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OZET

Anahtar Kelimeler: Resveratrol, (E)-Stilben, Biyotransformasyon, Aspergillus niger

Resveratrol birgok O6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip bir bilesiktir. Resveratrol
sadece bazi bitkilerde ve ¢ok az miktarlarda bulunur. Bu nedenle bilim adamlar1
resveratrolii bitkilerden izole etmek yerine sentetik yontemlerle elde etmeyi tercih
etmislerdir.

Baz1 mikroorganizmalar aromatik hidroksilasyon yapabildiklerinden bu ¢alismada,
resveratrol gibi hidroksillenmis stilbenoidler elde etmek i¢in (E)-stilben bilesiginin
Aspergillus niger ile biyotransformasyonlar1 ger¢eklestirildi.

Biyotransformasyon caligmalar1 sonrasinda baslangic maddesi ve elde edilen
bilesiklerin erime noktalar1 ile 'H- NMR, “C-NMR, FTIR spektrumlart alindi.
Biyotransformasyonlarin sonucunda baslangi¢ maddesinin ¢ogu ve az miktarda
(E)-stilben oksit elde edildi.

Biitin bu sonuglar Aspergillus niger’in (E)-stilben bilesigini beklenen sekilde
metabolize edemedigini ve bu yolla resveratrol gibi hidroksillenmis stilbenoidler elde
edilemeyecegini gosterdi.



THE BIOTRANSFORMATION OF (E)-STILBENE BY
ASPERGILLUS NIGER

SUMMARY

Keywords : Resveratrol, (E)-Stilbene, Biotransformation, Aspergillus niger

Resveratrol is a compound with a lot of important functions. Only some plants have
resveratrol and they have it a little. Therefore, scientist prefer getting resveratrol by
synthetic methods to isolating it form plants.

In this study, the biotransformations of (E)-stilbene were performed in order to get
hydroxylated stilbeneoids such as resveratrol since some microorganisms are able to
hydroxylate aromatic rings.

After the biotransformations, the melting points and *H- NMR, **C-NMR and FTIR
spectra were taken from both starting materials and the new compounds. Most of the
unchanged starting material and some (E)-stilbene oxide were obtained from the
biotransformations.

All these results showed that Aspergillus niger could not metabolise (E)-stilbene in
an expected way and the biotransformation was not a good way in order to get
hydroxylated stilbenoids.



BOLUM 1. GIRIS

Bitkiler, bazi stres faktorlerine maruz kaldiklarinda kendilerini korumak icin bir¢cok
kimyasal iiretirler. Bu kimyasallara bitki savunucular1 anlamina gelen fitoaleksinler

ad1 verilmektedir [1].

Fitoaleksinlerin baslangicta sadece mantarlar ile bakterilerin istilasi sonrasinda
olustugu ve antimikrobiyal 6zellikte olduklar1 gozlendiginden bu bilesikler bitki
antibiyotikleri olarak da adlandirilmistir. Sonradan fitoaleksinlerin, mantarlar ve
bakterilerin istilas1 gibi biyotik stres faktorlerinin yani sira kisa dalga boylu UV 15181,
agir metal iyonlar1 ve yaralanma gibi abiyotik stres faktorlerine maruz kalma sonucu
olustuklar1 anlasildiginda ise bu kimyasallar stres bilesikleri olarak da

adlandirilmislardir [2].

Fitoaleksinler, kumarinler, flavonoidler, izoflavonoidler, terpenoidler ve stilbenoidler
gibi yapilar1 bakimindan oldukca farkli kimyasal gruplara ait bilesikleri igerirler.

Sekil 1.1. de bazi fitoaleksinlerin kimyasal yapis1 verilmistir [1].
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Sekil 1.1. Bazi 6nemli fitoaleksinler



Bir stilbenoid olan resveratrol 6nemli fitoaleksinlerdendir. Resveratrol ayrica ¢ok
onemli diger bazi biyolojik fonksiyonlara da sahiptir [3]. Bu ¢alismada resveratrol

uzerinde durulacaktir.



BOLUM 2. RESVERATROL

2.1. Resveratrol Biyosentezi

Resveratrol sadece bazi bitkilerde dogal olarak bulunabilen énemli bir kimyasaldir.
Resveratrol, yer fistig1, ¢ilek ve iiziim gibi en az 72 bitki tiirlinde bulunur [4]. Cogu
bitkinin resveratrol i¢cermemesinin sebebi resveratrol biyosentezini gerceklestiren
resveratrol sentaz (RS) enziminin her bitkide bulunmamasidir. Resveratrol sentaz

enzimi stilben sentaz (STS) olarak da bilinmektedir [5].

Resveratrol sentaz lizerinde yapilan c¢aligmalar; bu enzimin bitki metabolizmasinda
oldukc¢a farkli ve dnemli birgok role sahip oldugunu ve genis bir protein ailesinin
iiyesi oldugunu gdostermektedir. Aymi protein ailesinin bir diger 6énemli iiyesi ise
kalkon sentaz (CHS) enzimidir. CHS insan sagligi i¢in olduk¢a Onemli olan
flavonoidler ve antosiyaninler gibi dogal iiriinlerin biyosentezinde anahtar bir
enzimdir. RS ve CHS yapilar1 bakimindan % 65-70 6zdestir. Her iki enzimde
substrat olarak biitlin bitkilerde bulunan 4-kumaroil-CoA ve malonil-CoA

bilesiklerini kullanir ve bu enzimlerin reaksiyonlar1 da olduk¢a benzerdir [6-7].

RS ve CHS kondenzasyon enzimleridir . Bu enzimler; enzime bagl bir tetraketid ara
bilesigi olusturmak iizere 4-kumaroil-CoA (p-kumaroil CoA) bilesigine 3 kez pes
pese malonil CoA kondenzasyonu reaksiyonunu gergeklestirirler. Tetraketid ara
bilesiginin olusumuna kadar biitiin reaksiyonlar her iki enzim ile aym sekilde
gergeklestirilir. Sadece RS tarafindan katalizlenen son halka katlanmasi farkli
gerceklesir [7]. RS ve CHS enzimlerinin gerceklestirdikleri yukarida agiklanan

reaksiyonlar Sekil 2.1. de 6zetlenmistir.




