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1. GIRIS ve AMAG

Insanoglunun varoldugu ¢ok eski dénemlerden ginimize
kadar, hem beslenme, hem de tedavi amaciyla kullanilagelen bitkiler,
bilimsel arastirmalar icin zengin bir kaynak teskil etmektedir. Bitkiler,
bilesimlerinde bulunan biyoaktif bilesikler nedeniyle ila¢ adayi molekullerin
kegfinde Onemli bir hedef olarak gorulmekte ve dunyada yogun

arastirmalar surdurdlmektedir.

Dunyanin hemen hemen her ulkesinde bitkilerin halk
tarafindan tedavi amaciyla kullaniligina dair bilgilerin nesilden nesile s6zlu
olarak aktariimasiyla olusan “halk tababeti” mevcuttur. Ancak bu bilgilerin
yazih kayit altina alindigi, cesitli bitkilerin veya hayvansal droglarin
karisimlarindan ve hatta fiziksel ekzersizlerin de dahil edildigi detayli
recetelerin yeraldigi “geleneksel tedavi sistemleri” ise dunyada belli basli
uc bolgede bulunmaktadir. Bunlar, Cin geleneksel tedavi sistemi, Hint
geleneksel tedavi sistemi (Ayurveda) ve Japon geleneksel tedavi sistemi

(Kampo) olarak adlandirilmaktadir.

Bu sistemlerden biri olan Hint geleneksel tedavi sistemi
(Ayurveda) icinde yer alan o6nemli bir bitki olan Melia azedarach L.
(Meliaceae), anavatani Hindistan ve Cin olmakla birlikte, dinyanin pek ¢ok
bolgesine yayilmistir. M. azedarach, ulkemizde de yetigsmekte olup,
Ozellikle guney ve bati Anadolu’da yaygin halde bulunmaktadir. Ancak
Hindistan ve diger Ulkelerde yetisen M. azedarach bitkisi Uzerinde oldukca
yogun arastirmalar yapilmasina ragmen, ulkemizde yetisen M. azedarach
Uzerinde gunumuze kadar yapilmig herhangi bir ¢alisma bulunmamasi
nedeniyle, bu turin tez materyalimizi teskil etmesine karar verilmigtir.

Ulkemizde “tespih agaci” olarak bilinen bitkinin, aslinda vyerli bir tir



olmamasi sebebiyle, Anadolu’da halk arasinda kullanimina dair bir kayit
bulunmamaktadir. Dolayisiyla, tez kapsaminda gercgeklestirilen biyolojik
aktivite tarama c¢alismalarinda, bitkinin ¢ogunlukla Hint geleneksel tedavi
sisteminde kullaniliglari goz 6nune alinacaktir. Bitki, Hindistan’da bocek
oldiriict (insektisit) olarak kullanilimasinin yani sira,” yine Hindistan’da
folklorik olarak bazi mikrobiyal hastaliklara karsi da kullaniimaktadir.*
Ayrica bitkinin Hindistan, Pakistan ve Kenya’'da cgesitli cilt hastaliklarina

kars! kullanildigi da bildirilmistir.>”

Basta organofosfat ve karbamat turevleri olmak Uzere, pek
¢ok insektisit ilag etkisini asetilkolinesteraz enzimini inhibe etmek suretiyle
gbstermektedir. insan da dahil olmak (lzere, fazla miktarda
asetilkolinesteraz inhibitort maddeye maruz kalan canlilarda, asetilkolin
adli néromediyatorun sinapslarda asiri birikmesiyle, sinir sisteminde felce
ve sonugta Olume kadar gidebilen zehirlenmeler gorulebilmektedir. Sinir
gazlari da ayni mekanizma Uzerinden etki ederek, kimyasal silah olarak
kullanilmaktadir. Dolayisiyla, tez c¢alismalari kapsaminda, Dbitkinin
Hindistan’da bocek oldurtci olarak kullanimi géz onune alinarak, meyva
ve yaprakli dallarindan ayri ayri hazirlanan n-hekzanli, etil asetatl,
metanolll ve sulu ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim inhibitor aktivitesi ile
asetilkolinesterazin “kardes enzimi” olarak bilinen butirilkolinesteraz enzim
inhibitor aktivitesi, in vitro ve spektrofotometrik bir tarama yontemi olan
Ellman yontemi® ile mikroplak okuyucuda incelenecektir. Bitkinin cilt
hastaliklarinda kullaniminin kayitli olmasi nedeniyle, hazirlanan ekstrelerin
cilt lekeleri (melazma) ve hiperpigmentasyon tedavisinde kullanilan bir
enzim olan tirozinaz’a kargi inhibitor aktivitesi de yine mikroplak okuyucu

kullanilarak spektrofotometrik yontemle test edilecektir.

Pestisit toksisitesinde serbest radikaller de onemli bir rol

oynamaktadir. Ornegin; organofosfat tlirevi insektisitler antioksidan

sistemde degisiklige ve serbest radikallerin olusmasina sebep olurlar.®°



Kolinesteraz inhibisyonu ve serbest radikaller arasindaki bu iligki
nedeniyle, tez kapsaminda Turkiye’de yetisen M. azedarach 6rneginden
hazirlanan  ekstrelerin  antioksidan aktivitelerinin de; 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal supurtcu aktivite, demir iyonu-
selasyon etki ile demir-indirgeme antioksidan glcu yontemleri ile

incelenmesi amacglanmaktadir.

Bitkinin Hindistan’da mikrobiyal hastaliklara karsi kullanimi
dikkate alinarak; hazirlanan ekstrelerin Gram (-) ve Gram (+) bakteriler
olarak; Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
10145), Klebsiella pneumoniae (RSKK 574), Acinetobacter baumannii
(RSKK 02026), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis
(ATCC 6633) ve Streptomyces pyogenes (ATCC 10145) ile bunlarin klinik
izolatlarina karsi antibakteriyal aktiviteleri ve yani sira Candida albicans
(ATCC 10231), C. parapsilosis (ATCC 90028), C. tropicalis (ATCC 13803)
ve C. kruseinin (ATCC 6258) standart suslarina karsi antifungal aktiviteleri

de incelenecektir.

Bitki 6rneg@i Uzerinde yapilan fitokimyasal icerikli deneylerde
ise; hazirlanan ekstrelerde spektrofotometrik yontemle; gallik asit esdegeri
olarak toplam fenol miktar tayini ile kersetin esdegeri olarak toplam
flavonoit miktar tayini yapilacaktir. Ayrica, bitkinin meyvalarindan Soxhlet
yontemi kullanilarak elde edilmesi planlanan sabit yag ile yaprakli
dallarindan elde edilecek hekzan ekstresi, bortriflorir (BF3) reaktifi
kullanilarak metil esterifikasyona tabi tutulacak ve gaz kromatografisi-kutle
spektrometresi (GK-KS) teknigi ile yag asiti bilesimleri tespit edilecektir.
Ayrica ekstrelerin ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kimyasal profilleri

hakkinda fikir edinilmeye caligilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Tez igerigindeki “Genel Bilgiler” kismi; ilk olarak Meliaceae
familyasi ile tez materyalini olusturan bitki tirtnun ait oldugu Melia cinsinin
ve Melia azedarach L.’ in sistematikteki yeri ve botanik 6zellikleri hakkinda
bilgi verildigi “Botanik Bolum” ile baslamaktadir. Botanik bolumda, tardn

vy

genel olarak ihtiva ettigi bilesiklerin bahsedildigi “Fitokimyasal Bolum” ile
Melia azedarach L. turl Uzerinde yapilmis biyolojik aktivite ¢caligmalarinin
siniflandirilarak derlendigi ve kronolojik siralamaya gore verildigi “Biyolojik

Aktivite Bolimu” takip etmektedir.

2.1. Botanik Bolim

2.1.1. Meliaceae Familyasi

Tropikal ve subtropikal bolgelerde yetisen, kisin yapraklarini
doken, boylari kisa ya da uzun olabilen, odunu sert, gicekleri kokulu agac,
agacciklar ya da call tipi bitkilerden meydana gelen bir familyadir."""
Yapraklar genellikle alternan, nadiren dekussat dizilislidir. Yaprak tipi
pennat, bipennat, trifoliat, eksstipulat veya stipulali, bazen de dikenlidir.

Folioller tam kenarli ya da serrat olabilir.'®'*1°

Cicekler aktinomorf ve
genellikle hermafrodittir. Monoik, dioik veya poligamik de olabilir. Cicek
durumu panikula olup, cicekleri yildiz seklindedir. Familyadaki cinslerde
gicek dallari 1/3 veya 2/3 m uzunlugunda, c¢ok dalli ve bol cicekli
olabilecegi gibi 1-2 cm wuzunlugunda, az c¢icekli cesitlere de
rastlanabilir."'® Petaller serbest olup, 4-5 adettir. Stamenler 8 ile10 adet
arasinda ve flamentlerle birlikte bir tp icinde kaynasmis halde bulunur.'?
Bazi cinslerde stamen tlpu 5 anter igeren, uzun veya 10 anter igceren kisa

bir tiip seklinde gorilebilir.’® Ovaryum (st durumlu, 2-13 karpelli, sinkarp



olup, merkezi plasentalanma gosterir. Ovaryumda 2 ile 13 adet lokulus
mevcuttur. Her lokulusta 1-2 veya daha fazla sayida anotrop, kampilotrop
veya ortotrop tohum taslaklari bulunur. Stigma bas veya disk seklinde
olabilir.”"* Meyve tipi kapsiil, bakka veya drupadir. Tohumlar odunsu bir
tabaka olan kolumella ile gevrilidir. Bazi tohumlarin gevresinde mantarimsi
bir dis tabaka da mevcut olabilir. Tohumlar etli kanatli veya kanatsiz,

sarkotestall veya aril olabilir.""1% ™

Meliaceae familyasi kendi icinde 4 alt familyaya ayrilir.
Molekuler ve filogenetik arastirmalar, simdilik yalnizca Melioideae ve
Swietenioideae alt familyalarini  dogrulamaktadir. Melioideae ve
Swietenoideae alt familyalari asagida verilen Ozelliklerine goére ayirt

edilmektedir:""

1. Bitkiler dioik;

Meyve kapsul, bakka veya drupadir. Tohumlar kanatsiz, etli
sarkotestall veya arildir. Yaklasik 35 cins ve 550 tlrd bulunmaktadir. Bu alt
familyaya ait cinslere Aglaia (familyadaki en genis cins), Trichilia, Turraea,
Melia, Azadirachta, Guarea, Chisocheton, Dysoxylum ve Xylocarpus ornek

verilebilir. ... eiiieieeiieeeienenen . Melioideae

2. Bitkiler monoik;

Meyve septifragal kapsuldir. Tohumlar odunsu veya
mantarimsi yapida testa ile ortulmustur. Yaklasik 15 cins ve 50 turden
olusur. Bunlara; Swietenia, Entandrophragma, Khaya, Cedrela ve Toona

cinsleri ornek verilebilir. ... ..o Swietenoideae



2.1.2. Melia Cinsinin Sistematikteki Yeri

Bolum: Spermatophyta

Sinif: Dicotyledonae

Alt sinif: Dialypetalae

Takim: Geraniales (Sapindales)
Familya: Meliaceae

Alt Familya: Melioideae

Cins: Melia L.

Tar: Melia azaderach L.

2.1.3. Melia L. Cinsi

Odunsu agagclardir. Yapraklari alternan diziligli, pennat veya
bipennat seklindedir. Cicek durumu aksiller plasentalanma gdsteren
panikula tipidir. Serbest halde 5 adet sepal ve 5 adet petal tasir. Staminal
tup silindiriktir ve apekste puskul seklinde uzantilar olusturmustur. Anterler
puskulin Ustunde sapsiz olarak konumlanmigtir. Korolla pembe-leylak

renklidir. Meyva etli ve 5 tohumlu drupadir.’

2.1.4. Melia azedarach L. Turu

A}

Turkiye'de “tespih agaci, hint leylagr”, ingilizce’de “bead
tree, Persian lilac, pride of India, worm root tree, pride of China,
Chinaberry, Margosa tree” olarak bilinen, anavatani Hindistan ve Cin olan
bir bitkidir. Dunyada 0ozellikle sicak bolgelerde agaglandirma amaciyla
sokak aralarinda vyetigtirilen, kisin yaprak doken gri kabuklu, kurakliga
dayanikli ve hizli bilyliyen adac veya agacciklardir (Resim 1).'*1618
Anadolu’da izmir, Aydin-Germencik, Adana-Seyhan ve Antakya basta

olmak Uzere, diger bolgelerde de kiltir formunda gériilebilmektedir.’



Bitkinin “tespih agaci” (bead tree) olarak adlandiriimasinin sebebi; sert
tespih tanesi seklindeki meyvalarinin eski c¢aglarda Roman Katolik
lilkelerinde tespih yapimi icin kullaniimasidir (Resim 2)." Yapraklar
alternan dizilisli, pennat veya bipennattir. Lamina tepesi akuminat, ovat ya
da eliptik sekilli, kenarlari serrat veya bazen loblu hafif-parlak yesil renkli
foliollerden ibarettir. Kaliks halkasini olusturan 5 adet sepal; 2 mm
boyunda, pembe-mor renkli petaller ise 8-10 mm boyunda, 5 adet ve
linear-oblanseolat olup, sepallerin iginde yayillmis haldedir (Resim 3).
infloresans sarkik bir panikula seklindedir. Stamenler mor renkli, anterleri
filamentlerle kaynasmis halde stamen tupune birlesik, silindirik sekilli ve
sari renklidir. Ovaryum ust durumludur ve aksiller plasentalanma gosterir.
Ginekeum 3-5 karpelli ve tek pistilli olup, sinkarp ovaryum gérulir. Meyva
tipi; 5 tohum tasiyan bir drupadir. Bitki ilkbahar ile yaz arasinda sari renkli,
kiremsi, tespih tanesine benzeyen meyvalar verir. Meyvalari bol yagh ve

zehirlidir,11-13.16-18

Resim 1: Melia azedarach L. (genel gérinim)



Resim 3: Melia azedarach L. (gigekler)



2.2, Fitokimyasal Bolum

Melia azedarach L. bitkisinin igeriginde bulunan kimyasal
bilesiklerin bahsedildigi bu bolumde; “Triterpen Turevi Bilegikler”, “Nor-
Seskiterpen Turevi Bilesikler”, “Flavonoit Turevleri”, “Steroller ve Ketofenol
Grubu Bilesikler”, “Polisakkaritler”, “Peptitler ve Steroit Yapidaki Bilesikler”
ve “Diger Bilesikler” alt bagliklar halinde kronolojik siraya uygun olarak

incelenecektir.

2.2.1. M. azedarach Bitkisinde Bulunan Triterpen Tiirevi Bilesikler

Meliaceae familyasina ait bitkiler triterpen igerigi agisindan
¢ok zengin tlrlerdir. Bilhassa M. azedarach, tetranortriterpenler
(limonoitler) yoninden yogun sekilde arastiriimistir ve bu bilesikler bécek
olduriicti (insektisit) aktivite gdstermeleri nedeniyle oldukga Snemlidir.™
Bitkide biyoaktivite yonunden en aktif bilesiklerin, azadirahtin tipi C-seko-
limonoitler ve apo-6fol tiirevi limonoitler oldugu disiiniimektedir.°
Meyvalarinin toksik 6zellik gosterdigi bilinen M. azedarach’tan bir triterpen
turevi bilesik olan “melianon” kristalize halde izole ediimis ve
asetillendikten sonra infrared spektroskopisinde (IR) verdigi spesifik
bantlar ile kitle spektroskopisi (KS) ve nukleer manyetik rezonans (NMR)

verileri kullanilarak bilesigin yapisi aydinlatiimistir.?’

1971'de Lavie ve Levy, M. azedarach meyvalarinin
kloroformlu ekstresi Uzerinde arastirma yapml\s,lardlr.22 Ekstreden elde
edilen fraksiyonlar; Jones reajani kullanilarak oksidasyon, epoksidasyon
ve asetilasyon gibi cesitli kimyasal reaksiyonlara tabi tutulmus ve bu
fraksiyonlarin icinde meliasin iskeleti ve melian halkasini igeren 7a, 8a,
epoksit halkasi tasiyan melianon tlrevi bilesigin yapisi saptanmistir.
Bilesikte her iki grubun da bulunmasi ile bu galisma esnasinda melian ve

meliasin arasindaki biyogenetik iliski de agiga ¢ikmistir.



Meliaceae familyasinda tetrasiklik triterpenoit tarevi bilesikler
olan kulakton ve kulinon ilk kesfedilen 6fan tipi triterpenoitlerdir (Sekil 1).
M. azedarach’'in petrol eterli ekstresinin kolon kromatografisi ve prepatif
ince tabaka kromatografisine (iTK) tabi tutulmasi sonucu kulinon ve
kulakton’un yaninda lakton halkalari tagiyan farkli bilesikler de elde edilmig
ve kimyasal yapilari IR ve NMR gibi spektral yontemlerle teshis

edilmistir.?

]
I

)
)
<1

Sekil 1: Kulinon (solda) ve kulakton (sagda)

1973 yilinda yine M. azedarach’'in petrol eterli ekstresinden
daha once izole edilen kulinon ve kulakton’a ilave olarak, metil kulonat da
elde edilmigtir. Onceleri Meliaceae familyasindaki tiim triterpenlerin 20S
grubu bilesikler olduklari disundlmesine ragmen, bu ¢alisma ile bunlarin
20R grubu Dbilesikler olduklar saptanmigtir. Arastirmacilar kolon
kromatografisi ve preparatif ITK ile izole ettikleri tetrasiklik triterpenleri gaz-
sivi kromatografisi (GSK) ile de tespit etmislerdir. Yapi olarak kulinon;
bltirospermol, a-elemonik asit ve mastikadienoik asit gibi triterpenlerle
ayni gruptadir. Kulakton ve kulinon'un NMR verileri sonucunda, 16.
karbonda ayni konfiglirasyona sahip oldugu gorulmastur. Ayrica y-lakton
trevi olarak bilinen kulakton’un 6fa-7,24-dien grubu trans ve cis izomerleri

olan bir bilesik oldugu da, bu analizler sonucunda ortaya konmustur. Bir
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diger tetrasiklik triterpen olan kulolakton da, kulakton’un kristalizasyonu ve
preparatif ITK ydntemleriyle ayrilmasi sonucu izole edilmistir. Metil kulonat
ise kulakton’'un metanol ile rekristalizasyonu yoluyla elde edilmis ve bunun
kulakton’un biyogenetik prekiirsorii oldugu sonucuna varilmistir.?* Bitkinin
meyvasi Uzerinde ters faz sivi kromatografisinin ayirma teknigi olarak
kullanildigi bir calismada; KS ve ultraviyole spektroskopisi (UV) ile
bitkideki tetrasiklik triterpen olan tosendanin’in yapisi aydinlatilmigtir (Sekil
2)_25

Sekil 2: Tosendanin

M. azedarach bitkisinde limonoitler heterozit formunda da
bulunabilmektedir. Bununla ilgili olarak Srivastava’nin yaptigi bir
calismada,? bitkinin tohumlarinin etanollii ekstresinden (¢ limonoit tiirevi
olan salannin (Sekil 3), meldenin ve 6-asetoksi-11a-hidroksi,7-okso-
143,15B-epoksimeliasin-1,5-dien-3-0-a-L-ramnopiranozit izole edilmis ve

IR, NMR ve KS teknikleri ile molekullerin yapilari aydinlatiimigtir.

1"



Sekil 3: Salannin

1987 vyilinda yapilan baska bir arastirmada ise,?

yine
tohumlarin etanolll ekstresinden, glukopiranozit halkasi igeren bir limonoit
tlrevi bir bilesik olan 6,11-diasetoksi-7-okso-14[3,15B-epoksimeliasin izole

edilmistir.

