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Agrip — Lyképddium alkaléidar eru efnasambond einangrud Ur jofnum, sem eru flokkur fornra gréplantna.
Lyképddium alkal6idar, og pa sérstaklega huperzine A, hafa vakid athygli hin sidari dr vegna sterkrar and-
kolinesterasavirkni sem hugsanlegt er ad nyta { leknisfredilegum tllgangl gegn sjukdomum s.s. Alzheimer.
A Islandi vaxa 5 tegundir jafna. Markmid rannséknarinnar var tviptt. I fyrsta lagi ad rannsaka alkal6idainni-
hald {slenskra jafnategunda, bera pekkta byggingu saman vid pad sem fundist hefur { erlendum rannséknum
og greina byggingu nyrra alkal6ida.  60ru lagi ad kanna andkdlinesterasavirkni pessara alkal6ida og skoda
samband 4 milli byggingar og virkni. T greininni verdur Iyst nidurstédum rannsékna vardandi tvzr fslenskar
jatnategundir Huperzia selago (skollafingur) og Lycopodium annotinum (lyngjafni). Vid byggingargrein-
ingu nyrra og pekktra alkaléida var adallega studst vid 'H- og '*C-NMR kjarnsegulgreiningu auk HRMS
massagreiningar fyrir ny efnasambond. Ur skollafingri var einangradur, auk hinna pekktu huperzine A og
serratidine, nyr alkal610i sem nefndur var selagoline. Lyngjafni inniheldur a.m.k. 12 mismunandi alkal6ida og
buid er ad einangra og audkenna alkaldidana annotine og annotinine. Alkal6idar tr bddum jafnategundunum

syndu andkélinesterasavirkni 1 einfoldu TLC préfi p.4.m. annotine.

1. Inngangur

Plontur eru afkastamiklar efnaverksmidjur og fram-
leida ymiss konar efnasambond, sem ekki taka patt
i grundvallarlifefnaferlum plontunnar. Pessi efnasam-
bond, sem oft eru kollud annars stigs efnasambodnd,
eru yfirleitt talin gegna e.k. varnarhlutverki { plontunni.
Otriileg fjolbreytni er { efnabyggingu pessara efna, og
hafa ensimkerfi sem sja um lifmyndun peirra préast {
milljénir d&ra med préun plonturikisins. Madurinn hef-
ur sott { plonturikid fra o6réfi alda eftir lyfjum til ad
lekna og likna og nattdruefni, sem oft 4 tidum eru
annars stigs plontuefni, eru virku efnin eda fyrirmynd-
ir virkra efna { u.p.b. pridjungi allra vestreenna lyfja &
markadnum { dag. Leitin ad virkum lyfjasameindum
i nattdrunni er ein af meginstodum lyfjafredinnar og
forsenda fyrir uppgttvun og framleidslu margra nyrra
lyfja.

Alkal6idar mynda flokk annars stigs nattiruefna
sem innihalda basiskt kofnunarefni, og eru pekkt 1
lyfjafredinni fyrir ad telja morg lifvirk efnasambdnd.
Negir ad nefna efni eins og morfin, kédein, efedrin og
nikétin { pvi sambandi [1].

