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AGRIP

Jaftnar eru @vaforn hopur groplanta sem pekktur er fyrir ad framleida Iykoépodium
alkal6ida. Sumir peirra hafa reynst 6flugir hindrar 4 ensimid asetylkdlinesterasa og
getu pvi mogulega dregid ur einkennum Alzheimerssjukdémsins. Litunarjafni
(Diphasiastrum alpinum) er ein af fimm jafnategundum sem vaxa 4 [slandi.
Efnainnihald hans hefur litid verid rannsakad til pessa, en einungis hefur ein
visindagrein verid birt um efnid par sem fjorum alkal6idum er lyst.

Markmid pessa verkefnis var ad rannsaka lykopoddium alkaldida Ur litunarjafna
sem vex a Islandi, einangra p4, greina efnabyggingar og kanna hvort peir hafi
andkolinesterasavirkni in vitro.

Ofanjardarhlutar litunarjafna voru urhlutadir og extroktin upphreinsud med
fasaskiljun i skiltrekt. Fastfasasuluskiljun var pvi naest gerd til ad adskilja alkal6éidana
og voru peir sidan einangradir med haprystivokvaskiljun. Vid byggingardkvrdun
alkal6idanna var notast vid einvid og tvivid protonu- og kolefniskjarnsegulmeelingar.
Andkolinesterasavirknin var akvordud in vitro med ljosgleypnimalingum.

Rannsoknin leiddi i 1j6s ad litunarjafni innihélt a.m.k. 12 alkal6ida en fimm peirra
voru byggingarakvardadir og andkolinesterasavirkni peirra mald. Tveir alkal6idanna
reyndust vera lykopodin og klavolonin sem adur hefur verid lyst Gr plontunni. Hinir
prir alkal6idarnir eru OAc alkaloidar par sem einn inniheldur einn OAc hop og hinir
tvo OAc hdpa. Visbendingar eru um ad annar af alkal6idunum med tvo OAc hopa sé
med nyja lykopodium alkaloidabyggingu sem hefur ekki verid lyst adur. Til ad fa
endanlega stadfestingu 4 efnabyggingum alkal6idanna er porf 4 godum HMBC réfum
og MS rofum. Alkaloidarnir hofdu mjég veik hindrunardhrif & asetylkolinesterasa
med ICso yfir 1000 uM, sem er heesti styrkur sem mzldur var.

Enn & eftir ad byggingardkvarda pa alkal6ida sem voru einangradir i < 2 mg magni
og meala andkolinesterasavirkni peirra, en par gatu leynst alkal6idar med adur

Opekktar efnabyggingar og jafnvel 6fluga andkoélinesterasavirkni.
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ABSTRACT

Club mosses are an ancient group of plants which are known to produce the uniqge
class of lycopodium alkaloids. Some of them have been found to possess potent
anticholinesterase activity and are being considered as possible drug leads against
Alzheimer’s disease. Five species of clubmoss grow in Iceland including alpine
clubmoss (Diphasiastrum alpinum). This species has only been studied to a limited
extent before, and only four lycopodium alkaloids have been reported.

The aim of this study was to examine the alkaloid content of the Icelandic alpine
clubmoss, to elucidate their structures and evaluate the in vitro anticholinesterase
activity.

Aerial parts of the alpine clubmoss were extracted and the extract purified using
phase separation. Fractionation was performed with SPE and the alkaloids isolated
with HPLC. The structure elucidation was performed using 1D and 2D proton and
carbon NMR spectroscopy. The in vitro anticholinesterase activity was evaluated with
light absorbtion measurements.

The investigation showed that the Icelandic alpine clubmoss contains at least 12
alkaloids. Five of them were analyzed further. ALK 1-2 were shown to be lycopodine
and clavolonine, previously described from alpine clubmoss. ALK 3-5, all have one
or two OAc groups attached to their basic skeleton and have not been described from
alpine clubmoss before. ALK 5 is probably a new natural compound isolated for the
first time. To complete the structural analysis of ALK 3-5 a better HMBC spectrum as
well as MS spectrum are needed. The five alkaloids had 1Csp >1000 uM. Compared
with physostigmine (ICsy 0,65 uM) the alkaloids have very weak inhibition effects on
acetylcholinesterase.

There are still seven alkaloid structures which have not been structurally
characterized and their anticholinesterase activity has not been determined. Some of
them might possess new structures or turn out to be potent acetylcholinesterase

inhibitors.
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1 INNGANGUR

1.1 Jafnar

Jafnar eru stor hopur planta sem asamt burknum, elftingum, alftalauk og tungljurt
tilheyra flokki byrkninga (Kristinsson, 2010). Finna ma yfir 500 tegundir jafna
vidsvegar i heiminum (X. Q. Ma & Gang, 2004). A Islandi vaxa einungis fimm
tegundir: burstajafni (Lycopodium clavatum) (a), mosajafni (Selaginella selaginoides)
(b), lyngjafni (Lycopodium annotinum) (c), skollafingur (Huperzia selago) (d) og
litunarjatni  (Diphasiastrum alpinum) (e) (Kristinsson, 2010). Ljosmyndir af

plontunum ma sja 4 mynd 1.

Mynd 1: Jafnategundir sem vaxa 4 islandi. a) burstajafni, b) mosajafni, ¢) lyngjafni, d)
skollafingur og e) litunarjafni (Kristinsson, 2010).

Burstajafni er fridadur 4 {slandi en hann hefur einungis fundist 4 einum stad &
landinu, i Ormstadafjalli i Breiddal (Kristinsson, 2010).

Jatnar eiga sér langa og vidtaeka steingervingasdgu. Sumar tegundirnar i hépnum
eru med elstu landplontum sem finnast 4 jordinni og voru stor hluti af grodurrikinu
seint 4 fornlifld, fyrir um 300 milljonum ara (Wikstrom & Kenrick, 2001). A
kolatimabilinu voru jafnar allsrddandi 4 fenjasvedum og uxu pa sem mikilfengleg tré

allt ad 40 m 1 loft upp en pessi tré eru ni utdaud (Novak, 1972; Wikstrom & Kenrick,



2001). baer jafnategundir sem eftir lifa eru smavaxnar og per eru nu adeins nalaegt 1%
af nualifandi landplontum (Novak, 1972). Athyglisvert pykir ad pratt fyrir fornan
uppruna hafa jafnar litid breyst fra upphafi. Formfredi laufa, greina og kongla
nualifandi tegunda er mjog lik peirri sem sést i elstu steingervingum. Sumar tegundir af
jafnazttkvislinni Huperzia eru pvi sem naest oOadgreinanlegar frd utdaudu
jafnategundinni Baragwanathia og hafa per af pessum sokum fengid vidurnefnid
lifandi steingervingar (Wikstrom & Kenrick, 2001).

Jafnar einkennast af lagum, sigreenum, mosalikum og laufalogudum 6xum 4 endum
mosalikra greina (Ayer & Trifonov, 1994). Olikt blomplontum mynda jafnar ekki frae
og bera engin blom. Pess i stad bera peir svokalladar grohirslur sem stadsettar eru i
bladdxlunum og framleida paer mikid magn groa. Pegar groin spira myndast forkim
sem er undantekningarlaust mjog smavaxid. A forkiminu myndast svo kynfrumur sem
frjévgun verdur 4 og upp af okfrumunni sem verdur til vid samruna kynfrumanna vex
jafninn (Kristinsson, 2010). Vert er ad geta pess ad grounum var safnad hér adur fyrr
og pau notud til lyfjagerdar. betta fingerda gula gréduft var kallad nornamjol og var
sett utan 4 pillur til ad hindra samlodun peirra (Novak, 1972).

Ekki eru menn 4 eitt sattir um hvernig flokka eigi jafna og eru til nokkrar utferslur
af flokkunarkerfi fyrir pa. Jatnar tilheyra @ttinni Lycopodiaceae sem upphaflega var
skipt 1 tveer attkvislir, Lycopodium og Phylloglossum (Cobb, Farnsworth, & Lowe,
2005). Nyrra flokkunarkerfi hefur enn fleiri @ttkvislir og pa betist vid medal annars
&ttkvislin Diphasiastrum (Thomas & Brack-Hanes, 1984). Sumir flokkunarfredingar
setja Huperzia undir sér @tt sem kallast Huperziaceae (Cobb, et al., 2005)

Hér verdur athyglinni sérstaklega beint ad litunarjatna.

1.2 Litunarjafni (Diphasiastrum alpinum)
Litunarjafni er tiltdlulega algengur hér 4 landi og tilheyrir hann ettkvislinni

Diphasiastrum (sja toflu 1). Litunarjafni bar adur latneska heitid Lycopodium alpinum

(Kukkonen, 2000).



Tafla 1: Flokkun litunarjafna.
Riki Plonturikid
Fylking Lycopodophyta
Flokkur  Lycopodiopsida
At Lycopodiaceae
Attkvisl  Diphasiastrum

Tegund  Diphasiastrum alpinum

Kjorlendi hans er &4 snjopungum svedum, sérstaklega i lautum og deldum en hann
finnst einnig innan um lyng og hris (Kristinsson, 2010). Dreifingu plontunnar &

fslandi m4 sja 4 mynd 2.

Litunarjafni
Diphazium alpinum

Mynd 2: Dreifing litunarjafna 4 islandi (Kristinsson, 2010).

Stonglar plontunnar eru langir og jardlegir med uppréttum, marggreindum
greinum. Blodin eru 3-4 mm ad lengd, kipt ad utan og eru oftast med sljébum oddi.
Stonglar litunarjafna virdast mjorri en annarra jafna sem vaxa 4 Islandi og er astadan
st ad blodin eru adleg stonglinum med adsveigdum jodrum. bPannig greinist
litunarjafni fra 60rum islenskum jofnum. Greinar plontunnar né uppréttar 8-15 sm
had og jardlaegir stonglar geta ordid 50 sm eda lengri (Kristinsson, 2007). Sja ma a

mynd 3 hvernig plantan litur ut.



Mynd 3: Litunarjafni (Ijosmynd: Elsa Steinunn Halldérsdéttir).

Eins og nafn plontunnar bendir til var hin 4 6ldum adur notud til litunar (Novak,

1972).

1.3 Lykopodium alkaloidar
Jatnar eru pekktir fyrir ad innihalda rikulegt magn Iyképodium alkaloida (Tori, et al.,

2000). Adur en fjallad er nanar um pa er rétt ad gera almenna grein fyrir alkal6idum.

1.3.1 Alkaloidar

Alkaloidar eru hringlaga lifren efnasambond, myndud Ut frd& amindsyrum, sem
innihalda kofnunarefni i neikvaedu oxunarastandi og hafa takmarkada tutbreidslu i
lifrikinu (Popl, Féahnrich, & Tatar, 1990). Alkal6ida er ekki ad finna i Ollum
plontueettum og eru sjaldgaefir i bakterium, sveppum, pérungum og fléttum auk pess
sem ekki er algengt ad finna pa i burknum og barrtrjam (Samuelsson, 2004). A sidustu
arum hafa alkal6idar fundist i ymsum spendyrum, snikjudyrum, hryggdyrum, og
skordyrum (Cordell, Quinn-Beattie, & Farnsworth, 2001).

Alkalo6idar geta verid til stadar i 6llum plontuhlutum (Samuelsson, 2004) en eru p6
ekki jafnt dreifdir um plontuna. Yfirleitt innihalda einhverjir tilteknir plontuhlutar,
einn eda fleiri, meira magn alkal6ida en adrir (Cordell, et al., 2001). Sa plontuhluti
sem inniheldur mesta magnid parf pé ekki ad vera myndunarstadur alkal6idanna en

virkur flutningur alkaléida milli plontuhluta hefur verid stadfestur i morgum plontum.



Dami um plontuhluta sem oft innihalda rikulegt magn af alkal6idum eru laufblod,
borkur og aldin (Samuelsson, 2004).

Hlutverk alkal6ida fyrir plontur er ekki med 6llu 1jost en eins og med 6ll Gnnur
annars stigs efnasambdnd 1 plontum gildir ad pau eru myndud 1 plontunni en taka ekki
patt i peim efnaskiptum sem naudsynleg eru til ad plantan geti lifad og préast. Ymsar
kenningar hafa verid settar fram um hlutverk alkal6ida fyrir plontur eins og t.d. ad
peir virki sem vOrn gegn ati grasbita en grasbitar virdast fordast plontur sem innihalda
alkal6ida (Samuelsson, 2004).

Margir alkaldidar hafa lifvirkni og geta peir verid mjog virkir og jafnvel eitradir
(Cordell, et al., 2001). Margir alkal6éidar hafa ratad inn a lyfjamarkadinn en medal
peirra eru mikilvaeg lyf eins og verkjalyfid morfin sem og krabbameinslyfin vinkristin
og vinblastin (Samuelsson, 2004). Alkal6idar hafa einnig komid ad gagni vid
medhondlun 4 malariu, Parkinson sjukdomi, héaprystingi og vid roskun i
midtaugakerfinu og ma par nefna Alzheimerssjukdominn sem demi (Rathbone &
Bruce, 2002). Eitt af Alzheimerslyfjunum & markadi er nattirulegi alkal6idinn
galantamin sem er ad finna i vetrargosa og fleiri skyldum plontum af paskaliljueett (X.
Ma & Gang, 2008) Pad beinir athyglinni ad lyképodium alkal6idum en sumir peirra
eru efnilegir lyfjasprotar fyrir Alzheimerslyf.

1.3.2 Lvkopodium alkaldidar

Lykopodium alkaloidar eru hopur efnasambanda sem upphaflega voru einangradir ar
plontum af jafnaeettkvislinni Lycopodium. bessi efnasambond eru byggingarfraedilega
skyld en hafa pd mikinn efnafredilegan fjolbreytileika badi hvad vardar
kolefnisgrunnbyggingu og sethopa (Halldorsdottir, Jaroszewski, & Olafsdottir, 2010;
X. Q. Ma & Gang, 2004). Arid 2004 var buid ad skilgreina 201 lykopodium alkal6id
ur 54 jafnategundum (X. Q. Ma & Gang, 2004).

Lykopodium alkaloidar falla undir flokk alkal6ida sem nefnast quinolizine eda
pyridin og a-pyridon alkal6idar. Peir hafa oftast grunnbyggingu sem samanstendur af
16 kolefnisatbomum en po finnast einnig lykdépodium alkaloidar med allt ad 32
koletnisatom og einnig ferri en 16 kolefnisatom (X. Q. Ma & Gang, 2004).

Fyrstu rannsoknir sem gerdar voru & lykopodium alkal6idum na aftur til arsins
1881 en pa var fyrsti lykopodium alkaléidinn einangradur og fékk hann heitid

Iykopodin. Vidtekar rannsoknir 4 pessu svidi hofust svo ekki aftur fyrr en um 60



arum sidar en pa for bygging pessara efnasambanda ad skyrast (Ayer, 1991). A
arunum 1986-1990 var mikil groska i rannséknum & lykopodium alkaléidum og
andkolinesterasavirkni sumra peirra var ad uppgdtvast & pessum arum (Ayer &

Trifonov, 1994).

1.3.3 Flokkun Ivképodium alkaldida

W. A. Ayer var efnafredingur sem eyddi meirihluta af ferli sinum vid rannsoknir a
Iykopodium alkal6éidum og gaf Ut fjoldann allan af mikilvegum visindagreinum og
yfirlitsgreinum um efnid. Lykopodium alkaloidar hafa eins og adur sagdi mikinn
fjolbreytileika badi hvad vardar kolefnisbyggingu og sethopa og hefur peim verid
skipt 1 flokka eftir mismunandi flokkunarkerfum (X. Q. Ma & Gang, 2004). Fyrst var
peim skipt i fjora flokka eftir pvi hversu morg kolefni og kéfnunarefni peir innihéldu.
Flokkarnir voru Ci¢N alkal6éidar, C;sN; alkaloidar, C,7N; alkaloidar og blandadur
flokkur (MacLean, 1985). Seinna var lykopodium alkaléidunum skipt i flokka eftir
grunnbyggingum akvedinna alkal6ida sem voru fulltraar hvers flokks. Pessir
Iykopodium alkaldidar eru lykopodin, lykodin, favsettimin og flegmarin (Ayer &
Trifonov, 1994; X. Q. Ma & Gang, 2004). Hér verdur gerd nanari grein fyrir peim.

