er
ad bygging og virkni liffreedilegra himna svampa sé einstok og greini sig fra
6drum lifverum (Rod'kina, 2005). Lipid sem hafa verid einangrud ur svdimpum
eru oftast glykolipid eda fosfolipid og eru svampar taldir vera ein af rikustu
uppsprettum 6venjulegra fitusyra. Lipid og sterdlar eru mikilvaegir hlutar
frumuhimna svampa par sem pau akvarda gegndraepi hennar. Hlutfall peirra fer
eftir umhverfisahrifum par sem m.a. saltmagn, hiti og mengun spila stort
hlutverk. Einnig getur hlutfall peirra breyst ef auka parf varnarkerfi
frumuhimnunnar med pvi ad minnka gegndraepi hennar (Nechev o.fl., 2004).
Frumuhimna svampa er talin vera einstok ad pvi leyti ad fosfélipid fitusyrur og
sterélar mynda gjarnan sterél-fosfélipio samspil (e. interactions) sem eru talin
gegna mikilveegu hlutverki i frumuhimnunni (Rod'kina, 2005). Sterdlar sem
finnast i svdmpum eru 6élikir peim sem finnast i plontum ad pvi leyti ad peir geta
innihaldid mismunandi alkyleradar hlidarkedjur. Fituseekin efni sem hafa verid
einangrud ur svémpum hafa synt fram & margvislega lifvirkni. Par & medal hafa

sterélar einangradir frdA svompunum Luffariella variabilis (Gauvin, 2000) og
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Theonella swinhoe (Qureshi og Faulkner, 2000) og fitusyra einangrud ur
svampinum Geodinella robusta (Makarieva o.fl., 2002) synt fram &
krabbameinsfrumuhemjandi verkun. Krabbameinsfrumuhemjandi efni hafa verid
einangrud Ur Petrosia sp. og medal peirra eru fituseeknu efnin, asetylen (Y.
Hitora o.fl., 2011; Yuki Hitora o.fl., 2011; Kim o.fl., 2002; J. S. Kim o.fl., 1999;
Lim o.fl., 2001; Nishimura o.fl., 2002; Shin o.fl., 1998; Ueoka o.fl., 2009).

par sem urdreettir og fraktionir Petrosia crassa hofou ekki mikil ahrif & lifun
krabbameinsfrumna i reekt og litid magn var til af peim fraktionum sem p6 syndu
einhver ahrif var ekki unnt ad halda afram med upphreinsun og ljuka
byggingargreiningu pessara efna. En pott nidurstédur in vitro préfana a
krabbameinsfrumum sem framkveemdar voru i pessu verkefni hafi ekki endilega
bent til pess ad i Petrosia crassa séu mjog virk efnasambdnd getur verid ad pau

Séu til stadar en pa i mjog litlu magni.

pvi var 4kvedid ad reyna adgreina hrein efnasambdnd Ur Halichondria sitiens
sem synt hafdi fram a toluvert mikla virkni i fyrra verkefni og reyna ad
byggingarakvarda pau efni par sem engum efnasambéndum hefur verid lyst ar
peirri svampategund.

Eftir drhlutun med adlagadri Kupchan adgreiningu a Halichondria sitiens var
svampurinn adgreindur i fimm misskautada Grdraetti (01.10.10#3-A, A,, BC, D
og E). Urdreettirnir syndu meiri ahrif & lifun SKBr3 krabbameinsfrumna i raekt en
Grdreettirnir ar Petrosia crassa og pa sérstaklega urdrattur BC sem syndi
présentu lifun upp & 36%. Ef skodad er prétdnurof af BC ardreetti ma sja ad
margir toppar geetu gefid til kynna ad par séu einnig ad finna sterdla. bvi var
unnid afram med dardratt BC og var hann upphreinsadur frekar med flash
stluskiljun. Atta fraktionum var safnad og skodud voru ahrif peirra & lifun SKBr3
krabbameinsfrumna i raekt. Allar fraktionirnar nema 01.10.10#3-BC-flash 2 og
01.10.10#3-BC-flash 8 syndu mikla virkni, sérstaklega pa fraktion 01.10.10#3-
BC-flash 4 med présentu lifun upp & 16%. Ekki var komist lengra i
adgreiningarferli i pessu verkefni en Eydis Einarsdottir, doktorsnemi, mun halda