Lyképddium alkaléidar eru efnasambond einangr-
ud dr jofnum, en jafnar eru flokkur fornra gréplantna.
Eitt sinn uxu mun fleiri tegundir jafna 4 jordinni en
nd, og voru sumar peirra 4 vid sterdar tré og mynd-
udu mikla skéga [2]. Jafnar teljast til byrkninga og
nd vaxa um 500 tegundir 4 heimsvisu en adeins um
40 tegundir hafa verid rannsakadar efnafradilega. Ur
peim hefur verid lyst 4 annad hundrad byggingum
alkal6ida [3]. Fyrsti lyképédium alkaléidinn var ein-
angradur 4rid 1881 og kalladur lycopodine, en ekki
byggingargreindur fyrr en 16ngu seinna [3,4]. A ar-
unum 1950-1970 voru birtar nokkrar visindagreinar
sem lystu nyjum efnabyggingum { pessum flokki ein-
angrudum ur jofnum, en pad var ekki fyrr en upp tr
1990 ad dhugi visindamanna 4 lykép6dium alkaléio-
um fér ad aukast verulega. Pad md rekja til pess
ad kinveskir visindamenn uppgotvudu ad alkal6idinn
huperzine A [5, 6], sem einangradur var tr kinveska
jatnanum Huperzia serrata, er sterkur kélinesterasa-
hemill og pvi hugsanlega haegt ad nyta petta nattiru-
efni sem lyf vid Alzheimers sjikdémi [5,7]. Einkenni
hins illviga heilahrérnunarsjikdéms Alzheimers, er
m.a. of 1gur styrkur 4 bodefninu acetylkélini { heila,
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og pvi er haegt ad sld 4 einkenni sjukdémsins med
pvi ad hemja nidurbrot acetylkélins. Nokkur lyf eru
nd pegar 4 markadi vid einkennum Alzheimers sjik-
déms: doneperzil (Aricept®), rivastigmine (Exelon®),
galantamine (Reminyl®) og memantine (Ebixa®) og
eru pau 61l kélinesterasahemlar nema memantine sem
er veikur NMDA antagénisti (NMDA: N-methyl-D-
aspartate) og hindrar taugaskemmdir af voldum of
mikillar glitamatvirkni { heila, sem einnig er fylgi-
fiskur Alzheimers sjikdoms [7, 8]. Rannséknir hafa
synt ad huperzine A og ymsar afleidur pess hafa marga
kosti umfram pau lyf sem 4 markadi eru s.s. minni
aukaverkanir, gott adgengi, mikla og sérhaefda verkun
og liklega verkar pad bzdi sem kélinesterasahemill
og hindrar taugaskemmdir af voldum ofvirkni glita-
mats [7]. [ Kina er huperzine A nd pegar 4 markadi
sem lyf vid Alzheimers sjikdémi. [ Bandarikjunum er
pad nid pegar notad sem fedubotaefni (neutraceutical),
en { april 2004 var farid af stad med fasa II kliniska
tilraun sem styrkt er af National Institutes of Health
(NIH) 1 Bandarikjunum 4 150 Alzheimerssjuklingum,
sem aztlad er ad verdi lokid i desember 2006 [9]. Pad
ma pvi biast vid huperzine A 4 markad sem skradu lyfi
i Bandarikjunum og Evrépu innan farra dra ef fram fer
sem horfir.

Huperzine A hefur lika vakid athygli visinda-
manna sem mogulegt moteitur vid taugagas-eitrunum.
Taugagas er eitt peirra eiturefna sem menn o6ttast ad
verdi beitt 1 efnahernadi og hrydjuverkum. Pad binst
dafturkreeft vid kélinesterasa og veldur allt of hdum
styrk acetylkdlins { bl6di. Huperzine A er afturkrafur
koélinesterasahemill sem kemst audveldlega yfir bl6d-
heilahemil og binst sterkt vid vidtakann og keppir pvi
vid eitrid um bindistadi [10].

bad er pvi ljost ad lyképodium alkaléidar eru
dhugaverdur efnaflokkur hvad vardar lifvirkni. A
Islandi vaxa 5 tegundir jafna: Huperzia selago
(skollafingur, mynd 1), Lycopodium annotinum (lyng-
jafni), Lycopodium alpinum (litunarjafni), Selaginella
selaginoides (mosajafni) og Lycopodium clavat-
um (burstajafni), par af er burstajafninn fridadur.
Hofundur héf ad rannsaka islenska jafna { haustid
2001 { samvinnu vid danska samstarfsadila, og hafa
nokkrir lyfjafredinemar baedi hér og { Danmorku unn-
10 ad afmorkudum hlutum pess [11-13]. Markmidid
med rannséknunum er tvipztt. [ fyrsta lagi ad rann-
saka alkal6ida-innihald allra {slenskra jafnategunda
(p6 ekki burstajafna), bera pekkta byggingu sam-
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Mynd 1. Huperzia selago L. (myndin er tekin af Dr. Herdi
Kristinssyni)

an vid pad sem fundist hefur { erlendum rannsékn-
um og greina byggingu nyrra alkaléida. I 60ru lagi
ad kanna andkdlinesterasavirkni pessara alkal6ida og
skoda samband 4 milli byggingar og virkni. T pvi verk-
efni sem hér um reedir verdur lyst einangrun og bygg-
ingargreiningunyrra og pekktra lyképodium alkaléida
ur islenskum skollafingri og lyngjafna og andkoélin-
esterasavirkni peirra skodud.