M. azedarach'ta son yillarda C-seko-limonoitlerle ilgili
arastirmalarin sayisi artmistir. Cin'de yetisen bir M. azedarach Ornegi
Uzerinde yapilan bir arastirmada; bitkinin koklerinin dietileterli ekstresinin
Erlich reaktifi ile [TK'da karakteristik renk vermesi, vakum sivi
kromatografisi (VKS) ve semi-preparatif ylksek basingli sivi kromatografisi
(YBSK) gibi yontemlerle fraksiyonlarina ayrilmasi sonucu; 2 adet seko-
limonoit turevi olan “salannal” ve “meliakarpinin E”nin yapisi spektral
yontemlerle belirlenmigtir (Sekil 4). 4a-Formil grubu tasiyan salannal’in
salannin sinifi bilesiklerinin prekursortu olabilecegi dusunulmustir. Ayni
calismada, yine seko-limonoit turevi olan salannin, deasetilsalannin,

nimbolinin B ve nimbolidin B de spektral metotlarla tespit edilmistir.?®
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O-Tigloil

Sekil 4: Meliakarpinin E

Zhou ve ark.’nin yaptigi bir arastirmada,?® bitkinin Brezilya'da
yetisen bir orneginin meyvalarinin metanollu ekstresi triterpen igerigi ve
bunlarin biyolojik aktivitesi yonunden arastiriimigtir. Silika jel kolon, ters
faz ve preparatif YBSK ile saflastinlan ekstreden 4 farkl
tetranortriterpenoit tlrevi bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerden 3G C-
seko-limonoit grubu olan 15-0-deasetil-15-0-metilnimbolidin A, 15-0-
deasetil-15-0-metilnimbolidin B ve 15-0-deasetilnimbolidin B’dir. Bunun
yaninda bir tetrasiklik limonoit olan 12-0-deasetiltrikilin H de izole edilmistir
(Sekil 5). Bu bilesiklerin kimyasal yapilari IR, ¢ift dimensiyonlu NMR ve KS
ile aydinlatiimigtir.

Sekil 5: 12-O-Deasetiltrikilin

13



Lavie ve ark.’nin yaptigi bir calismada,® D-lakton halkasi
tasiyan meliasin tipi 3 yeni limonoit olan azadiron, azadiradion ve
epoksiazadiradion izole edilmis (Sekil 6); 1978’de yapilan bagka bir
arastirmada yine meliasin tipi bir limonoit olan 17-hidroksiazadiradion bu
gruba eklenmigtir. Spektral ve kimyasal analizler neticesinde bilegiklerin
yapilari ve stereokimyalari aydinlatiimig ve yapilar arasindaki kimyasal

fark ve benzerlikler 6zetlenmistir.>%"

Sekil 6: Azadiron

Azadirahtin, Meliaceae familyasina ait bitkilerde ylksek
oranda bulunan hekzanortriterpenoit grubu kompleks bir bilesiktir (Sekil 7).
Birgok arastirmada bilesigin kuvvetli insektisit etki gosterdigi saptanmistir.
Morgan ve Thornton’in vyaptiklari bir calismada,®®> M. azedarach
meyvalarinin etanollii ekstresinin 3 farkli solvan sistemi kullanilarak iTK
analizi yapilmis ve bu analizin preparatif ITK ve KS ile desteklenmesi

neticesinde azadirahtin varligi saptanmistir.

14



Sekil 7: Azadirahtin

M. azedarach var. japonica’dan elde edilen metanollli ekstre
ile yapilan bir ¢calismada ise, ekstre fraksiyonlanarak, yeni bir limonoit
turevi olan sendanin izole edilmig, NMR, UV ve IR gibi spektral tekniklerle
yapisi aydinlatimistir  (Sekil 8). Formuldeki kimyasal gruplarin

konfigurasyonu X-isini difraksiyon yontemi ile kesin olarak saptanmistir.>®

Sekil 8: Sendanin
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1983 yilinda yapilan bir arastirmada,® M. azedarach var.
australasica’dan 4 yeni tetranortriterpen olan meliatoksin A1, A2, B1 ve B2

izole edilmis ve kimyasal yapilari aydinlatiimigtir.

M. azedarach’dan ftrikilin tipi limonoitler de izole edilmis ve
bunlar bircok calismada hem kimyasal yapi analizleri, hem de biyolojik
aktiviteleri yonunden degerlendirilmigtir. Bitkinin kdk kisimlarindan elde
edilen ekstreden fraksiyonlarin saflastiriimasi ile trikilin H, 12-asetiltrikilin B

ve 7,12- diasetiltrikilin B izole edilmistir.°

Yine M. azedarach’in koklerinin etanollt ekstresinden 5 farkli
trikilin tipi limonoit elde edilmistir. “12-Deasetiltrikilin I”, “1-asetiltrikilin H”,
“3-deasetiltrikilin  H”, “1-asetil-3-deasetiltrikilin  H” ve “1-asetil-2-
deasetiltrikilin H” olarak adlandirilan bilesiklerin yapilari KS ve NMR
teknikleri kullanilarak saptanmigstir. Ayrica meliatoksin B1, trikilin H, trikilin

D ve 1,12- diasetiltrikilin B de ayni ¢alisma esnasinda izole edilmistir.>®

1994 yilinda M. azedarach var. japonica’dan ilk defa “12-
hidroksiamorastaton” isimli limonoit izole edilmis ve yapisi spektroskopik
teknikler yardimiyla tespit edilmistir (Sekil 9). 12-Hidroksiamorastatin yine
bitkide bulunan “meliartenin” isimli limonoit ile izomerik karisim halinde

izole edilmis ve stereokimyalari ile ilgili calismalar yiritiimistir.>¢%
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Sekil 9: 12-Hidroksiamorastaton

Meliaceae familyasi bitkilerine 6zgu oldugu bilinen
azadirahtin tipi tetronortriterpenlerden biri olan azedarahin C, bitkinin
koklerinin dietileterli ekstresinden elde edilmis ve bilesigin molekul yapisi
NMR teknigi ile tayin edilmistir.®®

Nakatani ve ark.’nin bitkinin metanolli ekstresi ile yaptiklari
bir calismada,®® karsi akis kromatografisi (KAK) ve YBSK gibi ayirma
teknikleri  kullanilarak elde edilen “azedaralit” ve “12a-asetoksi
fraksinellon”, “fraksinellon” ve “fraksinellanon” adl bilesiklerin yapilari
NMR, IR ve UV spektroskopisi ile aydinlatiimigtir (Sekil 10).

CH,0H

Sekil 10: Azedaralit (solda) ve fraksinellon (sagda)
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Bir baska c¢alismada, bitkinin kurutulmus koklerinin
ekstresinden limonoit turevi 3 yeni bilesik olan tetrakriimelazolit A,
melazolit A (Sekil 11) ve tetrakriimelazolit B izole edilmis ve yapilari
spektral teknikler ile tespit edilmistir.*® Yine ayni calismada
piroangolensolit, fraksinellon ve bunun turevleri olan 30-hidroksi-

fraksinellon 9a- ve 9B-hidroksifraksinellon da izole edilmigtir.

Sekil 11: Melazolit A

Fukuyama ve ark’nin vyaptiklari bir calismada,*' M.
azedarach bitkisinin koklerinin metanollli ekstresinden elde edilen 6
fraksiyondan silika jel kolon kromatografisi ve preparatif YBSK ile 2
limonoit tlrevi olan 9a-hidroksi-12a-asetoksifraksinellon ve 7,14-
epoksiazedarahin B izole edilmistir. Bu bilesiklerin  yapilarinin
aydinlatiimasinda tek ve cift dimensiyonlu NMR, IR ve KS gibi teknikler
kullaniimigtir. Bu limonoit tarevlerinin yapilart M. azedarach’da bulundugu
onceden saptanan ve bu calismada da izole edilen 12a-
hidroksifraksinellon, 9a-hidroksifraksinellon, azedarahin B ve
neoazedarahin B'ye ait spektral verilerle mukayese yoluyla da

desteklenmistir.

Cin'de yetisen M. azedarach Orneginin kurutulmus kok
kisimlarindan meliakarpinin B, C ve D izole edilmis; bunlarin kimyasal
formulleri spektral tekniklerle tespit edilmistir. Bu limonoitlerin yapilarinin

bazi azadirahtin tdrevleri ile olduk¢ga benzer oldugu saptanmistir.
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Meliakarpininlerin izolasyonunda yontem olarak VSK ve YBSK

kullanilmistir.™®

1996’da yapilan baska bir calismada,** yine meliakarpinin
yapisinda azadirahtin turevi limonoitler izole edilmistir. Kurutulmus bitki
koklerinin etanolll ekstresi kolon kromatografisi ve YBSK’ya tabi tutulmus;
elde edilen bilesiklerin kimyasal formdlleri spektral analizler kullanilarak
aydinlatiimistir. Analiz sonuglarina goére; azadirahtin analogu olan bu
bilegiklerin  1-tigloil-3,20,-diasetil-11-metoksimeliakarpinin, 3-tigloil-1,20-
diasetil-11-metoksimeliakarpinin,1-sinnamoil-3-hidroksi-11-metoksi-
meliakarpinin ve 1-deoksi-3-metakrilil-11-metoksimeliakarpinin  oldugu

belirlenmistir.

2003 yilinda Alche ve ark.’nin yaptiklari bir calismada,*® M.
azedarach yapraklarindan elde edilen ve liyofilize edilmis sulu ekstrenin de
etil asetat ile muamele edilmesi ve silika jel kolonda fraksiyonlama
islemine tabi tutulmasinin ardindan preparatif iTK ve YBSK ile “1-
sinnamoil-3,11-dihidroksimeliakarpin” isimli limonoit izole edilmis ve IR ve
NMR teknikleri ile yapisi aydinlatilmistir. 2006 ve 2010 yillarinda Borquero
ve ark.,*** 1-sinnamoil-3,11-dihidroksimeliakarpin’i ayni ydntemlerle elde

ederek, bilesigin sitotoksik ve antiviral etkilerini tespit etmislerdir.
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2.2.2. Nor-Seskiterpen Turevi Bilesikler

M. azedarach bitkisinin kurutulmus koklerinin etanolll
ekstresi VSK teknigi ile fraksiyonlanmis ve bazi fraksiyonlardan preparatif
ITK ile amorf yapida ve dodada nadir rastlanan 11 karbonlu bir nor-
seskiterpen olan “bakayanolit’” izole edilmistir (Sekil 12).*° Yine bu
calismada, nor-seskiterpenler diginda daha onceki bolumde bahsedilmis
olan limonoit turevi iki bilesik olan kulakton ve sendanolakton da izole

edilmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilari UV, IR ve KS ile aydinlatiimistir.

Sekil 12: Bakayanolit

2.2.3. Flavonoit Turevleri

Marco ve ark., M. azedarach bitkisinin yapraklarinin %80’lik
ve %50’lik metanollii ekstrelerinin kimyasal iceriklerini arastirmislardir.*’
Ekstredeki metanol ugurulduktan sonra geriye kalan sulu kisim kloroform
ve etil asetat ile muamele edilmis; kloroformlu ekstrede flavonoit
aglikonlari saptanamazken; etil asetatli ekstrede iTK yoluyla iki ana bilesik
oldugu gdzlenmistir. Kolon kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrilan etil

asetatl ekstreden; kemferol-3-0-B-rutinozit ve rutin izole edilmistir.
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2.2.4. Sterol Turevleri

1960 vyilinda Hindistan’da yapilan bir arastirmada, M.
azedarach bitkisinin; Soxhlet apareyi kullanilarak benzen ekstraksiyonu ile
elde edilen ekstresi Uzerinde kromatografik iglemler uygulanmig; sterol
turevi bir bilegik olan nimbosterol’'in yani sira ketofenol turevi “nimbiol” ve
“7-ketoferroginol” olarak da bilinen sugiol tespit edilmistir.*®

1973 vyilinda vyapilan bir calismada,*® M. azedarach
ekstresinin ITK ve GSK analizleri sonucunda, fraksiyonlardan birinde iki
komponentli bir molekuler kompleksin varligi saptanmigtir. UV, NMR, IR
ve KS analizleri sonucu “6B-hidroksi-4-stigmasten-3-on” ve “63-hidroksi-4-

kampesten-3-on” isimli steroit yapisindaki 2 bilesigin yapisi belirlenmigtir.

Faizi ve ark.nin yaptiklari bir ¢alismada ise,*®  bitkinin

metanollii kdk ekstresinden preparatif iTK ile B-sitosterol elde edilmistir.

2.2.5. Diger Bilesikler

M. azedarach’'in govde kabuklarindan elde edilen ekstreden
suda ¢odzunebilen polisakkaritler izole edilmis ve bu bilesikleri “Gla, Glb,
Glla ve Gllla” olarak adlandiriimistir. Bilesikler hem antienflamatuar
aktivite acgisindan degerlendiriimis, hem de metilasyon, oksidasyon gibi
kimyasal reaksiyonlar ve IR, ">*C-NMR gibi spektral teknikler kullanilarak
yapisal Ozellikleri tespit edilmistir.>® Castilla ve ark.’nin yaptigi bir
calismada ise,”" M. azedarach yapraklarindan peptit tirevi bir bilesik olan

meliasin elde edilmis ve antiviral etkisi agisindan incelenmigtir.

M. azedarach ile vyapilan c¢aligsmalarda, bitkinin c¢esitli
kisimlarindan degisik yapida bilesikler izole edilmistir.*®°? Bitkinin benzenli

ekstresinde parafin bulundugu tespit edilmis, meyvalarinin etanollt
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ekstresinden elde edilen fraksiyonlarda da farkh olarak; hidroksikumarin
tirevi bir bilesik olan skopoletin ile bunun yani sira vanilin, 4-hidroksi-3-
metoksisinnamaldehit ve pinorezinol de saptanmistir. Bilesiklerin

izolasyonunda ve yapisinin aydinlatimasinda VSK, ITK, NMR ve GK-SK
gibi yontemler kullaniimigtir.
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2.3. Biyolojik Aktivite Bolumu

Anavatani Hindistan ve Cin olmakla beraber, Turkiye de
dahil olmak uzere dunyanin pek ¢ok ulkesinde kultire alinmak yoluyla
yetistirilen Melia azedarach L. bitkisi Uzerinde yapilan biyolojik aktivite
¢alismalarinin  ¢ogunlugunu pestisit aktivitesine yodnelik ¢alismalar
olusturmaktadir. Pestisitler; “pest” adi verilen zararli organizmalarin
uremesini, yayllmasini veya yok edilmesini saglayan bilesiklerdir. “Pest”
kelimesi, koken olarak Latince’den turemis olup, anlam olarak “zararli
otlar, omurgalilar, bocekler, maytlar, patojenler ve mikroorganizmalar’

ifade etmektedir.

Pestisit ilaglar oldukg¢a genis bir grup olmasi nedeniyle, kendi

arasinda alt gruplara ayrilarak siniflandiriimaktadir:>®

Algisitler (Algicides): Su tanklari, yizme havuzlari, kanallar
ve gollerde olusan yosunlagsmayi onleyen bilesikler

Bozulma oénleyiciler (Antifoulings): Gemi, bot gibi deniz
tasitlarinin suyun altinda kalan yuzeylerinde Ureyerek bozulmaya sebep
olan organizmalari dlduren bilesikler

Antimikrobiyaller (Antimicrobials). Bakteri ve fungus gibi
mikroorganizmalarin  ¢ogalmasini Onleyen veya dogrudan olduren
bilesikler

Attraktantlar (Attractants): Pestleri ¢eken bilesikler

Auvisitler (Avicides): Kuslari éldiren bilesikler

Dezenfektanlar ve hijyenize edenler (Disinfectantans and
sanitizers): Cansiz objeler Uzerinde bulunan mikroorganizmalari inaktive
eden veya oOlduren bilesikler

Defoliantlar (Defoliants): Bitkiden yaprak ve yaprakgiklarin
dokulmesini 6nleyen bilegikler
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Desikantlar (Dessicants): Hayvan ve bitkileri, ortamdaki nemi
cekerek duzgun bir sekilde kurutmaya yarayan bilesikler

Antifungaller (Antifungals): Mantarlar yok edici etkiye sahip
bilegikler

Fumigantlar (Fumigants): Toprak veya binalardaki pestleri
buhar yoluyla yayilarak yok eden bilesikler

Herbisitler (Herbicides):. Zararli veya istenmeyen otlari yok
eden bilesikler

Insektisitler (Insecticides): Bocekleri ve diger artropotlari
olduren bilesikler

Insekt biyiime regiilatérieri (Insect growth regulators):
Boceklerin hayat siklusunda, pupal evreden yetiskinlie gegisi onleyen
bilegikler

Mayt O&ldiriictler (Miticides): “Mayt” denilen zararhlar
olduren bilesikler

Mikrobiyal pestisitler (Microbial pesticides): Bocek ve diger
organizmalari inaktive eden veya olduren mikroorganizmalar

Mollusisitler (Molluscicides): Sumuklibocek ve salyangoz
gibi yumusakgalari 6lduren bilegikler

Nematositler (Nematocides). Nematot tipi solucanlari éldiren
bilegikler

Antihelmintikler ~ (Antihelminthics):  Bagirsak  solucani
grubundaki organizmalari inaktive eden veya 6lduren bilesikler

Ouvisitler (Ovicides). Bocekler ve maytlarin yumurtalarini yok
eden bilegikler

Beslenmeyi énleyiciler (Antifeedants). Pest'in beslenmesini
Onleme yoluyla inaktive eden bilesikler

Feromonlar (Pheromones): Boceklerin ciftlesme davranisini
degistiren bilesikler

Pisisitler (Piscicides): Baliklari olduren bilesikler
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Bitki blytme regdilatérleri (Plant growth regulators): Bitkinin
¢ogalma, buyume ve giceklenme gibi 6zelliklerini degistiren bilesikler

Kovucular (Repellents): Kus ve bdcek gibi pestleri uzakta
tutan bilesikler

Rodentisitler (Rodenticides): Fare ve diger kemirgenleri

oldurmeye yarayan bilegsikler

Sentetik pestisitlerin, yuksek ve kalici toksisiteleri nedeniyle
insan sagligina ve dogaya olduk¢a zararli olduklari bilinmektedir. Bu
nedenle, son yillarda, biyolojik kaynaklardan daha az toksik, ¢cevre-dostu
ve biyolojik olarak pargalanma (biodegradable) 6zelligine sahip olan etkili
pestisitlerin kesfine yodnelik arastirmalar yogunlagsmistir. Bitki veya
mikroorganizma gibi bir biyolojik kaynaktan hareketle elde edilen pestisit

ilaclara “biyopestisitler’ adi verilmektedir.