afram einangrun efna ar pessum svampi.
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Rannsdknin leiddi i ljos &hugaverdar nidurstodur prétt fyrir ad ekki hafi tekist ad
einangra virk efnasambdnd Ur Petrosia crassa med krabbameinsfrumuhemjandi
virkni in vitro og skilgreina efnabyggingu peirra. Ahugavert veeri ad upphreinsa
fleiri fraktionir ar svampinum og einangra ur peim hrein efni sem haegt veeri ad
byggingardkvarda og geyma i efnabanka og sidar kanna virkni peirra i 68rum

lifvirknipréfunum.
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6. ALYKTANIR

Rannsoknin leiddi i 1jos &hugaverdar nidurstddur pratt fyrir ad ekki hafi tekist ad
einangra hrein og vel skilgreind virk efnasambdnd ar Petrosia crassa med
krabbameinsfrumuhemjandi virkni in vitro. Eftir Grhlutun og péttun efna voru
adeins tveer fraktionir valdar til byggingarakvordunar, en paer voru valdar ut fra
ahrifum peirra a lifun krabbameinsfrumna i reekt, p6é ahrif peirra hafi verido veeg,
magni og hreinleika peirra ut fra HPLC rofum. Pad voru fraktionir 22.08.11#1-
BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII. Ppratt fyrir ad endanleg
byggingarakvordun tokst ekki var heegt ad alykta ut fra protonuréfum ad um
einhverskonar sterdla veeri um ad reeda med veeg krabbameinsfrumuhemjandi
ahrif. Engum efnasambdndum hefur verid lyst Ur Petrosia crassa en innan
Petrosia eettkvislarinnar hefur efnum sem hafa krabbameinshemjandi ahrif veriod

lyst.

Eftir drhlutun og pattun & svampinum Halichondria sitiens bentu nidurstédur til
pess ad krabbameinsfrumuhemjandi virk efni séu par ad finna i Urdreetti BC
(kléroform ardréttur). EKki nadist ad einangra né byggingargreina hrein efni ar
svampinum en verid er ad vinna afram med einangrun og upphreinsun efna ar

pessum svampi.

Neestu skref i einangrunarferli pessara svampa veeri ad hreinsa Urdreetti og
fraktionir enn frekar til ad vera fullviss ad um hreint efni sé ad reeda. bPad er
haegt ad gera med pvi ad prda adferdir med vokvagreini eda gasgreini tengdum
massagreini. Pad pyrfti einnig ad gera fleiri kjarnsegulmaelingar og fa kolefnisrof

og tvivio rof pvi pad myndi audvelda byggingarakvordunina til muna.

pratt fyrir ad Urdraettir og fraktionir einangrud ar Petrosia crassa syndu litil eda
engin ahrif a lifun krabbameinsfrumna i reekt getur vel verid ad pau séu til stadar
i svampinum en pa i mjog litu magni. | aframhaldandi rannsoknum &
hryggleysingjum sem finnast & islandsmidum vaeri p6 &hugaverdara ad einblina
a virkari fraktionir, t.d. Ur Halichondria sitiens. PO er einangrun hreinna efna ar

svompum sem ekki hefur verid lyst adur ahugavert vidfangsefni par sem haegt
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,

er ad geyma pau i efnabanka og sidar meir kanna virkni peirra i 6drum

lifvirknipréfunum.
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9. VIDAUKI
A. bPunnlagsgreining (TLC)

Eftir seinni suluskiljun & fraktion 22.08.11#1-BC var fimmta hvert glas spottad a
TLC plotur til ad skoda dreifingu efnanna i fraktionunum, sja mynd A-1.