2. Nidurstodur og umraeda

Urhlutun jafnanna fér fram med pvi ad 0,5-1 kg
af plontuefni var affitad med petréleum eter {
Soxhlet bunadi i 18 klst. og sidan urhlutad med
MeOH/CH,Cl, (1:1). Inngufud extrokt voru batt-
ud nidur eftir skautunareiginleikum med vokvagrein-
ingu 4 kisilgeli og alkaléidarnir sidan fullhreinsad-
ir med preparatifri HPLC skiljun eda 4 SPE sul-
um (Si-1 STRATA Giga tubes). Einangrunarferlinu
var fylgt med punnlagsgreiningu (Kisilgel-60 dlplotur
og ferdafasi: CH,Cl,/MeOH/ammoniakvatn, 90:9:1).
Ploturnar voru framkalladar med pvi ad difa peim {
Dragendorffs reagent, sem gefur appelsinugula bletti
med alkal6idum. Vid byggingargreiningu var fyrst og
fremst studst vid kjarnsegulgreiningu en einnig HR-
massagreiningu fyrir ny efni.

2.1. Huperzia selago (skollafingur)

Ur skollafingri hofum vid einangrad eftirfarandi
pekkta alkal6ida: huperzine A, lycopodine, lycodol-
ine, isolycodoline og serratidine. Fyrstu fjérum hefur
verid lyst ir erlendum skollafingri, en serratidine hefur
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Mynd 2. Bygging fjogurra lyképédium alkal6ida sem ein-
angradir voru ur skollafingri. (1) lycopodine, (2) huperzine
A, (3) serratidine og (4) selagoline.

ekki fundist 1 pessari plontutegund 4dur. Auk pessara
pekktu efna var einangrad nytt nattiruefni, selagol-
ine, sem er alkal6id med spennandi nyja byggingu, og
hefur tvitengi 4 milli kolefna { stodu 8 og 15 eins og
huperzine A [14]. Mynd 2 synir efnabyggingu pessara
efna fyrir utan lycodoline og isolycodoline, en pad eru
afleidur af lycopodine (1) med ymist dslegan (axial)
eda pverlegan (equatorial) hydroxylhdp { stodu 12.
Efnabygging pekktra efna var greind med
kjarnsegulgreiningu og borin saman vid pekkt gildi
ur heimildum, sem mun ekki rakid frekar hér.
Byggingargreiningu selagoline (4) verdur aftur 4 moéti
Iyst 1 pessari grein. Selagoline reyndist hafa brittd-
formilu C,H,sNO skv. HR-massagreiningu og m/z:
248.20099 (MH*). Gildi fyrir 'H- og '*C-NMR
kjarnsegulgreiningu er ad finna { toflu 1 [14].
Protonurdfid var meelt 4 800 MHz teki og gaf pvi
mjog gbéda upplausn, sem ekki veitir af par sem sela-
goline (4) hefur flékin kiplunarmynstur i 'H NMR
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Mynd 3. NOE éhrif 4 milli préténa fyrir selagoline
(600MHz NOESY).

kjarnsegulréfi. 13C r6fid 4samt DEPT135 malingum
synir ad 1 sameindinni eru atta methylen kolefni, tvo
fjérgild kolefni og engin karbonyl hépur. f préténurdf-
inu md sjd ad adeins er um eina olefinska préténu ad
reda vid ¢ 5.88, sem hjalpar vid ad stadsetja methyl
hépinn (4 1.69) 4 tvitengiskolefninu C-15. H-5 kiplar
vid skarpt gildi fra hydroxylpréténu vid 6 2.40, sem
stadsetur hydroxylhépinn 4 C-5.