Pestisit aktivitesi ile ilgili ¢calismalarin olumlu sonuglari g6z
onune alindiginda, biyopestisit olma potansiyeli yuksek olan M. azedarach
uzerinde yapilan pestisit aktivite calismalarin yani sira diger biyolojik

aktiviteleri ile ilgili calismalar bu bélimde verilmektedir:

2.3.1. Pestisit aktivite

Insektisit aktivite

M. azedarach’dan izole edilen meliatoksinlerin Spodoptera
litura adli bocek larvalari Uzerinde beslenmeyi Onleyici (antifeedant) etkisi
arastirnlmig, bilesiklerden 6zellikle meliatoksin B'in guclu etki gosterdigi
bulunmustur.” Bitkinin meyva ve yapraklarindan hazirlanan petrol eteri,
metanol ve sulu ekstrelerin Locusta migratoria migratorioides adli bocege

karg! insektisit aktivitesi incelenmis ve sulu ekstrelerin bocedin hem
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uremesini ve gelisimini geciktirdigi, hem de mortaliteye yol actigi tespit

edilmistir.>*

49 bitki turinden hazirlanan 94 adet ekstrenin Rhodnius
neglectus adh zararliya kargi tarandigi bir calismada, Meliaceae
familyasina ait iki bitki olan M. azedarach ve Cabralea sp.'ne ait ekstreler
en glcli oldiriicli aktiviteyi gdstermislerdir.®> Japonya’nin Okinawa
adasinda yetisen M. azedarach agacindan izole edilen yeni bir azadirahtin
turevi olan “1-sinnamoil-3-asetil-11-metoksimeliakarpinin” adli bilegigin de
beslenme Onleyici etkisi nedeniyle guglu bir insektisit adayi olabilecegi
belirtilmistir.”° Huang ve ark. tarafindan Cin’de dogal olarak yetisen M.
azedarach'in kok kabuklarindan elde edilen 3 adet azadirahtin turevi
bilesigin de Spodoptera exigua adl zararliya karsli ylksek oranda

beslenme 6nleyici etkisi oldugu bulunmustur.*®

Brezilya’nin Rio de Janeiro bodlgesinden toplanan M.
azedarach Uzerinde yapilan izolasyon ¢aligmasi, yapilari pinorezinol, bis-
epi-pinorezinol ile bunlarin hemiasetal ve diasit turevleri olarak aydinlatilan
4 adet lignan turevinin elde edilmesiyle sonuglanmig, ancak bu bilegiklerin
Rhodnius prolixus adli bocege karsi insektisit aktiviteye sahip olmadiklari

gozlenmistir.>’

Hindistan'da yetisen M. azedarach’'in kok ekstresinden izole
edilen ve “azesin 1-4” olarak adlandirilan 4 adet yeni limonoit tlrevinin
Spodoptera litura ile Henosepilachna vigitioctopunctata fabricus adli
bdcekler Uzerinde insektisit aktivitesi incelenmis ve bunlardan azesin 1 ile
3’'Un hem buyume hizini disurerek, hem de pupasyon suresini artirarak

insektisit aktivite gosterdikleri saptanmistir.?

M. azedarach’in meyvalarindan hazirlanan etanol ekstresinin

Xanthogalleruca luteola (elm leaf beetle) adli yaprak kurdunun larvalari ve
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yetigkinleri Uzerindeki etkisi incelenmis ve larvalarin yetiskinlige gegmeden
6ldigi, yetiskin bireylerde de 6liim oraninin hizla yiikseldigi gdzlenmistir.>®
Misirda yetisen M. azedarach meyvalarindan hazirlanan metanolli
ekstrenin, bu Ulkede yaygin gorulen iki zararli olan Spodoptera littoralis ve
Agrotis ipsilon’a karsi insektisit aktiviteye sahip olup olmadigi test edilmig
ve beslenmeyi Onleyici etkisinin oldugu, ayrica her iki larvanin pupal
agirhginin  da anlaml  derecede diistiigii  gériimistir.®®  Bitkinin
yapraklarindan izole edilen ve “1,3-disinnamoil-11-hidroksimeliakarpin”, “1-
sinnamoil-3-metakrilil-11-hidroksimeliakarpin® ve “1-sinnamoil-3-asetil-11-
hidroksimeliakarpin” olarak adlandirilan 3 adet yeni meliakarpin turevi
bilesigin de Spodoptera littoralis Uzerinde insektisit ve buaylumeyi durdurucu

etki gosterdigi tespit edilmistir.®°

Kiba’da “paraiso” olarak bilinen M. azedarach bitkisinin
meyva ve tohumlarindan elde edilen ekstreler, istenmeyen bir salyangoz
(mollusk) tara olan Lymnaea cubensis’e kargi denenmis ve ekstrelerin
mollusidal etkisi oldukga Umit vaat edici bulunmustur.®’ Arjantin’de
yetigtirlen M. azedarach bitki Orneginin ham ve olgun meyvalari ile
yapraklarindan hazirlanan etanolli ekstreler, Chagas hastaliginin
tasiyicisi olan Triatoma infestans adh sinek tirtne karsi ovisidal, éldurtcu
ve bilylime diizenlenmesi etkileri agisindan test edilmistir.®? Ekstreler
ovisidal etki gostermemis, sadece ham meyva ekstresi, gelismenin 1. ve 4.
asamasindaki larvalar Uzerinde uzaklastirici etkiye neden olmustur.

Olusan larvalarin da kontrole gore, daha kiguk olduklari gdzlenmistir.

M. azedarach’in yaprak, meyva ve kallus kultirlerinden elde
edilen metanolli ve sulu ekstrelerin, “tath patates sinegi” (sweet potato
whitefly) olarak bilinen Bemisia tabaci adh zararh sinedin yetigkinlerine
karsi etkileri incelenmis ve ekstrelerin %58.9 ile 67.7 arasinda degisen
oranlarda kovucu (repellent) etki gdsterdikleri saptanmistir.®> Benzer bir

calismada, M. azedarach’n dallari, ham ve olgun meyvalari ile
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yapraklarindan elde edilen sulu ekstrelerin “domates kurdu” (tomato
pinworm) olarak bilinen Tuta absoluta’nin larval ve pupal dénemdeki
gelisimi Uzerindeki insektisit etkisi arastiriimis ve en etkili ekstrenin yaprak
ekstresi oldugu, bunu ham meyva, dal ve olgun meyva ekstrelerinin takip
ettigi bulunmustur.®* 20 ve 50 pug/ml konsantrasyonda bugday filizlerine
uygulanan M. azedarach’in meyva metanol ekstresinin “Col cekirgesi”
olarak bilinen Schistocerca gregaria tarafindan oral yolla almasi
saglanarak, insektisit etkisi laboratuar kosullarinda incelenmis ve sonug
olarak bdcege ait larvalarin gelisimi yavaglamig, bécegdin yumurtlamasi
engellenmis ve 6lim oraninin yikseldigi gdzlenmistir.?®> Arjantin’de yetisen
M. azedarach’in meyva ekstresinden elde edilen bir limonoit tlrevi olan
“‘meliartenin” adli bilesigin, Epilachna paenulata ve Spodoptera eridania
adli boéceklerin larval gelisimini azadirahtin kadar etkili bir sekilde inhibe

ettigi saptanmistir.’

M. azedarach’in olgun meyva ekstrelerinden hazirlanan
hekzan, kloroform ve hidroalkolik ekstrelerin, bir kene turl olan Boophilus
microplus’a karsi etkisi larvalari ile disi bireyleri kullanilarak incelenmistir.®®
Ekstrelerin hepsi larvalarda 6lime yol agcmis, ancak hekzan ve kloroform
ekstrelerinin daha etkili oldugu goézlenmistir. Ayni sekilde, hekzan ve
kloroform ekstreleri, disi bireylere karsi da hidroalkolik ekstreden daha

yuksek mortaliteye neden olmustur.

Yunanistan’da kulturt yapilan M. azedarach bitkisinin ham
meyvalarindan elde edilen etanolli ekstrenin Spodoptera frugiperda adli
zararh Gzerindeki etkisi NADPH-sitokrom C reduktaz ve kolinesteraz enzim
seviyeleri dlciilerek tayin edilmistir.®” Ekstre, kolinesteraza karsi %31,
NADPH-sitokrom C reduktaz’a karsi ise %34 inhibisyon saglamistir. Ayni
calismada, ekstre bir hamambdcegi turl olan Leucophaea maderae’ye
kargi da ayni sekilde test edilmis ve NADPH-sitokrom C rediktaz’a karsi
daha yUksek inhibisyon (%43) gostermistir.
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Liomyza huidobrensis adli bocegin yetiskin ve larvalarina
karsi M. azedarach’in meyva ekstrelerinin insektisit etkisinin incelendigi bir
baska calismada,® ekstre laboratuar sartlarinda yetiskin  digilerin
beslenmesini engellemis, saha c¢alismalarinda da ayni sonuglar
gozlenmigtir. Haemonchus contortus adli zararlinin yumurtalari ile ilk
devre ve infektif larvalarina karsi, M. azedarach sulu ve alkolll

ekstrelerinin ovisidal ve larvisidal etki gosterdigi bulunmustur.®®

M. azedarach’in kurutulmus meyvalarindan hazirlanan sulu
ekstre ve sabit yaginin, sigrayan bir bocek turd olan Ocneridia volxemi
Uzerindeki pestisit aktivitesi, laboratuar sartlarinda incelenmis ve bitkinin
yaginin %0.5, 1 ve 2 konsantrasyonlarda uygulanmasi ile larva
beslenmesinin azaldigi ve mortalitenin arttigi tespit edilmistir.®® Bitkinin
meyva sulu ekstresi, bocegin vyetigskin bireylerinde de ayni etkiyi

gOstermigtir.

Meliaceae familyasinin benzer iki tirt olan M. azedarach ve
Azadirachta indica’nin meyva endokarplarindan hazirlanan etanollu
ekstrelerin insektisit etkisi, sitma vektorunu tagiyan bir sivrisinek turt olan
Aedes aegypti larvalari lzerinde incelenmistir.”® Diinya Saglik Orgiitii
tavsiyelerine gore gerceklestirilen letalite testlerine gore; ekstrelerin LCs,
LCgs ve LCg9 degerleri hesaplanmigtir. Sulu ortamda, 24 ve 48 saatlik
surelerde 25 ve 30°C sicakliklarda yapilan testler sonucunda; her iki
ekstrenin de 3. ve 4. larva gelisim safhalarinda letal etkili olduklari

gOsterilmigtir.

Kemirgenlerin (rodentler), Hindistan’daki yillik zirai Uretimin
%5-10 oraninda azalmasina yol acarak, tarimsal ekonomiye buylk bir
zarar verdigi bildirilmistir. Ancak yan etkileri yuksek ve dogada kalici olan
toksik sentetik rodentisitlerin kullanimi da bir diger 6nemli sorunu meydana

getirmektedir. Hindistan’da “dharek” olarak da bilinen M. azedarach
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bitkisinin tohumlarindan elde edilen sabit yagin rodent kontrolinde;
uremelerini 6nlemek yoluyla kullanilip kullanilamayacaklari arastiriimistir.
Buna gore; disi albino siganlarda yagin, folikulogenezisi inhibe edici etkisi
incelenmis ve siganlara 18 giin boyunca gunde 24 mg/kg vucut agirligi
dozunda yag uygulanmistir.”' Buna gore; M. azedarach tohum yagi verilen
siganlarda, kontrole gére anlamli derecede folikulogenezisin inhibe edildigi

belirlenmistir.

Piring bitkisi Uzerinde zararli etkileri olan Cnaphalocrosis
medinalis (rice leaffolder) adli bocege karsi, M. azedarach’in tohum
ekstresinin insektisit etkisi bocekte bulunan g¢esitli enzimlere karsi
aktiviteleri (izerinden incelenmistir.”? Testler, bdcegin larval gelisiminin
dusuk dozda dahi, tohum ekstresi ile baskilandigini, beslenme ve sindirim
Ozelliklerinin de azaldigini gostermistir. Kontrole gore; ekstre uygulamasi
sonrasinda bocekte bulunan asit fosfataz aktivitesinde %69, alkalin
fosfataz aktivitesinde %71, adenozin trifosfataz aktivitesinde %46 ve laktat

dehidrogenaz aktivitesinde ise %52 inhibisyona neden olmustur.

Tik agaci zararlisi olan Hyblaea puera’ya karsi, M.
azedarach’dan hareketle hazirlanan metanolli tohum ve yaprak ekstreleri
test edilmis ve tohum ekstrelerinin tUm konsantrasyonlarda oldukga etkili
iken, yaprak ekstresinin sadece yuksek konsantrasyonlarda insektisit etki
gosterdigi saptanmistir.”® Her iki ekstre de canli larva oraninin diismesine,

hatta yetigkinlige gecisin tamamlanamamasina neden olmustur.

Beyrut Amerikan Universitesi kamplsinden (Libnan)
toplanan M. azedarach’in meyva ve yapraklari ile kallus kaltGrinden elde
edilen hidroalkolik ekstreler, “tath patates beyaz sinegi” (sweet potato
white fly) olarak bilinen Bemisia tabaci'ye karsi kovucu (repellent) etkileri
acisindan denenmis ve tum ekstrelerde %58.9 ile 67.7 arasinda degisen

oranlarda dikkate deger kovucu etki tespit edilmistir.®® Ayrica ekstrelerin,

30



bocegin yumurtlama sureci Uzerinde de olumsuz etkileri oldugu
g6zlenmigtir.  Ayni grup tarafindan, M. azedarach’in meyvasindan
hazirlanan sulu ekstre, Bemisia argentifolii adh zararlinin kurtguklar
(nymph) Uzerinde de test edilmis ve yumurta gelisimini engelledigi

gdzlenmistir.”

M. azedarach’in ham meyvalari ile yapraklarindan hazirlanan
ekstrelerin, %1-10 arasindaki konsantrasyonlarda, karaaga¢ yapraklarina
zarar veren Xanthogaleruca luteola adli bocegin yetigkin bireylerinin
beslenmesini  engelledigi  gérilmistir.”> %2, 5 veya 10
konsantrasyonlardaki ekstrelerle beslenen boceklerde mortalite orani

oldukga yuUksek bir artis gostermigtir.

Bir diger calismada, Hindistan'in Rajasthan, Punjab ve
Himachal Pradesh bodlgelerinden toplanan M. azedarach meyvalarinin
kloroform:metanol (9:1) ekstraksiyonu yoluyla elde edilen ekstreler Plutella
xylostella adli bocege karsi “yaprak disk daldirma” (leaf-disc dip) yontemi
kullanilarak denenmig ve ekstrelerin LCso degerleri hesaplanmistir.”® Buna
gore; Rajasthan 6rneginin en dusik LCsy degerine (%1.47) sahip oldugu
gOsterilmig, bunu Punjab (%1.79) ve Himachal Pradesh 6rnekleri (%2.29)
takip etmigtir. Bocekte yumurtlamanin azaldigi, yetiskinlerinin kontrol
grubunda 7.4 gun olan yumurtlama zamaninin 3.5 gune dustugu ve
kontrol grubunda 8.9-10.3 guin arasinda olan yasam suresinin 5.5-7.8 gun
arasinda olmak Uzere kisaldigi bulunmustur. Ayrica, Rajasthan érneginin
bocedin larvasinin olusma asamasinda hem letal, hem de subletal etki
sergiledigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, ayni bitki tirine ait orneklerin
lokasyon farkina bagli olarak, farkli biyolojik etkiler gdsterdigine isaret

etmektedir.

Nathan ve ark.,”” M. azedarach’in tohum ve meyvalarindan

hazirlanan metanolli ekstreleri, vektorel (tasiyici) bir sinek turt olan
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Anopheles stephensinin geng¢ ve yetigkin bireylerine karsi laboratuar
sartlarinda denemis ve ekstrelerin larvisidal, pupisidal, adultisidal
(yetiskinlige gecisi onleyici), antiovipozisyonal (yumurtlamayi o6nleyici),
kovucu ve isirmayi engelleyici etki gosterdiklerini saptamiglardir. Ancak
tohum ekstresi, yapraga gore tum Kkonsantrasyonlarda daha aktif

bulunmustur.

Carpinella ve ark., M. azedarach meyvalarindan elde edilen
ekstre ve sabit yagin pedikulisidal ve ovisidal etkilerini, kafa biti Pediculus
humanus capitise kargi “filtre kagidi difGzyon testi” yontemi ile
incelenmis,’® bitkinin hem ekstresi hem de yag, kafa biti tizerinde yiiksek
mortaliteye sebep olmustur. En ylksek mortalite orani, %20 meyva
ekstresi ile %10 yagdan olusan kombinasyonun kullanimi neticesinde
gorulmastur. Bu kombinasyona %10 emdulsifiye edici ajan eklenmesi ile
olusan formuilasyon %92.3 oraninda pedikulisidal aktivite gostermistir.
2009 vyiinda vyapilan benzer bir g¢alismada ise,”® aralarinda Ruta
graveolens, M. azedarach ve Sambucus austrialis’in bulundugu 3 bitki
ekstresinin, P. humanus capitis’e kargi pedikulisidal etkisi incelenmis ve en

yuksek etkiye M. azedarach’in yol acgtigi belirlenmistir.

M. azedarach yaprak ve meyvalarindan elde edilen etanolli
ekstrelerin, Aedes albopictus adli sinegin larvalari Uzerinde larvisidal
etkisinin incelendigi bir baska calismada,®® her iki ekstrenin de larvisidal
etkiye sahip olmakla beraber, meyva ekstresinin daha yuksek etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica M. azedarach ekstresinin, Trichoplusia ni ve
Pseudaletia unipuncta adli lahana tirtillarina karsi da insektisit etki

gosterdigi bulunmustur.®’
Brezilya'da yetisen M. azedarach ornegine ait ham ve olgun
meyvalardan hazirlanan hekzan ekstrelerinin Rhipicephalus (Boophilus)

microplus larvalarina ve disilerine karsi insektisit aktivitesi “disiler icin
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kontrol ve ekstre gruplarinda Ureme orani” ve “larva mortalitesi” gibi
parametreler Uzerinden arastiriimis ve en yuksek konsantrasyonda her iki
ekstrenin de larvalarda %100 mortaliteye sebep oldugu gdzlenmistir.??
Diger parametrelerde ham meyva ekstresinin daha etkili oldugu tespit
edilmigtir. Aralarinda M. azedarach’in da bulundugu 5 adet bitki ekstresi,
%1.25, 2.5 ve 5.0 konsanstrasyonlarda “lahana kelebeg@i” (cabbage
butterfly) olarak bilinen Pieris brassica adli zararliya karsi incelenmis ve
yumurtlamayi engelleme Uzerine en yuksek aktiviteye M. azedarach’'in

neden oldugu bulunmustur.®®

Genellikle guneydogu Asya, Pasifik ve Karayip adalarinda
yaygin gorulen “Dang hastaligi” veya “Dengue hummasi” olarak bilinen
hastaligin baslica vektoru olan Aedes aegypti Uzerinde M. azedarach’in
meyva ve yasli yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin larvisit ve ovisit
aktivitesi arastirilmis, yaprak ekstresinin gugla larvisit etkiye sahip oldugu
ve yumurtlamayi engelledigi tespit edilmistir.®* Meyva ekstresi ise daha
dusuk etki gostermis ve calismanin bitkinin yagh yapraklarinin guglu
larvisit ve ovisit etkisine dair ilk ¢alisma oldugu vurgulanmigtir. Ayni vektor
Uzerinde yapilan bagka bir benzer calismada,®® M. azedarach’in taze ve
kurutulmus yapraklarinin etanol ekstreleri karsilagstirmali olarak test
edilmig ve her iki ekstreye de maruziyetten sonraki 24 ve 48 saat icinde A.
aegyptinin 3. ve 4. gelisme safhalarindaki larvalarinda mortalite meydana

gelmisgtir.

Pek c¢ok onemli ekine zarar veren bir bocek turu olan
Spodoptera exigua, pek ¢ok pestisit ilaca karsi direng gelistirdigi icin
kontrolU oldukga zor hale gelmistir. Bu bocege karsi, M. azedarach ile
Amaranthus viridis'in yash yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin 2.
gelisme safhasindaki larvalarina karsi etkileri incelenmis ve ekstrelere
maruziyetten sonraki 24 saat icinde ortaya c¢ikan etkiye gore, M.

azedarach yaprak ekstresinin (LCso= 9.793 mg/ml), A. viridis’e gore (LCso=
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50.5702 mg/ml) oldukga guglu insektisit etki sergiledigi, ayrica bocekte
bulunan glutatyon-S-transferaz enzimini her iki ekstrenin de inhibe ettigi

belirlenmistir.®°

Bitkinin tohum ekstresi Musca domestica adli baska bir
zararliya karsi test edilmis ve postembriyonik evrede gelisimi engelledigi

ve yeni olusan larvalarin yetigkinlige gegis suresini uzattigi saptanmistir.?’