CoAS \

4 Kumaroil CoA
3 Malonil CoA
3CO, +3 CoASH

H

(6]
CoASH

CoASH + CO,
y OH
H
HO OH —_—
H
W
OH 0

OH

Naringenin kalkon Resveratrol

Sekil 2.1. Resveratrol ve kalkon biyosentezi
2.2. Resveratroliin izomerleri, Konjugatlar: ve Tiirevleri

Stilbenoid yapida bir fitoaleksin olan resveratrol trans-resveratrol ve Cis-resveratrol
olmak {izere iki izomere sahiptir. Bitkilerde trans-resveratrol izomeri daha g¢ok
bulunur ve daha etkendir. Aslinda resveratrol izomerleri bitkilerde daha ¢ok piceidler
ad1 verilen trans-resveratrol-3-O-B-D-glikozid ve cis-resveratrol-3-O- B-D-glikozid
olarak bulunurlar. Piceidler, resveratrol gibi etkindirler ve insan bagirsaklarindan
resveratrole gore daha ¢ok emilirler. Piceidler haricinde resveratroliin bitkilerde az
miktarlarda gdzlenen trans-resveratrol-3-O-B-D-glukuronid, trans-resveratrol-3-
siilffat ve pterostilben gibi konjugatlari da bulunmaktadir. Pinosilvin ve bir
resveratrol tiirevi olan piceatannol, resveratrol gibi onemli biyolojik aktivitelere

sahip diger dogal stilbenoid fitoaleksinlerdir.
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2.3. Resveratroliin Biyolojik Fonksiyonlar:

Resveratrol ¢cok 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip bir bilesiktir. Bu biyolojik
fonksiyonlarimin arasinda antimikrobiyal olmasi, antioksidanligi, kardiyovaskiiler
sistem koruyuculugu, kanser onleyebilmesi ve tedavi edebilmesi, iltihap gidericiligi,

antiviral olmasi gibi 6zellikleri sayilabilir [3,8-16].

Resveratrol kuvvetli antimikrobiyal bir bilesiktir ve 6zellikle antifungal 6zelliktedir.
Bu bilesigin insan i¢in patojen olan bir¢ok mantara karsi etkin oldugu gosterilmistir.
Resveratroliin antibakteriyel 6zelligi de sz konudur. Ornegin, resveratroliin insan
derisinde rahatsizliga sebep olan bir c¢ok bakterinin gelisimini inhibe ettigi

gosterilmistir [8-10].

Resveratrol antioksidan bir bilesiktir. Bu bilesik serbest radikalleri ve diger
oksidanlar1 giderici 6zelige sahiptir. Resveratrol hiicresel membran lipitlerinin ve
bununla bagli olarak hiicrelerin korunmasinda oldukga etkilidir. Bu o6zelligini
hidrojen peroksit veya lipid hidroperoksit bagimli lipid peroksidasyonunu inhibe

etmek sureti ile gerceklestirir [10].

Literatiirde resveratroliin kardiyovaskiiler sistem dostu bir bilesik olduguna dair
bircok c¢alisma bulunmaktadir. Resveratroliin, lipitlerin sentezini azaltmasi, HDL
kolesterol seviyesini (iyi kolesterol) yiikseltmesi, lipit peroksidasyonunu onlemesi,
LDL oksidasyonunu onlemesi, trombosit kiimelenmesi ve viicut i¢inde kan
pihtilagmasin1 6nlemesi gibi 6zellikleri kardiyovaskiiler sistem sagligi i¢in oldukga

onemlidir [11].

Resveratroliin, sadece kanser onleyici degil kanser tedavisi saglayabilecek bir bilesik
olduguna dair bulgular giderek giiglenmektedir. Bu bilesigin, kanserin baslamasini,
gelismesini, ilerlemesini ve hatta bazi kanser tiplerinin yayilmasinit engelleyici
ozellikleri saptanmistir. Resveratrol kansere karsi olan engelleyici 6zellikleri ¢esitli
sekillerde ortaya ¢ikarmaktadir. Resveratrol kanser hiicrelerini apoptozizi (programli
hiicre 6liimii) tetikleyerek 6ldiirebilecegi gibi anti kanserojen etkisini bu hiicrelerdeki

hiicre dongiisiinii S ve G, evrelerinde kilitleyerek gosterebilir. Mitoz boliinme dncesi




S ve G; evrelerindeki bir kilitlenme hiicre boliinmesini ve dolayisiyla kanseri
onleyicidir. Resveratrol kanseri Onleyici etkisini, niikleik asit sentezinde gorev alan
bazi enzimleri inhibe ederek de aciga ¢ikarmaktadir. Resveratrol, tiimor olusumu
basglangicina sebebiyet veren COX-2 (siklooksigenaz-2) enzimini inhibe ederek de
kanseri engeller. Bunula birlikte resveratroliin, dstrojenleri ve androjenleri inhibe
ederek ve bazi genleri aktive veya inhibe etmek suretiyle de kanseri engelledigi
diisiiniilmektedir. Laboratuar hayvanlar1 ve kanser hiicre kiiltiirleri ile yapilan
caligmalar resveratroliin 6zellikle 16semi, gogiis kanseri, prostat kanseri, yumurtalik
kanseri, mide kanseri, pankreas kanseri, deri kanseri, 6zefagus kanseri, kolon kanseri
gibi kanser ¢esitleri lizerinde etkili oldugunu gdstermektedir. Laboratuar hayvanlari
iizerinde yapilan kanserojenlerle tesvik edilen kanser ¢alismalarinda resveratroliin bu
hayvanlarda kanser gozlenme sikligini diigiirdiiglinii gostermistir. Literatiirdeki bazi
caligmalar ise ilaca direngli bazi kanser tiirlerinde resveratroliin kanser hiicrelerini bu

ilaglara duyarl kildigin1 gostermistir [12-14].

Resveratrol ayrica iltihap giderici 6zellikleri de olan bir kimyasaldir. Resveratrol,
iltihaplanmanin (yangi) ortaya ¢ikmasinda etkin olan eikosanoidlerin sentezinden
sorumlu lipoksigenaz ve siklooksigenaz enzimlerinin inhibisyonunu saglayarak

iltihap giderici olarak da etkin olarak gorev yapar [15].

Resveratroliin antiviral ozellikleri de saptanmistir. Ornegin resveratrol ve bazi
resveratrol tlirevlerinin SARS hastaligina sebep olan viriise kars1 antiviral etkileri

gosterilmistir [16].

2.4. Resveratrol Temini

Daha oncede belirtildigi gibi resveratrol bir¢ok onemli biyolojik fonksiyonlarina
ragmen biitiin bitkilerde bulunmaz [3-5]. Resveratrol sadece bazi bitkilerde ve ¢ok az
miktarlarda bulunur [4]. Bu bilesigin miktar1 bitkinin biiyiime kosullarina ve daha
cok da resveratrol olusumuna neden olan faktérlere maruz kalmasina baghdir [17-
20]. Bilim adamlar1 resveratrolil bitkilerden izole etmek yerine bu bilesigi sentetik
yontemlerle elde etmeye yonelmislerdir. Resveratroliin ilk sentezi 1941 yilinda

gergeklestirilmis ve gilinlimiize kadar resveratrol ve resveratrol tiirevlerini




sentezlemek i¢in bircok yontem gelistirilmistir [17-24]. Sentez i¢in genellikle 6nce
cesitli substitiientler iceren 2 benzen tiirevi bir katalizor varliginda kondenzasyona
ugratilmakta daha sonra ise substitiientler degisime maruz birakilarak resveratrol ve

resveratrol tiirevleri sentezlenmektedir.