Til ad akvarda endanlega stodu tvitengis- og
hydroxylhéps auk prividdarbyggingar sameindarinn-
ar, var keyrt NOSEY rof, sem melir svokollud NOE
(Nuclear Overhauser effect) dhrif sem segja til um né-
legd préténa i rimi. A mynd 3 ma sj helstu NOE dhrif
i selagoline (4). NOE 4 milli H-1ax og H-14 prétona,
4 milli H-7 og H-8 og 4 milli OH og H-8 sanna ad
tvitengid er 4 milli C-8 og C-15 en ekki 4 milli C-14
og C-15. NOE fra H-9ax til H-2ax og H-4 og frd H-
11ax til H-4 sanna stodu vid C-12. Einnig var haegt ad
stadsetja prétonurnar 4 C-14 rimfraedilega par sem H-
3ax syndi NOE vid H-14b en ekki H-14a. Pannig geta
NOSEY rdf, 1 vidbot vid hefdbundna 1D og 2D NMR
greiningu, gefid mikilvagar upplysingar um innbyrdis
afstodu hépa og prividdarbyggingu sameinda [14].

Auk ofangreindra efnabygginga fundust prjar nyj-
ar N-oxi0 afleidur af alkal6idum { skollafingri, (3-
lycodoline N-oxid, (-isolycodoline N-oxid og a-
isolycodoline N-0xid og var bygging peirra greind
med kjarnsegulgreiningu [11, 12].

Tilvist serratidine { skollafingri auk huperzine
A stadfestir enn frekar skyldleika skollafingurs og
kinverska jafnans Huperzia serrata, en tGr honum
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Tafla 1. "H- (800 MHz) og '*C- (100 MHz) NMR gildi (hlidrun/ppm), multip., kdplingsfasti/Hz) fyrir selagoline (4) { CDCl;

Stada | °C 'H
1| 47.76 | ax: 3.28 (td, 13.5, 3.5); eq: 2.59 (dm, 13.5)
2 19.76 | ax: 1.97 (m); eq: 1.34 (m)
3| 24.12 | ax: 1.97 (m); eq: 1.50 (m)
4| 33.29 | 2.26 (dm, 12.0)
51 72.31 | eq:3.67 (dtd, 11.0, 4.4, 1.6); OH: 2.40 (d, 11.0)
6| 31.84 | ax: 1.84 (dt, 14.7, 4.4); eq: 1.74 (dm, 14.7)
7| 3577 | 2.12 (m)
8 | 130.32 | 5.88 (dsx, 6.2, 1.6)
9| 46.65 | ax:3.19 (td, 12.5, 3.0), eq: 2.52 (dm, 12.5)
10 | 26.20 | ax: 1.67 (qm, 12.5), eq: 1.77 (dm, 12.5)
11| 24.08 | ax: 1.54 (qd, 12.5, 4.0); eq: 1.36 (m)
12 | 42.78 | 1.71 (m)
13| 5424 | -
14 | 4197 | a:2.02 (br. d, 17.5); b: 2.95 (d, 17.5)
15 | 134.96 | -
16 | 23.03 | 1.69 (brs)

er bdid ad einangra yfir 50 mismunandi byggingar
alkal6ida p.4 m. serratidine [14]. TLC greining okkar
a CH,Cl,/MeOH extrakti skollafingurs leidir { 1j6s ad
hann inniheldur mun fleiri alkal6ida en tekist hefur ad
einangra til pessa. Pad eru pvi allar likur 4 ad { framt{d-
inni muni fleiri byggingargerdir [ykép6édium alkal6ida
finnast { skollafingri.

2.2. Lycopodium annotinum (lyngjafni)

Ur lyngjafna voru einangradir tveir alkaléidar, annot-
inine (5) og annotine (6), sem badum hefur verid lyst
ur erlendum tegundum adur. Efnabyggingu peirra ma
sjd 4 mynd 4. Pessir alkal6idar eru olikir peim sem
fjallad er um hér ad ofan ur skollafingri par sem peir
hafa lakton hring { sameind sinni, og auk bpess hef-
ur annotinine epoxyhoép vid C-10 og C-11 4 medan
annotine hefur tvitengi 4 sama stad. A TLC plotunni
ferdast annotinine toluvert hradar enda minna skautad
en annotine sem hefur hydroxylhop 1 stodu 12.
Efnabygging 5 og 6 var greind med 'H- og '3C-
kjarnsegulgreiningar og audvelt reyndist ad greina
bygginguna med samanburdi vid gildi ur heimildum,
par sem litlu sem engu munadi 4 6llum gildum { baedi
kolefnis- og prétonurdéfi [13, 15]. Par sem deutererad
benzene var notad sem leysir { heimildinni [15] pa var
C¢Dg einnig notad i okkar réfum og TMS sem innri
stadall, til ad fa sem nakvamastan samanburd. Delta

