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EUPHORBIACEAE VE THYMELAEACEAE FAMILYALARININ
BAZI CINSLERINDE BULUNAN DITERPENLER
I. YAPILARI VE iZOLASYON YONTEMLERI

Mualla YENEN #*

OZET:

migtir.

RESUME:

Euphorbiaceae ve Thymelaeaceae familyalarinda dagilmg olan diter-
penlerin yapilan ile izolasyonlan iizerinde yapilig aragtirmalar Gzetlen-

LES DITERPENES D'EUPHORBIACEES ET DE THYMELEACHES,
I LES STRUCTURES ET LES METHODES D'ISOLATION

On a fait revue les structures et les méthodes d'isolation des ditérpenes
dans les familles des Euphorbiacees et des Thyméléaecées.

Yiiksek bitkilerin biyolojik aktivite
gosteren kimyasal yapilan iizerindeki sis-
tematik arastirmada son.zamanlarda hayli
gelisme olmus; Qp ve eczacilikia entere-
san birgok sekonder metabolitin yeni bir-
ka¢ simifi daha bulunmugtur. Tiglian, daf-
nan ve injenanlar olarak bilinen diterpen-
ler oldukga 6nemli bir gruptur (Sekil 1).

Kompleks bir aymm (1) sonueu bulu-
nan bu bilesiklerden ilki; Croton tiglium
L. (Buphorbiaceae) {2) ve daha sonra da

Euphorbia tiirlerinden (3) bir esterler seri-
si olarak izole edilen, bir tiglian olan for-
bol'diir (Sekil 2) (Tablo 1). Son zaman-
larda benzer yapilann, Euphorbiaceae ve
Thymelaeaceae familyalanndaki baz ge-
nuslarda bulundugu ortaya konmustur.
Bu hilesiklerin, az ya da ¢ok oranda iki
toksikolojik ekkisinin bulundugu acgik-
lanmigtrr. Bunlardan ilki, cilde uygulan-
diinda olusturquu kuvvetli inflamasyon
(4), digeri ise karsinojen etki esiginin al-

(*) Ankara Universitesi E czacihik. Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Daly,
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Sekil 1.

leri.

Dafnan

injenan

Tiglian, Dafnan ve injenan Iskelet-

Sekil 2. Forbol esterleri

C 3
H 20 R

Tahlo 1. Forbol esterleri

Deka-2,4,6-trienoat

R! R R? Kaynag

Tetradekanoat Asetat H M

Dekanoat Asetat H

Dodekanoat Asetat H

Hekzadekanoat Asetat H

2-Metilbutirat Dodekanoat H

2-Metilbutirat Dekanoat H

Asetat ' Dodekanoat H

Asetat Dekanoat H ~Croton tiglinum

Tigliat Dekanoat H

Tigliat Oktenoat H

2-Metilbutirat Oktenoat H

Tipliat Dekanoat H

Tigliat Dodekanoat H

Tigliat Butirat H

Butirat Dodekanoat H -

Dodekanoat Asetat H ]

Dodekanoat Asetat ) Linolenat ['C.sparciflorus

[zobutirat Asetat Anjelat

2-Metilbutirat Anjelat \%Euphorbia franckiana
Asetat N



tinda farelere uygulanmaya devam edildi-
ginde gosterdigi timor yvapier etkidir (5).
Bu toksinlerin etki mekanizmasi yapilan
bivokimyasal c¢ahigmalarla, birbixini izle-
ven inflamasyon olusumuyla malign cilt
tiimériiniin baglangic mekanizmasma bag-
h olarak aciklanabilir. Daha Snemlisi de,
bu esterlerin bazisinin antilésemik etki
gostermesidir,

Tiglian diterpenleri ve esterleri: Forbol
tetrasiklik tiglian cekirdefi tagryan bir di-
terpendir (Sekil 2). 5 iiyeli bir A, 7 iiyeli
B, 6 iiyeli C halkalarini ve bir siklopropan
sistemi olan D halkasini tagimaktadir. 6
Oksijen fonksiyonu vardir ve A halkasin-
da C-3'te o 3 - doymamus ketol; B halka-
sinda C-20'da, B ve C halkalarmnn birles-
me yerinde C-'da ve C halkasinda C-12
ile C-13'te 1,2-diglikol olusturarak loka-
lize olmuglardir. Forboliin dogal olarak
ester halinde bulundugu diigiiniilmektedir.
Forboliin 12,13-diestexlerinin bir kismu ile
"kriptik irritaniar’ olarak bilinen iic tries-
teri Crofon tiglium yapindan, daha sonra

da di- ve triesterleri, Croton sparciflorus
(6), Sapium japonicum (7), Euphorbia ti-
rucalli(4),E.corerulescens ve E.franckiona'
dan (B) izole edilmistir. [k olarak Eup-
horbia trianguleris'ten {9,10) izole edilen