2.5. Calismanin Amaci

Canlilar hayatlarinin ~ bircok ddnemlerinde kendilerine yabanci olan ve
ksenobiyotikler adi verilen kimyasal maddeler ile karsilasmaktadir [25]. Yabanci
kimyasal maddeler karsilastiklar1 canlilar i¢cin ¢ogu zaman sorun g¢ikarmaktadirlar.
Bu maddelerin iizerinde enzimler veya enzimleri igeren hiicre, doku, organ kiiltiirleri,
mikroorganizmalar ya da mikroorganizma sporlar1 yolu ile meydana getirilen

kimyasal degisikliklere biyotransformasyonlar ad1 verilir [26].

Biyotransformasyonlarin ¢ogunun sitokrom P450 enzimlerince gergeklestirildigi
gosterilmistir [25]. Cogu canlilarda gozlenen sitokrom P450 enzimleri, alifatik
hidroksilasyon, allilik hidroksilasyon, aromatik hidroksilasyon, epoksidasyon,
dealkilasyon, aldehitlerin indirgenmesi, ketonlarin indirgenmesi, esterlerin hidrolizi
ve amidlerin hidrolizi gibi pek c¢ok reaksiyonu katalizler.  Sitokrom P450
enzimlerinin reaksiyonlari, canlinin yabanci bilesiklerden kurtulmasi i¢in oldukga
onemlidir [27]. Bu enzimlerin etkisi neticesinde daha polar yeni bilesiklere
(metabolitlere) doniisen yabanci bilesikler viicudu daha kolayca terk edebilmektedir.
Bazen sitokrom P450 enzimleri istenmeyen bazi durumlara da yol acabilmektedir.
Ornegin, bu enzimlerin etkisi ile ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlar bu enzimlerin
etkisi ile daha tehlikeli kanser yapici metabolitlerin olusumuna imkan

saglayabilmektedirler [28].

Sitokrom P450 enzimlerinin bir reaksiyonu olan aromatik hidroksilasyon kisaca
aromatik halkanin hidroksillenmesi olarak tanimlanabilir. Aromatik hidroksilasyon

reaksiyonu mikroorganizmalar ile de gerceklestirilebilmektedir [29].




(E)-Stilben (trans-stilben) bilesigi canlilarda dogal olarak bulunmayan apolar bir
bilesiktir ve apolar olmasi sebebi ile canli biinyesine kolayca dahil olabilmektedir
[30]. Canlhlar bu maddeye maruz kaldiklarinda onu yapilarindan
uzaklastirabilecekleri kadar polarlastirmak i¢in aromatik hidroksilasyona

yonelebilirler [27].

Bu konudaki ilk ipuglari, insan ve farelerde (E)-stilben bilesiginin
metabolizasyonunun incelenmesinde ag¢iga c¢ikmistir. Bahsedilen calismada bu
canlilara ait sitokrom P450 enzimlerinin (E)-stilben bilesigini 4-hidroksi-trans-
stilben ve 4,4’-dihidroksi-trans-stilben gibi hidroksillenmis iirlinlere doniistiirdigt

gbzlenmistir [30].

Sitokrom P450

Sekil 2.3. Insan ve farelerde (E)-stilben bilesiginin metabolizasyonu

Aspergillus niger gibi sitokrom P450 enzimleri i¢eren bir mikroorganizma [29],
benzer bir egilim ile (E)-stilben bilesigini aromatik hidroksilasyonlara maruz
birakabilir. Eger bu gergeklesirse mikrobiyal biyotransformasyonlar yolu ile

resveratrol benzeri hidroksillenmis stilbenoidler elde edilebilir.
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Bu ¢alismanin amaci (E)-stilben bilesiginin Aspergillus niger mikroorganizmasi ile

biyotransformasyonunu gerceklestirerek yeni bir yOntemle

hidroksillenmis stilbenoidler elde etme ihtimalini incelemektir.

resveratrol

gibi




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu Niive OT 020 marka otoklav ile gerceklestirildi. Kiiflerin gelistirilmesi
ve biyotransformasyon c¢aligmalari i¢in Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamali
Inkiibator kullanildi. Infrared spektrumlari, KBr diskleri kullanilarak ATI Mattson
Infinity Series FTIR spektrometre cihazi ile alindi. 'H-NMR spektrumlar
tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de doterokloroform
icerisinde ve Varian Mercury 300 NMR spektrometresi kullanilarak alindi. *C-NMR
spektrumlari, ayni cihaz kullanilarak 75 MHz’de doterokloroform igerisinde alindi.
Kolon kromatografisi i¢in Merck kalite silika jel 60 (230-400 mesh) kullanildi.
Biyotransformasyon deneyinin sonucu ve kolon kromatografi c¢alismalarinin
sonugclar1 ince tabaka kromatografisi (ITK) ile izlendi. ITK 0,25 mm kalinhginda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢6zgen
sistemi kullanilarak yapildi. Bilesikler dnce UV lambasi altinda gozlendi, daha sonra
iyot buharina maruz birakilarak belirgin hale getirildi. Erime noktalar1 Elektrotermal
IA 9200 erime noktasi tayin cihazi ile tespit edildi. Besiyeri filtrasyonunun daha

etkin olabilmesi i¢in filtre kagitlar1 arasinda uygun miktarlarda Celite kullanildi.

Mikrobiyal biyotransformasyon ¢alismasinda kullanilan Aspergillus niger NRRL 330
kiifii Atatiirk Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimiinden yatik agar
kiltiirii seklinde bir adet stok kiiltiir olarak tedarik edildi.

Calismada biyotransformasyonlart Aspergillus niger kiifii ile gergeklestirilen (E)-
stilben bilesigi Kocaeli Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimiinden

tedarik edildi
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3.2. Metot

3.2.1. Taze yatik agar Kkiiltiirlerin hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,35 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik cam siselerin yarilarina
kadar ilave edildi ve otoklav igerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler icerisinde erimis haldeki besiyerleri, donmadan 6nce
45°ye yakin bir egim olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik agar

besiyerleri elde edildi [31].

Stok fungal kiiltiirdeki kiiflerin bir kism1 yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril
sartlarda aktarildi ve oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerinin en gelismisindeki kiifler 15 giinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma islemi 2 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar kiiltiirlindeki

kiifler biyotransformasyon ¢alismasinda kullanildi [31].

3.2.2. Aspergillus niger kiifiiniin besi yerinin hazirlanmasi

Aspergillus niger besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddelerin listesi

ve bir litre ¢ozelti iginde bulunan miktarlar1 Tablo 3.1°de verilmistir [31].