Mynd A-1. TLC pl6tur fra seinni flash suluskiljun. Notadur var ferdafasi i hlutfallinu 97:3 af
DKM og MeOH. Framkallad var med anisaldehydlausn.

Akvedid var ad keyra fraktion 22.08.11#1-D i gegnum SPE suluskiljun og til ad
finna Ut heppilegan ferdafasa voru gerdar punnlagsgreiningar fyrir stluskiljunina
par sem profadur var ferdafasi i hlutféllunum 90:10:1, 85:15:1 og 80:20:1 af
DKM, MeOH og ammonium hydroxid, sja myndir A-2 og A-3. bessar adferdir
voru ekki ad skila ndgu gbdri adgreiningu og par af leidandi var petta hlutfall af
ferdafasa ekki valid.



A B C A B o

Mynd A-2. TLC plotur af fraktion Mynd A-3. TLC plétur af fraktion
22.08.11#1-D med mismunandi hlutfall 22.08.11#1-D med mismunandi

af ferdafasa, framkallad med hlutfall af ferdafasa, framkallad med
ninhydrinlausn. Ferdfasinn sem var anisaldehydlausn. Ferdfasinn sem var
notadur var blanda af DKM, MeOH og notadur var blanda af DKM, MeOH og
ammaénium hydroxid. Mynd 2.A synir hann  ammonium hydroxid. Mynd 3.A synir

i hlutfllunum 80:20:1. Mynd 2.B synir hann i hlutféllunum 80:20:1. Mynd 3.B
hann i hlutféllunum 85:15:1. Mynd 2.C synir hann i hlutféllunum 85:15:1. Mynd

synir hann i hlutféllunum 90:10:1.

Akvedid var ad keyra fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 i gegnum fastfasasuluskiljun
og til ad finna ut heppilegan ferdafasa var gerd punnlagsgreining fyrir
suluskiljunina par sem préfadur var ferdafasi i hlutféllunum 95:5:1, 90:10:1 og
85:15:1 af DKM, MeOH og ammonium hydroxid, sja myndir A - 4 -6. bessar
adferdir voru ekki ad skila ndbgu godri adgreiningu og par af leidandi var petta
hlutfall af ferdafasa ekki valio.
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Mynd A-4. TLC pl6tur af Mynd A-5. Mynd 47. TLC ~ Mynd A-6. TLC plétur
fraktion 22.08.11#1-D-SPE plo6tur af fraktion fraktion 22.08.11#1-D-SPE
2 med ferdafasa i 22.08.11#1-D-SPE 2 med 2 med ferdafasa i
hlutfallinu 85:15:1 af DKM, ferdafasa i hlutfallinu hlutfallinu 95:5:1 af DKM,
MeOH og ammonium 90:10:1 af DKM, MeOH og MeOH og amma@nium
hydroxid. Mynd 4.A synir  ammonium hydroxid. Mynd hydroxid. Mynd 6.A synir
TLC pl6tu framkallada med  5.A synir TLC pl6tu TLC pl6tu framkallada med
ninhydrinlausn. Mynd 4.B  framkallada med ninhydrinlausn. Mynd 6.B
synir TLC pl6tu framkallada ninhydrinlausn. Mynd 5.B synir TLC pl6tu framkallada
med anisaldehydlausn. synir TLC pl6tu framkallada med anisaldehydlausn.

med anisaldehydlausn.
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B. Haprystivokvaskiljun (HPLC)

Hér fyrir nedan ma finna HPLC keyrslur & fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. bar er
haegt ad sja hvernig proun for fram vid ad finna bestu adgreiningaradferdina.
Magn af syni sem for & suluna i hvert skipti var 600 pg. Sja myndir B — 1-7.

|

Mynd B-1. bréun a adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var
Inertsil- NH, sula par sem fleedihradinn var 8
pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 90:10 af
ASN/vatni.