Etiyopya'da yapilan bir calismada ise, M. azedarach ve A.
indica tohum yaglarinin “kum sinegi” (sand fly) olarak bilinen ve vektorel
lesmaniyazisin tasiyicisi olan Phlebotomus orientalis ve P. bergeroti adli
sinek tlirlerine karsi kovucu (repellent) etkisi incelenmistir.® Elde edilen
sonuglara goére; %2 ve 5 konsantrasyonlarda hazirlanan A. indica sabit
yagi Phlebotomus orientalis’e karsi sirasiyla 7 saat 20 dk boyunca %96.28
ve 9 saat boyunca %98.26 oraninda kovucu etki saglarken, benzer sekilde
%2 konsantrasyonda hazirlanan M. azedarach yagi 7 saat 20 dk boyunca
%95.13, %5 konsantrasyonda hazirlanan M. azedarach yagi ise 8 saat 20

dk boyunca %96.20 kovucu etki gostermistir.
Antihelmintik aktivite

Andropogan muricatus, Annona squamosa, Argemone
mexicana, Butea frondosa ve M. azedarach’tan olusan geleneksel bir
Ayurvedik bitkisel karisim, halkalikurt (ringworm) enfeksiyonundan
muzdarip 8 koyunda, kontrol olarak 8 adet saglikli koyun kullanilarak
denenmig ve bir aylik tedavi suresi sonunda tum hayvanlarin sagliklarina
kavustugu bildirilmistir.®® Sharatkumar ve ark., biiyiikkbas hayvanlarin
gastrointestinal sistemlerinde sik gorulen Ascaris sp., Oesophagostomum
sp. ve Paramphistomum sp. turl solucanlara kargi, aralarinda M.

azedarach’in da bulundugu 8 bitki ekstresini taramig ve M. azedarach
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ekstresinin bu turlere kargi, sirasiyla %50, 50 ve 40 oraninda inhibitor etki

gosterdigini bildirmislerdir.*°

Hordegen ve ark.’nin kuzular Gzerinde vyaptiklar bir

calismada,”’

solucan tasimadiklari bilinen 48 kuzu, A-H arasinda olmak
Uzere her birinde 6 hayvan tasiyan 8 gruba ayriimistir. A-G gruplari
Haemonchus contortus ve Trichostrongylus colubriformis adli solucan taru
ile enfekte edilmis, grup H ise enfekte edilmeden birakilmistir.
Enfeksiyondan sonraki 30 gun boyunca, kuzulara oral olarak M.
azedarach (sinonim olarak A. indica verilmistir) tohum ekstresi, Ananas
comosus yaprak ekstresi, Vernonia anthelmintica tohum ekstresi, Embelia
ribes meyva ekstresi, Caeselpinia crista tohum ekstresi ve Fumaria
parviflora tim bitki ekstresi uygulanmis, referans ilag olarak ise pirantel
tartarat kullanilmigtir. Ancak bahsi gegcen ekstrelerden sadece F. parviflora
ekstresi antihelmentik etki gdsterirken, etkisi referans ile ayni seviyede
bulunmustur. Elde edilen sonuglara goére; F. parviflora ekstresi yumurta
uretimini %100 oraninda engellemisken, M. azedarach’'in etkinligi sadece

%5.2 olmustur.

Brezilya’da koyunlarda buylk saglik sorunlarina sebep olan
Haemonchus contortus adh solucan turu Uzerinde yapilan benzer bir
calismada da,®® M. azedarach'in yapraklarindan hazirlanan kloroform ve
etanol ekstreleri ile tohumdan hazirlanan hekzan ve etanol ekstreleri, bu
solucan turl ile enfekte edilen koyunlardan alinan fegesteki yumurtalar
uzerinde denenmistir. Buna gore; tohum etanol ekstresi yumurta
olusumunu engellemede (LCso= 0.36 mg/ml), yaprak etanol ekstresi ise
larva gelisimini engellemede en aktif ekstre (LCso= 9.18 mg/ml) olarak
belirlenmistir. Hindistan’da yetisen M. azedarach bitkisinin yaprak ve
tohumlarindan hazirlanan metanolllu ekstrenin Haemonchus contortus adl

solucan turine karsl yumurta olusumu ve larva gelisimi Uzerindeki etkileri
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incelenmis ve yaprak metanol ekstresinin yumurta olusumunu oldukca

yiiksek oranda inhibe ettigini tespit edilmistir.*>

Arjantin’de “paraiso” olarak bilinen ve geleneksel olarak
antihelmintik ve insektisit olarak kullanimi kayith olan M. azedarach
ornegine ait meyvalardan hareketle hazirlanan %70 etanolli ekstre, bir
tenya (tapeworm) tard olan Taenia solum, kancali kurt (hookworm) tird
olan Bunostomum trigonocephalum, dugumli kurt (nodular worm) tird
olan Oesophagostomum columbianum ile yine bir solucan (earthworm)
turd olan Pheretima posthuma adh helmintlere karsi test edilmis ve
referans ilac olarak piperazin fosfat kullanilmistir.** Sonuclara gore; ekstre
ayni konsanstrasyonlarda referanstan daha etkili bulunmustur. Ornegin;
ekstre Oesophagostomum columbianun’da %54 oraninda paralize, %100
oraninda da o6lume neden olurken, piperazin fosfat ayni tirde %42
oraninda paralize, %75 oraninda ise 6lume yol agcmistir. Referans, diger 3
tirde 6lume neden olmamisken, meyva ekstresi bu turlerin hepsinde %8

ile 46 arasinda degisen oranlarda olume yol agmistir.
Antiviral aktivite

“‘Margosa tree” olarak da bilinen M. azedarach’in antiviral
aktivitesi ile ilgili ilk calisma 1969 yilinda Rao ve ark. tarafindan
yayinlanmis ve bu calismada Vaccinia ile Variola virUsleri Uzerine etkisi
incelenmistir.® Daha sonraki bir calismada, Buenos Aires’ten toplanan M.
azedarach yapraklarindan hazirlanan liyofilize ekstrenin viral ensefalite
neden olan virUslerden biri olan Tacaribe virUsune karsi etkisi fareler
uzerinde incelenmis ve ekstrenin koruyucu etkisi inokule edilen viras
dozuna bagl olarak %66 ile 100 arasinda degismistir.?® Ekstrenin bu
virdsu dogrudan inhibe etmedigi, hucre kulturlerindeki replikasyon

surecindeki ilk basamaklari inhibe ettigi belirlenmistir.
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Wachsman ve ark. tarafindan M. azedarach’in kismen
saflastiriimis yaprak ekstrelerinin Sindbis virisunin replikatif siklusunun
farkli evrelerindeki etkisi arastinimis ve %90 inhibisyona yol actigi
gorilmistiir.%” Sindbis virlisi ile enfeksiyon olusturulmadan 2 saat énce
ayni ekstre ile muamele edilen hucrelerde, viral RNA ve protein sentezinin
tamamen inhibe edildigi saptanmistir. Andrei ve ark. memeli hicrelerinde
olusturulan bir viral enfeksiyona kargi dayaniklihgin artiriimasi igin
yaptiklari calismada,®® M. azedarach’'tan elde edilen glikopeptit tipi bir
bilesik olan “meliasin” adh bilesigi izole etmigler ve 2 saat maruziyetten
sonra meliasin’in hucre kulturlerinde viral enfeksiyona karsi hicrede direng
olusturdugu ve 15 saat boyunca direncin devam ettigini gostermiglerdir.
Ancak bu arastirmacilar, interferon-tipi bir bilesik olmayan meliasin’in
direnci nasil olusturduguna dair mekanizmayi acgiklayamamiglardir. Ayni
arastirmacilar tarafindan 1990 yilinda, meliasin’in in vitro olarak RNA ve
DNA hayvan viruslerinin replikasyonunu inhibe ettigi, meliasin’e maruz
birakilan L929 hicreleri ve New Castle hastaligi virisu tarafindan
indUklenen primer fare embriyo fibroblast kilttrlerinde interferon Gretimini
baskiladigi bildirilmistir.*® Bu arastirmacilar, meliasin’i 1994 yilinda bitkiden
izole ederek, yapisini kismen karakterize etmis ve bilesigin molekul
agirhginin 2200-2300 arasinda olup, sadece alifatik amino asit ve bir adet
glukoz tasiyan bir siklik peptit oldugu saptanmislardir.’® Ayrica, meliasin
Herpes simplex-1, Herpes simplex-2, Tacaribe ve Sindbis viruslerinin in
vitro olarak replikasyonunu da inhibe etmistir. Villamil ve ark.
immunofloresans yontemi kullanarak meliasin’in Herpes simplex-1’in
multiplikasyonunu inhibe ettigini de gdstermistir.’®' Bir bagka calismada,®
meliasin’in  Vero hucrelerinde Junin virisune kargi antiviral aktivite
gosterdigi, bu aktivitesini de enfekte hucrelerin fuzyonunu (birlegmesini) ve
viral replikasyon siklusunda virlstin Uremesini engelledigi belirlenmistir.
Meliasin, “besin ve agiz hastali§i virisi” (food and mouth disease virus)

olarak bilinen FMDV’nin de multiplikasyonunu inhibe etmis, ancak
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herhangi bir virisidal etki goOstermemisg ve virisun hucreye

adsorbsiyonunu ve penetrasyonunu da dnlememistir.'%

Go6zde olusan rekurran Herpes simplex viris (HSV)
enfeksiyonlari korneal hasar ve en sonunda gorme kaybina neden
olmaktadir. Kemirgengillerden bir hayvan olan murinde olusturulan
herpetik stromal keratitis Uzerinde meliasin’in antiviral etkisi arastiriimis ve
bilesigin herhangi bir toksik etki yaratmaksizin, enfeksiyonlu gézdeki virus
miktarini azalttigi ve hastalik belirtilerini giderdigi tespit edilmistir.'® Ayni

104 meliasin’in HSV-nedenli

arastirmacilar tarafindan benzer bir ¢alismada,
okuler hastalik Uzerindeki etkisi farelerde denenmis ve 3 gin arka arkaya
ve gunde 3 kez olmak Uzere topikal yoldan meliasin uygulanmistir.
Meliasin’in blefariti ve stromal keratitin siddetini azalttigi bulunmustur.
liging bir sekilde, 96 saat sonra meliasin uygulamasinin okiler hastaligi
Onledigi, bunun da bilesigin immUnomodulatér aktivitesinden
kaynaklanabileceg@i ileri surtlmuastir. HSV-2 ile enfekte edilen disi
farelerde yapilan bir deneyde ise, meliasin’in genital herpetik enfeksiyonu

ve vajina sivisina viriis akisini dnledigi belirlenmistir.'®

M. azedarach vyapraklarindan hazirlanan etil asetat
ekstresinden biyoaktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama yontemi ile bir
limonoit turevi olan “1-sinnamoil-3,11-dihidroksimeliakarpin” adl bilegik
izole edilmis ve vezikuler stomatitis virisu (VSV) (ICs0= 6 uM) ile HSV-1'e
karsi (ICso= 20 uM) oldukga etkili oldugu bulunmustur.*® Ayni bilesigin
daha sonra VSV’Un hucre igine girigini engelledigi ve VSV-G proteininin
hiicre igi tasinimini bloke ettigi belirlenmistir.** Ayrica, 1-sinnamoil-3,11-
dihidroksimeliakarpin, konak hlcreden bagimsiz olarak, HSV-1
glikoproteinlerini Golgi cisimciginin icine hapsetmis ve HSV-1 ile enfekte
olmus konjunktival hiicrelerde NF-xB aktivasyonunu engellemigtir. Boylece
bilesigin, sadece viruslerdeki DNA ve RNA multiplikasyonunu inhibe

etmedigi, ayni zamanda NF-kB sinyal yolagini da module ettigi sonucuna
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variimistir. Takip eden calismada, ' 1-sinnamoil-3,11-
dihidroksimeliakarpin’in anti-HSV etkisi, viral-sebepli ve viral-sebepli
olmayan sitokin sekresyonu ve NF-kB aktivasyonu dikkate alinarak,
kornea hucreleri ile makrofajlarda arastinimistir. Bilesigin  kornea
hicrelerinde potent bir anti-HSV etki gosterdigi, interlékin-6 (IL-6)
seviyesinde dusmeye yol acacak sekilde NF-xB’'nin c¢ekirdege
translokasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica, bilesigin makrofajlarda
IL-6 ve TNF-a cevaplarini da module ettigi, ancak NF-«xB aktivasyonu

uzerine etki etmedigi bulunmustur.

Diger bir galismada, M. azedarach’in kismen saflastiriimis
yaprak ekstresinin neonatal farelerde Tacaribe virUsunl inhibe ettigi
bulunmustur.’®” Kanyara ve Njagi'nin arastirmasinda,’® Kenya'da yetisen
bazi tibbi bitkilerden hareketle hazirlanan liyofilize ekstrelerin, HIV-1'e
(human immunodeficiency virus) kargi antiviral aktiviteleri HIV-1 revers-
transkriptaz enzim inhibisyonu ydntemi ile élgtimuis ve referans ilag olarak
foskarnet (kristalize fosfonoformik asit) kullaniimistir. Deney sonucunda,
foskarnet'in ICso dederi 0.15 ug/ml, M. azedarach ekstresinin ise 7.0 ug/ml

olarak bulunmustur.

Hindistan’da geleneksel olarak kullanilan ve aralarinda M.
azedarach’in da oldugu 20 adet tibbi bitkiden hareketle hazirlanan petrol
eteri, benzen, dietil eter, kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve distile su
ekstreleri, dzellikle kulture alinan karideslerde yuksek oranlarda olumlere
sebebiyet veren beyaz leke hastaligina (white spot disease, WSD) yol
acan viris (white spot disease virus, WSDV) tlrine karsi test edilmis ve
sadece 5 bitki ekstresi anlamli derecede aktivite gostermigtir. Ancak M.

azedarach ekstreleri, bu viris tiiriine karsi etkili bulunmamustir.’®
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Antibakteriyel aktivite

M. azedarach'in gobvde, yaprak ve kok kabuklarindan
hazirlanan metanol ekstreleri, petrol eteri, diklorometan ve etil asetat ile
fraksiyonlanmis ve Bacillus cereus, B. coagulans, B. megaterium, B.
subtilis,  Lactobacillus casei, Micrococcus luteus, M. roseus,
Staphylococcus albus, S. aureus, Streptococcus faecalis, S. mutans ve S.
pneumoniae adh Gram (+) bakteriler ile Agrobacterium tumefaciens,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Proteus mirabilis, P. vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, S. typhymurium ve Serratia
marcescens adli Gram (-) bakterilere kargi disk difizyon ydntemiyle
referans ilac olarak kloramfenikol kullanilarak incelenmistir."'® Ekstrelerin
hepsi kloramfenikol ile ayni oranda veya daha yuksek antibakteriyel

aktivite gostermiglerdir.

Kore geleneksel tibbinda kullanilan 40 adet tibbi bitkiden
hareketle hazirlanan ekstreler, 6zellikle kimes hayvanlarinda hastaliga yol
acan Salmonella gallinarum’a kargi antibakteriyel aktiviteleri ydoninden test
edilmis ve minimum inhibitér konsantrasyonlari (MiK) tayin edilmistir.""
Test edilen bitkiler arasinda, sadece 4 tanesi etkili bulunmusg ve bunlardan
biri olan M. azedarach''n MiK degeri 1.2 mg/ml olarak tespit edilmistir.
Hindistan’tan toplanan 20 adet tibbi bitkiye ait sulu ve alkolli ekstreler,
Capsicum frutescens’de hastallk meydana getiren Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria adli bakteriyel patojene karsi test edilmis ve M.
azedarach ile birlikte diger 5 bitki, bu patojenin buyumesinin inhibe
edilmesinde, digerlerine gore daha giicli bir aktivite gdstermislerdir.’'?
Saleem ve ark., Pakistan’in Karachi sehrinden toplanan M. azedarach
ciceklerinden hazirlanan metanol ekstresinin, tavsanlarda Staphylococcus

aureus ile olusturulan deri enfeksiyonunda potent antibakteriyel ozellik
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gosterdigini ve etkisinin neomisin ile karsilastirilabilir duzeyde oldugunu
bildirmislerdir.'"

Bir bagka calismada,'™

M. azedarach’in petrol eteri, aseton
ve metanol ekstreleri, E. coli, P. aeruginosa, Serratia marcescens ve S.
aureus’a karsi test edilmis ve aseton ile metanol ekstrelerinin test edilen
tirlerin hepsi Uzerinde guglu antibakteriyel etki gdsterirken, petrol eteri

ekstresinin etkisiz oldugu tespit edilmigtir.

M. azedarach, Curcuma longa ile birlikte yara iyilesmesinde
kullanilmak amaciyla antimikrobiyal bir emulsiyonun hazirlanmasinda
kullanilmig, hazirlanan polimerik biyo-adhezif emdulsiyon, E. coli, S.
aureus, B. cereus ve S. typhymurium’a karsi disk diflizyon yontemi ile
denenmis ve etkili oldugu saptanmistir.”'® Mauritius'tan toplanan 7 adet
tibbi bitkinin hekzan, diklorometan ve metanol ekstrelerinin antibakteriyel
aktivitelerinin disk diflizyon yéntemi ile arastirildigi bir calismada,’®
ekstreler B. subtilis, S. aureus, Enterobacter cloacae, E. coli ve S.
enteritidis’e kargl taranmis ve M. azedarach yaprak ekstrelerinin degisen
oranlarda aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bitkinin sadece hekzan ekstresi
higbir bakteriye karsi etki gostermemis, ancak diklorometan ekstresi E.
cloacae ve B. subtilis'e, metanollli ekstresi ise E. coli, E. cloacae, S.

enteriditis ve B. subtilis’e etkili bulunmustur.

iran'da yetisen M. azedarach’in yapraklari ile M. indica’nin
meyvalarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin de dahil edildigi 10 adet
tibbi bitki ekstresi, Gram (-) bakteri olan Helicobacter pylorinin 12 adet
klinik izolati Uzerinde denenmis ve en yuksek anti-Helicobacter etkiyi M.
azedarach, M. indica ve Stachys setifera ekstrelerinin gosterdigi

saptanmustir.”"’
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Gende ve ark., M. azedarach meyvalarinin etanolll
ekstresinin antibakteriyel etkisini, arilarda hastallk meydana getiren
Paenibacillus tarl bakteriye karsi incelemis, ancak ekstrenin aktivitesinin
oldukga diisiik oldugunu tespit etmislerdir."’® Hindistan’in Saurashtra
bdlgesinde halk tibbinda kullanilan 5 bitkiden hazirlanan petrol eteri, etil
asetat, metanol ve su ekstreleri, Gram (+) bakteriler olan B. subtilis ve S.
aureus ile Gram (-) bakteriler olan P. aeruginosa, S. thyphymurium ve
Enterobacter aerogenes suslarina karsi disk difUzyon yontemi ile taranmis
ve M. azedarach’'in gévde ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin Gram
(-)'lere tamamen etkisizken, Gram (+) suslara orta derecede aktivite

gosterdigi bulunmustur.'™
Antifungal aktivite

Carpinella ve ark. tarafindan yapilan bir (;allgmada,120
Arjantin’in  Cordoba bdlgesinden toplanan M. azedarach’in olgun
meyvalarindan hazirlanan etanolli ekstrenin Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme, Microsporum canis ve Candida albicans adl suslar GUzerinde
fungistatik ve fungisidal etkiye sahip oldugu goérulmustir. Beyrut Amerikan
Universitesi (Libnan) kamplsiinden toplanan M. azedarach drnegine ait
petrol eteri ve metanol ekstrelerinin de aralarindan oldugu 9 adet bitki
ekstresi, bitki patojenleri olan Botrytis cinerea, Alternaria solani,
Penicillium sp., Cladosporium sp., Fusarium oxysporum f. sp. melonis,
Verticillium dahlia, Phytophora infestans ve Rhizoctani solani adli mantar
suglarina karsi miseliyal buyume ve spor germinasyonunun inhibisyonu
parametreleri {izerinden incelenmistir."?' Sonuclara gére; M. azedarach
ekstrelerinin miseliyal buyume (zerine etkili olmadigi, ancak incelenen
mantar suslarinda spor germinasyonu uzerinde %53 ile 100 arasinda
glicli inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Benzer bir calismada da,'®
Arjantin’de yetisen M. azedarach'in farkli kisimlarindan hazirlanan

ekstrelerin bitki patojenlerine kargl agar dilusyon yontemi ile antifungal
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etkisi arastirimis ve bitkinin meyva, tohum kabugu ve yash yapraklarina
ait hekzan ve etanol ekstreleri Asperqgillus flavus, Diaporthe phaseolorum
var. meridionales, Fusarium oxysporum, F. solani, F. verticilloides ve
Sclerotinia sclerotium’a kargi fungistatik aktivite géstermistir. Yapraklarin
hekzan ekstresi ile tohum kabuklarinin etanol ekstresi, c¢alismada
kullanilan tim mantar suslarina kargi oldukga etkili bulunmus, ayrica tim
ekstreler fungisidal aktivite gostermiglerdir. En etkili ekstre olarak tespit
edilen tohum kabuklarinin etanol ekstresinden 3 adet bilesik izole edilmis
ve vanilin, 4-hidroksi-3-metoksisinnamaldehit ve z-pinorezinol olarak
teshis edilmiglerdir. Elde edilen bilesikler F. verticillioides’e kargi da test
edilmigler ve MIK degerleri, sirasiyla, 0.6, 0.4 ve 1.0 mg/ml olarak
hesaplanmigtir.  Bilesiklerin  farkli  konsantrasyonlarda bir araya
konulduklarinda guglu sinerjik etkilesme gosterdikleri de tespit edilmistir.
Bu calismanin devaminda, Carpinella ve ark., ayni ekstreden diger 3
bilesige ilaveten bir hidroksikumarin turevi olan skopoletin’i de izole
etmisler ve yine F. verticillioides’e kargi test etmislerdir.>?> Ancak, bilesik
zayif antifungal etki gostermesine ragmen, diger 3 bilesik ile kombine
edildiginde sinerjizmaya bagh olarak ¢ok guglu antifungal etki ortaya

cikmigtir.