Tablo 3.1. Besiyeri ¢ozeltisinin bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 150¢g
Sakkaroz 150¢g
Polipepton 50g
KH,PO4 1,0g
KCl 0,5¢g
MgSOy4 05¢g
FeSO4 10 mg
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3.3. (E)- Stilben’in Aspergillus niger ile Biyotransformasyonlari

Calisma siiresince (E)-stilben bilesiginin ~ Aspergillus niger ile 3 kez

biyotransformasyonu gerceklestirildi.

3.3.1. (E)- Stilben’in Aspergillus niger ile 1. Biyotransformasyonu

Sterilize edilen 1 L besiyeri 12 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda
sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden birine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlen yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 2 giin

boyunca 25°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.

Kiif igeren erlenin muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda yaklasik 1 mL
nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 2 giin

stiresince 25°C’de inkiibasyona birakildi.

(E)-Stilben (500 mg) etanol (25 mL) icerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda kiif igeren
erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 7 giin siiresince
25 °C’ de calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon esnasinda

erlenlerde renk degisimi gozlendi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtre kagitlar1 arasinda Celite kullanilarak filtrasyon iglemine tabi tutuldu ve besiyeri
kiif kiiltlirtine ait misellerden stiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat kullanilarak yikandi. Erlendeki siizlintiiniin pH degeri %10’luk hidroklorik asit
coOzeltisi yardimiyla 2’ye ayarlandi ve her seferinde 0,5 L etil asetat kullanilarak 3
ekstraksiyon gergeklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak
ortamda bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan

sonra 560 mg yagimsi bir madde elde edildi.

Baslangic maddesi ve elde edilen yagims:1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir iITK
caligmas1 gelistirildiginde bir tanesi baslangic maddesi ile ayni polariteye sahip

olmak iizere toplam ii¢ bilesik gbzlendi. Yagimsi madde daha sonra silika jel 60
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iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu. Kolonda ¢6zgen sistemi olarak hekzan
icerisinde artan oranlarda etil asetat kullanildi. Kolondan % 5’lik ¢dzgen sistemi ile
ITK’da gozlenen ilk bilesik (420 mg) beyaz bir toz seklinde etil asetattan igne
seklinde kristaller olarak elde edildi. Elde edilen bilesigin degismeyen baslangic
maddesi oldugu 'H-NMR ve ?C-NMR ve FTIR spektrumlari ile erime noktalarinin

karsilastirilmasi ile anlasildi.

Kolon kromatografisi hekzan igerisinde artan oranlarda etil asetat kullanilarak

siirdiiriilmesine ragmen ITK ¢alismasinda gozlenen diger 2 bilesik elde edilemedi.

3.3.2. (E)- Stilben’in Aspergillus niger ile 2. Biyotransformasyonu

Sterilize edilen 2 L besiyeri 24 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda
sterilize edildi. En taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden birine steril sartlar altinda
nakledildi. Bu erlen yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 2 giin boyunca 25°C’de
calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildu.

Kiif igeren erlenin muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda yaklagik 1 mL
nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢cin 2 giin

stiresince 25°C’de inkiibasyona birakildi.

(E)-Stilben (1 g) etanol (50 mL) igerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda kiif iceren
erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 10 giin
siiresince 25 °C’ de calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

esnasinda erlenlerde yine renk degisimi gozlendi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtre kagitlar1 arasinda Celite kullanilarak filtrasyon iglemine tabi tutuldu ve besiyeri
kiif kiiltiirtine ait misellerden siiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat kullanilarak yikandi. Erlendeki siiziintiiniin pH degeri %10’luk hidroklorik asit
cozeltisi yardimiyla 2’ye ayarlandi ve her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3

ekstraksiyon gergeklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak
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ortamda bulunabilecek su uzaklagtirildi. Etil asetat evaporatorde uzaklastirildiktan

sonra yagimsi bir madde (1,2 g) elde edildi.

Baslangic maddesi ve elde edilen maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK calismasi
gelistirildiginde bir tanesi baslangic maddesi ile ayni polariteye sahip olmak iizere
toplam ii¢ bilesik gozlendi. Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon
kromatografisine tabi tutuldu. Kolonda ¢6zgen sistemi olarak hekzan igerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. Kolondan % 5°lik ¢6zgen sistemi ile ITK ’da gdzlenen
ilk bilesik (800 mg) etil asetattan igne seklinde kristaller olarak elde edildi. Elde
edilen bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu bahsedilen bilesiklerin 'H-
NMR ve “C-NMR ve FTIR spektrumlari ile erime noktalarinin karsilastirilmas: ile
anlasildi.

Kolon kromatografisi ¢aligmas1 % 5°lik ¢6zgen sistemi ile devam ettirildiginde ikinci

bilesik (8 mg) etanolden igne seklinde kristaller olarak elde edildi.

Erime noktasi: 68 - 70 °C, Vma, cm™': 3076, 3036, 2989, 1497, 1457, 1250, 905 ve
812, du(CDCl3) 3.86 (2H, s, 2 x CH), 7.26-7.45 (10 H, m, 2 x C¢Hs).

Kolon kromatografisi hekzan igerisinde artan oranlarda etil asetat kullanilarak

siirdiiriilmesine ragmen ITK ¢alismasinda gozlenen diger bilesik elde edilemedi.

3.3.3. (E)- Stilben’in Aspergillus niger ile 3. Biyotransformasyonu

Sterilize edilen 2 L besiyeri 24 adet 250 mL’lik erlene paylastirildiktan sonra
otoklavda sterilize edildi. Inkiibasyonlar esnasindaki renk degisiminin sebebini
anlamak icin erlenlerden birisi sterilizasyon kontrolii olarak kullanilirken bir digeri
biyotransformasyon kontrolii olarak kullanildi. Taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden
birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlen yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in

2 giin boyunca 25°C’de ¢alkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
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Kiif igeren erlenin muhtevasindan sterilizasyon ve biyotransformasyon kontrolii
haricindeki diger erlenlere steril sartlar altinda yaklasik 1 mL nakledildikten sonra

biitiin erlenler 2 giin siiresince 25°C’de inkiibasyona birakildi.

(E)-Stilben (1 g) etanol (50 mL) igerisinde ¢Ozlinerek sterilizasyon kontrolii
haricindeki erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 10
giin siiresince 25 °C’ de ¢alkalamal1 inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

esnasinda kontrol erlenleri haricinde yine renk degisimi gozlendi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtre kagitlar1 arasinda Celite kullanilarak filtrasyon iglemine tabi tutuldu ve besiyeri
kiif kiiltlirtine ait misellerden stiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat kullanilarak yikandi. Erlendeki siizlintiiniin pH degeri %10°luk hidroklorik asit
coOzeltisi yardimiyla 2’ye ayarlandi ve her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3
ekstraksiyon gergeklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak
ortamda bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan

sonra yagimsi bir madde (1.25 g) elde edildi.