Mynd B-2. bréun a adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var
Inertsil- NH, sula par sem fleedihradinn var 8
pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 98:2 af
ASN/vatni.

!
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Mynd B-3. Proun a adgreiningaradferd fyrir

fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var

Inertsil- NH, sula par sem flaedihradinn var 8

puL/min og ferdafasi i hlutfallinu 80:20 af
ASN/vatni.

Mynd B -4. broun & adgreiningaradferd
fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud
var Inertsil- NH, sula par sem flaedihradinn
var 8 pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 75:25 af
ASN/vatni.
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Mynd B-5. bréun & adgreiningaradferd fyrir Mynd B-6. Préun & adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var
LUNA-C18 sula par sem fleedihradinn var 11 ~ LUNA-C18 sula par sem flaedihradinn var 11

pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 80:20 af pL/min og ferdafasi var i stigul par sem hann

ASN/vatni. byrjadi i hlutfallinu 70:30 (0-15 min.) svo 90:10
(15-45 min.) og endadi a 70:10 (45-50 min.) af
ASN/vatni.

Mynd B-7. Proun a adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notud var
LUNA-C18 sula par sem fleedihradinn var 11
pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 90:10 af
ASN/vatni.



Hér fyrir nedan ma finna HPLC keyrslur a

fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. bar er

haegt ad sja hvernig proun foér fram vid ad finna bestu adgreiningaradferdina.
Magn af syni sem for a suluna i hvert skipti var 600 pg. Sja myndir B - 8-10.

|
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Mynd B-8. Proun a adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notud var
LUNA-C18 sula par sem fleedihradinn var 11
pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 87:13 af
ASN/vatni.

Mynd B-9. bréun a adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notud var
LUNA-C18 sula par sem fleedihradinn var 11
pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 82:18 af
ASN/vatni.

Mynd B-10. broun & adgreiningaradferd fyrir
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notud var
LUNA-C18 sula par sem fleedihradinn var 11
pL/min og ferdafasi i hlutfallinu 90:10 af
ASN/vatni.



C. In vitro krabbameinsfrumupréfun

A mynd C-1 ma sja plétuna sem fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 var komid
fyrir & og par ma sja litabreytingarnar sem gefa til kynna ad efnin séu ad valda
frumudauda krabbameinsfrumnanna.

Mynd C-1. Ljésmynd af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 i krabbameinsfrumupréfun.
Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 1-9 eru innan raudu linunnar, eda i brunnum B-D (1,2,3). bar
sem litabreyting & sér stad i synunum a sér stad frumudaudi.

Nidurstédur ur ljosmaelingum allra in vitro frumupréfanna ma finna i toflu 1. par
ma finna nidurstodur Ur ljdsmeelingum fyrir hverja fraktion, medaltal og présenta
lifunar.

Tafla C-1. Nidurstdédur ar MTS frumupréfun. Nidurstdour Ur ljdsmeelingum fyrir hverja
fraktion, medaltal og présenta lifunar.

Fraktion Holf 1 Holf 2 Holf 3 Medaltal Lifun (%)
22.08.11#1-A 1,86 2,152 2,258 2,011 106,3
22.08.11#1-BC 2,496 2,566 2,656 2,573 126,0
22.08.11#1-D 2,288 2,371 2,168 2,276 115,7
22.08.11#1-E 2,142 2,302 2,146 2,197 111,7
22.08.11#1-BC-Flash 1 1,395 1,824 2,060 1,76 103,4
22.08.11#1-BC-Flash 2 0,906 0,940 0,826 0,89 52,3
22.08.11#1-BC-Flash 3 2,432 2,500 2,012 2,31 136,0
22.08.11#1-BC-Flash 4 1,830 1,534 0,972 1,43 84,9
22.08.11#1-BC-Flash 5 1,871 2,030 2,008 1,97 115,7
22.08.11#1-BC-Flash 6 2,107 2,239 2,099 2,15 126,2
22.08.11#1-BC-Flash 7 2,205 2,443 2,383 2,34 137,7
22.08.11#1-BC-Flash 8 2,491 2,503 1,505 2,17 127,3
22.08.11#1-BC-Flash 9 1,743 2,179 2,144 2,02 118,8
22.08.11#1-BC-Flash 2 1 2,03 2,063 2,174 2,090 106,3
22.08.11#1-BC-Flash 2 11 2,232 2,219 2,04 2,164 110,0