Snemli bir alkol olan 12-deoksiforbol
(Tablo 2), C-13'te bir dizi monoesterleri
“ve C-13 ile C-20 de de diesterleri halinde
bulunmaktadir. Bu esterler, forbol ester-
lerinden daha yaygin bir bicimde Euphor-
biz genusuna dagilmigtr (11,12,13,14).
C-20°deki acil grubu, Ephorbia balsami-
fere lateksindeki bir ester diginda, asefa-
ti  halinde aynlmistir. Ana diterpen,
forbolden daha dayaniksiz olup ancak
diasetati halinde izole edilebilir. Sbz
konusu diterpen, 12-deoksi-16- hidrok-
siforbol, iki Euphorbic {irrinden elde
edilmigtir. Diger Euphorbiac tiglianlarin-
dan farkh olan bu bilesigin siklopropan
halka sisteminde C-16'da primer bir hid-
roksil grubu bulunmaktadir (15). Bu,
Aleurites fordii (Euphorbiaceae)den elde
edilen 16-hidroksiforbol ile yakimdan ilis-
kilidir {Tablo 3).

Tablo 2. 12-Deoksiforbol esterleri

2
CHzoR

R! R? Kaynak
Izobutirat H Euphorbia triangularis, E.poisonii
Anjelat "H E. poisonii
Anjelat Asetat E.resinifera, E.poisonii
Dodekanoat Asetat E.coerulescens
Dodekadienoat Oktadienoat E.balsamifera
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Tablo 3. 12 - deoksi - 16 - hidroksiforbol ve 16 - hidroksiforbol esterleri

R! R? R3 R* Kaynak

H Anjelat 1zobutirat H Euphorbia cooperi
H Anjelat Izobutirat " Asetat Euphorbia cooperi
H Fenilasetat ~ 2-Metilbutirat Asetat E.poisonii

H Fenilasetat  2-Metilbutirat |51 E.poisonii
Palmitat  Anjelat H H Aleurites fordii

Fiirstenberger ve Hecker (5), daha 6n-
ce izole edilmis forbol bilegiklerinin ana-
logu olan bir seri 4-decksiforbol esterini
bulmuslardir (Tablo 4). Tablo 1-3'de g&-
riilen esterler, memeliler sisteminde az ya
da ¢ok, biyolojik aktivite gostermektedir-
ler. E.unispina ve E.resiniferanin iki este-
rinin kullanilan standart test sistemlerin-

de aktiviteye sahip olmadig1 goriilmiigtiir
(16). Bu bilegikler, 12,20-dideoksiforbol’
iin monoesterleri olup, C-20'de metil gru-
bu tagidipr tahmin edilen diterpenlerin
tek Omegidirler. Birka¢ mindr bilesik,
hidroliz edilen Croton tiglium yagmdan
sentetik asetatlan halinde elde edilmigtir.

Tablo 4. 4-Deoksiforbol ve 12, 20-didecksiforbol esterleri
1
OR

CHy0R3

4 --deoksiforbol

12,20-dideoksiforbol

R! R2 R?® Kaynak
Asetat CH; (CH,); (CH=CH) CO H
n=223,4,56
Asetat CHj3 (CHy)q (CH= CH) CO H > Euphorbia tirucalli
n=1234
CH, (CHy)m Asetat H
(CH =CH)_CO

m=2n=2134,5
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CHOH
2

10 (- Forbol

CH20H
R &
H OH 12 - deoksi - 4 - forbol
OH OH 4 <. forbo!
OH H 4 - deoksi - 4 - farbol

CH OH
2

AT 4 oforbol

Croton rhamnifolius'tan izole edilen diterpen

Sekil 3. Diger tiglian tirevleri

Bunlar 4cx - forbol, 4-deoksi-4<- forbol,
10§ - forbol ve A™® _izoforboldiir (2)
{Sekil 3). Benzer sekilde, E. triangularis'
ten (9) 12-decksi-4 « - forbol, Croton
rhamnifoliustan da trisiklik bir diterpen
(17) elde edilmistir.