Baslangic maddesi ve elde edilen madde ile bir ITK caligmas gelistirildiginde bir
tanesi baslangi¢c maddesi ile ayn1 polariteye sahip olan ii¢ bilesik gdzlendi. Yagimsi
madde silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu. Kolonda ¢6zgen
sistemi olarak hekzan igerisinde artan oranlarda etil asetat kullanildi. Kolondan %
5’lik ¢bzgen sistemi ile ITK’da gdzlenen ilk bilesik (820 mg) etil asetattan igne
seklinde kristaller olarak elde edildi.  Bilesigin degismeyen baslangic maddesi
oldugu her iki bilesigin 'H-NMR ve "*C-NMR ve FTIR spektrumlari ile erime

noktalarinin karsilastirilmasi ile anlasildi.

Kolon kromatografisi ¢alismasi % 5°lik ¢dzgen sistemi devam ettirildiginde ITK’da
gozlenen ikinci bilesik (10 mg) elde edildi. Bu bilesigin bir 6nceki ¢alismadan elde
edilen ikinci bilesik ile ayn1 madde olduklart her iki bilesigin 'H-NMR ve C-NMR

ve FTIR spektrumlari ile erime noktalarinin karsilagtirilmasi ile anlasildi.
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Kolon kromatografisi ¢alismasi hekzan igerisinde artan oranlarda etil asetat
kullamilarak siirdiiriilmesine ragmen ITK c¢alismasinda gozlenen son bilesik elde

edilemedi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Resveratrol ve benzeri stilbenoidlerin elde edebilmek ic¢in Aspergillus niger ile
biyotransformasyonlar1 gergeklestirilen (E)-stilben (1) bilesiginin karbon iskeletinin

numaralandirilmasi Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Baslangi¢c maddesinin karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi.

Biyotransformasyon g¢alismalarindan elde edilen bilesiklerin yapilarini belirlemek
icin hem baslangi¢c maddelerinin hem de elde edilen bilesiklerin 'H-NMR, C-NMR,

FTIR spektrumlari alind1 ve erime noktalar1 tayin edildi.

(E)-Stilben ve bu bilesigin Aspergillus niger ile biyotransformasyonlarindan elde
edilen bilesiklere ait 'H-NMR spektrumlarimin karsilastirlmas: amaciyla bu

spektrumlar Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1.’den de gozlenecegi gibi (E)-stilben ve bilesik 1’¢ ait 'H-NMR
spektrumlarinda birbirine yakin yerlerde dort sinyal gézlendi. Bu sonug bilesik 1’in

degismeyen baslangic maddesi oldugunu gdstermekteydi.
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Tablo 4.1. (E)-Stilben ve ilgili diger bilesiklerinin 'H-NMR spektrumlarmnim karsilastirilmas:

(E)-Stilben Bilesik 1 Bilesik 2
Kimyasal Kimyasal Kimyasal
Yarilma tipi | J sabiti Proton
kayma kayma kayma

7,48 7,50 - m - 2-H,6-H, 8-H ve 12-H
7,30 7,33 - m - 3-H,5-H, 9-H ve 11-H
7,21 7,23 - m - 4-H ve 10-H
7,10 7,11 - s - 13-H ve 14-H

- - 3,86 s - 13-H ve 14-H

- - * *k _ soskok

* Bilesik 2’ye ait 12 protonun 10 tanesi 7,26 ppm ile 7,45 ppm arasinda geldi

** Yarilma tipi multiplet (m) seklindeydi

*#%* 3 86 da gelmeyen diger protonlar (2-H,3-H,4-H,5-H,6-H,8-H,9-H,10-H,11-H ve 12-H)

(E)-Stilben bilesiginin 'H-NMR spektrumundaki 7,48 (m, 4H), 7,30 (m, 4H), ve 7,21
(m, 2H) ppm degerlerinde gozlenen aromatik 10 protona ait 3 sinyal 7,10 (s, 2H)
ppm degerlerinde gdzlenen 2 olefinik protona ait 1 sinyal, bilesik 2’ye ait 'H-NMR
spektrumunda gozlenmedi. Bu dort sinyalin yerine 3,86 ppm’de 2 protona ait 1 adet
singlet ve 7,26 ppm ile 7,45 ppm arasinda gozlenen aromatik 10 protona ait 1 adet
multiplet olarak 2 yeni sinyal gozlendi. (E)-stilben bilesiginin 'H-NMR
spektrumunun 7,10 ppm’de goézlenen olefinik protonlar bilesik 2’nin 'H-NMR
spektrumunda  gozlenmedi. Bu bilesigin '"H-NMR spektrumunda bahsedilen
protonlarin sinyali gézlenmezken daha {ist alanda, 3,86 ppm’de baslangi¢ bilesiginde
olmayan yeni bir singlet (2H) gozlendi. Bu sonug ¢ift bagin oksidasyona ugradigini
ve epoksit olustugunu gosteriyordu. Baslangic maddesindeki ¢ift baga en yakin olan
ve 7,48 ppm’de rezonansa gelen protonlarin ( m, 2-H,6-H, 8-H ve 12-H) daha {ist
alanda, 7,26 ppm ile 7,45 ppm arasinda multiplet olarak goézlenmesi ¢ift bagin
ortadan kalktig1 fikrini desteklemekteydi. Bu gozlemler baslangic maddesindeki ¢ift
bagin oksidasyona ugradigini ve bilesik 2 nin (E)-stilben oksit olabilecegini daha da

destekler nitelikteydi.

(E)-Stilben ve bu bilesigin Aspergillus niger ile biyotransformasyonundan elde
edilen Dbilesiklerin "“C-NMR spektrumlarinin  karsilastirilmast amaciyla bu

spektrumlar Tablo 4.2.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2. (E)-Stilben ve ilgili diger bilesiklerin *C-NMR spektrumlarinin karsilastiriimas

(E)-Stilben Bilesik 1 Bilesik 2
C-1 137,28 137,24 136,99
C-2 126,48 126,40 128,44
C-3 128,66 128,54 128,00
C-4 127,59 127,50 125,40
C-5 128,66 128,54 128,00
C-6 126,48 126,40 128,44
C-7 137,28 137,24 136,99
C-8 126,48 126,40 128,44
C-9 128,66 128,54 128,00
C-10 127,59 127,50 125,40
C-11 128,66 128,54 128,00
C-12 126,48 126,40 128,44
C-13 128,66 128,54 62,80
C-14 128,66 128,54 62,80

(E)-Stilben ile bilesik 1’¢ ait "C-NMR spektrumlari karsilastirildiginda  bu
maddelerin ayni oldugu fikri daha da giiclendi. Baslangic maddesi ile bilesigin *C-
NMR spektrumlart karsilastirildiginda her iki spektrumda birbirlerine yakin yerlerde

rezonanslara gelen toplam 14 karbon atomu sinyali gozlendi (Tablo 4.2, Sekil 4.4,

Sekil 4.5).