1.3.3.1 Lykoépodin flokkur

Lykopddium alkaléidar sem tilheyra pessum flokki virdast vera hvad mest dreifdir i
plonturikinu af pessum fjorum flokkum. Fulltrai pessa hops er lykopodin (X. Q. Ma
& Gang, 2004). Efnabyggingu 1ykopddins ma sja & mynd 4.
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Mynd 4: Efnabygging lyképodins.



Lykopodium alkaléidar sem tilheyra lykopddin flokknum einkennast af fjorum
samtengdum sexlidudum hringjum merktir A, B, C og D (sja mynd 4). Hringir A og C
eru heterohringir med kofnunarefni en petta eru svokollud quinolizidin hringkerfi (X.
Q. Ma & Gang, 2004; MacLean, 1985). Algengt er ad sjd karbonylhop 1 pessum
efnasambdndum og er hann oftast nar stadsettur 4 kolefni nr. 5 en hann getur einnig
verid stadsettur a kolefni nr. 6. Oxun er algeng 4 kolefni nr. 4 og 6, 1 a-stodu a kolefni
nr. 5 og a tertieru kolefnunum nr. 7 og 12 (X. Q. Ma & Gang, 2004).

Hringir A, B og C eru efnafraedilega stodugir en breytingar geta ordid i byggingu
D-hringsins (X. Q. Ma & Gang, 2004). Svo demi sé tekid pa getur hann klofnad milli
kolefna nr. 8 og 15 1 annotinin og milli kolefna nr. 7 og 8 1 annotin (Hughes, Gerard,

& Maclean, 1989).

1.3.3.2 Lykédin flokkur

Lykodin flokkurinn hefur pott mjog ahugaverdur fyrir peer sakir ad allir 1ykopodium
alkal6idar sem melst hafa med andkolinesterasavirkni tilheyra pessum flokki. bar ber
helst ad nefna huperzin A en einnig mé nefna huperzin B, N-metyl-huperzin B og
huperzinin (X. Q. Ma & Gang, 2004). Gerd verdur nanari grein fyrir lifvirkni
1ykopodium alkaloida hér 4 eftir.

Lykopodium alkaldidar i pessum flokki hafa tvo kofnunarefni 6likt peim sem
tilheyra 1ykopodin flokknum sem einungis hafa eitt kofnunarefni (Ayer & Trifonov,
1994). bessir alkaldidar hafa einnig fjora hringi eins og efnasambond 1 1ykopodin
flokknum par sem hringir B, C og D eru peir somu (X. Q. Ma & Gang, 2004). A
hringurinn er hins vegar frabrugdinn par sem hann hefur opnast og endurradast i
pyridin, o-pyridon heterohring eda vetnad pyridin (Ayer & Trifonov, 1994; X. Q. Ma
& Gang, 2004). Fulltrai pessa flokks er lykodin (Ayer & Trifonov, 1994) en
efnabyggingu pess ma sja 4 mynd 5. Par sést einnig nimerakerfi kolefnanna og rodun

hringjanna A, B, C og D.



Mynd S: Efnabygging lykédins.

1.3.3.3 Favsettimin flokkur

Lykopddium alkaléidum sem tilheyra pessum flokki er skipt i tvo undirflokka eftir pvi
hvort peir hafa favsettiman eda favsettidan grunnbyggingu. bPessar tvar
grunnbyggingar eru flokkadar saman vegna pess ad favsettimin, sem er fulltrii
flokksins, er 1 jafnveaegi 4 milli ketdbamin- og karbinélaminformsins (Ayer & Trifonov,
1994). A mynd 6 ma sja grunnbyggingarnar tver asamt ketéamin og karbinélform

favsettimins.

Mynd 6: Efnabyggingar i favsettimin flokknum. a) favsettiman grunnbygging, b) favsettidan
grunnbygging, c¢) keté aminéform favsettimins og d) karbinélaminform favsettimins.

Lykopodium alkaloidar sem tilheyra pessum flokki eru i raun afurdir pess pegar
tengi milli kolefnis nr. 4 og 13 1 lykopodium alkal6idum af lykopddinflokki ferist a
milli kolefnis nr. 4 og 12 (X. Q. Ma & Gang, 2004). ba myndast fimmlidadur B



hringur sem er einkennandi fyrir pennan flokk og finnst ekki i alkal6idum sem

tilheyra hinum flokkunum (Ayer & Trifonov, 1994).

1.3.3.4 Flegmarin flokkur (blandadur flokkur)

Lykopoédium alkaloidar sem tilheyra pessum flokki eru allir peir sem hafa
grunnbyggingu sem ekki passar vid hina prjd flokkana. Mjog fjolbreytilegar
efnabyggingar ma finna i pessum flokki. Hér finnast medal annars alkal6éidar med 12
kolefni i grunnbyggingu sinni og einnig alkal6idar med prji kdfnunarefni (Ayer &
Trifonov, 1994).

Fulltrti flokksins er flegmarin en allir lykopddium alkaloidar sem tilheyra
flokknum teljast leiddir af flegmarin auk pess sem flegmarin virdist spila
lykilhlutverki 1 lifmyndun allra 1ykopodium alkal6ida (X. Q. Ma & Gang, 2004).
Efnabyggingu flegmarins ma sja 4 mynd 7:

Mynd 7: Efnabygging flegmarins.

Olikt 63rum Iykopodium alkaléidum er kolefni 4 6tengt kolefni 12 eda 13. Einnig
er algengt a0 pessir alkaloidar hafi prja hringi i grunnbyggingu sinni i stad fjogurra
eins og & vid um alkal6ida i hinum premur flokkunum. Undantekning eru nokkrir
Iykopodium alkaléidar sem hafa sex hringi i grunnbyggingu sinni. Einnig finnast
nokkrir alkal6idar 1 pessum flokki sem hafa einungis tvo hringi i grunnbyggingu sinni
og eru pvi efnafredilega einfoldustu lykopddium alkaldidarnir (Ayer & Trifonov,

1994).



1.3.4 Lifmyndun Ivképodium alkaldida

Faar rannséknir hafa verid gerdar a lifmyndun lykopddium alkaloida. Helstu
astedurnar eru hversu erfidar rannsoknirnar hafa pott i framkvaemd. Erfidleikarnir
felast einkum 1 pvi hversu timafrekt og erfitt er ad raekta upp jatha og hversu litlar
heimturnar eru af lykopodium alkaléidum (Ayer & Trifonov, 1994; X. Q. Ma &
Gang, 2004).

bar sem alkal6idar med Iykopodin grunnbyggingu eru hvad mest dreifdir i
plonturikinu pa hefur lifmyndun lyképddins vakid einna mestan dhuga visindamanna
(MacLean, 1985). Rannsoknir & lifmyndunarferli 1ykopddins hafa synt ad asetat og
aminosyran lysin séu adalbyggingareiningarnar i lifmyndunarferli pess (Ayer &

Trifonov, 1994).

1.3.5 Lifvirkni lvkopodium alkaldida

Kinverska alpydulekningajurtin og jafnategundin Huperzia serrata, eda Qian Ceng
Ta, 4samt fleir1 jafnategundum & sér langa sogu um notkun i kinverskum
alpydulekningum. bekkt er ad jurtin hafi verid notud vid abendingum eins og mari,
alagi, bolgu og gedklofa dsamt pvi ad vera notud vid vodvaslensfari og vid eitrun af
voldum lifreenna fosfata (e. organophosphate poisoning). Lyképodium alkaloidar hafa
synt greinileg ahrif 1 sjukdomum sem herja & hreyfitaugakerfid og hjarta- og
@dakerfid. Einnig hafa peir synt jakveed ahrif & minni og leerdom (X. Q. Ma & Gang,
2004; Xu, et al., 2003).

Ahugi visindamanna 4 lifvirkni Iykopodium alkal6ida hefur adallega beinst ad
peirri stadreynd ad sumir peirra eru 6flugir hindrar 4 ensimid asetylkolinesterasa.
Asetylkolinesterasi er ensim sem hvatar nidurbrot taugabodefnisins asetylkolins.
Nénar tiltekid hvatar pad votnun estertengisins i taugabodefninu og stodvar pannig
taugabodid sem asetylkélin midlar gegnum kolinerg taugamot (Li, et al., 2007).
Asetylkolinesterasi i monnum samanstendur af fostum kjarna ar 534 aminosyrum og
breytilegri C-endastaedri peptidkedju og tilheyrir alfa/beta hydrolasa yfirensimaettinni.
Hvarfst6d ensimsins samanstendur af serin-histidin-glitamat amindsyruprennu (triad)
sem stadsett er 4 botni 20 A langrar raufar sem gengur halfa leid inn i
ensimbygginguna fra yfirbordi pess (Zimmerman & Soreq, 2006). Raufina pekja ad

innan 14 aroématiskar aminosyrur (Halldorsdottir, et al., 2010).
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Ymsar rannsoknir hafa verid gerdar 4 andkolinesterasavirkni 1ykopodium alkal6ida
og pa adallega a4 huperzin A sem er sem stendur i matsferli hvad vardar kliniska

verkun 1 medhdndlun vid Alzheimerssjikdomi (Francis, Nordberg, & Arnold, 2005).

1.3.6 Lvkopodium alkaldidar i islenskum j0fnum

Lyngjafni hefur nokkud verid rannsakadur med tilliti til alkal6idainnihalds. Til
pessa hefur 29 lykopddium alkaldéidum verid lyst Gr plontunni. Halldorsdottir o.fl.
(2010) konnudu alkal6idainnihald i islenskum lyngjafna og er lyst einangrun 11
alkal6ida en einn peirra var hinn adur opekkti alkal6idi annotin N-o0xid. Hinir voru
annotin, annotinin, 1ykodolin, lykoposerramin M, anhydrolykodolin, gnidioidin,
Iykofolin, lannotinidin D og akrifélin. Allir 11 alkal6idarnir tilheyra lykopddin
flokknum en peir syndu allir litla hamningu 4 asetylkdlinesterasa samanborid vid
huperzin A og B.

Sterk o.fl. (2004) kénnudu alkal6idainnihald 1 islenskum skollafingri par sem
einangradir voru prir lykopodium alkaldidar: huperzin A, serratidin og selagolin.
Selag6lini hafdi aldrei 4dur verid lyst og var pvi um nyjan lyképodium alkal6id ad
raeda.

Litunarjafni er 1itid rannsokud jafnategund hvad vardar alkal6idainnihald.
Einungis ein visindagrein um efnid hefur verid birt og er hiin fronsk eftir Miller og
félaga (1971b). Peir einangrudu fjora alkal6ida ur litunarjafha og reyndust peir vera
lykopodin (a), lykodklavin (b), klavolonin (¢) og des-N-metyl-a-obskurin (d).

Efnabyggingar alkal6idanna ma sja 4 mynd 8.

CH CHa CH; CH;
\\\\(.4 3 & & &

HO

I=

a b c d

Mynd 8: Efnabygginar lyképodium alkaléida sem einangradir hafa verid ur litunarjafna. a)
lyképodin, b) lykoéklavin, ¢) klavolonin og d) Des-N-metyl-o.-obskurin.
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Lykopodin, lykoklavin og klavolonin tilheyra 1ykopodin flokknum en des-N-metyl-
a-obskurin tilheyrir 1ykodin flokknum (Miller, et al., 1971b).

Toluvert hefur verid birt af erlendum rannséknum & alkal6idainnihaldi burstajafna
en eins og adur hefur komid fram er plantan fridud hér 4 landi. Gudbrandsson (2008)
kannadi lykopodium alkaldéidainnihald mosajafna. Hann virtist innihalda fimm
alkal6ida en ekki tokst ad einangra pa 1 negilegu magni til greiningar. Alkaléidum ur

mosajafna hefur ekki verid lyst fyrr.

1.4 Alzheimerssjukdomurinn

Alzheimerssjukdomurinn er nefndur i h6fudid & fredimanninum sem fyrst lysti
sjukdomnum, Alois Alzheimer, arid 1907. Alzheimer er taugahrérnunarsjikdémur og
er hann algengasta orsok vitglapa. Sjukdomurinn lysir sér i stigvaxandi og agengri
heilabilun sem hefur ahrif 4 vitrena getu og hegdun (Slattum, Swerdlow, & Hill,
2008).

Lekning vid Alzheimerssjukdomnum er eitt stersta verkefni &4 svidi lyfjapréunar
sem fredasamfélagid stendur frammi fyrir (Bolognesi, Matera, Minarini, Rosini, &
Melchiorre, 2009). Yfir 20 milljénir manna um heim allan pjast af
Alzheimerssjikdomnum og talid er liklegt ad st tala muni tvofaldast ad 20 arum
lidnum samfara hakkandi lifaldri (X. Ma & Gang, 2008). Enn hafa engin dhrifarik lyf
komid 4 markad sem lekna sjukdominn (Bolognesi, et al., 2009) en hann er talinn
vera pridja helsta ddnarorsok i1 hinum vestrena heimi, neest 4 eftir hjarta- og
@dasjukdémum og krabbameini. Gangur sjukdémsins er oftast haegur og getur tekid
aratug ad proast (X. Ma & Gang, 2008). [ yfir 90% tilfella er sjukdémurinn
stakstaedur (e. sporadic) og herjar a folk yfir 60 ara aldri (Shah, et al., 2008).

Meingerd Alzheimer er ekki ad fullu 1j6s pott hin hafi verid rannsékud lengi og
margar tilgatur hafi verid settar fram. Talid er ad astedur Alzheimerssjikdomsins séu
minnkud koélinerg virkni, oxunardlag (e. oxidative stress), utfelling A} préteina i
midtaugakerfinu, boélgumidlar, skortur 4 sterahorménum og ofleidni i midtaugakerfinu
af voldum glatamats. Einnig hefur verid bent 4 ad matarraedi hafi 4hrif a4 framgang
Alzheimersjukdomsins. Medferd vid sjukdomnum hefur adallega beinst ad pvi ad
auka kolinerga virkni en auk pess hafa andoxunarefni, statin, bolgueydandi lyf sem
ekki eru sterar og horménamedferdir verid notadar (Shah, et al., 2008). Pessar

lyfjamedferdir leekna ekki sjikdominn heldur virka adeins & pann hatt ad halda
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einkennum sjikdoémsins nidri en 4 endanum leidir sjukdomurinn til dauda (Slattum, et

al., 2008).

1.4.1 Asetvlkolinesterasahindrar

Eins fram kemur hér ad ofan er engin leekning pekkt vid Alzheimerssjikdomnum en
nokkur lyf hafa komid a4 markad sem halda einkennum sjukdémsins nidri (X. Ma &
Gang, 2008). Kolinerga kerfid leikur mikilvaegt hlutverk pegar kemur ad minni og
leerdomi en alvarleiki minnisskerdingar i Alzheimerssjikdomi er i réttu hlutfalli vid
kolinerga virkni. Aukid asetylkolin i taugamétum dregur pvi Gr minnisskerdingu hja
Alzheimerssjuklingum (Liang & Tang, 2004).

Asetylkolinesterasahindrar eru proadasta lyfjamedferdin en peir auka magn
asetylkolins 1 taugamotum og auka par med koélinerg taugabod (e. neurotransmission)
(Farlow, Miller, & Pejovic, 2008). Einnig eru lyfin talin heegja a4 framgangi
sjukdoémsins med pvi ad minnka magn forvera AP proteina og par med myndunar &
amyloid proteinum (Shah, et al., 2008).