Cin’'de yetisen M. azedarach’in gbévde ve meyvalarindan
farkh ekstraksiyon teknikleri ile hazirlanan ekstreleri, Aspergillus niger ve
Trichoderma viride mantar suslarina karsi denenmis ve govde etanol

ekstresi her iki mantar lizerinde de giiclii fungistatik etki gdstermistir.'*

Hindistan'da  yapilan  bir  calismada,’  Annamalai
Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesine agiz enfeksiyonu sikayetiyle
basvuran 75 hastadan, 46 adet Candida sp. izole edilmis ve bunlarin 35
tanesi C. albicans, 5 tanesi C. glabrata, 2’ser tanesi C. tropicalis ve C.
krusei, 1’er tanesi de C. parapsilosis ile C. guilliermondii olarak teshis

edilmistir. Bu suslara karsi M. azedarach’in da aralarinda bulundugu 5
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adet bitkiye ait etanollu ekstre disk difizyon yontemi ile taranmig, ancak
M. azedarach'n harhangi bir antikandidal etkiye sahip olmadigi

bildirilmistir.
Antiprotozoal aktivite

M. azedarach ve A. indica bitkilerinin yapraklarindan
hazirlanan kloroformlu ekstrelerin, Trypanosoma cruzi adli protozoanin
epimastigot gelisimi Uzerinde gug¢lu antitripanazomal etki gosterdigi
bulunmustur.’®® Aktivite-ydnlendirmeli fraksiyonlama sonucunda, aktif alt

fraksiyonun yag asitlerince zengin oldugu tespit edilmistir.

Kenya’'nin Kisii bolgesinde yasayan yerel halk tarafindan
sitmaya kargi kullanilan 11 bitkiden hazirlanan hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanolll ekstrelerin Plasmodium falciparum’a karsi
antiplazmodial aktiviteleri referans ilag olarak klorokin kullanilarak
arastirilmis, ancak M. azedarach’'in yapraklarindan hareketle hazirlanan

ekstreleri etkisiz bulunmustur.'?
Fitotoksik aktivite

Palacios ve ark., M. azedarach meyva ekstresinin fitotoksik
etkisini incelemis ve ekstrenin Avena sativa, Brassica napus,
Chenopodium album, Lactuva sativa ve Sorghum halepense adli bitkilerin
tohum cimlenmesini ve fide blyumesin inhibe ettigini ve bitkide fitotoksik

maddelerin mevcut olabilecegini bildirmislerdir.'’

2.3.2. Sitotoksik aktivite

M. azedarach'in  sitotoksik etkisi Uzerine yapilmis

calismalarda, 128130135 sitotoksik aktiviteden 6zellikle bitkideki ana
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kimyasal gruplar olan limonoitler ve tetranortriterpenlerin sorumlu oldugu
disunilmektedir. Ornegin; Brezilya’nin Parana bolgesinden toplanan M.
azedarach’'in olgun meyvalarindan hazirlanan metanollli ekstreden, 3’U
bilinen, 7 adeti yeni olmak Uzere toplam 10 adet limonoit turevi izole
edilmis ve bunlardan 2 tanesinin HeLa S3 kanser hucrelerine kargi anlamli
inhibitor aktivite gdsterdigi bildirilmistir.”' Bu arastirma grubu tarafindan
ayni bitki ekstresinden izole edilen 4 yeni limonoit turevinden 2 tanesi, yine

HeLa S3 kanser hiicrelerine karsi giiclii inhibisyona sebep olmustur.?

He ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise,’** M.
azedarach meyvesinden elde edilen suda-¢ozinir polisakkarit
fraksiyonundan, “MPS-III” kodu verilen ana polisakkarit bilesigi izole
edilmis ve sulforodamin B ydntemi ile insan mide hicrelerinden olusan

BGC-823 hucre paneline karsi guclu sitotoksik etki gosterdigi bildirilmigtir.

Cin'de yetisen M. azedarach 6rnedinden hazirlanan yaprak
ekstresinden izole edilen steroit turevi bilesiklerden 3 tanesi, A549, H460
ve U251 insan kanser hicre panellerine karsi gugli sitotoksisite

gostermislerdir.?

2.3.3. Antipiretik aktivite

M. azedarach’in hekzan, kloroform ve sulu ekstrelerinin
antipiretik aktivitesi, tavsanlarda denenmis ve ekstrelerin aspirin ile
mukayese edilebilir oranda aktivite goOsterdigi, aktivitenin hekzan

ekstresinde daha fazla oldugu bulunmustur.’*

2.3.4. Antitlser aktivite

Bazi ulkelerin geleneksel tibbinda Ulsere karsi kullanildigi

bildirilen M. azedarach’in Irak’ta yetisen 6rneginin meyvalarindan elde
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edilen lipit fraksiyonunun antillser aktivitesi, erkek siganlarda stres-nedenli
lilser modelinde incelenmistir.”® Buna gére; 24 saat a¢ birakilarak
olusturulan stresten sonra sicanlarda serbest asit ve toplam asitlik
seviyeleri 6lctlmistir. Ozellikle 5. ve 10. gunlerden sonra toplam lipit
fraksiyonu Ulser indeksinde %25 ile 41.8 oraninda belirgin bir azalmaya
sebep olurken, 10 gun boyunca verilen toplam lipit fraksiyonunun
sabunlastiriimis kismi Ulser indeksini %41.8 ile 50 oraninda azaltmistir.
Toplam lipit fraksiyonunun sabunlastiriimayan kismi ise Ulser indeksinde
%50 ile 83.5 oraninda dusmeye yol acmistir. Ancak yagr alinmis
meyvalarin %70 etanolli ekstresinin, antillser etki gostermemesi
sebebiyle, arastirmacilar tarafindan meyvanin antillser etkisinin

fitosterollerinden kaynaklandigi ileri sGrGImustar.

2.3.5. Antilitiyatik aktivite

Nefrolitiyazis, bobrek tasi olusumu olarak bilinen ve
erkeklerde insidansi daha yuksek olan reklrran bir hastalik olup,
tedavisinde kullanilan ilaglar “antilitiyatikler” olarak adlandiriimaktadir.
Ayurvedik tipta antilitiyatik olarak kullanimi kayith olan M. azedarach’in bu
aktivitesi Uzerinde yapilan tek c¢alismada; Hindistan’in Madurai
bolgesinden toplanan M. azedarach Orneginin yapraklarindan hazirlanan
sulu ekstrenin, erkek albino Wistar tipi siganlar Uzerinde antilitiyatik etkisi
arastirilmistir.”*® Her birinde 6 adet olmak (izere 4 hayvan grubu (G-I, G-I,
G-lll, G-1V) olusturuimus ve G-Il grubundaki hayvanlarin icme suyu igine
%0.75 etilenglikol katilarak 28 giin boyunca bu suyu igmeleri saglanmis ve
nefrolitiyaliz  olusturulmustur. G-lll grubundaki hayvanlara %0.75
etilenglikolll igme suyunun yani sira 250 mg/kg dozda M. azedarach’in
sulu ekstresi de agdiz yolundan verilmistir. 7., 14., 21. ve 28. gunlerde
hayvanlardan idrar numuneleri alinmig ve idrar kalsiyum, magnezyum,
fosfor ve oksalat duzeyleri ile birlikte serum ve idrar kreatinin duzeyleri de

OlcUlmustir. Ayrica tas olusumundan emin olmak amaciyla hayvanlar
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oldurulerek, bobrekleri histopatolojik olarak incelenmigtir. Deney
sonucunda, ekstrenin idrar kalsiyum, oksalat ve fosfat duzeylerini
dusurdugu, magnezyum duzeyinde ve idrar hacminde artisa yol acgtidi, bu
nedenle idrarda kristalizasyon egilimini azalttigi belirtiimistir. Histopatolojik

inceleme sonucunda, bobrekte tas olusumunu azalttigi da gozlenmistir.

2.3.6. Kontragestastiyonal aktivite

M. azedarach bitkisinin gigcek ve yapraklarindan hazirlanan
dekoksiyonun Dogu Afrika ve Suudi Arabistan’da emenagog ve
abortifasiyent amag ile kullanildigi bildiriimistir.’*” Keshri ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada,’® bitkinin kdék ve yapraklarindan elde edilen
etanollli ekstrelerin, hamile Sprague-Dawley tiri siganlara gtinde 250 ve
500 mg/kg dozlarda uygulandiginda, kok etanol ekstresinin hamileligi
sonlandirmada 250 ve 500 mg/kg dozlarda sirasiyla, %60 ve 75 oraninda,
ekstreden elde edilen kloroform fraksiyonunun ise %80-100 arasinda etkili
oldugu bulunmustur. Daha sonra kloroform fraksiyonundan izole edilen
baslica bilesikler olan gedunin, rutin, miristik asit ve D-glukuronik asit'in de
50 mg/kg dozda hamileligi sonlandirmada etkinligi ayni yontemle galisiimis
ve gedunin ile miristik asit'in %50 oraninda sonlandirdigi tespit edilmigstir.

Ayrica ekstrelerin Ostrojenik etkiye sahip olmadigi da belirlenmistir.

Ayni grup tarafindan Ostrojenik etkileri olmadigi bilinen M.
azedarach’in kloroform fraksiyonu ile Ferula asafoetida’nin etanol
ekstresinin kontragestastiyonal aktivitelerinin hangi mekanizma Utzerinden
ortaya c¢iktigini aydinlatmak Uzere yapilan bir sonraki c¢alismada;
ekstrelerin enerji metabolizmasi lizerindeki etkileri incelenmistir.”® Her iki
ekstrenin de uygulandigi hamile sicanlarin %65-85’inde hamileligin 1. ve
7. gunler arasinda sonlandigi bulunmus ve hamileligin 7. gununde
uterustaki karbonhidrat metabolizmasindaki baslica enzimler Uzerindeki

etkilerine bakildidinda, uterustaki glikolitik yolagin baslica enzimi olan
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fosfofruktokinaz'in, ekstre uygulanan hayvanlarda inhibe edildigi
saptanmistir. Ayrica, hekzosmonofosfat yolagindaki baslica enzimler olan
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz’'in da
inhibe edildigi bulunmustur. Dolayisiyla, her iki ekstrenin de hamilelik
esnasinda uterusta bulunan enerji metabolizmasini, en azindan bahsi
gecen enzimleri inaktive etmek yoluyla hamileligin sonlanmasina katkida

bulundugu sonucuna variimistir.

2.3.7. Iimmiinomodiilatdr aktivite

Arjantin’in Buenos Aires sehrinden toplanan M. azedarach
ornegdinin taze yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin, immun sistemin
iki 6nemli 6gesi olan kompleman sistem ve polimorfonukleer (PMN)
I6kositler lizerindeki etkisi incelenmistir.'*® Kompleman sistem {izerine etki
icin, saghkli gonudllulerden temin edilen kandan ayrilan serumlar
kullaniimis ve hemolitik kapasiteleri tayin edilmistir. Saglikh gonullilerden
alinan ve heparinize edilen vendz kan orneklerinde PMN I[0kositlerce
zengin PMN fraksiyonu hazirlanmis ve ekstrenin fagositoz Uzerine etkisi
incelenmigtir. Sonug olarak; ekstre hem kompleman yolaginda hemolitik
kapasiteyi azaltmis, hem de fagositik kapasitede 6nemli bir inhibisyon
yapmis ve arastirmacilar tarafindan ekstrenin gucli bir antikompleman
etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Benzer bir calismada ise,'*' M.
azedarach yaprak ekstresinin, koyun eritrositlerinde fagositozisi inhibe

ettigi bildirilmigtir.

2.3.8. Asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibitor aktivite

Vinutha ve ark.’nin galismadasinda,'*? Hindistan'da tonik
amacla kullanildigr bildirilen M. azedarach vyapraklarinin metanol
ekstresinin AChE inhibitor etkisi in vitro olarak test edilmis, ancak

ekstrenin herhangi bir inhibisyona neden olmadigi bulunmustur.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg¢

Deneysel ¢alismalarimizda bitkisel materyal olarak kullanilan
Melia azedarach L. (Meliaceae), istanbul ili Kartal semtinden, 2008 yili
Ekim ayinda toplanmistir. Bitkinin teghisi Prof.Dr. Hayri Duman (Gazi
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji B6limu, Ankara) tarafindan
yapiimistir.  Bitki 6rnegi, Gazi Universitesi, Eczacillk Fakiiltesi
Herbaryumu'nda “GUE 2755 kod numarasi altinda muhafaza

edilmektedir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Tez calismalarimizda kullanilan M. azedarach bitkisinin
meyvalari ve yaprakli dallari, ayri ayri gdlgede ve oda sicakhdinda
kurutulmus, daha sonra toz edilmigtir. Toz edilen M. azedarach meyva
(MAM) (200 g) ve yaprakh dal (MAY) (50 g) ornekleri dijital terazide
(Shimadzu) tartilarak, ekstraksiyon igin hazirlanmistir. ilk énce, meyva
ornedi, Soxhlet apareyinde n-hekzan (Merck) ile 7 saat sure ile
ekstraksiyona tabi tutulmus, sure sonunda toplanan n-hekzanh faz, algak
basing altinda 45°C’de su banyosu kullanilarak evaporatorde (Buchi)
yogunlastiriimis ve sabit yag elde edilmigtir (MAM-Hekzan). MAY 06rnegi
de, 2.5 L n-hekzan (Merck) ile oda sicakliginda 3 glin boyunca (renk iyice
koyulasana dek) maserasyona birakilmis ve slzilen n-hekzanl faz, algak
basing altinda 45°C'de su banyosu kullanilarak evaporatérde

yogunlastiriimis ve n-hekzan ekstresi (MAY-Hekzan) elde edilmistir.
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Daha sonra kalan MAM ve MAY bitki ornekleri, sirasiyla etil
asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) ile oda sicakhdinda her solvan igin
yine 3’er gun sureyle olmak Uzere maserasyona tabi tutulmus, slre
sonunda filtre kagidindan slzulen organik fazlar, evaporatérde kuruluga
kadar yogunlastiriimigtir. Kalan bitki kisimlari, en son distile su (MAM-Su
ve MAY-Su) ile 3 gin boyunca oda sicakliginda masere edilmig, suzulen
sulu kisimlar, algak basing altinda 40 °C’de evaporatorde yogunlastiriimis,
yogunlastirilan kisimlar -80 °C’de dondurulmus ve daha sonra fakultemiz

merkez laboratuarinda bulunan liyofilizatorde liyofilize edilmistir.

Bdylece, bitkinin hem meyva, hem de vyaprakli dal
kisimlarindan 4’er ekstre olmak Uzere (n-hekzan, etil asetat, metanol ve
su) olmak Uzere toplam 8 ekstre elde edilmis ve elde edilen ekstrelerin
verimleri hesaplanmig ve daha sonra aktivite deneylerinde kullaniimak
uzere +4°C’de saklanmigtir. TUrlere ait % ekstre verimleri (a/a) Tablo 1‘de

verilmektedir.

3.2.2. M. azedarach Ekstrelerinde Kolinesteraz Enzim inhibisyonu Tayini

3.2.2.1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonu

Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktivite Ellman ve ark.
tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis spektrofotometrik Ellman yéntemi®
kullanilarak tayin edilmigtir. Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan bahgi
AChE1  (Sigma, EC 3.1.1.7) kullanilirken, substrat olarak
asetiltiyokoliniyodur (Sigma, ABD), 5,5-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik)asit
(DTNB, Sigma, ABD) ise renklendirici madde olarak kullaniimistir.

Hazirlanan n-hekzan, etil asetat, metanol ve su ekstreleri

tartilarak etanolde (% 75) ¢ozilmus ve orneklerden hareketle 25 pg/ml, 50
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ug/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml final konsantrasyonda olacak sekilde

dilisyonlari hazirlanmistir.

Deney protokoline gore; 96 kuyucuklu mikroplaktaki butin
kuyucuklara ilk énce 140 ul 0.1 M fosfat tamponu ¢ok kanalli mikropipet
(Eppendorff) yardimi ile konulmustur. Mikroplagin ilk 4 ve son 8 kuyucugu
kontrol olarak ayrilmistir. Bu ayrilan kuyucuklara kontrol olarak kullanilan
etanol (20 pl) yine mikropipet (Eppendorff) yardimiyla eklenmigtir.
Hazirlanmis olan drneklerden 20’ser ul, her 6rnek 4 paralel olacak sekilde
geriye kalan kuyucuklara ilave edilmistir. AChE enzim ¢ozeltisinden 20 ul
batin kuyucuklara eklendikten sonra mikroplaklar 10 dakika 25°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Stire sonunda mikroplaktaki tum kuyucuklara 10
ul DTNB ¢ozeltisi, hemen arkasindan 10 ul 0.4 mM substrat ¢ozeltisinden
(asetiltiyokoliniyodir) eklenmistir. Mikroplaklar 412 nm dalga boyunda 96
kuyucuklu enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) mikroplak
okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, A.B.D.) okutulmustur.
Orneklerin - %AChE inhibisyonlari asagida verilen formile gore
hesaplanmis ve referans olarak galantamin ile mukayese edilmistir. Her
ornek 4 paralel caligsiimig ve sonuglar 4 deneyden elde edilen

%inhibisyonlarin ortalamasi * standart sapma olarak verilmistir.