(E)-Stilben ile bilesik 2’ye ait C-NMR spektrumlari karsilastirildiginda bazi
farkliliklar gozlendi. (E)-Stilben bilesiginin C-3, C-5, C-9 ve C-11 sinyalleri ile ayni
yerde rezonansa gelen olefinik C atomlari (C-13 ve C-14), bilesik 2’nin *C-NMR
spektrumunda gozlenmedi. Bilesik 2’nin “C-NMR spektrumunda baslangic
maddesinde gdzlenmeyen ve ayni yerde rezonansa gelen (62,80 ppm) iki yeni C
atomu sinyali gézlendi. Bu sonuglar baslangic maddesindeki ¢ift bagin oksidasyona

ugradigini ve bilesik 2’nin (E)-stilben oksit olabilecegi fikrini destekler nitelikteydi.

(E)-Stilben ile bilesik 1’e ait FTIR spektrumlar incelendiginde her iki bilesigin ayni
oldugu bir bagka deyisle bilesik 1’in degismeyen basglangic maddesi oldugu anlasildi.
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(E)-Stilben ile bilesik 2’ye ait FTIR spektrumlari incelendiginde, (E)-stilben FTIR
spektrumunda olefinik C-H gruplarina ait olan 3032 ve 3018 cm™ ‘deki iki pik bilesik
2’nin FTIR spektrumunda gézlenmedi. Bu sonug bilesik 2’nin ¢ift bag icermedigini
gosterdi ve bilesik 2’nin (E)-stilben oksit olabilecegi fikrini daha da
desteklemekteydi.

(E)-Stilben ile bilesik 1’in erime noktalar1 alindiginda erime noktalarinin oldukga
yakin oldugu gozlendi. (E)-Stilben bilesiginin erime noktast 120-123 °C olarak
bulunurken bilesik 1’in erime noktas1 122-124 °C olarak bulundu. Bu erime noktalar1
literatiire de (121-122 °C) uygunluk gosteriyordu [32]. Bilesik 2’nin erime noktasi
alindiginda 68-70 °C olarak 6lgiildii. Bu sonug literatiirdeki (E)-stilben oksit erime
noktast (68-69 °C) ile de uyusmaktaydi [33].

Biitiin spektroskopik tekniklerden elde edilen bilgilerin ve erime noktalarinin
karsilastirilmasi neticesinde (E)-stilben ile bilesik 1’in ayn1 maddeler oldugu bilesik

2’nin ise (E)-stilben oksit oldugu anlasildi.
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BOLUM 5. SONUGLAR

Biyotransformasyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen yeni bilesiklerin yap1
tayinleri (E)-stilben ve biyotransformasyondan elde edilen bilesiklerin 'H- NMR,
BC-NMR, FTIR spektrumlari ve erime noktalari alinarak yapilds.

(E)-Stilben bilesiginin (0,5 g) Aspergillus niger ile 7 giin siren ilk
biyotransformasyonu esnasinda erlenlerde renklenme gozlendi. Biyotransfromasyon
sonrasinda gergeklestirilen ITK ¢alismasinda 3 bilesik gdzlenmesine ragmen sadece

baslangi¢ maddesi (420 mg) elde edildi.

A. niger . :
H _A.mger Baslangic maddesi

Sekil 5.1. (E)-Stilben’in A. niger ile 1. biyotransformasyonu

Daha fazla baglangic maddesi (1 g) ile daha uzun siireli (10 giin) inkiibasyon
neticesinde ITK’da  gozlenen diger bilesikleri elde edebilmek igin
biyotransformasyon calismasi ikinci kez tekrarlandi. ikinci biyotransformasyon
esnasinda erlenlerde yine renklenme gozlendi. Bu biyotransformasyon ¢aligmasi
sonucunda baslangic maddesi (800 mg) ve ITK’da gdzlenen ikinci bilesik olan (E)-
stilben oksit (8 mg) elde edildi.
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H O
A ni
’ niger . + l
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Sekil 5.2 (E)-Stilben’in A. niger ile 2. biyotransformasyonu

ITK’da gozlenen iiciincii bilesigi elde edebilmek ve ilk iki biyotransformasyon
esnasinda olusan renklenmenin sebebinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in son bir
biyotransformasyon ¢alismas1 daha gerceklestirildi. Renklenmenin sebebini anlamak
icin erlenlerden birisi sterilizasyon kontrolii digeri ise biyotransformasyon kontrolii
olarak kullanildi. Ugiincii biyotransformasyon ¢alismasi sonucunda baslangig
maddesi (820 mg) ile (E)-stilben oksit (10 mg) elde edilirken iigiincii bilesik yine

elde edilemedi ve kontroller harici erlenlerde yine renklenme gézlendi.

H O
' A. niger . + l
O o

Sekil 5.3 (E)-Stilben’in A. niger ile 3. biyotransformasyonu

Ugiincii biyotransformasyon c¢alismasi esnasinda kullamilan sterilizasyon kontrolii
sadece otoklavda sterilize edilen besiyeri igeriyordu. Kiif ve (E)-stilben ilave
edilmeyen bu erlende inkiibasyon esnasinda renk degisimi gozlenmemesi

renklenmenin sterilizasyon yetersizliginden kaynaklanmadigint gosterdi. Eger
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sterilizasyon yetersizligi olsaydi sterilizasyon kontroliinde de renklenme
gozlenebilirdi. Sterilizasyon kontroliinde renklenme gozlenseydi sterilizasyon
yetersizligi sonucunda besiyerinde varligini siirdiiren mikroorganizmalardan dolay1
bir renk degisimi oldugu sdylenebilirdi. Son biyotransformasyon c¢alismasinda
kullanilan biyotransfromasyon kontrol erleni ise steril besiyeri ve (E)-stilben bilesigi
igerirken kiif igermiyordu. Kiif igermeyen bu erlende renklenme olugsmadi. Bu sonug,
kontrol erlenleri harici diger erlenlerde kiifiin (E)-stilben bilesigini yeni bilesiklere
doniistiirdiigiinii ve inkiibasyon sonucu olusan renklenmenin biyotransformasyon

sonucunda olugan bu bilesiklerden kaynaklandig1 ortaya ¢ikardi.



BOLUM 6. TARTISMA VE ONERILER

Calismanin amaci (E)-stilben bilesiginin Aspergillus niger ile biyotransformasyonu
neticesinde resveratrol gibi  Onemli biyolojik fonksiyonlara sahip olan
hidroksillenmis stilbenoidler elde ekmekti. Bu amagcla (E)-stilben bilesiginin
(500 mg) Aspergillus niger ile 7 giin inkiibasyonu sonucunda ITK ¢alismasinda 3
bilesik gozlenmesine ragmen sadece ilk bilesik olan baslangic maddesi elde edildi.
ITK ¢alismasinda gozlenen diger iki bilesigi elde etmek icin daha fazla miktarda
(E)-stilben (1 g) bilesiginin 10 giin siiren ikinci ve {igiincli biyotransformasyonlari
gerceklestirildi. Son iki biyotransformasyon ¢alismasi sonucunda baslangic

maddesinin ¢ogu ve ¢ok az miktarlarda olmak iizere (E)-stilben oksit bilesigi elde

edildi.