Fjorir asetylkolinesterasahemlar hafa verid sampykktir af FDA (US Food and Drug
Administration) en pad eru lyfin takrin (a), donepezil (b), rivastigmin (c¢) og
galantamin (d), en tacrin hefur verid tekid af markadi vegna lifrareitrunar (X. Q. Ma

& Gang, 2004). Efnabyggingar lyfjanna ma sja & mynd 9.

N
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Mynd 9: Efnabyggingar asetylkoélinesterasahindra sem hafa komid 4 markad sem Alzheimerslyf.
a) takrin, b) dénepezil, ¢) rivastigmin og d) galantamin.
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Klinisk nytsemi lyfjanna hefur po verid takmorkud vegna stutts helmingunartima
og mikilla aukaverkana sem stafa adallega af kolinergri virkjun utan midtaugakerfis
auk pess sem lyfin geta valdio lifrareitrun (Wang, Yan, & Tang, 2006).

Fjoldi efnilegra efnasambanda sem hindra asetylkolinesterasa hafa komid fram a
sjonarsvidid. Medal peirra er lykopodium alkal6idinn huperzin A og afleida pess sem

kallast ZT-1 (X. Q. Ma & Gang, 2004).

1.4.2 Huperzin A

Huperzin A, sem einangrad var ur kinversku jatnategundinni Huperzia serrata, hefur
fengid hvad mesta athygli af peim lykoépodium alkal6idum sem einangradir hafa verid
ur jofnum. Um er ad reda efnasamband sem hefur o6flug afturkref og sértek
hindrunardhrif a asetylkolinesterasa (Zhang, et al., 2008). Huperzin A virdist hafa
betri lyfjafredilega eiginleika en bpeir asetylkolinesterasahindrar sem fyrir eru 4
markadi vid medhdndlun & Alzheimerssjukdomi en pad fledir betur um
blodheilahemilinn, hefur betra adgengi eftir inntéku um munn og lengri verkunartima

(Yan, et al., 2009). Efnabyggingu huperzin A ma sj4 4 mynd 10:

Mynd 10: Efnabygging huperzin A.

Liang og Tang (2004) gerdu samanburdarrannsékn  par sem
asetylkolinesterasahindrun huperzin A, donepezils og rivastigmins var borin saman i
rottum. Nidurstodur leiddu i 1j6s ad huperzin A var tvisvar sinnum 6flugri hindri en
donepezil og atta sinnum Oflugri en rivastigmin i ad auka asetylkolinmagn i
heilaberki. Huperzin A syndi einnig lengri verkun og ferri aukaverknir en donepezil

og rivastigmin.
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Sem stendur er huperzin A 1 kliniskum profunum og hefur lokid fasa II profunum
(Francis, et al.,, 2005). Nidurstédur kliniskra profana & huperzin A 1 Kina og
Bandarikjunum hafa bent til pess ad huperzin A sé ahrifarikt og oruggt lyf sem beeti
vitrena getu, hegdun og skapferli Alzheimerssjuklinga (X. Q. Ma, Tan, Zhu, Gang, &
Xiao, 2007).

Margar tilraunir hafa verid gerdar til ad hlutsmida huperzin A afleidur med aukinni
andkolinesterasavirkni en einungis 6rfd efnasambond hafa komid fram med 6flug
andkolinerg ahrif. Demi um slikt efnasamband er 5-Cl-O-vanillin afleida sem kallast
ZT-1 en likt og huperzin A pa er pad i kliniskum préfunum badi i Evropu og Kina
(Yan, et al., 2009). Efnabyggingu ZT-1 ma sjd 4 mynd 11.

@) Cl

Mynd 11: Efnabygging huperzin A afleidunnar ZT-1.

Lykopodium alkaloidar eru augljoslega ahugaverdur flokkur efnasambanda og ef
framgangur rannsdkna verdur 4 pann veg sem vonast er eftir ma gera rad fyrir ad nytt

lyf vid Alzheimer geti litid dagsins 1j6s, jafnvel innan farra éra.
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2 MARKMID

Jafnar eru forn hopur groplanta sem framleidir alkal6ida af lykopoddium gerd, sem
sumir hverjir hafa 06fluga andkolinesterasavirkni. Litunarjafni (Diphasiastrum
alpinum) er einn af fimm jafnategundum sem vaxa 4 [slandi, en hefur til pessa litid

verid rannsakadur efnafredilega.

Markmid pessa verkefnis er ad rannsaka lyképodum alkal6ida ur litunarjatha sem vex
4 Islandi, einangra pa, greina efnabyggingar og kanna hvort peir hafi

andkolinesterasavirkni in vitro.
Alkaloidarnir  verda  einangradir med  hefobundnum  stluskiljunum  og

kjarnsegulgreining notud vid byggingarakvordun peirra. Hindrandi 4hrif 4 ensimid

asetylkolinesterasa verda mald med ljosgleypnimalingum.
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3 EFNI OG TAKI

3.1 Efni

3.1.1 Leysar og Onnur fljotandi efni

Diklérometan (dichloromethane)
Metanol (methanol)

Petroleum eter (petroleum ether)

Ammonium hydroxid (ammonium hydroxide solution max.

33% NHs)

Etyl asetat (ethyl acetate)

Asetonitril (acetonitrile)

Kloréform-D1 (chloroform-D1 UN 1888)
Ediksyra (acetic acid (glacial) 100% anhydrous)
Brennisteinssyra (sulfuric acid 95-97%)

Anisaldehyd (p-anisaldehyde)

3.1.2 Fost efni

Maladir ofanjardarhlutar litunarjatna (Diphasiastrum
alpinum)

Vinsyra (L(+)-Weinsdure)

Natriumkarbonat (sodium carbonate anhydrous)
Magnesiumklorid (magnesium chloride hexahydrate (max.
0,0001% Al) puriss)

Trizma HCI (Trizma® hydrochloride)

Albimin ur nautasermi (albumin from bovine serum,
mininum 98% electrophoresis (A7906))
Asetylkolinesterasi ur hrokkal (acetylcholinesterase from
Electrophorus electricus (C3389))

Asetylpiokolinjodid (acetylthiocholine iodide (A-5751))
DTNB (5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (D8130))
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Sigma-Aldrich
Riedel-de Haén
Riedel-de Haén

Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck

Sigma

Merck
Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich

Sigma

Sigma-Aldrich

Sigma

Sigma

Aldrich



Fysostigmin (eserine (E8375)) Sigma
Natriumhydroxid (natrium hydroxid, fast) Akzo Nobel
Ammoniumkarbonat (ammonium carbonate extra pure) Merck
Dragendorff stofnlausn
3.2 Teki
Kvorn Retsch Miihle
Vogir Mettler Toledo AG285
Mettler Toledo PB303-S DeltaRange®
Mettler PM4800 DeltaRange®
Inngufunartaeki Biichi RE111

Hitapottar 4 inngufunartaeki

pH melar

Segulhraerur

Fastfasaskiljun (SPE)

Kjarnsegulgreinir (NMR)
Frostpurrkari

UV ljésalampi (245 og 365 nm)
Ljosmelir fyrir AChE prof
HPLC sula

Hitaplata

Hristari

Biichi R-200 (Biichi vacuum controller
V-805)

Biichi R11

Biichi 461

Biichi B-490

HM digital

Thermo (Orion 3 star)

Heidolph

Sula: Phenomenex (Strata SI-1 Silica (55
um, 70 A), 50g/150mL Giga Tubes)
Kar: Supelco (visiprep' ™, Cat. No.
57030)

Loftteemi: Millipore

400 MHz Briiker Biospin

Snijders scientific

Camag

Thermo — multiskan ascent
Phenomenex: Gemini-NX S5um C18 (250
x 21,20 mm)

Desaga Thermoplate S

Vortex-Genie 2
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4 FRAMKVAMDARLYSINGAR

4.1 Molun plontuefnis

Ofanjardarhlutum litunarjafna var safnad, peir purrkadir og i framhaldinu maladir i

kvorn.

4.2 Urhlutun

Malada plontuefninu var skipt i fjora hluta (hluti [-IV) par sem hver hluti var
trhlutadur 4 hreeru vid stofuhita. Urhlutunin var gerd med MeOH:CH,Cl, (1:1)
leysablondu og urhlutad var fjorum sinnum (extrakt I-IV). A milli arhlutana var
leysablandan siud fra og ferskum leysi bett ut i. [ fyrstu arhlutuninni voru 1600 mL af
leysablondunni notadir, i nastu trhlutun 1200 mL og i sidustu tveimur 1000 mL.
Fyrstu prjar arhlutanirnar stodu yfir i um sélarhring en sidasta urhlutunin var latin

ganga yfir helgi. Extroktin voru inngufud, vegin og skodud 4 TLC.

4.3 Punnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC)

Eftir hvert skref i hreinsunarferli extrakta og fraktiona var notud punnlagsgreining
(TLC), til ad kanna hvada efni veeru { syninu, hreinleika peirra og umfang. Alplétur
hudadar med kisilgeli voru notadar en kisilgel er skautadur stodufasi. Bein lina er
dregin u.p.b. einum sentimetra fra enda plétunnar og punktar teiknadir & linuna par
sem setja 4 synin. Synid var svo tekid og leyst upp i litlu magni af leysi og nokkrum
uL komid fyrir 4 videigandi punkt & plotunni med mjoéu TLC glerrdri. betta var gert i
nokkrum skdmmtum en reynt var ad hafa blettina sem minnsta og mettadasta med pvi
ad leyfa peim ad porna 4 milli adur en syni var sett aftur ofan i sama blettinn.

TLC ferdafasinn sem notadur var hafoi samsetninguna CH,Cl,:MeOH:NH30H 3¢
(90:9:1). Honum var komid fyrir i sérstoku TLC kari 4samt filterpappir sem var
komid fyrir innan & karinu. Pegar filterpappirinn var ordinn mettadur af ferdafasanum
var platan sett ofan i og latin standa upp a rond. Pegar ferdafasinn nadi um 1 sm fra
toppi plotunnar var platan tekin r ferdafasanum og leyft ad porna.

bar sem stodufasinn er skautadur pa ferdast skautud efni styttra upp plétuna en pau
Oskautudu pvi skautud efni bindast fastar skautudum stédufasanum.

Tvo eintok voru utbuin af hverri TLC plétu par sem Onnur var framkollud med

Dragendorff framkollun og hin med anisaldehydframkollun. Ploturnar voru skodadar i
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utfjolublau 1j6si vid 254 nm og 366 nm adur en par voru framkalladar pvi sum
fljarljomandi efni koma hvorki fram vid Dragendorff né anisaldehyd framkdollun.

Dragendorff framkollun er framkollun fyrir efnasambond sem innihalda
kofnunarefni og er pvi haegt ad nota slika framkoéllun til ad fa visbendingar um pad
hvort alkal6idar séu til stadar i syni.

Dragendorff framkdllunarvokvi var Gtbuinn 4 eftirfarandi hatt

2,6 g bismut karbonat

7 g af natrium jodidi Lausn A
25 mL isedik

Lausn A var latin sjoda i 10 minatur og svo latin standa i 12 klst. Kristallar sem

myndast voru svo siadir fra.

20 mL af lausn A
80 mL etylasetat Dragendorff stofnlausn
0,5 mL eimad vatn

Stofnlausnin var latin standa i so6larhring til ad stodugleiki naedist.

50 mL Dragendorft stofnlausn
20 mL isedik Dragendorff framkollunarvokvi

100 mL eimad vatn

TLC plotunni var dypt ofan i Dragendorff framkollunarvokvann en einnig ma
spreyja henni & plotuna. Alkaloidar komu strax fram sem appelsinugulir blettir 4
gulum bakgrunni.

Anisaldehyd framkollun er 6sérhefd framkollun fyrir fenola, sykrur stera og
terpena og var notud i pessari rannsokn til ad kanna hreinleika extrakta og fraktiona
voru eftir hvert hreinsunarstig. Framkollunarlausnin var atbin med pvi ad blanda

saman eftirfarandi efnum:

0,5 mL anisaldehyd
10 mL isedik
&5 mL metanol

5 mL brennisteinssyru
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Lausninni var svo udad a plotuna i naegilega miklu magni og platan hitud & hitapltu

vid 105°C i nokkrar minutur eda allt ad 3 minttur.

4.4 Skiljun i skiltrekt

4.4.1 Skiljun me0 petroleum eter

Afram var unnid med extrokt 1 og II en dkvedid var ad sameina extrokt III og IV.
Extroktin voru leyst upp 1 MeOH:H,O (9:1) og hrist med sama magni af 6éskautada
leysinum petroleum eter (sj& magn i toflu 2) til ad losna vid fituefni og ymis
Ohreinindi. Alkal6idar eru & saltformi i plontum og haldast peir pvi 1 skautudum
MeOH:H,0O fasanum. MeOH:H,O fasi fyrir extrakt I var hristur prisvar med
petroleum eter en MeOH:H,O fasarnir fyrir extrokt Il og III/IV voru hrist tvisvar med

petroleum eter.

Tafla 2: Magn leysa notad i petréleum eter hristun .

Extrakt MeOH:H;0 (9:1) (mL) Petrdoleum eter (mL)

I 550 400*
II 330 330
[TogIV 400 400

Petréleum eter fasarnir voru inngufadir, vegnir og skodadir 4 TLC plotu. Afram

var unnid med MeOH:H,O fasana.

4.4.2 Skiljun me0 etylasetati

Metanolid i MeOH:H,O fosunum var inngufad fra og 300-400 mL af vatni beett 0t 1 til
vidbotar. Illa gekk ad leysa upp extraktid i vatni en pegar etylasetati var batt ut i
leystist pad upp ad mestu og var blondunni leyft ad hraerast i um pad bil halftima.
Ouppleystu efnin voru skilin fra og uppleysta hlutanum komid fyrir i skiltrekt og hrist.
Oskautud efni fara yfir i etylasetatid og skautadir alkal6idarnir haldast i vatnsfasanum.
Etylasetatfasarnir voru skildir fra og vatnsfasarnir (H,O fasar: 1, II og III/IV) hristir ad
nyju med fersku etylasetati. H,O fasar I, II og III/IV voru frostpurrkadir 1 prja daga.
Eftir pad voru peir vegnir og spottadir 4 TLC &samt etylasetatfosunum og

ouppleystum hluta. Vatnsfasarnir for yfir 1 syru-basa hristun.
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4.4.3 Syru-basa hristun

Eftir TLC greiningu & H,O fosum I, 1T og III/IV var akvedid ad sameina pa (H,O fasi).
H,O fasinn var leystur upp i 250 mL af 2% vinsyrulausn og syrustigid stillt 4 pH 10
med mettadri NaCOs lausn. Hér var verid ad koma alkaléidunum yfir 4 fritt basiskt
form. Eftir stillingu & syrustiginu var H,O fasinn ordinn um 400 mL. Hrist var med
sama magni af CH,Cl,:MeOH (95:5) og pad endurtekid einu sinni. Vid petta fara
alkal6idarnir a friu formi yfir i CH,Cl,:MeOH leysablonduna og skautud efni haldast i
i vatnsfasanum. Vatnsfasinn var skilinn fra og CH,Cl,:MeOH (95:5) fasarnir
(CH,Cl:MeOH fasar: 1 og 2) inngufadir og skodadir 4 TLC plotu éasamt

vatnsfasanum.