%Inhibisyon = 100 - [ (A1 / Az) x 100 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi
A= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi

kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.2. Biitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonu

Batirilkolinesteraz (BChE) inhibitor aktivite dlgiminde AChE
enzim inhibisyonu Olgciminde (3.2.2.1.) verilen ydntem aynen
uygulanmistir.?. Bu deneyde sadece enzim kaynagi olarak at serum
butirilkolinesterazi  (Sigma, EC 3.1.1.8), substrat olarak ise
batiriltiyokolinklorir (Sigma, ABD) kullaniimistir. Renklendirici madde
olarak yine DTNB (Sigma, ABD) uygulanmigtir.

Orneklerin %BChE inhibisyonlari asagida verilen formile
gbre hesaplanmis ve referans olarak galantamin ile mukayese edilmistir.
Her ornek 4 paralel olarak ¢alisiimis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen

%inhibisyonlarin ortalamasi * standart sapma olarak verilmistir.

%Inhibisyon = 100 - [ (A;/ Az) x 100 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi
A= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi

kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.3. Tirozinaz Enzim inhibisyonu

Hazirlanan n-hekzan, etil asetat, metanol ve su ekstreleri ve
tartilarak dimetilsilfoksitde (DMSO) (%50) ¢6zilmus ve o6rneklerden
hareketle 25 pg/ml, 50 ug/ml ve 100 ug/ml final konsantrasyonda olacak
sekilde dilisyonlari hazirlanmigtir.

Ekstrelerin tirozinaz (EC 1.14.1.8.1, 30 U, mushroom
tyrosinase, Sigma) inhibisyon kapasitesi, Masuda ve ark. tarafindan
geligtirilen,  3,4-dihidroksi-L-fenilalanin’in  (L-DOPA) substrat olarak
kullanildigi modifiye dopakrom ydntemi ile spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir.'*® Referans olarak alfa-kojik asit'in (Sigma) kulanildi§i deneyler,
96-kuyucuklu  mikroplak kullanilarak ELISA mikroplak okuyucuda
(Versamax tunable microplate reader, ABD) gerceklestiriimistir. Deney
protokoliine goére; DMSO’da ¢ozilerek hazirlanan dilisyonlarin her
birinden 40’ar ul alinarak, daha énceden her birine 80 ul fosfat tamponu
(pH 6.8) eklenmis kuyucuklara ilave edilmigtir. Bunun Gzerine 40 ul enzim
cOzeltisi ve 40 ul L-DOPA c¢ozeltisi konularak, kontrol olarak %50’lik
DMSO kullaniimigtir. Belli bir inkiibasyon stresini takiben, mikroplaklar
ELISA cihazina yerlestirilerek, drnekler ve kontrolun absorbanslari 475 nm
dalga boyunda okunmus ve tirozinaz inhibisyonlari asagida verilen formule
gbre hesaplanmigtir. Her drnek 4 paralel olarak ¢alisiimis ve sonuglar 4
deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak

verilmigtir.

%inhibisyon = 100 - [ (A1/Az) x 100 ]

A= Ornek ¢dzeltilerinin 475 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢ozeltilerinin 475 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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3.2.3. M. azedarach Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini

3.2.3.1. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Serbest Radikal Sipuricl
Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite tayini i¢cin en g¢ok tercih edilen
yontemlerden biri DPPH (Sigma) serbest radikal supuricu aktivite
tayinidir. Deneyde kullanilan DPPH, serbest radikal olup, ortaklanmamis
bir elektronu nedeniyle 517 nm dalga boyunda guglli absorbsiyon verir.
Yontem Marsden S. Blois tarafindan bulunmus olup,’** ekstrelere Hatano

tarafindan modifiye edilmis sekli uygulanmistir.’*

Ekstreler, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 yg/ml ve 2000 ug/ml
konsantrasyonlarda, DPPH stok gdzeltisi ise 6x10™ mol/l konsantrasyonda
olacak sekilde hazirlanmis ve etanolde (% 75) ¢dzulmustir. Her érnekten
deney tuplerine, mikropipet yardimiyla belli bir miktarda alinarak Gzerlerine
2700 pyl DPPH c¢ozeltisi eklenmigtir. Daha sonra tupler oda sicakliginda,
karanlikta 20 dakika bekletilmistir. Stre sonunda 6rneklerin absorbansi
517 nm dalga boyunda kor olarak kullanilan etanole karsi
spektrofotometrede  (Unico  UV-Visible  spektrofotometre,  ABD)
okunmustur. Orneklerin DPPH serbest radikaline kargi % inhibisyonlari
asagida verilen formuile gore hesaplanmis ve gallik asit referans olarak
kullaniimistir. Her érnek 3 paralel olarak ¢alisiimis ve sonuglar 3 deneyden
elde edilen % supuriclt etkilerinin ortalamasitstandart sapma olarak

verilmigtir.

%Inhibisyon = [( A1 — Az )/ A;] x 100
A1 = DPPH stok ¢dzeltisinin 517 nm dalga boyundaki absorbansi

A, = Ornek ¢dzeltilerinin 517 nm dalga boyundaki absorbansi
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3.2.3.2. Demir iyonu-Selasyon Etkinin Tayini

Ekstrelerin demir iyonu-selasyon etkilerinin tayin edilmesi
amaciyla; Dinish ve ark.’nin ydéntemi uygulanmistir.'*® Referans olarak
batilhidroksi anisol’'lin (BHA) kullanildi§i deneylerde, ekstrelerden 250
ug/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml ve 2000 pg/ml konsantrasyonlarda
dilisyonlar etanol (%75) ile ¢dzllerek hazirlanmistir. Deneyde kullaniimak
uzere 2 mM demir-ll-klortr ile 5 mM ferrozin ¢dzeltisi de hazirlanmistir.
Ydénteme gore; her bir drnekten ve kontrol ¢ozeltisini hazirlamak igin
¢ozlicuden (etanol) 200 ul mikropipet ile alinarak deney tlplerine
konulmustur. Uzerlerine 50 pl demir-ll-klortir ve ardindan 200 pl ferrozin
¢Ozeltisi eklenmigtir. Daha sonra, son hacim 4000 ul olacak sekilde etanol
(%75) ilave edilmistir. Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletiimis ve
sure sonunda absorbans 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Unico UV-Visible spektrofotometre, ABD) 6lgtlmustir. Orneklerin
%inhibisyonlari asagida verilen formule gére hesaplanmigtir. Her 6rnek 3
paralel olarak c¢alisiimis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen

%inhibisyonlarin ortalamasitstandart sapma olarak verilmistir.

%Inhibisyon = [( A1 — Az )/ A1] x 100
A+ = Kontrol ¢Ozeltisinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi
A, = Ornek ¢dzeltilerinin 562 nm dalga boyundaki absorbansi

3.2.3.3. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciiniin Tayini

Ekstrelerin demir-indirgeme antioksidan gucu (ferric-reducing
antioxidant power, FRAP), Oyaizu'nun'’ yéntemine gore 250, 500, 1000
ve 2000 pg/ml konsantrasyonlarda tayin edilmis ve referans olarak

klorojenik asit kullaniimigtir. Yonteme gore; orneklerden 1 ml alinarak, 2.5
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ml fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2.5 ml potasyum ferrisiyanur ilave edilmis,
elde edilen karisim 50 °C’de 20 dakika inkibasyona birakilmigtir. Sire
sonunda 2.5 ml %10 trikloroasetik asit (TCA, Sigma) eklenmistir. Karisim
vorteks araciliglyla homojen bir sekilde karistirildiktan sonra, iglerinden
2.5 ml alinarak Uzerine distile su ve demir-lll-klorir eklenmistir. Oda
sicakliginda 30 dakika daha inkiibasyona birakildiktan sonra absorbanslar
kontrol olarak kullanilan etanole karsi 700 nm dalga boyunda
spektrofotometrede  (Unico  UV-visible  spektrofotometre,  ABD.)
okunmustur. Her ornek 3 paralel ¢alisiimis ve sonuglar 3 deneyden elde
edilen absorbanslarin ortalamasitstandart sapma olarak verilmigtir.
Sonuglarin yonteme gore yorumlanmasi, artan absorbanslarin indirgeme

gucundn arttigina isaret etmesi seklindedir.

3.2.4. M. azedarach Ekstrelerinde Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

Tayini
3.2.4.1. Antibakterivel ve Antifungal Aktivite Tayininde Kullanilan

Mikroorganizmalar ve Referanslar

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden
elde edilen ekstrelerin antibakteriyel aktivitelerinin tayin edilmesinde,
Amerikan tipi kaltir koleksiyonu (American Type of Culture Collection,
ATCC) ve Refik Saydam Hifzisihha Enstitist Kultir Koleksiyonu’na ait
(RSKK) standart suslari kullaniimistir. Buna goére; Gram (-) ve Gram (+)
bakteriler olarak; Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145), Klebsiella pneumoniae (RSKK 574),
Acinetobacter baumannii (RSKK 02026), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633) ve Streptomyces pyogenes (ATCC
10145) ile bunlarin Klinik izolatlari kullaniimis ve referans olarak ampisilin
(Fako), gentamisin (Fako) ve oflokzasin’e (Hoechst Marion Russel) karsi

test edilmislerdir. Kullanilan bakterilerin klinik izolatlarindan E. coli
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“‘extended spectrum f lactamase” (ESBL) enzimi tagsimakta olup, oldukca
direncli bir sustur. Bunun yani sira; K. pneumoniae izolati trimetoprim-
sulfometaksazol, amoksisilin klavulonat ve seftriakson’a, P. aeruginosa
izolati trimetoprim-sulfometaksazol ile tazobaktam’a, A. baumannii izolati
trimetoprim-sulfometaksazol'a, S. aureus izolati metisilin’e, E. faecalis

izolati sefalosporin’e, B. subtilis izolati ise seftriakson’a direngli suslardir.

Antifungal aktivite tayini igin Candida albicans (ATCC
10231), C. parapsilosis (ATCC 90028), C. tropicalis (ATCC 13803) ve C.
kruseinin (ATCC 6258) standart suslar kullaniimistir.

3.2.4.2. Antibakterivel ve Antifungal Aktivite Tayini icin Stok Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Ekstreler etanol:hekzan (1:1) karigimi i¢cinde %1 Tween 80
kullanilarak final konsantrasyon 1024 pg/ml olacak sekilde ¢6zulmus, 0.22
um Millipore (MA 01730, ABD) filtreden gegirilerek sterilize edilmig ve stok
¢cOzelti olarak kullanilmistir. Referanslardan ampisilin fosfat tampon
¢Ozeltisinde (pH: 8.0, 0.1 mol/L), ketokonazol DMSO, flukonazol ile

oflakzosin ise su iginde ¢ozulmustar.

3.2.4.3. inokulum Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan bakterilerin Gremesi ve seyreltiimesi icin
Mueller-Hinton Broth (Difco) ve Mueller-Hinton Agar (Oxoid), Candida sp.
suslarinin Uremesi ve seyreltilmesi icin ise Sabouraud sivi vasat (Oxoid) ve
Sabouraud dekstroz agar (SDA) (Oxoid) kullaniimistir. L-glutamin tasiyan
RPMI-1640 vasati 3-[N-morfolino]-propansulfonik asit (MOPS) ile
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tamponlanmis ve testten dnce bakteri ve fungus suslari bu vasat Uzerinde

kaltare alinmigtir.

inokiilasyon icin kullanilan bakteri siispansiyonlari, McFarland
0.5 dansitesine sahip (10® cfu*/ml) taze kiiltiirlerin 10° cfu/ml'ye dillie
edilmesiyle hazirlanmigtir. Fungus suspansiyonu ise “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) 2006 ve 2008 ydnergesine gore en
son 2.5x10° cfu/ml konsantrasyonda olacak sekilde spektrofotometrik

yontemle hazirlanmigtir.

3.2.4.4. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Tayini

Antibakteriyel ve antifungal aktivite tayinlerinde
mikrodilisyon yontemi kullaniimistir. Vasat 96-kuyucuklu mikroplaklara
(GreinerR, Almanya) doldurularak, ekstrelere ait 1024 pug/ml
konsantrasyonda hazirlanan stok ¢ozeltileri mikroplagin ilk sirasina, 2 kati
dilisyonlari ise (512-0.25 pg/ml) geri kalan kuyucuklara mikropipet yardimi

ile konulmustur.

Daha sonra 10’ar pl kiltdr sispansiyonu bitlin kuyucuklara
inokule edilmis ve sikica kapatiilmig mikroplaklar, 6nce 24 saat ve sonra
48 saat boyunca 37°C’de inkubasyona birakilmiglardir. Sonugta,
ekstrelerin ve referans maddelerin makroskopik blytumeyi tamamen inhibe
eden en dusuk konsantrasyonu tayin edilmis ve minimum inhibitor

konsantrasyon (MiK) degerleri tayin edilmistir.

*cfu: Colony forming unit
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3.2.5. Toplam Fenol Miktar Tavyini

Toplam fenol miktarini tayin etmek icin Singleton ve Rossi
tarafindan modifiye edilen Folin-Ciocalteau ydntemi kullanilmistir.™® Bitki
ekstresi belli miktarda tartilip, distile suda ¢ozulmustur. Daha sonra her
ornekten 20 pl alinip, Uzerine sirasiyla yontemde verilen miktarlarda distile
su, Folin-Ciocalteau reaktifi (Sigma) ve sodyum karbonat (Na;COs)
¢Ozeltisi eklenmigstir. Diger taraftan kalibrasyon egrisini olusturabilmek icin
50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml
konsantrasyonlarda gallik asit dilisyonlari hazirlanmig ve ornek yerine
gallik asit dilisyonlari konularak diger ¢ozeltiler aynen ilave edilmistir. TUm
cOzeltiler 40°C’de 60 dakika inkubasyona birakilmistir. Slre sonunda
absorbanslar 765 nm dalga boyunda koér olarak kullanilan etanole karsi
spektrofotometrede  (Unico  UV-Visible  spektrofotometre, = ABD)
okunmustur. Her 6rnek 2 paralel olarak galisiimigtir. Ornegin ortalama
absorbansindan, gallik asit kalibrasyon c¢ozeltileri yardimiyla hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore, toplam fenol konsantrasyonu gallik asit esdegeri
olarak hesaplanmis ve ekstrenin toplam fenol miktari mg/g ekstretstandart

sapma olarak verilmigtir.

3.2.6. Toplam Flavonoit Miktar Tavyini

Toplam flavonoit miktarini tayin etmek igin Woisky ve
Salatino’nun gelistirdigi aliminyum klortr (AICI3) kolorimetrik ydntemi
uygulanmistir.™® Bitki ekstresi belli miktarda tartilip, etanolde (%75)
¢ozulmustir. Daha sonra Ornekten deney tuplerine belli hacimlerde
konularak, uzerine sirasiyla yontemde verilen miktarlarda etanol (%75),
%10’luk AICI3, 1 M sodyum asetat ¢dzeltisi ve distile su eklenmistir. Diger
taraftan kalibrasyon egrisini olusturabilmek igin 0.125 mg/ml, 0.25 mg/ml,

0.50 mg/ml, 1.0 mg/ml konsantrasyonlarda kersetin kalibrasyon g¢ozeltileri
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hazirlanmis ve drnek yerine kersetin dilisyonlari konularak diger ¢ozeltiler
aynen ilave edilmistir. Karisimlar 30 dakika oda sicakliginda inkibasyona
birakilmistir. Stre sonunda absorbanslar 415 nm dalga boyunda kontrol
olarak kullanilan etanole karsi spektrofotometrede (Unico UV-Visible
spektrofotometre, ABD) okunmustur. Her 6rnek 2 paralel deney halinde
calisiimistir. Ornegin ortalama absorbansindan, kersetin kalibrasyon
cOzeltileri yardimiyla hazirlanan kalibrasyon egrisine gore, toplam flavonoit
konsantrasyonu kersetin esdegeri olarak hesaplanmig ve ekstrenin toplam

flavonoit miktari mg/g ekstre + standart sapma olarak verilmistir.

3.2.7. Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi ile Analizi

MAM ve MAY o6rneklerinden hareketle etil asetat, metanol ve
su ekstrelerinin kimyasal profili, toluen:aseton (85:15) solvan sistemi
kullanilarak iITK yontemi ile 254 ile 366 nm dalga boylarinda incelenmistir.
Daha sonra plak %5 HySO, ile revele edilerek 105°C’de bir sure

bekletilerek spotlarin renklenmesi saglanmistir.

3.2.8. MAM Sabit Yagi ve MAY-Hekzan Ekstresinin Metil Esterifikasyonu

MAM-Hekzan (sabit yag) ile MAY-Hekzan ekstresinin, gaz
kromatografisi-kitle spektrometresi (GK-KS) analizinden 6nce, Morrison
metoduna gére metil tiirevleri hazirlanarak ugucu hale getirilmistir.”*® Buna
gore; yag orneginden belli miktarda alinarak 50 ml hacimli balon jojeye
konulmus ve Uzerine 12 ml 0.5 M metanolli sodyum hidroksit (NaOH)
ilave edilmistir. Daha sonra kaynar su banyosunda ylUzeylerindeki yag
damlaciklari kaybolana kadar tutulan érneklere bortriflorir (BF3)/metanol
(Sigma) reaktifinden eklenmis ve 2’ser dakika daha kaynar su banyosunda
tutulmustur. Oda sicakhidinda bir sire sogumaya birakilan o6rnekler,

doymus sodyum klorir c¢ozeltisi ile balonjojede 50°’ser ml hacime
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tamamlanmigtir. Oda sicakhiginda kendi haline birakilan orneklerde gozle
gérulebilir bir faz ayrismasi olusana kadar beklenmis ve Ustte toplanan
yagh kisimlar 1 ml n-hekzan ile ¢ézulerek Eppendorf tiptne alinmistir. n-
Hekzanli kismin oda sicaklhiginda kendi kendine yogunlagsmasini takiben,
yag asitlerinin metil esterlerini tasiyan bakiyeler elde edilmis ve GK-KS

analizinde kullaniimigtir.

3.2.9. MAM Sabit Yagi ve MAY-Hekzan Ekstresinin Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (GK-KS) ile Analizi

MAM yag ornegi ile MAY-Hekzan ekstresi, GK-KS ile analiz
edilmig ve cihaz ile ilgili bilgilerin yani sira analizde uygulanan sartlar
asagida verilmistir:

Cihaz: Agilent 5973 Network kiitle selektif detektor ile kombine edilmis Agilent
6890N Network GC sistemi

Kolon: Agilent 19091N-136 (HP Innowax Capillary; 60.0 m x 0.25 mm x 0.25 um)
Taslyici gaz: Helyum

Akis Hizi: 2.7 ml/dk

Enjeksiyon hacmi: 1 pl

Enjeksiyon modu: Split (20:1)

Isi programlamasi:

Sicakhk Artis Orani Tutulma Zamani Toplam Zaman
(°C/dk) (dk) (dk)
60 --- 3 3
185 10 1 13.5
200 5 10 13
220 5 20 24
53.5

Analiz siiresi: 53.5 dk
Detektor ve enjektor sicakliklari: 230°C ve 280°C

Kiitle araligi (m/z): 35-450 atomik kitle birimi (atomic mass units, AMU)

Elektron impakt iyonizasyon: 70 eV
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Analizler sonucunda elde edilen GK-KS
kromatogramlarindaki piklerin teshisinde Wiley ve Nist kitiphanelerinden
faydalanilmistir. Yag asitlerine ait piklerin relatif yuzdeleri Agilent software’i
kullanilarak hesaplanmistir. Tum o6rnekler, 2 defa enjekte edilmis ve
sonuglar 2 enjeksiyon sonunda elde edilen degerlerin ortalamasitstandart

sapma olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstre Verimine Ait Bulgular

MAM ve MAY orneklerinden hareketle hazirlanan n-hekzanli,

etil asetatli, metanolli ve sulu ekstrelerin % verimleri (a/a) Tablo 1‘de

verilmektedir.