22.08.11#1-BC-Flash 2 11l 2,273 2,1 2,216 2,196 111,7
22.08.11#1-BC-Flash 2 IV 2,171 1,925 1,539 1,878 95,5
22.08.11#1-BC-Flash 2 V 1,298 1,306 1,431 1,342 68,3
22.08.11#1-BC-Flash 2 VI 2,236 2,125 2,214 2,192 111,5
22.08.11#1-BC-Flash 2 VII 2,075 2,407 2,092 2,191 111,4
22.08.11#1-BC-Flash 2 VIII 2,121 1,887 1,501 1,836 93,4
22.08.11#1-BC-Flash 4 1 1,59 1,824 1,745 1,721 84,3
22.08.11#1-BC-Flash 4 1l 1,66 1,55 1,415 1,542 75,5
22.08.11#1-BC-Flash 4 11l 1,709 1,631 1,550 1,630 79,8
22.08.11#1-BC-Flash 4 IV 1,087 1,159 1,039 1,095 53,6
22.08.11#1-BC-Flash 4 V 1,690 1,980 1,741 1,805 88,4
22.08.11#1-BC-Flash 4 VI 1,699 1,703 1,638 1,680 82,3
22.08.11#1-BC-Flash 4 VII 1,321 1,344 1,403 1,356 66,4
22.08.11#1-BC-Flash 4 VI 1,666 1,835 1,573 1,691 82,8
22.08.11#1-BC-Flash 4 IX 1,140 1,291 1.187 1,207 59,1
22.08.11#1-BC-Flash 4 X 2,598 2,528 2,239 2,455 120,2
22.08.11#1-D-SPE 1 2,408 2,430 2,165 2,334 89,3
22.08.11#1-D-SPE 2 2,92 2,666 2,379 2,655 101,6
22.08.11#1-D-SPE 3 2,479 2,473 2,360 2,437 93,3
22.08.11#1-D-SPE 4 2,755 2,856 2,381 2,664 101,9
22.08.11#1-D-SPE 5 2,545 2,841 1,565 2,317 88,7
22.08.11#1-D-SPE 6 2,328 2,682 2,585 2,532 96,9
22.08.11#1-D-SPE 7 2,163 2,294 2,325 2,261 86,5
22.08.11#1-D-SPE 1 - | 1,835 1,826 2,007 1,889 90,0
22.08.11#1-D-SPE 1 -1l 2,362 2,319 1,986 2,222 105,8
22.08.11#1-D-SPE 1 - 11l 1,963 1,600 2,147 1,903 90,6
22.08.11#1-D-SPE 1 - IV 1,748 1,788 1,645 1,727 82,2
22.08.11#1-D-SPE1 -V 2,043 1,645 1,839 1,842 87,7
22.08.11#1-D-SPE 1 - VI 2,326 2,113 2,348 2,262 107,7
22.08.11#1-D-SPE 1 - VII 2,152 2,023 1,916 2,030 96,7
22.08.11#1-D-SPE 1 — VI 1,414 1,805 1,221 1,480 70,5
22.08.11#1-D-SPE 1 - IX 1,693 1,474 1,781 1,649 78,5
22.08.11#1-D-SPE 2 — | 1,25 2,37 2,033 2,225 110,2
22.08.11#1-D-SPE 2 - 1l 2,218 2,209 1,731 2,053 101,7
22.08.11#1-D-SPE 2 - 1lI 1,728 1,936 1,564 1,743 86,3
22.08.11#1-D-SPE 2 - IV 1,7 2,372 1,902 1,991 98,6
22.08.11#1-D-SPE 2 -V 2,273 2,575 2,004 2,284 1131