CH,

Mynd 4. Bygging alkal6ida sem einangradir hafa verid ur
lyngjafna. (5) annotinine og (6) annotine.

gildi fengin dr 'H- og '*C-NMR réfum fyrir 5 og 6 er
ad finna { toflu 2.

[ heimildum er fleiri alkal6idum lyst dr erlendum
lyngjafna auk 5 og 6 p.e. lycopodine, lycodoline, ox-
idolycopodine, lycofoline, annofoline, acetylannofol-
ine, acrifoline, acetylacrifoline, a-lofoline, 3-lofoline,
acetyllofoline, annopodine, lyconnotine, c-obscurine
og [3-obscurine [13]. Med TLC greiningu sést ad mikill
fjoldi alkakéida eru { islenska lyngjafnanum. Vid hof-
um adeins borid kennsl 4 tvo peirra ennpd, og verdur
pvi frédlegt ad vinna dfram med lyngjafnann og athuga
hvort ekki leynast par einhver ny nattiruefni.
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Tafla 2. 'H- (600 MHz) og '*C- (60 MHz) NMR gildi (hlidrun/ppm), multip., kiplingsfasti/Hz) fyrir annotine (5) og annotine

(6) i C¢Dg
Stada B¢ 'H
5 6 5 6

1 466 47.0 la: 2.02; 1b: 2.92 la: 2.17; 1b: 2.40
2 227 17.4 2a: 1.17; 2b: 0.84 2a: 1.43; 2b: 0.82
3 254 222 3a: 1.08; 3b: 1.26 3a: 1.09; 3b: 1.54
4 357 352 0.98 1.15

5 799 76.7 3.80 3.61

6 349 309 6a: 0.94; 6b:1.58 6a: 1.74; 6b:1.41
7 439 468 2.28 1.82

8 1779 1764 - -

9 439 462 9a: 2.52, 9b: 2.67 9a: 2.87, 9b: 2.67
10  51.0 127.6 2.69 5.20
11 52.1 129.1 2.24 5.66
12 446 778 - -
13 582 663 - -
14 352 417 14a: 2.08; 14b: 1.92  14a: 2.18; 14b: 1.90
15 321 463 3.32 -
16 127  25.0 1.51 1.71

2.3. Andkolinesterasavirkni

Til ad rannsaka hvort alkal6idarnir tr skollafingri og
lyngjafna hafi hindrandi dhrif 4 acetylkdlinesterasa,
var framkvamt einfalt TLC lifvirknipréf. Tvenn slags
profum af pessari gerd hefur verid lyst 1 heimildum
[15,16]. Pr6fid sem notad var i okkar rannsékn [16]
gengur Ut 4 pad ad synin eru keyrd 4 tveimur eins TLC
plotum, 6nnur er framkollud med Dragendorffreagens
sem framkallar alkal6ida sérhft, en hin er medhondl-
ud med bxdi substrati, DTNB og acetylkdlinesterasa
ensimi. Myndefnid myndar gulan lit med DTNB (5,5 -
dithié-bis(2-nitrébenzoic syra)). Platan verdur pvi 611
gul nema par sem ensimid er hamid, par verda eftir
hvitar skellur.