4.5 Fastfasasuluskiljun (e. solid phase extraction, SPE)
CH,Cl,:MeOH fasi 1 var keyrdur & fastfasastluskiljun (SPE). Notud var einnota
forpokkud SPE kisilgelsula fra Phenomenex. Ferdafasinn sem notadur var hafoi
samsetninguna CH,Cl,:MeOH:metanoliskt NHj3 (1430 (96:2:2). Sulan var fyrst mettud
med ferdafasanum og pvi naest var CH,Cl,:MeOH fasi 1 leystur upp i eins litlu magni
og unnt var af ferdafasanum. Uppleystum fasanum var svo komid fyrir ofan a
filterpappir sem liggur ofan 4 pokkunarefni sulunnar. Sogid var sett haegt &4 og pegar
synid var nanast komid nidur fyrir filterinn var ferdafasa batt ofan & stluna i litlu
magni i einu. Fraktionum var safnad i tilraunaglds, u.p.b. 7,5 mL i hvert glas.  lok
keyrslunnar var skolad ut af sulunni med hreinu metanoli og pa foru um 10 mL 1 hvert
SPE glas.

Til ad kanna hvada fraktionir matti sameina var fimmta hver fraktion fra fraktion

12-142 asamt fraktionum 152, 162, 200, 233 og 234 skodadar a TLC.

4.6 Haprystivokvaskiljun (e. high pressure liquid chromatography,
HPLC)

Magnbundin haprystivokvaskiljun (HPLC) var notud til frekari hreinsunar 4
fraktionunum sem sameinadar voru eftir SPE keyrsluna. Ofugfasa suluskiljun var
notud sem pydir ad pokkunarefni silunnar var 6skautad en ferdafasinn skautadur.
Oskautud efni haldast pvi lengur inn & stlunni medan skautud efni berast hradar ut

med feroafasanum.
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Fyrst for fram proun 4 HPLC adferd en pa var fundin hentug samsetning ferdafasa
og ymsir stigular (e. gradients) profadir. Ofugfasa sula var notud sem poldi syrustig
allt ad pH 12. Par sem alkal6idar eru basisk efni hentar vel ad nota basiska ferdafasa
vid pH 10,5 til ad adgreina pa. [ fyrstu var notad metandl og 0,2% NH3;0Haq) en bar
sem ljosgleypni metanolsins trufladi keyrsluna of mikid vid 210 nm var dkvedid ad
nota asetonitril. Samsetning ferdafasa par sem asetoOnitril var 1 30-95% hlutfalli
reyndist god til adgreiningar 4 alkal6idunum. Pegar hentug adferd hafdi verid proud
voru SPE fraktionir valdar til ad keyra 8 HPLC.

Gerd sulu og par adstedur sem vidhafdar voru i HPLC keyrslunum voru

eftirfarandi:

Sula Gemini-NX S5um C18 (250 x 21,20 mm)

Feroafasi 0,2% ammoOniumhydroxid 1 vatni : asetonitril
(mismunandi stigull notadur, 30-95% asetonitril)

Fleoihraoi 7-10 mL/min

Bylgjulengd 210 nm

Innspyting synis 0,8 mL af syni sem var 2-7 mg/mL

f hverri keyrslu var skotid inn um 5-6 mg af fraktion sem leyst var upp i videigandi
magni af ferdafasa sem var i hlutfallinu 50:50 0,2% NH30H .q):asetonitril og hun siud
med videigandi sprautufilter. Mikilvaegt var ad ganga tr skugga um ad engar loftbolur
leyndust i sprautunni 4dur en syninu var sprautad inn 4 HPLC takid.

Adur en keyrsla 4 synum var hafin var stlan stédgud med pvi ad auka fladihrada
ferdafasans jafnt og pétt upp i pann fledihrada sem @tlunin var ad keyra synid viod.
Einnig var lykkjan sem syninu er sprautad inn i fyllt med ferdafasa og syninu svo
sprautad inn i lykkjuna pegar sulan var ordin stodug. Vid enda sulunnar var nemi sem
nam gleypni peirra efna sem komu ut vid &kvedna bylgjulengd og kom
gleypnisvorunin fram & tolvuskjanum sem toppar. Toppum var safhad handvirkt,

ferdafasinn svo inngufadur fra og topparnir skodadir 4 TLC eda sendir beint i NMR.

4.7 Kjarnsegulgreining (e. muclear magnetic resonance, NMR)

23



Eftir HPLC keyrslurnar voru dkvednir toppar valdir til ad senda i NMR greiningu.
NMR synin voru utbuin med pvi ad leysa fraktionirnar upp i 0,6 mL af deuterium
kléroformi (CDCl3). beim var svo komid fyrir i NMR rérum og keyrt i 400 mHz taeki
4 Raunvisindastofnun Haskola fslands. Fengin voru protonurdf (‘H), kolefnisrof (°C),
DEPT-135 og einnig tvivid rof (NOESY, COSY, HSQC og HMBC). Oftar en ekki
purfti ad senda synin aftur i meaelingu til ad fa fleiri skonn par sem rofin voru ekki

négu audgreinanleg.

4.8 Asetylkolinesterasa (AChE) virkniprofun

Andkolinesterasavirkni var kdnnud med in vitro virkniprofun & peim alkal6idum sem
fengust hreinir. Notud var litgreiningaradferd Ellmans o.f1. (1961) sem byggir a pvi ad
asetylpiokdlin er botid nidur af asetylkolinesterasa en vid pad myndast piokolin og
asetat. Piokolin hvarfast svo vid 5,5’-dipiobis-(2-nitrébensdsyru) og gefur myndefni
hvarfsins, 5-pid-2-nitrobensoat anjon, gulan lit. Hversu gul proflausnin verdur segir til
um asetylkolinesterasavirkni hennar en eftir pvi sem hin er gulari pvi minni

ensimhindrun hefur att sér stad. Ellman hvarfid ma sja 4 mynd 12.

AChE
Hy0 + (CHshN"CH,CH.SCOCH; —— 3me (CH;N"CHLCHSS” + CH.COO™ + 2H*
Asetylpiokolin bickalin Asetat
(('H;’);\’(‘H:('H:S'
+
O,N S8 NO; O,N g
—
QoC [slele] 00C
DTNB
5-pio-2-nitrabensoat {2ult)
(CH3)N CH,CHASS NO,
COo
2-nitrobensoat-3-merkaptopiokolin

Mynd 12: Ellman hvarfid sem a sér stad vio maelingu 4 asetylkoélinesterasavirkni efna.
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Profid var framkvemt i 96 brunna einnota bokkum. Utbunar voru prjar

studpudalausnir (A, B og C) dsamt DTNB lausn og ensim- og hvarfefnislausn:

Studpudi A (S0mM Trizma): 3,94 g af Trizma voru leyst upp 1 500 mL MilliQ-vatni.
Syrustigid var svo stillt & pH 8 med 2M NaOH lausn. Pessi lausn geymist 1 eitt ar i

isskap.

Stuopudi B (1 mg/mL albimin Gr nautgripasermi): Lausn er utbuin sem er 1
mg/mL af nautgripasermi (bovine serum albumin, Fluka) i studpuda A. Lausnin

geymist ekki lengur en einn dag.

Stuopudi C: 1,02 g MgCL,*6H,0 voru leyst upp 1 250 mL af studptida A. Lausnin

geymist 1 eitt ar 1 isskap.

DTNB lausn: 0,396 mg/mL lausn i studptida C var Utbuin. Lausnin geymist ekki
lengur en einn dag.
Dami um utreikninga:

T.d. 10 mg af DTNB vegin.

10 mg /0,396 mg/mL = 25,25 mL studpudi C

10 mg leyst upp 1 25,25 mL af studpuda C

Hvarfefnislausn: 1,446 mg/mL asetylpiokolin jodid i vatni (MilliQ) var utbuin.
Lausnina parf ad utbua i hvert sinn.
Dami um utreikninga:

T.d. 20 mg vegin af asetylpiokolini.

20 mg / 1,446 mg/mL = 13,83 mL af vatni

20 mg leyst upp i 13,83 mL af vatni

Ensimlausn: 500 U af asetylkolinesterasa voru leystar upp i 1 mL af studptida A og
kallast pad stofnlausn 1. Stofnlausn 2 var utbtiin med pvi ad taka 500 pL af stofnlausn
1 og pynna i1 4500 pL af studptida A og var lausnin pa ordin 50 U/mL. Stofnlausnir 1
og 2 geymast i eitt ar i keeli. Ensimlausnin sem notud var i profinu var atbuin med pvi
a0 taka 20 pL af stofnlausn 2 og pynna i 4980 pL af studptida A. Ensimlausnina purtti
a0 utbua i hvert skipti.
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Fysostigmin (Eserine) var notad sem jakvatt viomid. 0,1 M fysostigmin stofnlausn i
MeOH var tutbtin.
Dami um utreikninga: 2 mL af 0,1 M fysostigmin lausn utbuin.

Molpyngd fysostigmins er 275,35 g/mol.

2 mL * 0,1 mmoél/mL = 0,2 mmol

0,2 mmol * 275,35 mg/mmoal = 55,07 mg fysostigmin

55,07 mg leyst upp i 2 mL af studpuda A.

bynningar voru svo blandadar ut fra stofnlausninni:

1 10 uL stofnlausn 90 uL studpudi A 10.000 uM
2 10uL 1 1940 pL studpudi A 5,12 uM
3 500 pL 2 500 pL studptdi A 2,56 uM
4 500 uL 3 500 pL studptdi A 1,28 uM
5 500 uL 4 500 pL studptdi A 0,64 uM
6 500 uL 5 500 pL studptdi A 0,32 uM
7 500 uL 6 500 pL studptdi A 0,16 uM
8 500 pL 7 500 pL studptdi A 0,08 uM

Alkalo6idafraktionir voru valdar i profid og nakvaem vigt fengin af peim med pvi ad
flarlegja allt vatn med frostpurrkun og passa upp 4 ad engin Ohreinindi eda hudfita
trufladi vigtun. Utbtin var 100.000 pM stofnlausn af fraktionunum i MeOH. Ut fra
stofnlausninni voru svo utbunar sjo hentugar pynningar (ca. 0,1 = 1000 uM) i
studpuda A sem myndu gefa 20-80% ensimhamningu. Hver styrkur af fyséstigmini og

alkaloidafraktionum var meaeldur i premur settum.

Efnin foru i eftirfarandi r60 1 brunnana:
25 uL af hindra (fyséstigmin eda alkaldida fraktion)
125 pL DTNB lausn
50 pL studpudi B
25 uL hvarfefnislausn

25 uL ensimlausn
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Med hverju syni var keyrdur blankur, p.e. lausn &n hindra en i stadinn voru settir 25
uL af studpida A. Adur en ensimlausnin var sett i brunnana pa var gerd ein maling til
a0 leidrétta fyrir virkni milli hvarfefnis og DTNB. Eftir ad ensimid hafoi verid sett t i
brunnana hofst 1josgleypnimalingin. Ljosgleypnin var meld vid 412 nm og hun meld

a 10 sekiindna fresti 1 30 min eda par til gleypnin meldist ca. 1,0.

Utreikningar a ICs, gildi:

Ljosgleypnin er plottud sem fall af tima fyrir alla styrkina. HallatSlur eru reiknadar
fyrir hvern styrk og segir hun til um hrada hvarfsins (V;) en hallatalan fyrir 0 uM
(blank) stendur fyrir upphafshrada hvarfsins (Vo). Hamningin er svo reiknud ut fra

eftirfarandi jotnu:
% Ensimhamning = (1 — (Vi/Vy)) * 100
Nidurstodur mealinganna voru ferdar i Excel par sem prosentuhamning hvers styrks

var teiknud sem fall af styrk hindra og styrkurinn sem gefur 50% hamningu lesinn af

grafinu en pad er ICs gildid.
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5 NIDURSTODUR

5.1 Sofnun og moélun plontu
Litunarjatna, Diphasiastrum alpinum, var safnad 6. agust 2009 i landi bverdals i

Adalvik a4 Hornstrondum. Eftir purrkun og moélun ofanjardarhluta plontunnar vo

plontuetnid 1256,04 g.

5.2 Urhlutun
Malada plontuefninu var skipt i fjora hluta (hlutar I-IV) adur en trhlutun var hafin.
Urhlutun 4 hlutum I-IV med CH,Cl;:MeOH (1:1) gaf svo extrokt I-IV sem eftir
inngufun vogu alls 152,71 g. bPyngdir hluta I-IV 4samt pyngd hvers extrakts ma sja 4
fleediriti 4 mynd 15.

Til ad kanna hvort extrokt I-IV varu einsleit voru pau spottud & TLC plotu og
framkallad med anisaldehyd og Dragendorff framkdllunarvokva. TLC ploturnar mé

sja a mynd 13:

Mynd 13: TLC plétur med extroktum I-IV ur litunarjafna. a) anisaldehyd framkéllun, b)
Dragendorff framkoéllun. Samsetning ferdafasa var CH,Cl,:MeOH:NH;3;0H 334, (90:9:1).
1: Extrakt 1
2: Extrakt II,
3: Extrakt III,
4: Extrakt IV.
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Samkvaemt anisaldehyd plotunni voru extroktin einsleit par sem sambarilegir
blettir komu fram. Extrokt III og IV voru sameinud i framhaldinu. Samkvaemt

Dragendorff framkdlluninni voru engir alkaléidar synilegir i extraktinu.

5.3 Skiljun i skiltrekt

5.3.1 Skiljun med petroéleum eter

Extrokt I-IV voru leyst upp i MeOH:H,O (9:1) og affitud med pvi ad hrista med
petroleum eter (PE) 1 skiltrekt. PE fésunum var safnad, peir inngufadir og spottadir 4
TLC plotur asamt MeOH:H,O fosunum (vidauki bls. A). Folappelsinugulir blettir
komu fram vid grunnlinuna og einnig sérkennilegir graenir blettir med Rf gildi 0,52.

byngdir PE fasanna m4 sja 4 flediriti 1 4 mynd nr. 15.

5.3.2 Skiljun med etyl asetati

MeOH:H,O fasar I, I og III/IV voru leystir upp i vatni og hristir med etylasetati
(EA). Pyngdir EA fasanna og H,O fasanna eftir hristunina ma sja a flediriti 1 & mynd
15. bPyngdir EA fasa 2 vid hristun a H,O fasa II og III/IV er ekki pekkt par sem
gleymdist ad vigta pa. EA og H,O fasarnir voru skodadir 4 TLC (vidauki bls. B).

5.3.3 Syru-basa hristun

H,O fasarnir voru sameinadir og vogu alls 36,26 g. Eftir syru-basa hristunina vogu
CH,Cl,:MeOH fasar 1 og 2 741,1 mg og 316,6 mg. Fasarnir tveir 4samt vatnsfasanum
voru spottadir & TLC plotur og framkallad med anisaldehyd og Dragendorff

framkollunarvokva. TLC pléturnar ma sja & mynd 14:
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a b

Mynd 14: TLC plétur eftir syru-basa hristun framkalladar med a) Dragendorff og b)
anisaldehydi. Ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:NH30H 334, (90:9:1)
1: CH,Cl,:MeOH fasi 1
2: CH,Cl,:MeOH fasi 2
V: vatnsfasi

A Dragendorff plotunni sjast amk. 8 alkaléidar i CH,Cl,:MeOH fasa 1. I
CH,Cl,:MeOH fasa 2 sjast prir alkaloidar. Enga alkaloida er ad sja i basiska fasanum.
Samkvemt anisaldehydpldtunni eru enn 6hreinindi til stadar. Rf gildi alkal6idanna ma

sjé 1 toflu 3.
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Tafla 3: Rf gildi alkaléidoa i CH,Cl,:MeOH fasa 1 og 2 ur syru-basa hristun.
Feroafasasamsetning: CH,Cl,:MeOH:NH;3;0H 334, (90:9:1).