Dafnan diterpenleri ve esterleri: Daf-
nanlar yapi olarak tiglianlara benzeyen tri-
‘siklik diterpenlerdir. Tigliandaki siklopro-
pan D halkasi, dafnanlarda C-13'teki izop-
ropilen yan zincirini vermek iizere acil-
migtir (Sekil 1). Bu bilesikler, cogunluk-
la dogal olarak ortoesterleri halinde bu-
lunmaktadir; ve oksijen kopriisii, hemiase-
tal yap1 gosteren tetradotoksin'in (18)
oksijen kopriisiinii hatirlabmaktadir. Bu
nedenledir ki orto-ester dafnanlarmn, hay-
van sistemlerinde bir¢ok biyolojik aktivi-
teye sahip olmalan enteresandir.

Bu serinin ilk bilesigi, Daphne mezere-

um (Thymelaeaceae) dan elde edilmis
olan dafnetoksindir. Dafnetoksin, tipik
bir izopropilen yan zinciri tagir; C-6 ve
C-T'de bir epoksit grubu, C-5'te sekonder
bir hidroksil grubu ve C halkasimin C-9,
C-13 ve C-14 arasinda bir orto-ester ben-
zoat kopriilegmesi bulunmaktadir. Meze-
rein, dafnetoksinin 12-0-a¢il esteri olup,
ayn1 bitkiden ve Lasiosiphon burchellii
(Thymelaeaceae) den elde -edilmistir
(7,19). Daka sonralan, benzer esterlerin
bir serisi bir¢gok Gnidia tiirlerinden(20,21,
22) izole edilmistir (Tablo 5). Euphorbi-
aceae familyasindan da bu bilesiklere ben-
zer bilegikler elde edilmistir.

Dafnan diterpenlerinin iiciincii grubu,
ozellikle Euphorbiz genusunda bulunmak-
tadir. Bu bilegikler, forbol tipi diterpenle-
rin B halkasindaki C-6 ve C-T arasinda cif-
te baf tagryan grubun onceki Srneklerin-
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den farkhduw. Reziniferatoksin, bu grubun
ilkidir ve hemen hemen aym zamanlarda
Euphorbia unisping, E.resinifera ve E.poi-
-sinii'den elde edilmigtir (16,12,23) (Sekil
4). Reziniferatoksin E.poisinii lateksinde,
benzer bilegik olan ve yalmz C-20 de do-
gal olarak O-acil grubu tasiyan tinyatok-
sin ile birlikte bulunmaktadir. Bu iki tok-

sin, bu tip diterpenlerin en etkili cilt irri-
tamdir (12). Pro-reziniferatoksin (Sekil
4), Euphorbia tiirlerinde reziniferatoksin
(16} ile birlikte bulunmaktadir ve bu bile-
gifin muhtemel biyosentetik bir prekiir-
s0r oldupu, hafif asit katalizi ile rezinife-
ratoksin'e  déniigtiigii  diisiiniilmektedir
(16,13).

Tablo 5. Dafnan grubu baz diterpen esterleri

Esterler R! R? R? Kaynak
Dafnetoksin Cells H H Daphne mezereum
Mezerein " CgH; (CH=CH), COO " Lasiosiphon burchellii

Gnidisin

" G4y .CH=CHCOO "

Gnidia lamprantha

CH zco Reziniferatoksin

CH2C0 ~ Tinyatoksin

o OMe

CHzcoocnz—Q

CH
Pro-reziniferatoksin

Sekil 4. Diterpenlerin orto-esterleri

. Injenan diterpenleti ve esterleri: Inje-
nanlar, Euphorbia genusundaki tetrasiklik
diterpenlerin yeni bir grubu olup ilk érne-
gi, injenoldiir. Bu bilegik, Euphorbia in-
gens (1,5), E.desmondi (24,25) nin la-
tekslerinden ve E.lathyris'in tohum yagin-
dan (7) izole edilmigtir. Bu ana diterpen,
5 iiyeli A halkasina bagh 7 iiveli B halkas:
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tasiyan forbolle yapisal bakimdan iligki-
lidir (Sekil 1). Injenol, fx - keto kopri-
siinden dolayi, C-9'daki kuaterner merke-
ze C-10 ile bagh 7 iiyeli C halkasi tagima-
s1 hedeniyle, forbolden farkhdir. Diger
yapisal benzerlikler, A halkasinda C-1 ile
C-2 arasindaki ve B halkasinda C-6 ile C-7
arasindaki birer cifte bag; C-20'deki p-