Tablo 1: MAM ve MAY orneklerinden elde edilen ekstrelerin %

verimleri (a/a)

Ekstre Adi % Verim (a/a)
MAM-Hekzan (Sabit yag) 48.43
MAM-EtOAc 0.65
MAM-MeOH 37.11
MAM-Su 9.27
MAY-Hekzan 1.40
MAY-EtOAc 1.76
MAY-MeOH 17.78
MAY-Su 23.48
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4.2. MAM ve MAY Ekstrelerinin Kolinesteraz Enzim inhibisyonu
Tayinine Ait Bulgular

4.2 1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden
elde edilen ekstrelerin (n-hekzanli ekstreler hari¢) 25 ug/ml, 50 ug/ml, 100
ug/ml ve 200 pg/ml final konsantrasyonlarda AChE inhibisyonuna ait

bulgular Tablo 2‘de verilmektedir.

Tablo 2: MAM ve MAY orneklerinden elde edilen ekstrelerin AChE
inhibitor etkileri (%Inhibisyon+S.S.*)

Ekstroler AChE’a Karsi inhibitor Aktivite (%inhibisyonS.S.)
25 png/ml 50 pug/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
MAM-EtOAc - 8.61+0.78 | 9.62+0.08
MAM-MeOH - - - -
MAM-Su - - - -
MAY-EtOAc 12.89+0.42 | 20.13+1.90 | 29.54+2.09 | 33.63%1.40
MAY-MeOH - - - -
MAY-Su - - - -
Referans
Galantamin 99.37+0.95 (25 pg/ml)

* Standart Sapma

, ** Aktivite g6zlenmedi
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4.2.2. Bitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden

elde edilen ekstrelerin (n-hekzanli ekstreler hari¢) 25 ug/ml, 50 ug/ml, 100

ug/ml ve 200 pg/ml final konsantrasyonlarda BChE inhibisyonuna ait

bulgular Tablo 3‘te verilmektedir.

Tablo 3: MAM ve MAY orneklerinden elde edilen ekstrelerin BChE

inhibitdr etkileri (%Inhibisyon + S.S.*)

BChE’a Kars! inhibitor Aktivite (%inhibisyontS.S.")

Ekstreler

25 ug/mi 50 pug/ml 100 pg/ml 200 pg/mil
MAM-EtOAc 26.75+2.07 42.10+1.49 54.154.77 61.3145.09
MAM-MeOH 65.90+3.71 75.9243.34 75.10+1.71 -
MAM-Su - - -
MAY-EtOAc 60.82+3.50 72.43%1.09 83.13+2.68 92.89+3.05
MAY-MeOH - - - 23.89+2.10
MAY-Su - - - --
Referans
Galantamin 92.61+£1.67 (25 pug/ml)

* Standart Sapma, **

Renk bulanik oldugu icin absorbans okunamamistir, *** Aktivite gézlenmedi
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4.2.3. Tirozinaz Enzim inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden
elde edilen ekstrelerin %50 DMSO’da ¢dzlilmesiyle elde edilen stok
solusyonlarin 25 pg/ml, 50 ug/ml ve 100 pg/ml final konsantrasyonlardaki

dilisyonlarina ait tirozinaz inhibisyonu bulgulari Tablo 4‘te verilmektedir.

Tablo 4: MAM ve MAY orneklerinden elde edilen ekstrelerin

tirozinaz inhibitdr etkileri (%inhibisyon+S.S.*)

Ekstreler Tirozinaz Enzim inhibisyonu (%inhibisyonS.S.")
250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml
MAM-Hekzan 3.87+1.02 4.92+0.35 5.4010.11
MAM-EtOACc -* - -
MAM-MeOH 3.3310.65 8.39+2.05 12.204£2.17
MAM-Su - - 3.63£0.11
MAY-Hekzan 4.12+0.80 5.08+0.11 8.06+0.45
MAY-EtOAc 7.20+£1.22 9.11£1.48 8.87+1.15
MAY-MeOH - - 6.4510.45
MAY-Su - - -
Referans
Alfa-kojik asit 42.34+1.03 55.61+0.84 78.89+0.09

* Standart Sapma, ** Aktivite gézlenmedi
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4.3. MAM ve MAY Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayinine Ait
Bulgular

4.3.1. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Serbest Radikal Sipirici Aktivite
Tayininine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY orneklerinden
elde edilen ekstrelerin 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 ug/ml ve 2000 pg/ml
konsantrasyonlarda DPPH serbest radikal supurucu etkilerine ait bulgular

Tablo 5’te verilmektedir.

Tablo 5. MAM ve MAY oOrneklerinden
DPPH serbest radikal stupuricu etkileri (%Supurtci etki+S.S.*)

elde edilen ekstrelerin

Ekstreler DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite (%IinhibisyontS.S.")
250 pg/ml 500 pg/ml | 1000 pg/ml | 2000 pg/ml
MAM-Hekzan 4.79+0.35 5.4040.78 4.94+0.01 4.94+0.14
MAM-EtOAc 10.144£0.08 | 10.42+0.01 | 10.65+0.01 | 11.46+0.16
MAM-MeOH 10.20£0.49 | 11.11+£0.01 | 11.80+0.16 | 14.61+0.25
MAM-Su 9.91+0.57 9.0040.40 9.74+0.16 10.5410.01
MAY-Hekzan 1.9440.02 6.67+0.17 8.02+0.93 11.95+0.22
MAY-EtOAc 10.42+0.33 | 11.2940.40 | 13.23+0.09 | 16.15+0.33
MAY-MeOH 14.15+1.22 | 19.941+0.49 | 27.38+2.43 | 44.68+1.29
MAY-Su 10.08+0.01 | 10.20+0.16 | 10.77+0.33 | 13.17+0.32
Referans
Gallik asit 85.97+0.56 | 92.19+0.14 | 92.88+0.19 | 96.57+0.88

* Standart Sapma

67



4.3.2. Demir ilyonu-Selasyon Etkinin Tayinine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden

elde edilen ekstrelerin 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 ug/ml ve 2000 pg/ml

konsantrasyonlarda tayin edilen demir

bulgular Tablo 6’da verilmektedir.

iyonu-selasyon etkilerine ait

Tablo 6: MAM ve MAY orneklerinden elde edilen ekstrelerin demir iyonu-

selasyon etkileri (%Selasyon+S.S.*)

Ekstrelor Demir lyonu-Selasyonu Aktivite (%inhibisyontS.S.")
250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml | 2000 pg/ml
MAM-Hekzan 21.01£1.41 71.16+3.21 75.62+1.80
MAM-EtOAc 71.36+1.20 82.66+3.88 81.39+0.49 -
MAM-MeOH 12.07+2.40 21.75+1.20 21.06+2.23 18.62+2.31
MAM-Su 3.39%+1.05 9.60+0.89 18.07£1.99 | 66.79+0.71
MAY-Hekzan 20.56+0.77 25.11+0.19 32.29+0.31 36.71+3.03
MAY-EtOAc 69.14+1.15 69.06+0.06 74.35+2.17 | 77.7212.26
MAY-MeOH - - 6.4610.74 7.45+0.99
MAY-Su 2.64+0.25 11.52+0.94 21.50+3.83 | 65.39+2.22
Referans
Butilhidroksi
anisol (BHA) TE 21.71£1.10 26.94+1.48 TE
* Standart Sapma, ** Renk bulanik oldugu icin absorbans okunamamistir, *** Aktivite gozlenmedi, **** Test
edilmedi
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4.3.3. Demir-indirgeme Antioksidan Giiciine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden

elde edilen ekstrelerin 250 pg/ml, 500 ug/ml, 1000 ug/ml ve 2000 pg/ml

konsantrasyonlarda tayin edilen demir-indirgeme antioksidan gucune ait

bulgular Tablo 7‘de verilmektedir.

Tablo 7: MAM ve MAY Orneklerinden elde edilen ekstrelerin
demir-indirgeme antioksidan gucl (Absorbans £ S.S.%)
Demir-indirgeme Antioksidan Giicu
Ekstreler (Ortalama AbsorbanstS.S.)
250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml | 2000 pg/ml
MAM-Hekzan 0.177+0.001 | 0.241+0.001 | 0.434+0.005 | 0.623+0.001
MAM-EtOAc 0.19610.005 | 0.245+0.002 | 0.499+0.001 | 0.685+0.008
MAM-MeOH 0.182+0.022 | 0.206+£0.019 | 0.259+0.002 | 0.619+0.049
MAM-Su 0.179+£0.004 | 0.178+0.003 | 0.206+£0.008 | 0.421+0.013
MAY-Hekzan 0.213+£0.008 | 0.279+0.015 | 0.377+0.021 | 0.662+0.001
MAY-EtOAc 0.2661£0.016 | 0.298+0.016 | 0.655+0.011 | 0.817+0.007
MAY-MeOH 0.236+0.006 | 0.324+0.001 | 0.503+0.019 | 1.197+0.033
MAY-Su 0.136+0.002 | 0.147+0.006 | 0.218+0.018 | 0.507+0.028
Referans
Klorojenik asit | 2 955+0 09 | 3.547+0.06 | 3.618+0.01 TE~

* Standart Sapma, ** Test edilmedi
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4.4. MAM ve MAY Ekstrelerinin Antibakteriyel ve Antifungal Tayinine
Ait Bulgular

4.4 1. Antibakteriyel Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Tez gereclerimizi teskil eden MAM ve MAY orneklerinden
elde edilen ekstrelerin, Gram (+) ve Gram (-) bakteri suslarina kargi
antibakteriyel aktivite sonuglari; MiK, minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK) ve minimum bakteriyostatik konsantrasyon (MBSK) olarak ifade

edilerek Tablo 8 ve 9'da verilmektedir.
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Tablo 8: MAM ve MAY ekstrelerinin Gram (+) bakteri suslarina karsi antibakteriyel aktiviteleri

Gram (+) Bakteri Suglarina Kargi MiK* Degerleri

Ekstreler S. aureus S. pyogenes B. subtilis E. faecalis
ATCC . MBK**/ | RSKK . MBK/ ATCC . MBK/ ATCC . MBK/
Izolat I1zolat Izolat I1zolat
25923 MBSK*** 574 MBSK 6633 MBSK | 29212 MBSK

2256/ =128/ 2128/ 2256/

MAM-Hekzan 128 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/

MAM-EtOAc 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ >128/ 2128/ >256/

MAM-MeOH 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/

MAM-Su 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ >128/ 2128/ >256/

MAY-EtOAC 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/

MAY-Hekzan 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ >128/ 2128/ >256/

MAY-MeOH 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/

MAY-Su 64 256 <128 64 128 <64 64 256 <64 64 256 <128

Referanslar

Ampisilin <0.12 >128 <0.12 0.25 0.12 05 0.5 >128

Oflakzosin 0.25 64 1 2 _RHRk . 1 32

Levaksozin 0.25 128 0.5 - - - 0.5 32

* Minimum inhibitér konsantrasyon, ** Minimum bakterisidal konsantrasyon, *** Minimum bakteriyostatik konsantrasyon, **** Aktivite g6zlenmedi
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Tablo 9: MAM ve MAY ekstrelerinin Gram (-) bakteri suslarina karsi antibakteriyel aktiviteleri

Gram (-) Bakteri Suslarina Karsi MiK* Degerleri
E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae A. baumannii
Ekstreler ATCC . MBK**/ | ATCC . MBK/ RSKK . MBK/ . MBK/
Izolat Izolat Izolat ATCC Izolat
269222 MBSK*** | 27853 MBSK 574 MBSK MBSK
MAM-Hekzan | 32 128 | 200 | 32 | 286 | 2| 32 | 26 | XY s | 28 | 20
2256/ 2128/ 2128/ 2256/
MAM-EtOAc 32 128 <128 32 256 <64 32 256 <64 32 128 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/
MAY-MeOH 16 128 <128 16 256 <64 16 256 <64 16 128 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/
MAM-Su 32 128 <128 32 256 <64 32 256 <64 32 128 <128
MAY-Hekzan | 32 128 | 20| s | 2s6 | U2 | a2 | o2se | TR 32 | g | 2O
2256/ =128/ 2128/ 2256/
MAY-EtOAc 32 128 <128 32 256 <64 32 256 <64 32 128 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/
MAM-MeOH 32 128 <128 32 256 <64 32 256 <64 32 128 <128
2256/ =128/ 2128/ 2256/
MAY-Su 16 128 <128 16 256 <64 16 256 <64 16 128 <128
Referanslar
Ampisilin 2 >128 Sl - 2 >128 2 >128
Oflakzosin 0.12 0.5 1 64 <0.12 0.5 0.12 64
Levaksozin <0.12 0.5 1 64 <0.12 1 0.12 64

* Minimum inhibitdr konsantrasyon, ** Minimum bakterisidal konsantrasyon, *** Minimum bakteriostatik konsantrasyon, **** Aktivite gézlenmedi
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4.4.2. Antifungal Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Tez gereglerimizi teskil eden MAM ve MAY oOrneklerinden
elde edilen ekstrelerin, test edilen Candida sp. suslarina karsi antifungal
aktivite sonuglari; MIK, minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) ve
minimum fungistatik konsantrasyon (MFSK) olarak ifade edilerek Tablo
10’da verilmektedir.
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Tablo 10: MAM ve MAY ekstrelerinin antifungal aktiviteleri

Candida sp. Suslarina Karsi MiK* Degerleri

C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis C. krusei
Ekstreler (ATCC 10231) (ATCC 90028) (ATCC 13803) (ATCC 6258)
: MFKJ : MFK/ : MFKJ : MFK/
MIK MFSK MIK MFSK MIK MFSK MIK MFSK
MAM-Hekzan 64 o 128 2% 128 =256/ 2256 =250/
MAM-EtOAC 64 =1y 64 P 64 =256/ 64 P
MAM-MeOH 64 o 64 2 64 =256/ 64 P
MAM-Su 64 =1y 64 P 64 =256/ 64 P
>128] >256/ >256/ >256/
MAY-Hekzan 32 9 64 = 64 : 64 e
>128/ >256/ >256/ >056/
MAY-EtOAC 32 9 64 s 64 : 64 2o
>128/ >056/ 2256/ >056/
MAY-MeOH 32 o 64 2 64 : 64 =
>128/ >256/ >256/ >256/
MAY-Su 32 9 64 - 64 : 64 e
Referanslar
Ketokanazol 1 1 4
Flukanazol 2 2 64

* Minimum inhibitér konsantrasyon, ** Minimum fungisidal konsantrasyon, *** Minimum fungistatik konsantrasyon, **** Aktivite gézlenmedi
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4.5. Toplam Fenol Miktar Tayini Bulgulari

MAM ve MAY ekstrelerinde,

Folin-Ciocalteau reaktifi

kullanilarak, gallik asit esdegeri (mg/g ekstre) olarak bulunan toplam fenol
miktarlari Tablo 11'de, kalibrasyon egrisi (y=0.001x-0.010; r?=0.9980) ise

Sekil 13’de verilmektedir:

Tablo 11: MAM ve MAY ekstrelerinde toplam fenol miktarlar

Toplam Fenol Miktarlari
Ekstreler -
(mg/g ekstrexS.S.)
MAM-EtOACc 11.78+2.71
MAM-MeOH 10.37+0.59
MAM-Su 14.78+1.78
MAY-Hekzan 10.37+2.71
MAY-EtOAc 9.03+5.30
MAY-MeOH 48.38+3.38
MAY-Su 48.78+3.14
* Standart sapma, ** Gallik asit esdegeri
0.7
=0.001x-0.010 -

3;2 3 R2= oxgga

0,4 —

0.3

0.2 —

01 "

0 200 400 600

Sekil 13: Toplam fenol miktar1 tayininde kullanilan gallik

kalibrasyon egrisi

asit'e ait
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4.6. Toplam Flavonoit Miktar Tayini Bulgulari

MAM ve MAY ekstrelerinde, AICIls yontemi kullanilarak
kersetin esde@eri olarak (mg/g ekstre) olarak bulunan toplam flavonoit
miktarlari Tablo 12'de, kalibrasyon egrisi (y=0.0073x-0.1722; r*=0.9922)
ise Sekil 14’de verilmektedir:

Tablo 12: MAM ve MAY ekstrelerinde toplam flavonoit miktarlari

Ekstreler Toplam Flavonoit Mik*tirlarl
(mgl/g ekstrexS.S.)
MAM-EtOAc 75.9240.78
MAM-MeOH 26.4040.29
MAM-Su 32.1640.29
MAY-Hekzan 53.94+5.52
MAY-EtOAc 119.6214.45
MAY-MeOH 49.41+0.68
MAY-Su 25.99+0.87

* Standart sapma, ** Kersetin esdegeri

i y = 0,0073x - 0,1722
’ R?= 0,992
3 4
25 |
2 4
15 |
1
0,5 —
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600

Sekil 14: Toplam flavonoit miktari tayininde kullanilan kersetin’e ait

kalibrasyon egrisi
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4.7. Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi ile Analizine Ait Bulgular

MAM ve MAY orneklerine ait etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin iTK analizi sonucunda elde edilen kromatogramlarin 254 nm
dalga boyunda ve %5 H,SO,4 puskurtildikten sonraki gérinumleri Resim

4 ve 5'te verilmektedir.

Resim 4. MAM ve MAY orneklerine ait etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin iITK kromatograminin (toluen:aseton/85:15) UV 254 nm dalga
boyundaki gérinimi (1: MAM-EtOAc, 2: MAY-EtOAc, 3: MAM-MeOH, 4:
MAY-MeOH, 5: MAM-Su, 6: MAY-Su)
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Resim 5: MAM ve MAY orneklerine ait etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin ITK kromatograminin (toluen:aseton/85:15) %5 H,SO; ile

revele edildikten sonraki géranimda

(1: MAM-EtOAc, 2: MAY-EtOAc, 3: MAM-MeOH, 4: MAY-MeOH, 5: MAM-
Su, 6: MAY-Su)
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4.8. MAM Sabit Yagi ve MAY-Hekzan Ekstresinin GK-KS Analiz
Bulgulari

MAM sabit yadi ve MAY-Hekzan ekstresinin BF3 reaktifi
kullanilarak metil esterifikasyona tabi tutulmasini takiben, GK-KS
analizinden elde edilen yag asiti bilesimleri, retansiyon zamanlariyla
beraber Tablo 13’te veriimektedir. MAM sabit yaginin ve MAY-Hekzan
ekstresinin GK-KS analizlerine ait kromatogramlar ise Sekil 15'te

verilmektedir.