22.08.11#1-D-SPE 2 - VI 2,803 1,926 1,832 2,187 104,1
22.08.11#1-D-SPE 2 - VI 2,100 1,749 1,826 1,892 90,1
22.08.11#1-D-SPE 2 — VIl 1,740 1,706 1,718 1,721 82,0
22.08.11#1-D-SPE 2 - IX 1,880 1,936 1,828 1,881 89,6
22.08.11#1-D-SPE 2 — X 2,71 2,08 2,053 2,281 113,0
01.10.10#3-A 2,314 2,166 1,647 2,042 100,0
01.10.10#3-A; 1,680 1,837 1,932 1,815 88,9
01.10.10#3-BC 0,754 0,793 0,640 0,732 35,9
01.10.10#3-D 2,028 1,914 1,736 1,893 92,7
01.10.10#3-E 2,441 2,130 1,715 1,095 102,6
01.10.10#3-BC-Flash 1 1,01 0,927 0,852 0,930 45,5
01.10.10#3-BC-Flash 2 1,820 2,087 2,376 2,093 102,5
01.10.10#3-BC-Flash 3 0,571 0,547 0,657 0,592 29,0
01.10.10#3-BC-Flash 4 0,304 0,314 0,337 0,318 15,6
01.10.10#3-BC-Flash 5 0,442 0,587 0,458 0,496 24,3
01.10.10#3-BC-Flash 6 0,660 0,705 0,686 0,683 33,5
01.10.10#3-BC-Flash 7 1,070 1,073 1,013 1,052 51,5
01.10.10#3-BC-Flash 8 2,427 2,076 1,987 2,163 105,9




Nidurstodur allra ICso maelinga ma finna i toéflu 2. Par ma finna nidurstodur Ur
ljdsmeelingum fyrir hvern styrk fraktioninnar, medaltal og prosenta lifunar.

Tafla C-2. Nidurstddur Ur ICso maelingum. Nidurstddur dr ljosmeelingum fyrir hverja fraktion i
akvednum styrk, medaltal og prosenta lifunar.

Fraktion Styrkur Holf 1 Holf 2 Holf 3 Medaltal | Lifun (%)
(Hg/ml)

22.08.11#1-BC- 50 0,967 1,039 0,790 0,932 44,4
Flash 4-1V

22.08.11#1-BC- 33 0,950 0,972 0,648 0,857 40,8
Flash 4-1vV

22.08.11#1-BC- 25 1,150 1,079 0,626 0,952 45,3
Flash 4-1vV

22.08.11#1-BC- 12,5 1,368 1,325 1,048 1,247 59,4
Flash 4-1VvV

22.08.11#1-BC- 6,25 2,105 1,932 2,076 2,038 97,0
Flash 4-1VvV

22.08.11#1-BC- 3,125 2,213 2,548 2,359 2,373 113,0
Flash 4-1VvV

22.08.11#1-BC- 50 1,381 1,411 1,532 1,441 79
Flash 4-VII

22.08.11#1-BC- 33 1,586 1,539 1,245 1,457 80
Flash 4-VII

22.08.11#1-BC- 25 1,662 1,504 1,484 1,550 85
Flash 4-VII

22.08.11#1-BC- 12,5 1,518 1,536 1,317 1,457 80
Flash 4-VII

22.08.11#1-BC- 6,25 1,688 1,807 1,653 1,716 95
Flash 4-VII

22.08.11#1-BC- 3,125 1,841 1,787 1,697 1,775 98
Flash 4-VII

A mynd C-2 ma sja graf par sem présenta lifunar fyrir fraktionar 22.08.11#1-BC-
flash 4-1V er teiknad sem fall af styrk eftir profun & 50% homlunarstyrk.
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Mynd C-2. Présentu lifun fraktionar 22.08.11#1-BC-flash 4-1V sem fall af styrk. Préfadur var
mismunandi styrkur fraktionarinnar og nidurstéour voru gefnar i présentu lifun fyrir hvern styrk.