CH,Cl;:MeOH fasi 1 CH,Cl,:MeOH fasi 2
Rf gildi alkal6idoa Rf gildi

0.49 0,44

0,39 0,03

0,27 0

0,22

0,15

0,13

0,03

0

Ferli Urhlutunar litunarjafna og skiljunar 1 skiltrekt ma sja & flediriti 4 mynd nr. 15.
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Maladur litunarjafni

1236,04 ¢
I Skiot { 4 hluta
Hluti I Hluti IT Hluti III Hluti IV
30995 ¢ 31093 ¢ 310.29¢ 32401¢g

Urhlutzd férum sinnum med CH,CL:M=OH (1:1), hver trhlutun er latn gangz i up.b. solarhring

Extrakt I Extrakt II Extrakt III Extrakt IV
3420¢ 3326¢ 2633 ¢g 1861 ¢
Szmemzd
Leyst upp i MeOH:H,0 (9:1) og hrist tvisvar med petroleum ster (PE)

Leyst upp i MeOH:H,0 (9:1) og hrist
prisvar mad petroleum ster (PE)

PE fasi1: PE fasi1:
243¢g 150¢g
— PE fasi2: — PE fasi2: —
0.78¢g 047¢g

MeOH:H;O0 fasi III'IV

MeOH:H,0 fasi II

MeOH:H,0 fasi I

Levstupp i H.O og hrist tvisvar med otv] asetati (EA)
EAfasil: | | EAfasil: | | EAfasil: | |
169¢g 879¢g 688 ¢g
EA fasi2: EA fasi2: EA fasi2:
043¢ 7g g
H-Ofasil H,O fasiII H,O fasi III'IV
7.10g 3.10¢g 16.06 ¢

Szmemad
Leystupp i 2% vinsvru, pH stillt 2 10 med mettdri Nz2CO; lausn og hrist tvisvar med CH,ClL:MeOH (93:3)

Vatnsfasi CH>Cl:MeOH fasi 1 CH,Cly:MeOH fasi 2
741.1me 316.6 mg
SPE

Mynd 15: Flzedirit sem synir ferli arhlutunar a litunarjafna og skiljunar i skiltrekt.
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5.4 SPE
Akvedid var ad keyra CH,Cl;:MeOH fasa 1 4 SPE par sem hann virtist innihalda
flestalla alkal6idana samkvamt TLC greiningu. Eftir ad hafa fylgst med keyrslunni &
TLC virtist megnid af alkaléidunum vera komid ut vid fraktion 225 og pvi dkvedid ad
skola skautudustu efnunum ut af sulunni med MeOH. Alls fengust 237 SPE fraktionir.
Fraktionir voru valdar til ad skoda & TLC. begar ploturnar voru skodadar sast ad
nokkud godur adskilnadur 4 alkaléidum hafdi fengist i SPE keyrslunni. Alls sjust 12
alkal6idar & TLC plotunum og par & medal tveir mjog skautadir. TLC ploturnar ma sja

4 myndum nr. 16-19:

12 17 22 2732 37 42 47 52 57 62 67 72 77 ref

Mynd 16: TLC plata med fimmtu hverju fraktion fra fraktion 12-77 d4samt viomioi (ref) ur SPE
stluskiljun 4 CH,Cl,:MeOH fasa 1. Plata framko6llud med Dragendorff
framkollunarvokva.

SPE ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:metanoliskt NHj (1430, (94:2:2)
TLC ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:NH;O0H 334, (90:9:1)
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SPE &+

12 17 22 2732 37 42 47 52 57T 62 67 72 71 ref

Mynd 17: TLC plata med fimmtu hverju fraktion fra fraktion 12-77 d4samt vidomioi (ref) ur SPE
keyrslu 4 CH,Cl,:MeOH fasa 1. Plata framkolludé med anisaldehyd framkéllunarvékva.
SPE ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:metandliskt NH 1430, (94:2:2)
TLC ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:NH;0H 339, (90:9:1)

Mynd 18: TLC keyrsla a fraktionum 82-142 (fimmta hver fraktion spottud), 152, 162, 233, 234
asamt viomidi (ref) ur SPE keyrslu 4 CH,Cl,:MeOH fasa 1. Plata framko6llud med
Dragendorff framkoéllunarlausn.

SPE ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:metandliskt NHi 1430, (94:2:2)
TLC ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:NH;0H 334, (90:9:1).
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Mynd 19: TLC Kkeyrsla a fraktionum 82-142 (fimmta hver fraktion spottud), 152, 162, 233, 234
asamt viomioi (ref) ar SPE keyrslu 4 CH,Cl,:MeOH fasa 1. Plata framkollud med

anisaldehyd framkéllunarvékva.
SPE ferodafasi: CH,Cl,:MeOH:metanoliskt NHj (1439, (94:2:2)
TLC ferdafasi: CH,Cl,:MeOH:NH;O0H 334, (90:9:1)

bar fraktionir sem innihéldu somu alkal6ida og samberileg Ohreinindi 1 svipudu

magni voru sameinadar og vegnar. Sameinadar fraktionir voru merktar med storum

bokstofum og ma sja pyngdir peirra i toflu 4.
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Tafla 4: Pyngdir sameinadra fraktiona ar SPE keyrslu 4 CH,Cl,:MeOH fasa 1. Samsetning SPE
ferdafasa: CH,Cl,:MeOH:metanodliskt NH 430 (94:2:2).

Sameinud fraktion SPE fraktionir nr. byngd (mg)
A 10-19 37,4
B 20-29 17,6
C 30-34 7,8

D 35-43 5,45
E 44-54 52

F 55-69 8,45
G 70-79 11,36
H 80-89 22,3

I 90-94 15,1
J 95-105 29,2
K 106-130 39,5
L 131-157 22

M 158-180 17,2
N 181-210 10

O 211-233 8,65
P 234-237 220,6
5.5 HPLC

Sameinadar fraktionir E, F, G, J, K og L ar SPE keyrslunni voru valdar til ad adskilja
enn betur 4 magnbundinni HPLC salu. Ollum toppum var safnad. Peir toppar sem
grunur 1€k a ad varu alkaldidar, 1 flestum tilfellum toppar sem voru vel adskildir, voru
hlutfallslega sterstir og vogu mest, voru sendir beint i NMR medan peir minni voru
skodadir a TLC.

Ekki var alltaf moguleiki ad bera saman rastima toppa fyrir mismunandi fraktionir
pvi samsetning ferdafasans og fleedihradi hans var oft mismunandi en pessir pettir
hafa ahrif & hvenar efnin koma 1t af stlunni. beir toppar sem sendir voru i NMR
verda merktir med bokstaf tilheyrandi fraktionar og tolustaf eftir pvi i hvada r6d peir
komu ut af sulunni. Topparnir eru listadir i toflum 5-10 par sem pyngd peirra og NMR
merking er gefin upp. Utlit toppanna ma sja 4 HPLC gréfum 4 myndum nr. 20-23 og
25-26.
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Mynd 20: HPLC Kkeyrsla a fraktion E. Merktir toppar voru sendir i NMR. Ferdafasi var
samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH3;0H,q) og var hlutfall aseténitrils aukio eftir pvi
sem leid 4 keyrsluna.

Nékvaemur stigull sem notadur var i keyrslunni & fraktion E er ekki pekktur og a
pad sama vid um fraktionir F, G og J. Margar utfaerslur af stigulum voru profadar par

sem hlutfall asetonitrils var aukid medan & keyrslunni stod.

Tafla 5: Toppar sem komu fram i HPLC keyrslu 4 fraktion E og sendir voru i NMR. Toppar eru
merktir med bokstaf fraktionar og tolustaf eftir pvi hvenzer peir koma fram. Feroafasi
var samsettur dr aseténitrili og 0,2% NH3;0H,q og var hlutfall aseténitrils aukid eftir
pvi sem leid 4 keyrsluna.

HPLC 1

Fraktion E (44-54):

Stigull 30%-95% asetOnitril
Fladihradi 10 mL/min

Toppar  Rastimi (min)  byngd (mg)  NMR merking
El 15,887 1,54 4454-a
E2 18,920 0,69 4454-b
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Mynd 21: HPLC Kkeyrsla a fraktion F. Merktir toppar voru sendir i NMR. Ferdafasi var
samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH3;0H,q), og var hlutfall aseténitrils aukio eftir pvi
sem leid 4 keyrsluna.

Tafla 6: Toppar sem komu fram i HPLC keyrslu 4 fraktion F og sendir voru i NMR. Toppar
merktir med bokstaf fraktionar og tolustaf eftir pvi hvenzer peir koma fram. Ferdafasi
var samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH30H,q og var hlutfall asetonitrils aukid eftir
pvi sem leid 4 keyrsluna.

HPLC 2

Fraktion F (55-69):

Stigull 30%-95% asetOnitril
Fladihradi 10 mL/min

Toppur  Rastimi [min]  Pyngd [mg]  NMR merking

F1 19,733 2,53* 70-79/55-69: a
F2 23,060 <2 70-79/55-69: b
F3 25,080 <2 55-69:b

F4 38,853 <2 44-54/55-69

* Sameinadir toppar.
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Mynd 22: HPLC Kkeyrsla a fraktion G. Merktir toppar voru sendir i NMR. Ferdafasi var
samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH3;0H,q, og var hlutfall aseténitrils aukio eftir pvi
sem leid 4 keyrsluna.

Tafla 7: Toppar sem komu fram i HPLC keyrslu 4 fraktion G og sendir voru i NMR. Toppar eru
merktir med bokstaf fraktionar og tolustaf eftir pvi hvenzer peir koma fram. Ferdafasi
var samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH30H,q og var hlutfall asetonitrils aukid eftir
pvi sem leid 4 keyrsluna.

HPLC 3

Fraktion G (70-79):

Stigull 30%-95% asetOnitril
Fladihradi 10 mL/min

Toppur  Rastimi [min]  Pyngd [mg]  NMR merking

Gl 18,460 <2 7079 pa
G2 21,750 <2 Toppur 2
G3 24, 887 4,35 7079 pb
G4 28,360 2,53* 7079 5569 a
G5 31,587 <2* 7079 5569 b

* Sameinadir toppar.
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Mynd 23: HPLC Kkeyrsla a fraktion J. Merktir toppar voru sendir i NMR. Keyrt i ferdafasa
samsettum ir 0,2% NH3;0H,) og asetonitrili i mismunandi stiguli.

Tafla 8: Toppar sem komu fram i HPLC keyrslu 4 fraktion J og sendir voru i NMR. Toppar eru
merktir med bokstaf fraktionar og tolustaf eftir pvi hvenzer peir koma fram. Ferdafasi
var samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH30H,q og var hlutfall asetonitrils aukid eftir
pvi sem leid 4 keyrsluna.

HPLC 4

Fraktion J (95-105):

Stigull 30%-95% asetOnitril
Fladihradi 10 mL/min

Toppur  Rastimi [min]  Pyngd [mg]  NMR merking

J1 8,107 <2 95-105-1FB

12 ca. 8,2 <2 95-105-1SB

J3 15.600 <2 alk 2/3

J4 16,307 <2 alk 2/3

J5 24,873 25,25%* 10613095105-4
J6 36,620 3,39 95-105-5

* Sameinadir toppar

HPLC fraktionir Ur einni keyrslu & fraktion J voru spottadar 4 TLC til ad kanna

alkal6idainnihald og reyndist fraktionin innihalda 6 alkal6ida, sja mynd nr. 24
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Mynd 24: TLC plata med HPLC toppum ur fraktion J. S6fnunartimi fraktiona er gefinn upp a
plotunni i mindtum.

Sami stigull var notadur i keyrslum & fraktionum K og L en pa ma gera rad fyrir ad
toppar med sama rastima séu fyrir somu efnasambondin. Stigullinn er skradur &

myndum 25 og 26.
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Mynd 25: HPLC Kkeyrsla a fraktion K. Merktir toppar voru sendir i NMR. Ferodafasi var
samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH3;0H,q, og var hlutfall aseténitrils aukio eftir pvi

sem leid 4 keyrsluna.

Tafla 9: Toppar sem komu fram i HPLC keyrslu a fraktion K og sendir voru i NMR. Ferdafasi
var samsettur Ur aseténitrili og 0,2% NH30H,q og var hlutfall asetonitrils aukid eftir

pvi sem leid 4 keyrsluna.

HPLC 5

Fraktion K (106-130):
Stigull 30%-95% asetOnitril
Fladihradi 10 mL/min

Toppur  Rastimi [min]  Pyngd [mg]
K1 8,393 2,55

K2 16,327 <2

K3 26,333 25,15

K4 37,820 <2

K5 39,173 <2

NMR merking

106 130 1

alk23
10613095105-4
131-157-106-130-LB
106 _130 5
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Mynd 26: HPLC Kkeyrsla a fraktion L. Merktir toppar voru sendir i NMR. Ferdafasi var

samsettur ur aseténitrili og 0,2% NH3;0H,q), 0og var hlutfall aseténitrils aukio eftir pvi
sem leid 4 keyrsluna.

Tafla 10: Toppar sem komu fram i HPLC keyrslu 4 fraktion L og sendir voru i NMR. Toppar

eru merktir med bokstaf fraktionar og télustaf eftir pvi hvenzer peir koma fram.
Ferdafasi var samsettur ur asetonitrili og 0,2% NH30H,q) og var hlutfall aseténitrils
aukio eftir pvi sem leid a keyrsluna.

HPLC 6

Fraktion L (131-157):
Stigull 30%-95% asetOnitril
Fladihradi 10 mL/min

Toppur
L1
L2
L3
L4
L5

Rastimi [min]

8,313

16,287
26,360
34,960
39,347

byngd [mg]

NMR merking

131 157 1

alk23

131 157 4
131-157-106-130 LB
131 157 5

A mynd nr. 27 ma sja fledirit sem synir SPE og HPLC ferlid.
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Mynd 27: Flaedirit sem synir ferli SPE og HPLC.
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5.6 NMR

Alls voru 24 syni ur HPLC keyrslunum send i NMR og flest peirra oftar en einu sinni.
Fimm Deirra voru nagilega hrein og i naegu magni til ad byggingarakvarda. I toflu 11
ma sja synin sem voru greind. bar kemur fram hvada toppar ir HPLC keyrslunni eru i

hverju syni. Auk pess er pyngd synanna gefin upp.

Tafla 11: Alkaléidar ur litunarjafna sem voru byggingarakvardadir.

Heiti synis Toppar af HPLC NMR merking byngd (mg)

ALK 1 J5 +K3 10613095105 4 25,15
ALK 2 L1 131-157 5 5,05
ALK 3 F1 + G4 7077 5569 a 2,53
ALK 4 16 95-105 5 3,39
ALK 5 L5 131-157 5 3,51

5.6.1 Greining 4 ALK 1

begar protonurdf fyrir ALK 1 var skodad (vidauki bls. C) pa virtist efnid vera mjog
hreint. Samkvaemt kolefnisrofi inniheldur efnid 16 kolefni (vidauki bls. D) og
protonurdf gefur til kynna 25 protonur. A kolefnisrofinu kemur fram hlidrun vid 2134
ppm sem gefur til kynna ad efnasambandid innihaldi a.m.k. einn karbonylhop. Engin
tvitengis kolefni né protonur eru sjdanlegar. bPegar kolefnisrofid er borid saman vid
pekkt gildi pa gefur pad til kynna ad um 1ykopodin sé ad reda (Nakashima, Singer,
Browne, & Ayer, 1975). Greining 4 2D NMR ro6fum (vidaukar bls. F-I) stadfestir pad
auk pess sem protonurof fyrir ALK 1 hefur sama form og pekkt protonurof fyrir
lyképddin (Wardlab, 2003).

[ toflu 12 eru hlidrunargildi 4 kolefnisréfi og protonurdfi fyrir ALK 1 gefin upp
asamt pekktum hlidrunargildum 4 kolefnisrofi fyrir Iykopodin. A mynd 28 ma sja

efnabyggingu lykopodins par sem stodur kolefna eru merktar.
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Tafla 12: Hlidrunargildi 4 kolefnisrofi (C NMR) og préténuréfi ('H NMR) fyrir ALK 1 dsamt
pekktum gildum fyrir lykopodin. CDCIl; var notadur sem leysir.