Biitiin bu sonuglar Aspergillus niger kiiftiniin (E)-stilben bilesigini beklenen sekilde
metabolize edemedigini ve bu yolla resveratrol gibi hidroksillenmis stilbenoidler elde
edilemeyecegini gosterdi. (E)-Stilben bilesigi Aspergillus niger tarafindan aromatik
hidroksilasyon ile resveratrol benzeri bilesiklere doniistiiriilmek yerine ¢ok diisiik

verimli bir epoksidasyon sonucunda (E)-stilben oksit bilesigine doniistiiriildi.

Daha 6ncede belirtildigi gibi aromatik hidroksilasyon ve epoksidasyon reaksiyonlart,
cogu canlilarda bulunan ve aymi zamanda neredeyse biitlin biyotransformasyon
reaksiyonlarini da katalizleyen sitokrom P450 enzimleri tarafindan gerceklestirilir
[27]. (E)-Stilben bilesiginin insanlarda ve farelerde aromatik hidroksilasyona maruz
kalmasina ragmen ayni bilesigin Aspergillus niger kiifii ile diisik verimli
epoksidasyonu, bu canlilarda farkli sitokrom P450 enzimlerinin bulunmasindan
kaynaklanabilir. Yapilan ¢alismalar ayni substratlara bile farkl ilgileri olan yiizlerce

farkli sitokrom P450 enzimi bulundugunu gostermektedir [34].
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Ayni ¢alismanin diger mikroorganizmalar ile denenmesi aromatik hidroksilasyon
veya epoksidasyon ve hatta daha farkli bir reaksiyon ile sonuglanabilir. Bu sebeble
resveratrol ve benzeri hidroksillenmis stilbenoidleri hazirlamak i¢in daha farkl
mikroorganizmalar ile (E)-stilben bilesiginin biyotransformasyonlart denenebilir.
Ornegin, bu amag igin Rhizopus, Cunninghamella ve Mucor gibi biyotransformasyon
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan diger mikroorganizma cinslerine ait tiirler

kullanilabilir [29].



[8]

[10]

[11]

KAYNAKLAR

GRAYER, J.R., KOKUBUN,T., “Plant-fungal interactions: the search for
phytoalexins and other antifungal compounds from higher plants”, Phytochemistry,
56, 253-263, 2001.

HARBORNE, J.B., “The comparative biochemistry of pytoalexin induction in
plants”, Biochemical Systematics and Ecology, 27, 335-367,1999.

CREASY, L.L., CREASY, M.T., “Grape chemistry and the significance of
resveratrol: An overview”, Pharm Biol 36, 8-13, 1998.

WENZEL, E., SOMOZA, V., “Metabolism and bioavailability of trans-resveratrol”,
Mol. Nutr. Food Res., 49, 1-10. 2005.

SCHRODER, G., BROWN, J.W.S., SCHRODER, J.,”"Molecular analysis of
resveratrol synthase: c¢cDNA, genomic clones and relationship with chalcone
synthase”, European Journal of Biochemistry 172, 161-169 (1988).

FLIEGMANN, J., SCHRODER, G., SCHANZ, S., BRITSCH, L., SCHRODER, J.,
“Molecular analysis of chalcone and dihydropinosylvin synthase from Scots pine
(Pinus sylvetris), and differential regulation of these and related enzyme activities in
stressed plants”, Plant Molecular Biology 18, 489-503 (1992).

TROPF, S., LANZ, T., RENSING, S.A., SCHRODER, J., SCHRODER, G., “
Evidence that stilbene synthases have developed from chalcone synthases several

times in the course of evolution”, Journal of Molecular Evolution 38, 610-618
(1994).

FILIP V., PLOCKOVA, M., SMIDRKAL, J., SPICKOVA, Z., MELZOCH, K.,
SCHMIDT, S., “Resveratrol and its antioxidant and antimicrobial effectiveness” ,
Food Chemistry, 83 (4): 585-593, 2003.

CHAN, M.M.Y., “Antimicrobial effect of resveratrol on dermatophytes and
bacterial pathogens of the skin”, Biochemical Pharmacology, 63 (2), 99-104, 2002.

SMIDRKAL, J., SPICKOVA, Z., MELZOCH, K., MELZOCH, SCHMIDT, S.,
“Resveratrol and its antioxidant and antimicrobial effectiveness”, Biochemical
Pharmacology , 63 (2), 99-104 , 2002.

GIUGLIANO, D., “Dietary antioxidats for cardiovascular prevention”, Nutr. Metab.
Cardiovasc. Dis., 10, 38-44.


http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=N2obN7lm9jccnIfkiiC&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Filip+V&ut=000186390600015&auloc=1&curr_doc=14/8&Form=FullRecordPage&doc=14/8
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=N2obN7lm9jccnIfkiiC&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Plockova+M&ut=000186390600015&auloc=2&curr_doc=14/8&Form=FullRecordPage&doc=14/8
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=N2obN7lm9jccnIfkiiC&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Smidrkal+J&ut=000186390600015&auloc=3&curr_doc=14/8&Form=FullRecordPage&doc=14/8
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=N2obN7lm9jccnIfkiiC&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Spickova+Z&ut=000186390600015&auloc=4&curr_doc=14/8&Form=FullRecordPage&doc=14/8
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=N2obN7lm9jccnIfkiiC&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Melzoch+K&ut=000186390600015&auloc=5&curr_doc=14/8&Form=FullRecordPage&doc=14/8
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=N2obN7lm9jccnIfkiiC&Func=OneClickSearch&field=AU&val=Schmidt+S&ut=000186390600015&auloc=6&curr_doc=14/8&Form=FullRecordPage&doc=14/8
http://www1.elsevier.com/cdweb/journals/00062952/viewer.htt?vol=63&viewtype=issue&iss=2#S000629520100886
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_cdi=4980&_pubType=J&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=67c52dfaa8a61fb942765a85d220835d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_cdi=4980&_pubType=J&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=67c52dfaa8a61fb942765a85d220835d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234980%232002%23999369997%23283897%23FLA%23&_cdi=4980&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=ed283ffd2892f00a01ebb96695c88bc8

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

37

SAVOURET, J.F., QUESNE, M., “Resveratrol and cancer: a review”, Biomed
Pharmacother, 56, 84-87, 2002.