Fyrir skollafingur var préfid adeins framkvaemt
a gréfhreinsudum fraktionum og virtist sem adeins
huperzine A syndi virkni. Extrakt lyngjafna syndi
virkni 1 premur alkal6idum og pegar préfid var end-
urtekid 4 fraktionum sem hreinsadar hofdu verid 4
SPE sulu, pa kom { 1j6s ad annotine syndi andkélin-
esterasavirni 4 medan annotinine gerdi pad ekki. Pessu
hefur ekki verid lyst { heimildum fyrr og er dhugavert
ad skoda 1 pvi samhengi muninn 4 byggingum bess-
ara tveggja alkal6ida par sem annotine hefur tvitengi
og frian hydroxylhép 1 sameind sinni, sem annotin-
ine hefur ekki. Komplexmyndun acetylkdlinesterasa
ur monnum og huperzine A hefur verid rannsokud

og komid { 1j6s ad adeins eitt sterkt vetnistengi vird-
ist myndast auk einhverra vatnsfelinna krafta 1 krist-
alkomplexinum pegar huperzine A sest i bindisati
acetylkolins 4 ensiminu [7,17]. Einn annar alkal6i0i Gr
lyngjafnanum, sem ekki hefur verid byggingargreind-
ur ennpd og er skautadri en annotine, syndi einnig and-
kélinesterasaverkun. Ahugavert verdur ad skoda nénar
mun 4 efnabyggingu virkra og dvirkra alkal6ida peg-
ar biid verdur ad skoda fleiri vel skilgreindar efna-
byggingar m.t.t. virkni. Andkdélinesterasaverkun sela-
golines (4) hefur t.d ekki verid skodud enn.

Eins og fram kemur hér ad ofan er vinna haf-
in med tver islenskar jafnategundir, skollafingur og
lyngjafna. Nidurstodur peirra rannsékna syna ad paer
framleida dhugaverda alkal6ida, baedi med pekkta og
einnig nyja byggingu. Hinar tver {slensku jafnateg-
undirnar, litunarjafna og mosajafna, er ekkert farid
ad skoda ad ©6dru leyti en pvi ad forathugun med
TLC greiningu stadfestir ad 1 peim eru alkal6idar.
Andkolinesterasavirkni er pekkt fyrir huperzine A en
pessi rannsékn er st fyrsta sem lysir pessari verkun
fyrir annotine. Frédlegt verdur ad skilgreina frekar

//////

skoda nénar tengsl byggingar og verkunar.
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Pakkaroro

Sérstakar pakkir til samstarfsadila vid danska
lyfjafredihdskélann 1 Kaupmannahofn, Prof. Jerzy
Jaroszewski Ph.D. og lektor Dan Sterk Ph.D., sem
badi hafa lagt til vinnu og adstodu til pessa verk-
efnis. Einnig til lyfjafredinema hér 4 Islandi og {
Danmérku sem unnid hafa ad ymsum pattum verk-
efnisins 1 sinum rannséknaverkefnum: Jacob Gronne,
Cand. Pharm, Jesper Larsen, Cand. Pharm. og Line
Alleslev Larsen, Cand. Pharm. Dr. Sigridur Jonsdottir,
Raunvisindastofnun Héskdlans, fer pakkir fyrir ad
annast NMR melingar nokkurra efna og Dr. Matthias
Witt, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Pyskalandi
fyrir HR-massagreiningu. Einnig er donsku midstod-
inni fyrir NMR tekjabtinad, sem hystur er af Carlsberg
Laboratorium i Kaupmannahofn pokkud afnot af
800 MHz kjarnsegulgreini.

Summary: Lycopodium alkaloids are compounds isolated
from clubmoss, a group of primitive spore-forming plants.
Lycopodium alkaloids, in particular huperzine A, have re-
cieved increased attention in recent years due to its strong
anticholinesterase activity and its possible role as a future
drug to fight deseases such as Alzheimers. Five species of
clubmoss grow in Iceland. The aim of our project is, firstly
to investigate the alkaloid content of Icelandic clubmoss
species, and secondly to detect the anticholinesterase ac-
tivity of the alkaloids and study the relationship between
structural details and activity. Results from the investigation
of two species of Icelandic clubmoss Huperzia selago and
Lycopodium annotinum is presented and discussed. Dried
and ground plant material was extracted in organic solvents
and fractionated by different chromatographic methods. 'H
and C NMR spectroscopic methods was used for struc-
ture determination. HR-mass spectroscopy was also used
for new compounds. In addition to the known huperzine A
and serratidine a new natural lycopodium alkaloid named
selagoline was isolated from H. selago. L. annotinum con-
tains at least 12 different alkaloids including annotine and
annotinine. Both Icelandic clubmoss species contain alka-
loids which show anticholinesterase activity in a simple TLC
assay.
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