D. Kjarnsegulmeeling

Gerdar voru kjarnsegulmeelingar a urdrattum 22.08.11#1-A, BC, D og E.
Protonurof peirra ma sja & myndum D — 1-4.
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Mynd D-1. Préténurdf af ardraetti 22.08.11#1-A. Notad var 7,34 mg af Urdraettinum og hann
leystur upp i kléréform-d.
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Mynd D-2. Protonurof af Grdreaetti 22.08.11#1-BC. Notad var 6,72 mg af ardraettinum og hann
leystur upp i kléréform-d.
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Mynd D-3. Prétonurof af ardraetti 22.08.11#1-D. Notad var 8,80 mg af Urdreettinum og hann
leystur upp i DMSO-de.
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Mynd D-4. Protonurof af Grdreetti 22.08.11#1-E. Notad var 6,51 mg af Urdraettinum og hann
leystur upp i vatn-d,.



Gerdar voru kjarnsegulmeelingar & Urdrattum 22.08.11#1-BC-flash 1-10.
Prétonurdf fyrir 22.08.11#1-BC-flash 1, 3, 5-10 ma sja a myndum D — 5-12.
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Mynd D-5. Préténurdf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 1. Notad var 4,25 mg af fraktioninni og
han leyst upp i kloroform-d.

15 [rel]
1

8
s
(
{_
£
{
[
(_

! !
s 5 4 2 [ppm]

Mynd D-6. Préténurdf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 3. Notad var 4,96 mg af fraktioninni og
han leyst upp i kléréform-d.
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Mynd D-7. Prétonurdf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 5. Notad var 4,63 mg af fraktioninni og
huan leyst upp i klér6form-d.
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Mynd D-8. Préténurdf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 6. Notad var 5,03 mg af fraktioninni og
han leyst upp i kléréform-d.
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Mynd D-9. Prétonurdf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 7. Notad var 7,20 mg af fraktioninni og
han leyst upp i klér6form-d:metandl-d, (1:1).
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Mynd D-10. Protonurof af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 8. Notad var 5,35 mg af fraktioninni
og han leyst upp i klér6form-d:metanél-d, (1:1).
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Mynd D-11. Prétéonurdf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 9. Notad var 6,47 mg af fraktioninni
og hun leyst upp i metandl-d,.
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Mynd D-12. Protonurof af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 10. Notad var 2,00 mg af fraktioninni
og han leyst upp i kléréform-d.



Gerd var kjarnsegulmeeling & kléréform-d til ad meta Ohreinindi i leysinum.

Protonur6f méa sja & mynd D-13. Einnig ma sja protonurof af drdreettinum
01.10.10#3-BC @ mynd D-14.
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Mynd D-13. Protonurof af kléroform-d leysinum. Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-1V og
22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru leystar upp i kléréformi-d. Prétonuréf tekid til ad meta 6hreinindi
i leysinum.
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Mynd D-14. Protonurof af ardreaetti 01.10.10#3-BC. Notad var 3,00 mg af Urdraettinum og
hann leystur upp i kléré6form-d og metandl- d,.



E. Massagreining

Nidurstodur ir massagreiningu ma sj
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Mynd E-1. Massaro6f fyrir
frakton 22.08.11#1-BC-
flash 4- IV.

Mynd E- 2. Massaro6f fyrir
frakton 22.08.11#1-BC-flash
4- V.
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