Stada

[O8)

e BEN B NIV, [ SN

10
11
12

13
14

15
16

Lyképédin (CDCls)

1BG
(Nakashima, et al.,
1975) (ppm)

47,2

19,3
20,1
43,4
213,4
43,3
37,3
43,1
478
26,6
25,7
45,5

59,9
43,7

Mynd 28: Efnabygging lykopédins med nimerum kolefna.

Bc
(ppm)
46,9
19,0
19,7
43,2
214,0
43,0
37,0
42,7
474
26,3
254
452
60,0
434

25,5
23,1

ALK 1 (CDCLy)
3

ALK 1 (CDCls)
"H

3,34 (td: 14,1; 3,8)
2,47 (m)

1,84 (tm: 13,8)
1,32 (dm: 13,8)
2,02 (dm: 14,0)
1,57 (tm: 13,8)
2,84 (dd: 11,8; 3,1)

2,51 (dt: 15,6; 6,3; 1,2)
2,16 (m)

1,67 (m)

1,26 (td; 12,5; 1,2)
3,11 (td: 11,6; 3,2)
2,59 (dm: 11,5)
1,81 (m)

1,71 (m)

1,58 (m)

1,50 (m)

1,57 (m)

2,60 (m)
0,85 (t: 13,1)
1,69 (m)
0,83 (d: 6,21)



5.6.2 Greining 4 ALK 2
Likt og ALK 1 inniheldur ALK 2 16 kolefni samkvaemt kolefnisrofi (vidauki bls.K ),

par af eitt karbonylkolefni sem kemur fram sem toppur vid 213,2 ppm. Prétonurdf
(vidauki bls. J) gefur 24 protonur og eru engin tvitengiskolefni né protonur ad sja a
réfunum. Pegar mynstur protonurdfanna fyrir ALK 1 og ALK 2 eru borin saman eru
pau mjog svipud sem gefur visbendingu um ad um sému grunnbyggingu sé ad raeda.
Aukaprotona vid 3,39 ppm kemur fram & prétonurofinu fyrir ALK 2 sem bendir til
hydroxylhops.

begar hlidrunargildin & kolefnisrofi fyrir ALK 2 eru borin saman vid pekkt gildi
fyrir klavolonin (Nakashima, et al., 1975) kemur i1 1j6s ad hlidrunargildin eru
sambarileg. Greining 4 2D NMR rofum (vidauki bls. M-P) stadfesti ad um klavolonin
veri ad reda. [ t6flu 13 ma sja hlidrunargildi & kolefnisrofi 4 klavolonini asamt
hlidrunargildum & kolefnis- og protonurédfi fyrir ALK 2. A mynd 30 er efnabygging

klavolonins gefin med merktum stodum kolefna.

Tafla 13: Hlidrunargildi 4 kolefnisréfi (“C NMR) og proténréfi ("H NMR) fyrir ALK 2 asamt
pekktum gildum 4 klavélénini. CDCI; var notadur sem leysir.

Stada klavélénin (CDCl3) *C ALK 2 (CDCl) ALK 2 (CDCl)
kolefna (Nakashima, et al., 1975) C 'H
1 47,2 47,4 3,12 (td: 12,1; 2,8)
2,62 (m)
2 18,7 18,8 1,85 (m)
1,35 (m)
3 19,4 19,5 2,04 (m)
1,62 (m)
4 43,1 432 2,89 (dd: 11,8; 3,2)
5 213,2 213,2 -
6 36,5 36,7 2,62 (m)
7 43,1 43,0 2,12 (m)
8 78,9 79,2 3,39 (dd: 10,3; 4,3)
9 472 47,3 3,29 (td: 14,2; 3,7)
2,51 (ddt: 14,5;
4,8;1,5)
10 26,2 26,3 1,83 (m)
1,80 (m)
11 25,1 252 1,80 (m)
1,54 (m)
12 43,9 44,0 1,61 (m)
13 59,7 59,9 -
14 42,0 42,0 2,58 (dd: 13,6; 4,8)
15 33,0 33,1 1,27 (m)
16 19,4 19,4 0,96 (d: 6,22)
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CH3

Mynd 29: Efnabygging klavélonins.

5.6.3 Greining 4 ALK 3
Samkvaemt kolefnisrofi (vidauki bls. R) inntheldur ALK 3 12 kolefni og 32 protonur

samkvemt protonurdfi (vidauki bls. Q). HSQC rof (vidauki bls. V) greinir prja
kolefni til vidbotar. Hlidrun vid 2,90 ppm og ca. 2,5 og 2,3 ppm a prétonurofi gefur
visbendingu um keton 1 stodu 5 pott kolefnisgildi komi ekki fram & kolefnisrofi. bar
sem protonurdfid er mjog sambaerilegt protonurdfi 1ykopodins (vidauki bls. C) pa er
gert rad fyrir ad efnasambandid hafi 16 kolefni i grunnbyggingu sinni. Hlidrun &
koletnisrofi vid 170,9 ppm bendir til esterliks hops. Singlett &4 protonurdfi vid ca. 2
ppm gefur til kynna ad esterliki hopurinn s¢é OAc (-OCOCH;) og inniheldur
alkal6idinn pvi alls 18 kolefni. Samkvemt HMBC roéfi (vidauki bls. W) er OAc
hopurinn stadsettur a4 kolefni 8 eda 14 en COSY rof (vidauki bls. T) gefur gdda
visbendingu um ad hann sé stadsettur i stodu 8. Hlidrunargildi & kolefnisrofi ma sja i

toflu 14 og hlidrunargildi & protonurdédfi eru listud 1 téflu 15.
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Tafla 14: Hlidorunargildi a kolefnisrofi (®C NMR) fyrir ALK 3. CDCIl; var notadur sem leysir.

BC hlidrunargildi
(ppm) fyrir ALK 3
(CDChL)

170,9

80,4

78,0

47,3

47,2

43,3

39,7

37,1

30,4

25.9

24.6

21,3

193

19,1

18,7

Tafla 15: Hlidrunargildi a vetnisréfi (‘H NMR) fyrir ALK 3. CDCIl; var notadur sem leysir.

'H hlidrunargildi  Merki: Fjoldi préténa
(ppm) kuplingsfasti (J)

4,56 dd: 11,0; 4,1 1
3,30 td: 14,1; 3,4 1
3,12 td: 11,3 1
2,90 dd: 11,8; 3,2 1
2,65 dd: 13,8; 4.9 2
2,54 dd: 14,4; 4,0 1
2,46 m 1
2,31 m 2
1,99-2,12 m 4
1,33-1,91 m 14
1,12 s 1
0,86 d: 6,2 3

5.6.4 Greining 4 ALK 4
Koletnisrofid gefur til kynna ad efnasambandid innihaldi 19 kolefni (vidauki bls. Y)

og protonurdf (vidauki bls. X) gefur 30 protonur. A kolefnisrofi koma tvé merki fram
vid 170 ppm sem bendir til ad efnasambandid innihaldi tvo OAc hopa. Tveir singlettar
sem koma fram vid ca. 2 ppm & protonurdfi stydur pad par sem peir standa ad 6llum

likindum fyrir prétonur & metylhopum sem stadsettir eru & OAc hopunum tveimur.
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Likt og ALK 3 pa hefur ALK 4 OAc hop i stodu 8 samkvemt COSY (vidauki bls.
AA) og HMBC (vidauki bls. DD). Ekki er hagt ad stadsetja hinn asetylhdpinn.
Hlidrunargildi ALK 4 4 kolefnisr6fi ma sja i toflu 16 og & proéfonurofi i toflu 17.

Tafla 16: Hlidorunargildi a kolefnisrofi (®C NMR) fyrir ALK 4. CDCIl; var notadur sem leysir.

BC hlidrunargildi
(ppm) fyrir ALK 4
(CDCl)
171,1
170,5
80,6
69,8
47,8
47,1
43,0
41,1
37,7
31,3
29,2
25,9
249
24,1
22,8
21,7
21,4
20,8
20,0

Tafla 17: Hlidrunargildi a vetnisréfi (‘H NMR) fyrir ALK 4. CDCIl; var notadur sem leysir.

Hlidrunargildi Merki: J Fjoldi
(ppm) (kuplingsfasti) vetnisatoma
5,01 t: 5,8 1

4,55 dd: 10,0; 5,3 1

3,39 td: 14,0; 3,6 1

3,17 td: 12,1; 3,8 1
2,54-2,77 m 4
2,48 m 1

2,04 S 3

2,01 S 3
1,88-1,98 m 1
1,65-1,82 m 5

1,53 m 2

1,37 m 3

1,08 t: 14,7 1
0,94 d: 6,0 3
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5.6.5 Greining 8 ALK 5
ALK 5 hefur 20 kolefni samkvemt koletnisrofi (vidauki bls. FF). Likt og 4 rofum

ALK 4 koma fram tveir toppar vid ca. 170 ppm a kolefnisr6fi og tveir singlettar vid
ca. 2 ppm a protonurdfi (vidauki bls. EE). betta bendir til pess ad ALK 5 innihaldi tvo
OAc hopa likt og ALK 4. begar kuplingsmynstur HI og H9 eru borin saman vid
kaplingsmynstur sému prétona fyrir hin efnin kemur i 1j6s ad pau eru 6lik. bad gefur
visbendingu ad um adra grunnbyggingu sé¢ ad raeda en lykopddin grunnbyggingu.
Ovenjulegur breidur singlett kemur fram vid 12,02 ppm & protonurdfinu. HSQC
(vidauki bls. JJ) gefur enga kuplun vid kolefni sem gefur til kynna ad prétonan sé
tengd annad hvort vid O eda N. Samkvemt COSY (vidauki bls. HH) er protonan i
nalegd vid protonu i stodu 1 eda 9 sem gefur visbendingu ad um Iykodin
grunnbyggingu sé ad reda og ad protonan s¢ pa tengd kéfnunaretni. Slikur hopur
hefdi ekki svona hatt hlidrunargildi nema ad vera i ndlegd vid rafeindatogandi hop og
pvi ekki er oliklegt ad annar OAc hopurinn sé tengdur kolefninu vid hlidina 4 NH
hoépnum. Naudsynlegt er ad hafa MS rof til stadfestingar a pessu. Hlidrunargildi ALK

5 4 kolefnisrofi og protonurdfi ma sja 1 toflum 18 og 19.

Tafla 18: Hlidorunargildi a kolefnisrofi (®C NMR) fyrir ALK 5. CDCIl; var notadur sem leysir.

BC hlidrunargildi
(ppm) fyrir ALK 5
(CDCl)
170,6
170,1
78,5
67,7
61,9
47,3
47,1
40,7
37,1
36,9
32,5
29,3
242
22,7
22,3
21,5
21,3
21,0
20,1
19,0
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Tafla 19: Hlidrunargildi a vetnisréfi (‘H NMR) fyrir ALK 5. CDCIl; var notadur sem leysir.

Hlidrunargildi a
"H NMR fyrir

ALK 5
12,02
5,14
4,61
3,60
3,38
3,12
2,87
2,74

2,42-2.57
2,10-2,24

2,07
2,01

1,48-1,94

1,23
1,03

Merki: kaplingsfasti  Fjoldi

0))

S
t: 5,7

dd: 10,7; 5,1
tt: 13,2; 4,1
m

d: 12,6

d: 14,9

2 Bg 22388

S
I

5.7 AChE virkniprofun

protona

W DN = LW LW W U = e ek ek ek e ek

Asetylkolinesterasavirkni ALK 1-5 var kénnud in vitro. Eftirfarandi styrkir voru

utbunir

1.

A

7.

10 uL stofnlausn
500 uL 1
200 puL 2
500 uL 3
200 uL 4
100 uL 5
100 uL 6

990 pL studpudi A
500 pL studpudi A
800 pL studpudi A
500 pL studpudi A
800 pL studpudi A
900 pL studpudi A
900 pL studpudi A

205 20 20 2N 2N 27

1000 uM
500 uM
100 uM
50 uM
10 uM

1 uM
0,1 uM

begar 96 brunna pldturnar voru skodadar eftir malinguna sast strax ad um litla

hamningu hafi verid ad reda midad vid fysoéstigmin. Lausnirnar i brunnunum med

syninunum voru gular fyrir alla styrkina medan lausnirnar i fyséstigmin brunnunum

voru gular fyrir leegsta styrkinn en urdu svo folgulari eftir pvi sem styrkur lausnanna

jOkst. betta ma sja 4 mynd 30.
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Mynd 30: Litur fyséstigmin- og ALK 1-5 lausna eftir AChE prof. Fyséstigmin lausnir i styrkjum
A-G féru i brunna i lengjur 1-3 og ALK 1-5 i styrkjunum A-G voru settir i lengjur 4-6.
A var heesti styrkur og G laegsti.

Samkvaemt nidurstodoum melinga 4 1josgleypni i AChE-virknipréfinu syndi ALK 5
mestu hindrunina af synunum fimm. Utreikningar a 1Cso gildi allra alkal6idanna
reyndist meira en 1000 pM sem var mesti styrkur af synunum (sja gogn fyrir

utreikninga a ICsg gildi i vidauka bls. LL). Ensimhamningu ALK 5 ma sja 4 mynd 31.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Ensimhamning [%]

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Styrkur ALK 5 [uM]

Mynd 31: Asetylkolinesterasahamning (%) ALK 5 i mismunandi styrkjum.
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Utreikningar a ICs gildi fyrir fysostigmin gaf 0,65 pM og pvi sést ad ALK 5 er mjog
veikur hindri & asetylkolinestera. Ensimhamningu fyséstigmins ma sja & mynd 32.
Gogn fyrir utreikninga a ICs, gildi fyrir fysostigmin ma sjé i vidauka bls. MM, NN og
00.

120
100
S
— 80
£
c
E 60 T
(5]
: LA
w
§ 40 1
<
20
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Styrkur physostigmins [uM]

Mynd 32: Asetylkélinesterasa (AChE) hamning fysostigmins i mismunandi styrkjum.

bar sem ALK 5 hamdi ensimid mest af alkaléidunum samkvaemt 1josgleypnitélunum
var 1Csy gildi fyrir ALK 1, ALK 2, ALK 3 og ALK 4 ekki reiknad. ICs gildi var pvi

meira en 1000 uM fyrir alla fimm alkal6idana.
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6 UMRADUR

Litunarjafni er ein af fimm jafnategundum sem vaxa 4 Islandi. Markmid
rannsOknarinnar var ad einangra, byggingardkvarda og kanna andkodlinesterasavirkni
lykopodium alkal6ida Gr litunarjafna sem vex 4 Islandi.

Nidurstodur verkefnisins syna ad litunarjafni framleidir mun fleiri 1ykopodium
alkal6ida heldur en pa fjora sem hingad til hefur verid lyst ur pessari jafnategund. bPad
er einnig 1jost ad litunarjafni framleidir mun minna magn af lykopodium alkal6idum
midad vid purrvigt heldur en skollafingur og lyngjafni (Halldorsdottir, et al., 2010;
Sterk, et al., 2004), sem eru par islensku jafnategundir sem mest hafa verid
rannsakadar efnafredilega hingad til og getur pad verid ein af skyringunum 4 pvi af
hverju svo faum alkal6idum hefur verid lyst ur litunarjafna.