mer alkol grubu ile A ve B halkalanmin
birlestigi konumda trans konfigiirasyonda
48 - hidroksil grubu ve siklopropan D) hal-
kasidir. Forboldeki 12, 13-diglikol grubu
injenolde meveut depildir, ancak A hal-
kasinda C-3'te ve B halkasinda C-5'te iki
sekonder hidroksil grubu goérilmektedir.
Euphorbia ingens'ten injenan iskeletinin
C-3 veya C-20 konumlarinda tek bir acil
grubu tagiyan bir seri injenol esteri izole
ediimigtir (1,5). Daha sonra, E.lathyris,
E.jolkini, E.kansui, E.resinifera ve E.esu-
le'dan (7,26)da difer esterler elde edil-
migtir (Tablo 6). Aynca E.millii'den de
(27, 28) bir grup az rastlanan injenol pep-
titleri, Miliaminler izole edilmistir. Simdi-
ki halde, injenoliin iki Elaeophorbia tiirin-
de bulunmas1 diginda, Euphorbic genusu-
na yayiisinm sinieh oldugu diigiiniiimek-
tedir (29). Genusun Webster tarafindan
yapian son revizyonunda Elaeophorbie™
lar, Euphorbie'n alt genusu olarak yer

almaktadir. Diger bazi injenan diterpen-
lexi, bu genus tiirlerinden izole edilmistir.
5-Deoksiinjenol (30) bunlarn ilki olup
diasetats halinde E.biglandulosa ve E.myr-
sinites'len elde edilmistir. {Tablo 7). Bir
seri 16-hidroksiinjenol esterleri E.ingens
ve Elactea'dan (31,32), baz1 13-oksiin-
jenol esterleri (33) ile daha sonra da
20-deoksiinjenol (26) bilesikleri E. kansui'
den izole edilmistir.

Izolasyon Yéntemleri: Nétral lipit bile-
sikler olan diterpen esterlerinin kompleks
ve jzolasyonlan partisyon yontemine da-
yanmalkta; bu nedenle izolasyon ve purifi-
kasyonlan igin kromatografik ozellikleri
gerekli olmaktadir. Ayirmlart, nukleusta-
ki hidroksil gruplarnin konumu ve deji-
ik sayilan ile agil yarlannm tipi ve mole-
kiil agrltklan yardimiyla yapimaktadir.
Bu bilegikler, 1s1ya, 151fia, oksijene, asit ve
alkali sartlara duyarh olduklanndan stabil
degillerdir (1,2).

Tablo 6. Euphorbia genusundaki baz injenol esterleri

OH

N ¢
H
C
\
injenol Miliamin peptidi

R! R? R? Kaynak
Palmitat H H Euphorbia lathyris, E. ingens
H H Palmitat  Euphorbia lathyris, E. ingens
CH; {CH), (CH = CH);CO H H E.jolkini, E.lathyris
CH; {(CH;)4 (CH=CH),CO H Asetat E.kansui
‘Benzoat H Benzoal  F.esula
2-Metildekanoat H H E.resinifera
Peptid H Asetat E.millii
H H Peptid E.millii
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Tablo 7. Injenan diterpenleri

Ana diterpen R! R? RS R* R® Kaynak
5-Deoksiinjencl Asetat n Asetat H H 1,2
16-OH-injenol _ Asetat Asetat Asetat Asetat H 3
18-OH-injenol 2-4.-6-

dekatrienoat OH OH Anjelat H 4
13-Oksiinjenol OH OH OH H Dodekanoat 5
20-Deoksiinjenol Bengoat OH H H H 5