Sgnal: AZASBT 2DV ADIACH

S0000)] 2094

2813

25000 =09

= J

T T T T T T T
10.00 15.00 20.00 2500 30.00 36.00 <40.00 4a45.00 50.00

Aboudance
Sgda: AZAH3DIADIACH
31.97
30000
2208
285000
20000 1e02

Sekil 15: MAM sabit yaginin (Ustte) ve MAY-Hekzan ekstresinin (altta) GK-

KS analizlerine ait kromatogramlar
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Tablo 13: MAM sabit yagi ve MAY-Hekzan ekstresinin GK-KS analizi ile belirlenen yag asiti bilegsimleri

Yag Asitleri
Kaproik Laurik Miristik Palmitik Stearik Oleik Linoleik Linolenik
asit asit asit asit asit asit asit asit
Retansiyon
7.57 16.01 18.74 22.09 27.42 27.99 29.72 31.99
zamani (dk)
Yag Asiti Bilesimi (%, a/a)
MAM-
1.02+0.06 -* - 8.97+0.05 2.8410.02 24.42+0.09 | 62.761£0.07 -
Sabit yag
+ MAY -
 Hek 1.02+0.05 7.63+0.06 4.07+0.03 26.09+0.34 1.86+0.08 4.05+£0.35 20.13+0.27 | 35.16+0.22
ekzan

* Tespit edilmedi
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5. TARTISMA ve SONUG

Melia azedarach L. (Meliaceae) anavatani Hindistan ve Cin
olmasina ragmen, diger bircok Uulkede de yetisen bir bitki taradar.
Hindistan geleneksel tip sistemi olan Ayurveda’da tedavide degisik
amaglarla kullanilan bu tibbi bitki tira Gzerinde yogun fitokimyasal ve
biyolojik aktivite ¢alismalari yapiimakta, 6zellikle pestisit aktivitesi ile ilgili
calismalarin 6n plana ciktigi goriilmektedir. 238724127 Bitkinin meyva ve
yapraklarindan hazirlanan degisik polaritedeki ekstrelerin Spodoptera
litura,"® Spodoptera eridania,®" Epilachna paenulata,®’ Locusta migratoria
migratorioides,* Rhodnius neglectus,>® Spodoptera exigua,®®®® Rhodnius
prolixus,®” Xanthogalleruca luteola,”® Spodoptera littoralis,**®° Agrotis
ipsilon,”®  Triatoma infestans,*> Bemisia tabaci®® Tuta absoluta,®

66,82

Schistocerca  gregaria,®®>  Boophilus  microplus, Spodoptera
frugiperda,®” Leucophaea maderae,®” Liomyza huidobrensis,® Ocneridia
volxemi,”® Aedes aegypti,”*®*®° Cnaphalocrosis medinalis,”* Hyblaea
puera,”® Bemisia argentifolii,’* Xanthogalerma luteola,”® Plutella
xylostella,”® Anopheles stephensii,’’ Pediculus humanus capitis,’® Aedes
albopictus,®° Trichoplusia ni,®' Pseudaletia unipuncta,®' Pieris brassica,®
Musca domestica,t” Phlebotomus orientalis®® ve P. bergeroti®® adli bécek
turlerine kargi guclu insektisit aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica,
bitkinin ekstrelerinin cesitli calismalarda Ascaris sp.,*° Oesophagostomum
sp., 0% 68,91-93

Trichostrongylus  colubriformis,”’  Taenia  solum,**  Bunostomum

Paramphistomum  sp.,**  Haemonchus  contortus,

trigonocephalum® ve Pheretima posthuma®* adli solucan tiirlerine karsi da
antihelmintik aktivite gosterdigi belirlenmigtir. Birgok calismada, 6zellikle
organofosfat ve karbamat tlrevi insektisitler ile bazi antihelmintik ilaglarin
bdcekler ve solucanlarda bulunan AChE enzimini inhibe etmeleri yoluyla

etki gosterdikleri bilinmektedir.'®""%°

Cunku kolinesterazlar, insanda
oldugu kadar boceklerde ve omurgalilarda da sinir sisteminin

fonksiyonlarini surdurebilmesi igin gereken énemli bir enzim ailesidir. Bu
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enzim ailesinin insektisitler ve antihelmintikler tarafindan inhibe edilmesi,
bdcekler ve solucanlarda toksisite, sinir sisteminde asetilkolin’in asiri
birikmesine bagli kontrolsiz kasilmalardan dolayi felg ve nihayet 6lime yol
acmaktadir. Dolayisiyla kolinesteraz inhibisyonu, insektisit ve antihelmintik

ilaglar icin 6nemli bir hedef durumundadir.

Diger taraftan, Turkiye’de yetisen M. azedarach Uzerinde
henltz yapilmis herhangi bir fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢alismasi
bulunmamaktadir. Bu sebeple, Ulkemizin oOzellikle guney ve bati
kesimlerinde yaygin olmakla beraber, diger bolgelerde de rastlanabilen ve
artik dlkemiz i¢in de neredeyse dogallasmis bir tar olarak dusunulebilecek
M. azedarach bu c¢alismada tez materyali olarak belirlenmis ve literatlir
taramalarinda kuvvetli insektisit etkisinin oldugunun da bildiriimesi, ilk
olarak bizi Turkiye’de yetigsen bitki Orneginin meyvalari ve yaprakli
dallarindan ayri ayri hazirlanan n-hekzanl, etil asetatli, metanollu ve sulu
ekstrelerin AChE ve BChE enzimleri Gzerine inhibitor etkisini incelemeye
yoneltmistir. Buna goére; sadece MAY-EtOAc ekstresi 200 upg/ml
konsantrasyonda AChE’a kargl %33.63+1.40, MAM-EtOAc ekstresi ise
%9.62+0.08 inhibitor etki gosterirken, diger ekstreler inaktif bulunmustur
(Tablo 2). Ancak ekstrelerin BChE’a karsi hayli etkili olduklari gdzlenmigtir.
BChE’a karsi en yuksek inhibitor aktiviteyi 200 ug/ml konsantrasyonda
MAY-EtOAc (%92.89+3.05) ekstresi gOsterirken, bunu 100 pg/ml
konsantrasyonda %75.10+£1.79 inhibisyonla MAM-MeOH ekstresi takip
etmigtir (Tablo 3). MAM-EtOAc ekstresinin de %61.31+5.09 oraninda

inhibisyona yol agarak oldukc¢a etkili oldugu goézlenmistir.

M. azedarach, guglli insektisit ve yani sira dikkate deger
antihelmintik etkisi nedeniyle yakinda ticari bir “biyopestisit” olarak
kullaniimaya aday 6nemli bir bitkidir. Bu etkisini kolinesteraz enzim ailesini
inhibe ederek gosterdigine dair tek bir calisma bulunmaktadir. Bu

¢alismada, Yunanistan’da yetisen M. azedarach Ornegine ait meyvalardan
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hazirlanan etanolli ekstrenin bocekte bulunan %31 oraninda AChE’l
inhibe ettigi bulunmustur.®’ Bizim calismamizda ise, meyva metanol
ekstresi AChE Uzerinde inhibitor etki gostermemis, sadece MAY-EtOAc
ekstresi %33.63+£1.40 oraninda inhibitér etki gostermistir (Tablo 2). Ancak
MAM-MeOH ekstresinin BChE’a kargl %75.10+1.79 oraninda yuksek etki
goOstermesi de insektisit etkinin ortaya ¢ikmasindaki etkenlerden biri olarak

aciklanabilir.

Diger yandan M. azedarach ekstrelerinin tirozinaz enzimine
karg! inhibitor aktiviteleri, %3.63+0.11 ile %12.20+2.17 arasinda olmak

uzere oldukca dusuk bulunmustur (Tablo 4).

insektisit ilaglar, kolinesteraz enzimlerini inhibe ederken, ayni
zamanda istenmeyen serbest radikaller olusmasina da neden

olmaktadir.'71%8

Olusan radikallerin, insektisit ilacin olusturacagi
toksisiteye katkisinin olacadi da asikardir. Bu sebeple, ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri de in vitro olarak U¢ yontemle incelenmistir.
Ekstrelerin DPPH radikalini sUpurtclu etkileri oldukga dusUk olup, en
yuksek etkiyi MAY-MeOH ekstresi (%44.68+1.29) gostermistir (Tablo 5).
Ekstrelerin  demir iyonu-selasyonu etkilerinin, o6zellikle MAY-Su
(%65.39+2.22), MAM-Su (%66.79+0.71) ve MAY-EtOAc’da (%77.72+2.26)
yuksek oldugu saptanmistir (Tablo 6). Demir indirgeme antioksidan
gucundn ise MAY-MeOH ekstresinde en yuksek oldugu bulunmustur

(Tablo 7).

Literatlr taramasi temel alindiginda, M. azedarach Uzerinde
yapilan pek c¢ok antimikrobiyal aktivite c¢alismasinin yapiimis olmasi ve
Hindistan’da bazi mikrobiyal hastaliklara karsi kullanilisinin bildiriimesi,
bizi Turkiye'de yetisen turun de antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesine
yonlendirmig ve hazirladigimiz ekstreler bir dizi Gram (+) ve Gram (-)

bakteri turG ile 4 adet Candida tura fungusa karsi test edilmistir. Elde

83



edilen MiK degerlerine gore; ekstrelerin Gram (-) bakterilerin hem ATCC
suslarina, hem de Kklinik izolatlarina kargi, Gram (+) suslara gore daha
etkili olduklari gézlenmigtir (Tablo 8 ve 9). Taranan 4 adet Candida susuna
kars! ekstrelerin orta derecede (MiK= 64 mg/ml) antifungal etki gosterdigi
(Tablo 10), ancak sadece C. albicans’a kargi bitkinin yaprak ekstrelerinin

timiiniin daha etkili (MiK= 32 mg/ml) oldugu gdze garpmistir.

Ekstrelerin kimyasal igerikleri ile ilgili fikir edinebilmek
amaciyla, spektrofotometrik olarak toplam fenol ve flavonoit miktarlari
tayin edilmigtir. Ancak sadece MAY-MeOH ekstresinde dikkate deger
toplam fenol icerigi gallik asit esdegeri olarak 40.26+6.41 mg/g ekstre
olarak hesaplanmigtir (Tablo 11). Diger yandan, ekstrelerin hepsinin
degisen miktarlarda toplam flavonoit tasididi hesaplanmis ve MAY-
EtOAC'In kersetin esde@eri olarak toplam flavonoitge en zengin ekstre
oldugu (119.62+4.45 mg/g ekstre) belirlenmistir (Tablo 12).

Ekstrelerin  toluen:aseton (85:15) solvan sisteminde
suriiklenmesi ile elde edilen ITK kromatogramina gére; fitokimyasal olarak
en yogun ekstrenin MAY-EtOAc oldugu gorulmuagtur (Sekil 15 ve 16). En
yuksek toplam flavonoit miktarina da sahip oldugunu tespit ettigimiz bu
ekstrenin flavonoitge zengin oldugu dusundlebilir. Ayrica, %5 H2SO4
revelatoru ile olugsan pembe-mor renkli bantlar, terpen turevlerinin varligina
da isaret ettigi de dusunulebilir. Literatar bulgulari da, zaten bitkinin terpen

trevlerince zengin oldugunun altini gizmektedir.

Bitkinin meyvalarindan elde edilen sabit yag (MAM-Hekzan)
ile yapraklarindan hazirlanan hekzan ekstresinin (MAY-Hekzan) GK-KS ile
yag asitleri incelenmig, sabit yag ile MAY-Hekzan ekstresinin yag asiti
bilesiminin oldukca farkli oldugu gérilmustir (Tablo 13). Ornegin; sabit
yagda linolenik asit varligi saptanamazken, MAY-Hekzan ekstresinde
%35.16+£0.22 gibi oldukga yuksek oranda linolenik asit oldugu
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bulunmustur. Ancak linoleik asit de (%62.76+0.07) sabit yagda yuksek
oranda iken, MAY-Hekzan ekstresinde %20.13+0.27 oraninda
saptanmistir. Oleik asit miktarlar da, sabit yag (%24.42+0.09) ve MAY-
Hekzan ekstresinde (%4.05+0.35) birbirinden oldukga farkhidir. Sonuglara
gore; MAM sabit yaginin doymamis yag asitlerince zengin olmasi avantajli
bir durum olarak gorulebilir. Diger yandan, meyva sabit yaginin yag asiti
bilesimine dair daha 6nce yayinlanan sadece tek bir ¢alisma bulunmasi da
ilging goriinmektedir.”® 1971 yilinda yayinlanan bu ¢alismanin dzetine ve
makalesine uzun ugraslarimiza ragmen ulasilamamasi nedeniyle, yag asiti
bilesimi hakkinda bilgi edinilememis, dolayisiyla kendi ¢alismamizla bir
mukayese yapilamamigtir. Aslinda, M. azedarach siklikla Azadirachta
indica A. Juss. (Meliaceae) bitkisiyle karistirilmaktadir. ingilizce’de “neem”
olarak bilinen A. indica, anavatani yine Hindistan olan ve halk arasinda
“bdcek oldurucu” olarak ¢ok kullanilan, dolayisiyla Uzerinde ¢ok galisma
yapilmis ve insektisit etkinligi kanitlanmis bir bitkidir. Bu iki tur, birbirlerine
morfolojik olarak da benzedikleri i¢in karistiriimalari muhtemel olup, pek
¢ok calismada sinonim olarak verilmistir. Halbuki, taksonomik olarak
birbirinden bagimsiz iki ayri tir olarak kabul edilen M. azedarach ve A.
indica, kanimizca pek ¢ok calismada M. azedarach’in, daha yaygin ve
popduler bir tir olan A. indica olarak yanlis teshis edilmesi veya sinonim
olarak verilmesi sonucu bilimsel sonuglarin sunulmasinda bir karisikliga
yol agcmis olabilir. Dolayisiyla, A. indica meyva sabit yaginda bulunan yag
asitleri ile ilgili verilerin bazilarinin aslinda M. azedarach’a ait olabilecegi
ihtimal dahilinde dusundlebilir. Bu durum da M. azedarach meyva sabit
yaginin yag asiti bilesimi Uzerinde g¢alisma olmamasinin sebebini bir
nebze aciklayabilir. Diger yandan, meyvanin toksik ozellikleri oldugu da
bilinmektedir."®® Olgun meyvalardan 6-8 adetinin yenilmesiyle ¢cocuklarda
zehirlenme ve 6lim vak’alari meydana geldigi bildirilmistir. Bu durum,
bitkinin meyvalarinin halk ilaci olarak yaygin kullanimini kisitladigini
dugunmekle birlikte, meyvalarin harici kullaniminin herhangi bir toksisiteye

neden olmadigi bilinmektedir. Ayrica bitkinin ¢igeklerinden hazirlanan
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krem formulasyonu, ¢cocuklardaki cilt hastaliklarina kargi kullanilmaktadir.”
M. azedarach yaprak ekstresinin kozmetik Urunlerde oOzellikle cildi
rahatlatmak ve yenilemek (skin conditioning) amaciyla kullanildigi ve
International Nomenclature of Cosmetic Ingredients (INCI) tarafindan da

indekslendigi bilinmektedir.

Sonug olarak, tez ¢alismasi kapsaminda, Turkiye'de yetisen
ve Uzerinde fitokimyasal ve biyoaktivite yonunden arastirma yapilmamis
M. azedarach bitkisinin meyva ve yaprakli dal kisimlarindan hazirlanan
degisik polaritedeki ekstrelerin AChE, BChE ve tirozinaz enzim inhibitor
aktiviteleri, DPPH radikal stpuricu aktivite, demir iyonu-selasyon etki ve
demir indirgeme antioksidan glcu yontemleri ile antioksidan aktivitesi,
mikrodilisyon yodntemi ile antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri tayin
edilmis, toplam fenol ve toplam flavonoit miktarlari hesaplanmis ve meyva
sabit yagi ile yaprak hekzan ekstresinin yag asiti bilesimleri GK-KS ile
aydinlatiimistir. Bitkinin BChE, tirozinaz enzim inhibisyonu ve bahsedilen
yontemlerle antioksidan aktiviteleri ilk defa tarafimizdan tayin edilmistir.
Ayrica, literatlr taramalarimiz sonucunda 1971 yilinda yayinlanan tek bir
¢alisma haricinde ilgili calismaya rastlanamamasi sebebiyle, meyva sabit
yaginin ve yaprak n-hekzan ekstresinin yag asiti bilesimleri ayrintili olarak

ilk defa bu ¢alismada bildiriimektedir.

Bitki Uzerindeki ¢alismalarimizin, bitkinin en etkili ekstresi
olarak tespit ettigimiz MAY-EtOAc ekstresinin fitokimyasal igeriginin
belirlenmesi ve hazirladigimiz tim ekstrelerin imkanlar dahilinde insektisit

aktivitelerinin tayin edilmesi seklinde devam ettirilmesi planlanmaktadir.
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6. OZET

MELIA AZEDARACH L. BITKISININ FARMAKOGNOZI AGISINDAN
DEGERLENDIRILMESI
Giiner, Elif
Yiiksek Lisans Tezi, Farmakognozi Anabilim Dali
Tez Danismani: ilkay Erdogan Orhan
ANKARA / Haziran-2010

Melia azedarach L. (Meliaceae), anavatani Hindistan ve Cin
olan ve ulkemizde de kulture alinan bir bitki taraddr. Bitki 6zellikle guglu
insektisit aktivitesi nedeniyle populerlik kazanmis olup, yakinda ticari bir
biyopestisit olmaya adaydir. Ancak, ulkemizde yetisen M. azedarach bitkisi
uzerinde gunumuze kadar herhangi bir biyoaktivite ve fitokimyasal calisma
yapilmamistir. Bu nedenle, tez konusu olarak M. azedarach bitkisi secilmis
olup, meyva ve yaprakli dal kisimlarindan hazirlanan degigsik polaritedeki
ekstrelerin asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibitor
aktiviteleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal supuricu aktivite, demir iyonu-
selasyon etki ve demir indirgeme antioksidan gucu yontemleri ile
antioksidan aktivitesi ve yani sira mikrodilisyon yontemi ile antibakteriyel
ve antifungal aktiviteleri tayin edilmis, toplam fenol ve toplam flavonoit
miktarlari spektrofotometrik olarak hesaplanmig ve meyva sabit yagi ile
yaprak hekzan ekstresinin yagd asiti bilesimleri gaz kromatografisi-kitle
spektrumu ile aydinlatiimigtir. Bitkinin butirilkolinesteraz ile tirozinaz enzim
inhibisyonu, bahsedilen yontemlerle antioksidan aktivitesi ile meyva sabit

yaginin yag asiti bilesimi ayrintili olarak ilk defa bu tezde tayin edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Melia azedarach, Meliaceae, Kolinesteraz
inhibisyonu, Tirozinaz inhibisyonu, Antioksidan aktivite, Antimikrobiyal
aktivite
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7. SUMMARY

EVALUATION OF MELIA AZEDARACH L. FROM THE VIEW POINT OF
PHARMACOGNOSY
Giiner, Elif
Graduate Degree, Pharmacognosy Department
Thesis Advisor: ilkay Erdogan Orhan
ANKARA / June-2010

Melia azedarach L. (Meliaceae) is a plant species whose
native lands are India and China and also cultivated in our country. The
plant has gained a popularity due to its strong insecticidal activity and is
candidate to become a commercial biopesticide soon. However, no
bioactivity and phytochemical study has been performed on M. azedarach
growing in our country up to date. Therefore, M. azedarach has been
selected as the topic of this thesis and acetylcholinesterase,
butyrylcholinesterase and tyrosinase enzyme inhibitory, antioxidant activity
by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging activity, iron ion-
chelation effect, and ferric ion-reducing antioxidant power methods as well
as antibacterial and antifungal activity by microdilution method of the
various polarity extracts prepared from the fruits and leafy branches were
established. Besides, total phenol and flavonoid contents of the extracts
were calculated spectrophotometrically and fatty acid compositions of the
fruit fixed oil and leaf hexane extract were elucidated using gas
chromatography-mass spectrometry. In this thesis, butyrylcholinesterase
and tyrosinase enzyme inhibition, antioxidant activity by the afore-
mentioned methods as well as detailed fatty acid composition of the fruit

fixed oil have been established for the first time.

Key words: Melia azedarach, Meliaceae, Cholinesterase inhibition,
Tyrosinase inhibition, Antioxidant activity, Antimicrobial activity
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