JANG, M., CAIL L., UDEANI, G.O., SLOWING, K.V., THOMAS, C.F.,
BEECHER, C.W., FONG, H.H., FARNSWORTH, N.R., KINGHORN, A.D.,
MEHTA, R.G., MOON, R.C., PEZZUTO, J.M., “Cancer chemopreventive activity
of resveratrol, a natural product derived from grapes”, Journal of Nutritional
Biochemistry, 16, 449-466, 2005.

SURH, Y.J., “Cancer chemoprevention with dietary phytochemicals”, Nat. Rev.
Cancer 3, 768 — 780, 2003.

EVANS, D.A., HIRSCH, J.B., DUSHENKOV, “Review: Phenolics, Inflammation
and Nitrogenomics”, Journal of the Science of Food and Agriculture, 86, 2503-
2509, 2006.

LL Y. LI Z.,, ZHAO, W., WEN, R., MENG, Q., ZENG, Y., “Synthesis of Stilbene
derivatives with inhibition of SARS coronavirus replication”, European Journal of
Medicinal Chemistry, 41, 1084-1089, 2006.

FERRE-FILMON, K., DELAUDE, L., DEMONCEAU, A., NOELS, AF.,
“Catalytic Methods fort he Synthesis of Stilbenes with an Emphasis on Their
Phytoalexins” Coordination Chemistry Reviews, 248, 2323-2336, 2004.

ANDRUS, M.B., LIU, J., MEREDITH, E.L, NARTEY, E., “Synthesis of
Resveratrol using a Direct Decarbonylative Heck Approach from Resorcylic Acid”,
Tetrahedron Letters, 44, 4819-4822, 2003.

GUISO, M., MARRA, C., FARINA, A., “ A New Efficient Resveratrol Synthesis”
Tetrahedron Letters, 43, 597-598, 2002.

FERRE-FILMON, K.,; DELAUDE, L., DEMONCEAU, A.; NOELS, A. F.,,
“Stereoselective Synthesis of (E)-Hydroxystilbenoids by Ruthenium-Catalyzed
Cross-Metathesis”, European Journal of Organic Chemistry, 3319-3325, 2005.

BOTELLA, L., NAJERA, C., “Synthesis of Methyleted Resveratrol and Analogues
by Heck Reactions in Organic and Aqueous Solvents”, Tetrahedron, 60, 5563-5570,
2004.

FARINA, A., FERRANTI, C., MARRA, C., “An Improved Synthesis of
Resveratrol”, Natural Products Reports, 20 (3), 247-252, 2006.

ANDRUS, M.B., LIU, J., “Synthesis of Polyhydroxylated Ester Analogs of the
Stilbene Resveratrol using Decarbonylative Heck Cpuplings”, Tetrahedron Letters,
47, 5811-5814, 2006.



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

38

SOLLADIE, G. PASTUREL-JACOPE, Y,., MAIGNAN, J., “A Re-investigation of
Resveratrol Synthesis by Perkin Reaction. Application to the Synthesis of Aryl
Cinnamic Acids, Tetrahedron, 59, 3315-3321, 2003.

ONAT, T., EMERK, K., SOZMEN, E.Y., “Insan Biyokimyas1”, Palme Yayincilik,
659, Ankara, 2002.

YILMAZER, S., “ Triclosan antibiyotiginin Cephalosporium aphidicola Kiifii ile
Biyotransformasyonu”, Yiiksek Lisans Tezi, Sakarya Universitesi Fen bilimleri
Enstitiisti, 3, Sakarya, 2005.

DEVLIN, T.M., “Textbook of Biochemisrty with Clinical Correlations”, Third
Edition. Willey-Liss, 981-997, USA, 1992.

BAMFORTH, S.M., SINGELTON, I., “Bioremadiation of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons: Current Knowledge and Future Directions”, Journal of Chemical
Technollogy and Biotechnology, 80, 723-736, 2005.

HANSON, J.R., “An Introduction to Biyotransformations in Organic Chemistry”,
W.H. Freeman Spektrum, 1-58, New York, USA, 1995.

SANOH, S., KITAMURA, S., SUGIHARA, K., OHTA, S., “Cytochrome P450
1A1/2 Mediated Metabolism of Trans-Stilbene in Rats and Humans”, Biol. Pharm.
Bull., 25 (3), 397-400, 2002.

KIRAN, I, YILDIRIM, H.N., HANSON, J.R., HITHCOCK “The Antifungal
activity and Biotransfromation of Diisophorone by the Fungus Aspergillus niger”,
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 79, 1366-1370, 2004.

FLEMING, I., FRACKENPOHL, J., ILA, H., “Cleavage of Sulfonamides with
Phenyldimethylsilyllithium”, J. Chem.Soc., Perkin Trans., 1, 1229-1235, 1998.

ZHONG, Q., JIANGUO, S., CHANGQING, L., RONGIJIIAN, L., “Phase transfer
catalyzed reaction of some telluronium salts with aromatic aldehydes”, Synth.
Commun., 21 (7), S 869-876, 1991.

DOKMECI, I., “Farmakoloji Temel Kavramlar”, Nobel Tip Kitabevleri Ltd., 72-74,
Istanbul, 2000.



39

OZGECMIS

Elif GUN, 1981 yilinda Sakarya’da dogdu. ilk &grenimini Sakarya Atatiirk
[lkokulunda, orta 6grenimini Sakarya Atatiirk Ortaokulunda ve lise grenimini de
Sakarya Atatiirk Lisesinde tamamladi. 2004 yilinda Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimiinde lisans 6grenimini tamamladi ve Toprak Ilag¢ ve Kimyevi
Maddeler A.S. de kalite giivence uzmani olarak calismaya basladi. 2004-2005
doneminde Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda

yliksek lisans egitimine basladi.



	1-dış kapak.doc
	2-iç kapak.doc
	3-tesekkur.doc
	TEŞEKKÜR

	4-icindekiler.doc
	İÇİNDEKİLER 

	5-simgeler ve kısaltmalar listesi.doc
	SİMGELER VE KISALTMALAR LİSTESİ

	6_sekiller_listesi.doc
	ŞEKİLLER LİSTESİ

	7_tablolar_listesi.doc
	TABLOLAR LİSTESİ

	8-Özet.doc
	9-Summary.doc
	10-BÖLÜM 1.doc
	BÖLÜM 1. GİRİŞ

	11-BÖLÜM 2.doc
	12-BÖLÜM 3.doc
	BÖLÜM 3. MATERYAL VE METOT
	Miktar

	13-BÖLÜM 4.1.doc
	BÖLÜM 4. DENEYSEL BULGULAR

	14-BÖLÜM 4.2.doc
	15-BÖLÜM 5.doc
	BÖLÜM 5. SONUÇLAR

	16-BÖLÜM 6.doc
	BÖLÜM 6. TARTIŞMA VE ÖNERİLER

	17-KAYNAKLAR.doc
	KAYNAKLAR

	18-ÖZGEÇMİŞ.doc
	ÖZGEÇMİŞ