1.Euphorbia myrsinites, 2.E.biglandulosa, 3.E.ingens, 4.E.lactea, 5.E.kansui

Kurutulmug lateks, metanol ya da ase-
ton ile ekstre edilir. Solvan uzaklastirl-
diktan sonra, artik metanol - su kargmn-
da ¢oziliir. Boylece ekstre, triterpenler ve
steroidlerden temizlenmis olur ve polar
metanolik cozeltinin eterle ekstraksiyo-
nuyla irritan toksinler, eter fazinda elde
edilir (11,12,13) (Sekil 5). Eter fazi, ko-
lon kromatografisiyle herbiri birkac diter-
pen- esteri iceren fraksiyonlara aynlabil-
mektedir. Konhvansiyonel gradient eliisyon
yontemi ile Silikajel (1,2,34,35) ve Flori-
sil (7) adsorbanlan kullamlmakiadir. Kan-
gimlann daha sonraki aywimm igin bir seri
adsorban iizerinde tekrarlanan kolon ayi-
nmin1 partisyon yonlemi izlemigtir. Elte
kullandan O'Keefe (ipi veya otomatik
Craig tipi likit-likit distribiisyonu kolayea
uygulanirigtir. Son zamanlarda, stasyoney
faz olarak dietilen plikol veya polietilen
glikol'iin kullamiidips preparatif ince taba-
ka teknifi, hem partisyon ayinm hizm
ve hem de ¢oziimiirliigii biiyilkk oranda art-
tirmighir. Recineli iiriinlerin son purifikas-
yonlari, tamponlanmig silikajel ince taba-
ka plaklannda (2, 7) veya yiiksek basing
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sty kromatografisiyle (33) yapilmigtir.
Recinelerin saflipi, kantitatif olarak yapi-
lan biyolojik bir testle birlikte kiitle, ince
tabaka ve gaz kromatografileriyle denet-
lenebilmektedir (25, 36).

Mikro-Analitik Teknikler: Az miktar-

-daki bitki materyali ya da kolontardan ali-

nan fraksiyonlarm incelenmesi icin bir-
¢ok mikro yontem vardrr. Birkac ana al-
koliin asetatlarim (37) incelemek iizere
ince tabaka kromatografisiyle yapilan ge-
nig kapsamh bir ¢alisma 11 solvan, 3 ad-
sorban ve birkag piiskiirtme reaktifini
kapsamaktadir (Tablo 8). Kiitle spekiros-
kopisi Dbilgileriyle birlegtirildiginde, az
miktarlardaki bircok tiglian ve injenan
grubu diestexin teghisi miimkiin olabil-
mektedir. Asetatlarin kullanilan solvan
sistemlerindeki siiviiklenme orani, nukle-

ustaki hidroksil gruplarinin konumuna

ve sayisina, daha az olarak da aselil grup-
lannm tip ve sayisina bagh olarak bulun-
mugtur (8,37). )

Gaz likit kromatografisi de, bitki ma-
teryalinin analizinde c¢abuk, kalitatif ve
kantitatif bir metottur (38). Forbol ve



Sekil 5. Toksinlerin ekstraksivonu

Lateks
(MeOH i¢inde)

40°C nin altinda kuruluga kadar veurulur

Kati kisim atilir

Aseton ekstresi

40°C nin altinda kuruluga kadar ucurulur

Hekzan fraksiyonu
——>(alkanlan, lipitleri, triterpencidleri ve
sterolleri igerir} atilir.

¥
Eter ekstresi

/

% 1 Sodyum karbonat ¢coz. .
(Asitleri igerir)
atihr

Kuruluga kadar ucurulur
Silikajel veya Florisil lizerinde
Kolon Kromatografisi

Polar fraksiyon Non-polar fraksiyon
{(forbol diesterleri, 12-deoksimonoesterleri (forbol triesterleri, 12-decksiforbol
ve reziniferol tiplerini icerir) diesterleri, orto-esterlexi ve injenol

esterlexi igerir)

l

Likit-likit partisyon distribiisyon veya Likit-likit distribiisyon veya
partisyon TLC ve adsorbsiyon TLC partisyon TLC ve adsorbsiyon TLC
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injenolii de ig¢ine alan ¢ok sayida diter-
pen SE-30 ve EGS kolonlarinda, daha

stabil olan Zsetatlan halinde kant_itatif

olarak deperlendirilmistir (38). Forbol
ve diesterlerinin PLC ile ayirimlar ise
Sil-x iizerinde yapilmigtir (39).

Tablo 8, Diterpen asetatlarimn ayirim i¢in kullamilan adsorban ve solvanlar

Silikajel G

Kloroform - Eter (95:5)

Eter-Etil asetat-Siklohekzan (1:1:1)

Siklohekzan-{zopropanol (2:1)

Silikajel H

Kloroform-Etil asetat (2:3)

Al, O,

Toluen-Etil asetat (9:2)

Kloroform-Aseton-Benzen {95:5:50)

Siklohekzan-Eter-Benzen (1:2:1)

\

Siklohekzan-Benzen-Etil asetat-Eter

(20:40:30:15)

Kloroform-Eter-Benzen (1:3:3)
Etil asetat-Benzen (1:3)

Forbol triasetat

12 - Deoksiforbol diasetat
4-Deoksi-4 o - forbol triasetat
4 o - Forbol triasetat

4 « - Forbol tetraasetat
Injenol triasetat

Kloroform S/
cinogener Pflanzeninhaltsstoffe,
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