Fyrsta skref rannsoknarinnar var Urhlutun. Medan 4 Urhlutun st6d voru allir fasar
spottadir & TLC plotur til ad fylgjast med framvindu hreinsunarinnar. Engir alkaloidar
sdust eftir fyrstu skref urhlutunar, sem stadfestir ad peir eru i litlu magni i plontunni.
A seinni stigum upphreinsunar komu fram ad minnsta kosti atta alkal6idar samkvaemt
TLC. Einn alkal6idinn (Rf=0,49) var i aberandi mestu magni, gaf storan blett og gaetu
fleiri alkaldidar med svipad Rf-gildi haglega leynst par undir. Einnig voru tveir
alkal6idar mjog skautadir og par sem adgreiningin 4 peim var ekki god er erfitt ad
segja til um ndkveman fjolda peirra. Anisaldehyd framkollun gaf til kynna ad
urhlutunin hefdi ekki skilid nagilega vel frd o@skileg 6skautud efni. Liklega hefdi
verid hagt ad leysa pad med pvi ad hrista einu sinni til tvisvar sinnum i vidbot i
upphafi skiljunar med petroleum eter og etylasetati.

Neasta skref var ad adskilja alkal6idana med SPE suluskiljun. Adskilnadur
alkal6ida var ad morgu leyti godur framan af i SPE keyrslunni og 4 pessu stigi
hreinsunarferilsins saust a.m.k. 12 alkal6éidar samkvaemt TLC. Ekki fékkst nogu g6d
adgreining i seinni hluta SPE keyrslunnar en par sem HPLC keyrslur gengu vel pa var
petta ekki takmarkandi pattur i hreinsunarferlinu. Alkaléidarnir reyndust vera i mjog
litlu magni 1 litunarjafna.

bridja skref einangrunar alkal6idanna var magnbundin HPLC. bar sem
alkal6idarnir voru 4 friu formi (ekki & saltformi) og pvi téluvert basiskir folst
adferdaproun 4 HPLC 1 pvi ad nota basiskan ferdafasa med pH 10.5. bar sem
alkaloidar gleypa 1itid UV 1jos (en peir gleypa mest vid 210 nm) gekk illa ad nota
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metanol sem ferdafasa par sem pad gleypir mjog mikid a pessu svidi. P4 var skipt yfir
i asetOnitril og fékkst pa god adgreining 4 toppum en peir sem voru i naegilega miklu
magni voru sendir til greiningar i NMR.

Alls voru 24 HPLC toppar sendir i '"H-NMR og reyndust fimm peirra vera hreinir
alkaloidar (ALK 1-5) i naegilegu magni (> 2 mg) til ad f4 god tvivid rof til frekari
byggingagreininga. [ peirri einu rannsokn sem hefur verid birt hingad til sem greinir
fra efnainnihaldi litunarjafha er fjorum Iykopodium alkaléidum lyst: lykopodin,
klavolonin, lykoklavin og des-N-metyl-a-obskurin (Miller, Mees, & Braekman,
1971a). Efnabyggingar pessara alkal6ida voru hafdar til hlidsjonar vid greiningu a
alkal6idunum fimm sem einangradir voru. begar protonurdf synanna voru skodud var
greinilegt ad um lyképodium alkaléida var ad raeda. Pad sem einkennir prétonurof
peirra er m.a. hlidrunargildi og kiplingsmynstur fyrir paer protonur sem tengdar eru
kolefnunum neest kéfnunaretni (H-1 og H-9) en par gefa skyra prefalda dubletta i
kringum 3 ppm. Einnig kom fram skyr dublett vid teplega 1 ppm sem gaf til kynna
prjar protonur sem stadfestir metylhdp 4 kolefni nr. 15. Enginn pessara alkaldida
hofou tvitengi 1 byggingu sinni.

bekkt hlidrunargildi a kolefnisrofi eru til fyrir lykopodin og klavélonin og pegar
pau voru borin saman vid hlidrunargildi ALK 1-5 kom i 1jos ad ALK 1 hafdi
samberileg gildi og lykopodin og ALK 2 samberileg gildi og klavolonin. Byggingar
peirra voru svo stadfestar med greiningu a 2D NMR rofum. ALK 3 syndi hlidrun vid
ca. 170 ppm a kolefnisrofi sem gefur visbendingu um esterlikan hép. Samkvemt
protonurdfi var singlett vid ca. 2 ppm (3H) og gefur hlidrunargildi pess og fjoldi
protona til kynna metylhop sem er i nagrenni vid rafeindatogandi atom. HMBC
stadfestir a0 metylhopurinn er tengdur esterlika kolefninu og pvi um OAc hép ad
reda (vidauki bls. W). Merki vid 4,5 ppm & protonurofi er ad ollum likindum su
protoéna sem situr & sama kolefni og OAc hopurinn. COSY rof stadfestir ad OAc
hopurinn er stadsettur & kolefni nr. 8 par sem kuplun &4 milli H-8 og H-15 annars
vegar, og H-16 og H-15 hins vegar, er greinileg (vidauki bls. T) Alkal6idum med
asetylhop 1 stoodu 8 hefur ekki verid lyst adur ur litunarjafna.

ALK 4 og 5 eiga pad sameiginlegt ad hafa tvo OAc hopa i byggingu sinni sem
stadfest var med protonu og kolefnisrofi. Likt og i ALK 3 er annar OAc hopurinn
stadsettur 1 stodu 8 samkvaemt COSY og HMBC. Enginn alkal6idanna sem lyst hefur
verid Ur litunarjafna hefur tvo OAc hopa og samkvemt SciFinder leit hefur adeins

premur lyképodium alkaloidum med tvo OAc hopa verid lyst, par af adeins einn
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peirra med OAc hép 1 stodu 8 (Ayer, Browne, Elgersma, & Singer, 1990). betta gefur
von um ad um a.m.k. einn nyjan lyképodium alkal6ida sé ad raeda.

beim alkal6idum sem hefur verid lyst Ur litunarjafna hafa lykopodin
grunnbyggingu ad undanskildum des-N-metyl-a-obskurin sem hefur lykédin
grunnbyggingu likt og huperzin A. Allt bendir til pess ad alkaldéidarnir sem
einangradir voru hafi lyképodin grunnbyggingu ad undanskildum ALK 5. A
protonurdfi ALK-5 kemur fram ovenjulegur breidur singlett vid ca. 12 ppm og
samkvemt HSQC tilheyrir hann engu kolefni og pvi hugsanlega um OH eda NH ad
reda (ref/mynd). Samkvemt COSY er pessi protona i nalegd vid protonu 1 eda 9 og
pvi ekki oliklegt ad um sé ad reda NH i lykodin grunnbyggingu (sja mynd 5).
Hlidrunargildi slikrar veeri ekki svona hatt nema ad vera i naleegd vid rafeindatogandi
hop og pvi ekki er oliklegt ad annar OAc hopurinn sé tengdur kolefninu vid hlidina 4
NH hoépnum. Pad sem ytir undir pessa tillogu er 6venjulegt kiiplingsmynstur fyrir H-1
og H-9. Til a0 fa stadfestingu & pessu pyrfti hins vegar ad f& MS rof af alkaloidanum
en pa veri til demis hegt ad f4 ur pvi skorid hvort efnasambandid innihaldi tvo
kofnunarefni.

bratt fyrir ad ekki hafi nadst ad byggingardkvarda ad fullu nema tvo alkal6ida er
haegt ad stadfesta ad lykoklavin og des-N-metyl-a-obskurin, sem &dur er lyst ar
erlendum litunarjafna, er ekki ad finna medal peirra alkal6ida sem eru i mestu magni i
islenskum litunarjatha. Umhverfisadstaedur geta spilad inn i myndun annars stigs efna
i plontum (Samuelsson, 2004) og ma pvi velta fyrir sér hvort litunarjafni framleidi
alkal6idana i mismunandi miklu magni eftir pvi hvort hann vex 4 Islandi eda 4 hlyrri
slodum. ALK 3-5 hefur ekki verid lyst tr litunarjafna adur, og ad 6llum likindum um
a.m.k eina nyja byggingu ad raeda eins og fram kemur hér ad ofan, og med MS
greiningu og betri HMBC tvividum NMR réfum metti greina endanlega byggingu
peirra, en ekki vannst timi til pess i pessu verkefni. Ekki vannst heldur timi til ad
akvarda byggingu peirra alkaldida sem einangradir voru i mjog litlu magni (< 2 mg),
en til ad geta pad parf betri tvivid NMR rof og MS greiningu. [ sumum tilfellum
pyrfti meira magn af pessum alkal6idum til ad haegt vari ad greina nakvaema
efnabyggingu med kjarnsegulgreiningu.

Andkolinesterasavirkni 1ykopodins, klavolonins og ALK 3-5 var konnud in vitro
og reyndust 6ll efnin hafa ICsy yfir 1000 uM, sem er hesti styrkur sem maldur var.
Physostigmin var notad sem jakvaett viomid i profinu og gaf 1Csp 0,65 uM og er pad i
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samreemi vid gildi sem birt hefur verid adur (Halldorsdottir, et al., 2010). Einhver
hindrun atti sér stad en hun var mjog veik. Par sem allir alkal6éidarnir nema einn
virdast hafa lyképodin grunnbyggingu sem ekki hefur synt mikla andkoélinerga virkni
hingad til (Halldorsdottir, et al., 2010) pa koma nidurstodurnar ekki & dvart. beir
Iykopodium alkaloidar sem mealst hafa med 6fluga andkodlinesterasavirkni tilheyra
allir Iykodin flokknum (X. Q. Ma & Gang, 2004). ALK 5 sem ad 6llum likindum
hefur lykédin grunnbyggingu hafdi einnig veik hindrunarahrif &4 ensimid, enda skortir
pa efnahdpa sem mikilvaegir eru fyrir 6fluga asetylkolynesterasahindrun eins og
tvitengi og ketonhop 1 stodu 5 (Halldorsdottir, et al., 2010). Ekki er utilokad ad
litunarjafni geeti innihaldid fleiri alkal6ida med lykodin grunnbyggingu og jafnvel

einhverja sem reynast 6flugir asetylkolinesterasahindrar.
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7 ALYKTANIR

Lykopodium alkal6idainnihald 1 islenskum litunarjafna hefur hér verid kannad.
Plantan inniheldur a.m.k. tolf alkal6ida og finnast peir i litlu magni en hafa jafnframt
fijolbreyttar efnabyggingar par sem fyrir koma OAc hopar, ymist einn eda tveir, og
hydroxylhopur jafnframt pvi sem peir virdast hafa badi lykopddin og lykodin
grunnbyggingu.

Fimm alkal6idar voru byggingardkvardadir i pessari rannsokn. Tveir peirra
reyndust vera 1ykopdodin og klavolonin sem adur hefur verid lyst ur litunarjatna. Hinir
prir voru ekki byggingardkvardadir til hlitar, en 1jost er ad peir hafa ekki fundist i
litunarjatha adur og allt bendir til pess ad um a.m.k. eina nyja lyképoddium
alkal6idabyggingu (ALK 5) sé ad reda. Tvar af peim fjorum efnabyggingum sem
adur hefur verid lyst, lykoklavin og des-N-metyl-a-obskurin, voru ekki medal peirra
fimm alkal6ida sem fundust i mestu magni og ma pvi velta fyrir sér hvort litunarjafni
framleidi alkal6idana i mismunandi miklu magni eftir pvi hvort hann vex 4 Islandi eda
a hlyrri slodum.

Alkal6idarnir fimm hofou veik hindrandi ahrif a4 asetylkdlinesterasa, sem er i
samraemi vid fyrri rannsoknir 4 alkaléidum med 1ykopodin grunnbyggingu. Ahugavert
veeri a0 greina efnabyggingar peirra alkal6ida sem finnast i litlu magni i litunarjatna
og ekki tokst ad byggingarakvarda i pessari rannsokn. Mikill avinningur yroi af pvi ad
keyra NMR rof af peim med 6flugri segli eins og t.d. 600 eda 800 MHz. Kuplanir a
floknum merkjum yrdi pa audveldara ad greina med tvividum réfum. Naudsynlegt er
a0 hafa einnig MS ro6f af alkal6idunum m.a. til ad skera Gr um hversu morg
kofnunarefni og surefni efnin innihalda og hjalpar ad greina & milli lykodin og
Iykopodin grunnbyggingar. borf er 4 betri HMBC réfum sem syna CH kaplun yfir
prjua til fjogur tengi. Einnig gaeti verid avinningur af pvi ad keyra 1 6drum leysi til ad
fa 6lika hlidrun og e.t.v. betri adgreiningu 4 merkjunum.

Til ad hafa negilegt magn til ad greina pa alkal6ida sem eru i mjog litlu magni i
litunarjafhanum pyrfti ad byrja med enn meira magn af plontuefni en gert var i pessari
rannsokn. Ekki er ttilokad ad enn fleiri lyképodium alkaloidar finnist pa og jatnvel
alkal6idar med 4adur Opekkta byggingu. Einnig veri ahugavert ad kanna
andkolinesterasavirkni  peirra alkal6ida 1 litunarjafna sem ekki nadist ad

byggingaradkvarda i pessari rannsokn.
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8 PAKKARORD

Sa einstaklingur sem 4 hvad mestar pakkir skilid er leidbeinandi minn Elsa Steinunn
Halldorsdottir. Henni vil ég pakka fyrir pa émetanlegu hjalp sem hin hefur veitt mér,
peim dhuga sem hun hefur synt verkefninu og hlyju viométi i minn gard. Einnig faer
hun sérstakar pakkir fyrir hjalp vid urvinnslu NMR rofa. Umsjonarkennari minn og
leidbeinandi, Elin Soffia Olafsdottir, faer pakkir fyrir ad vera avallt tilbain ad veita
mér hjalp og gefa gdd rdd vid ritgerdarsmidina auk pess sem hun far pakkir fyrir

sO6fnun 4 litunarjafna.

Sigridi  Jonsdottur, sérfredingi & Raunvisindastofnun, faer pakkir fyrir

kjarnsegulmelingar.

Modur minni, Onnu Olafsdottur, vil ég pakka fyrir profarkalestur a ritgerdinni og

almennan studning medan 4 rannsoknarvinnunni stog.
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litunarjafna med petroleum eter. a) anisaldehyd framkdllun, b) Dragendorff
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TLC plata med etylasetat fosum og H,O fosum eftir skiljun med etylasetati. Platan er
framkollud med anisaldehyd framkdllunarvokva.
E1 I: etylasetat fasi I ar extrakti |
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VIDAUKI 3 — AChE virkniprofanir
Ljosgleypnimalingar 4 ALK 5:

Eitt maelingasett var notad til Gtreikninga.

seconds  Abs. [1000uM] Abs. [500uM] Abs. [100uM] Abs. [50uM] [Abs. 10uM] Abs.[1uM] Abs.[0.1uM] Abs [0uM]

0 0.299 0.308 0.319 0.339 0.319 0.302 0.323 0.326
10 0.31 0.33 0.333 0.339 0.331 0.312 0.33 0.35
20 0.323 0.355 0.348 0.346 0.343 0.331 0.347 0.37
30 0.337 0.374 0.364 0.359 0.357 0.348 0.365 0.388
40 0.352 0.39 0.38 0.373 0.371 0.364 0.382 0.406
50 0.365 0.406 0.396 0.387 0.385 0.379 0.397 0.425
60 0.378 0.422 0.412 0.402 0.4 0.393 0.412 0.445
70 0.389 0.439 0.427 0.415 0.414 0.408 0.426 0.466
80 0.401 0.455 0.443 0.429 0.429 0.422 0.44 0.486
90 0.412 0.472 0.458 0.443 0.443 0.436 0.454 0.507

100 0.422 0.488 0.473 0.457 0.458 0.451 0.468 0.527
110 0.433 0.504 0.488 0.47 0.472 0.466 0.483 0.548
120 0.443 0.521 0.503 0.484 0.487 0.481 0.497 0.568
130 0.453 0.536 0.517 0.498 0.501 0.496 0.512 0.589
140 0.464 0.552 0.532 0.511 0.516 0.51 0.527 0.609
150 0.474 0.567 0.546 0.525 0.53 0.525 0.541 0.628
160 0.484 0.582 0.561 0.539 0.544 0.541 0.556 0.648
170 0.495 0.597 0.575 0.553 0.558 0.556 0.571 0.667
180 0.505 0.612 0.59 0.567 0.573 0.571 0.586 0.686
190 0.516 0.627 0.604 0.58 0.586 0.586 0.6 0.704
200 0.526 0.642 0.618 0.594 0.601 0.601 0.615 0.722
210 0.535 0.656 0.632 0.608 0.614 0.617 0.63 0.741
220 0.545 0.671 0.646 0.622 0.628 0.631 0.644 0.758
230 0.554 0.685 0.66 0.637 0.642 0.647 0.659 0.777
240 0.563 0.699 0.675 0.651 0.656 0.662 0.673 0.794
250 0.572 0.714 0.688 0.665 0.67 0.678 0.688 0.811
260 0.581 0.728 0.702 0.679 0.683 0.694 0.703 0.828
270 0.59 0.742 0.716 0.693 0.697 0.709 0.717 0.846
280 0.598 0.756 0.729 0.707 0.711 0.725 0.732 0.863
290 0.607 0.77 0.744 0.721 0.724 0.741 0.747 0.88
300 0.616 0.784 0.757 0.735 0.738 0.757 0.761 0.897
310 0.625 0.797 0.771 0.749 0.751 0.772 0.775 0.914
320 0.635 0.811 0.785 0.763 0.765 0.788 0.789 0.93
330 0.644 0.824 0.799 0.777 0.778 0.802 0.804 0.946
340 0.653 0.838 0.812 0.791 0.792 0.819 0.818 0.962
350 0.663 0.851 0.826 0.805 0.805 0.835 0.833 0.979
360 0.672 0.865 0.839 0.819 0.819 0.851 0.847 0.994
370 0.682 0.878 0.853 0.833 0.833 0.866 0.862 1.011
380 0.691 0.891 0.867 0.847 0.846 0.881 0.875 1.026
390 0.7 0.904 0.881 0.861 0.859 0.897 0.889 1.042
400 0.71 0.917 0.894 0.874 0.873 0.911 0.903 1.058
410 0.72 0.93 0.908 0.888 0.886 0.928 0.918 1.073
420 0.73 0.943 0.921 0.902 0.9 0.943 0.932 1.087
430 0.74 0.956 0.934 0.916 0.913 0.96 0.947 1.103
440 0.75 0.969 0.949 0.93 0.927 0.974 0.961 1.119
450 0.761 0.982 0.963 0.944 0.94 0.99 0.975 1.135
460 0.772 0.995 0.976 0.957 0.954 1.005 0.989 1.149
470 0.783 1.008 0.99 0.971 0.968 1.021 1.003 1.165
480 0.792 1.021 1.004 0.985 0.981 1.036 1.017 1.179
490 0.804 1.033 1.017 0.998 0.995 1.051 1.032 1.195

LL



Ljosgleypnimalingar fysostigmins

Melingasett 1:

seconds

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120
130
140
150
160
170
180
190
200
210
220
230
240
250
260
270
280
290
300
310
320
330
340
350
360
370
380
390
400
410
420
430
440
450
460
470
480
490

Abs. [5.12uM] 'Abs. [2.56uM] 'Abs. [1.28uM] Abs. [0.64uM] [Abs. 0.32uM] Abs. [0.16uM] Abs. [0.08uM] Abs [0puM]

0.258
0.271
0.273
0.275
0.277
0.278
0.279

0.28
0.281
0.282
0.283
0.284
0.284
0.285
0.285
0.285
0.286
0.287
0.287
0.287
0.288
0.288
0.289
0.289
0.289

0.29
0.289

0.29

0.29

0.29

0.29
0.291
0.291
0.291
0.291
0.291
0.292
0.292
0.292
0.292
0.293
0.293
0.293
0.293
0.293
0.293
0.293
0.293
0.293
0.293

0.306

0.31
0.314
0.318
0.322
0.326
0.329
0.333
0.336
0.339
0.341
0.344
0.346
0.348
0.349
0.351
0.352
0.354
0.355
0.356
0.357
0.358
0.358
0.359

0.36

0.36
0.361
0.361
0.361
0.362
0.362
0.363
0.363
0.363
0.363
0.364
0.364
0.364
0.364
0.365
0.365
0.365
0.365
0.366
0.365
0.366
0.366
0.366
0.366
0.367

0.304
0.313
0.319
0.325
0.332
0.337
0.342
0.347
0.352
0.357
0.362
0.366
0.371
0.375
0.379
0.382
0.386
0.389
0.393
0.396
0.399
0.402
0.405
0.407

0.41
0.412
0.415
0.417

0.42
0.422
0.425
0.426
0.429

0.43
0.433
0.434
0.437
0.438

0.44
0.442
0.444
0.446
0.448

0.45
0.452
0.454
0.456
0.458

0.46
0.462

0.343
0.348
0.359
0.37
0.381
0.391
0.4
0.409
0.418
0.427
0.435
0.443
0.451
0.459
0.466
0.473
0.48
0.487
0.493
0.5
0.506
0.512
0.518
0.524
0.53
0.535
0.539
0.545
0.55
0.555
0.56
0.564
0.569
0.573
0.577
0.582
0.586
0.589
0.593
0.596
0.6
0.603
0.606
0.609
0.612
0.614
0.617
0.619
0.622
0.624

MM

0.357
0.365
0.377
0.392
0.405
0.419
0.431
0.444
0.455
0.467
0.479

0.49
0.501
0.512
0.523
0.534
0.545
0.555
0.566
0.576
0.586
0.596
0.606
0.616
0.626
0.636
0.645
0.654
0.663
0.672
0.681

0.69
0.699
0.707
0.715
0.724
0.732

0.74
0.747
0.755
0.762
0.769
0.777
0.783

0.79
0.797
0.803

0.81
0.815
0.821

0.347
0.348

0.37

0.39
0.407
0.421
0.435
0.448
0.462
0.476
0.489
0.502
0.516
0.529
0.542
0.555
0.569
0.581
0.594
0.606

0.62
0.632
0.646
0.657

0.67
0.682
0.695
0.706
0.719

0.73
0.743
0.753
0.766
0.777
0.789
0.799
0.811
0.822
0.834
0.844
0.856
0.866
0.877
0.887
0.898
0.909

0.92
0.929
0.941
0.951

0.343
0.364

0.38
0.397
0.413
0.429
0.444
0.458
0.473
0.487
0.501
0.515
0.529
0.543
0.557
0.571
0.585
0.599
0.613
0.626

0.64
0.654
0.667
0.681
0.694
0.708
0.721
0.734
0.747

0.76
0.773
0.786
0.799
0.812
0.824
0.837
0.849
0.861
0.873
0.886
0.898

0.91
0.922
0.935
0.946
0.958

0.97
0.982
0.994
1.006

0.348
0.355
0.378
0.394
0.409
0.423
0.438
0.454

0.47
0.486
0.502
0.518
0.534

0.55
0.566
0.582
0.598
0.615

0.63
0.647
0.662
0.678
0.693
0.709
0.724
0.739
0.754

0.77
0.785
0.799
0.814
0.829
0.843
0.858
0.872
0.887
0.901
0.915
0.929
0.943
0.957
0.971
0.985
0.999
1.012
1.026

1.04
1.053
1.067

1.08



Melingasett 2:

seconds  Abs. [5.12uM] Abs. [2.56uM] Abs. [1.28uM] Abs. [0.64uM] [Abs. 0.32uM] Abs. [0.16uM] Abs. [0.08uM] Abs [0uM]

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120
130
140
150
160
170
180
190
200
210
220
230
240
250
260
270
280
290
300
310
320
330
340
350
360
370
380
390
400
410
420
430
440
450
460
470
480
490

0.252
0.256
0.259

0.26
0.262
0.263
0.264
0.265
0.266
0.266
0.267
0.267
0.268
0.268
0.269
0.269

0.27

0.27

0.27

0.27
0.271
0.271
0.271
0.271
0.271
0.272
0.272
0.272
0.272
0.273
0.273
0.273
0.273
0.273
0.274
0.274
0.274
0.274
0.274
0.275
0.275
0.275
0.275
0.276
0.276
0.276
0.276
0.276
0.277
0.277

0.282
0.286
0.292
0.298
0.302
0.307

0.31
0.314
0.316
0.319
0.322
0.324
0.327
0.329
0.331
0.333
0.335
0.336
0.338
0.339

0.34
0.342
0.343
0.344
0.346
0.347
0.348
0.348

0.35
0.351
0.351
0.352
0.353
0.354
0.354
0.355
0.356
0.356
0.357
0.358
0.358
0.359
0.359

0.36
0.361
0.361
0.362
0.362
0.363
0.363

0.293
0.298
0.308
0.314
0.321
0.327
0.332
0.338
0.343
0.349
0.354
0.359
0.364
0.368
0.373
0.377
0.381
0.385
0.389
0.392
0.395
0.398
0.401
0.404
0.407
0.409
0.412
0.415
0.417
0.419
0.421
0.423
0.425
0.427
0.429
0.431
0.433
0.434
0.436
0.438
0.439
0.441
0.442
0.443
0.445
0.446
0.448
0.449

0.45
0.451

0.301
0.303
0.317
0.329
0.339
0.348
0.357
0.366
0.375
0.384
0.392
0.4
0.409
0.417
0.425
0.432
0.44
0.448
0.455
0.463
0.47
0.477
0.484
0.491
0.497
0.504
0.511
0.517
0.523
0.53
0.536
0.542
0.547
0.553
0.559
0.564
0.569
0.574
0.579
0.584
0.588
0.593
0.597
0.601
0.605
0.609
0.612
0.616
0.619
0.622

0.322
0.324
0.341
0.357
0.37
0.384
0.397
0.411
0.425
0.439
0.452
0.465
0.479
0.492
0.505
0.518
0.53
0.541
0.553
0.564
0.575
0.586
0.596
0.607
0.617
0.626
0.636
0.645
0.654
0.662
0.671
0.68
0.688
0.696
0.705
0.713
0.72
0.728
0.735
0.743
0.751
0.758
0.765
0.772
0.779
0.786
0.793
0.8
0.807
0.814

0.342
0.338
0.347
0.359
0.372
0.384
0.396
0.408

0.42
0.433
0.445
0.458
0.471
0.483
0.496
0.509
0.521
0.533
0.545
0.557
0.569
0.581
0.593
0.605
0.617
0.628
0.639
0.651
0.662
0.674
0.685
0.696
0.707
0.717
0.728
0.739

0.75

0.76

0.77

0.78

0.79
0.801
0.811
0.821
0.831
0.841
0.851

0.86
0.871

0.88

0.34
0.349
0.368
0.384
0.401
0.418
0.435
0.452
0.468
0.484

0.5
0.516
0.532
0.548
0.563
0.579
0.594
0.609
0.624
0.639
0.653
0.668
0.682
0.696

0.71
0.724
0.738
0.752
0.765
0.779
0.792
0.805
0.818
0.831
0.844
0.856
0.869
0.882
0.893
0.906
0.918

0.93
0.942
0.954
0.965
0.976
0.988
0.999
1.011
1.022

0.362
0.391
0.405
0.417
0.431
0.446
0.461
0.478
0.495
0.513

0.53
0.548
0.566
0.584
0.602

0.62
0.637
0.654
0.672
0.689
0.706
0.723

0.74
0.757
0.773
0.789
0.806
0.822
0.838
0.854
0.871
0.886
0.902
0.918
0.933
0.949
0.964
0.979
0.994
1.009
1.025
1.039
1.053
1.068
1.082
1.096

111
1.124
1.137
1.151



Melingasett 3:

seconds Abs. [5.12uM] Abs. [2.56uM] Abs.[1.28uM] Abs. [0.64uM] [Abs. 0.32uM] Abs. [0.16uM] Abs. [0.08uM] Abs [0pM]

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120
130
140
150
160
170
180
190
200
210
220
230
240
250
260
270
280
290
300
310
320
330
340
350
360
370
380
390
400
410
420
430
440
450
460
470
480
490

0.253
0.256
0.256
0.257
0.259

0.26
0.261
0.262
0.263
0.264
0.265
0.266
0.266
0.267
0.267
0.268
0.268
0.269
0.269

0.27

0.27

0.27
0.271
0.271
0.272
0.272
0.272
0.273
0.273
0.273
0.273
0.274
0.274
0.274
0.274
0.274
0.275
0.275
0.275
0.275
0.275
0.275
0.275
0.276
0.276
0.276
0.276
0.276
0.276
0.276

0.28
0.286
0.291
0.295
0.299
0.302
0.305
0.308
0.311
0.313
0.316
0.318

0.32
0.323
0.324
0.326
0.328

0.33
0.332
0.333
0.335
0.336
0.337
0.339

0.34
0.341
0.342
0.343
0.344
0.345
0.346
0.347
0.348
0.349

0.35

0.35
0.351
0.352
0.353
0.353
0.354
0.355
0.355
0.356
0.356
0.357
0.358
0.358
0.359
0.359

0.285
0.289
0.3
0.309
0.317
0.325
0.333
0.34
0.346
0.353
0.36
0.366
0.372
0.379
0.384
0.39
0.396
0.401
0.407
0.411
0.417
0.421
0.426
0.43
0.435
0.438
0.442
0.446
0.45
0.453
0.457
0.46
0.463
0.466
0.469
0.472
0.474
0.477
0.48
0.482
0.485
0.487
0.489
0.492
0.494
0.496
0.497
0.499
0.501
0.503

0.331
0.332
0.346
0.358
0.372
0.385
0.397
0.409
0.422
0.433
0.445
0.456
0.468
0.479
0.489
0.5
0.511
0.521
0.531
0.541
0.551
0.561
0.571
0.58
0.59
0.599
0.608
0.616
0.625
0.634
0.643
0.65
0.659
0.667
0.675
0.683
0.691
0.698
0.706
0.714
0.721
0.728
0.735
0.742
0.749
0.755
0.762
0.769
0.775
0.781

00

0.317
0.336
0.345
0.356
0.367
0.379
0.391
0.403
0.415
0.427
0.439
0.451
0.462
0.473
0.485
0.496
0.507
0.518

0.53
0.541
0.551
0.562
0.573
0.584
0.595
0.605
0.616
0.626
0.636
0.646
0.656
0.666
0.676
0.686
0.696
0.706
0.715
0.725
0.734
0.743
0.752
0.762
0.771

0.78
0.789
0.797
0.806
0.815
0.823
0.831

0.326
0.344
0.355
0.367
0.381
0.394
0.408
0.421
0.434
0.447
0.459
0.471
0.483
0.495
0.507
0.518

0.53
0.541
0.552
0.563
0.574
0.585
0.596
0.607
0.617
0.627
0.638
0.648
0.659
0.669
0.679
0.689
0.699
0.709
0.719
0.729
0.738
0.748
0.758
0.767
0.776
0.786
0.796
0.805
0.814
0.823
0.832
0.841

0.85
0.859

0.317
0.325
0.342
0.358
0.374
0.389
0.405
0.421
0.437
0.452
0.468
0.482
0.497
0.511
0.525
0.539
0.553
0.567

0.58
0.593
0.607

0.62
0.633
0.645
0.658
0.671
0.683
0.696
0.708
0.721
0.733
0.745
0.757
0.769
0.781
0.793
0.805
0.817
0.829

0.84
0.852
0.863
0.874
0.885
0.897
0.908

0.92

0.93
0.942
0.953

0.319
0.344
0.366
0.384
0.4
0.415
0.43
0.445
0.459
0.474
0.488
0.502
0.517
0.531
0.546
0.561
0.575
0.589
0.604
0.618
0.633
0.647
0.661
0.675
0.689
0.703
0.718
0.731
0.745
0.759
0.772
0.785
0.799
0.812
0.826
0.839
0.852
0.865
0.878
0.891
0.903
0.916
0.93
0.942
0.955
0.968
0.981
0.993
1.006
1.019



