Erzincan Universitesi Erzincan University

Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi Journal of Science and Technology
2019, 12(1), 38-48 2019, 12(1), 38-48
ISSN: 1307-9085, e-ISSN: 2149-4584 DOI: 10.18185/erzifbed.487150
Arastirma Makalesi Research Article

Momordica Charantia L. Meyveleri Kullanilarak Krem Hazirlanmasi, Kalite Kontrolii
ve In Vitro Yara Iyi Edici Etkisinin Arastiriimasi

2*

iskender Ince 'Nurgiil C1girgil® Baris Giimiistas?, Ozge Kozgus Giildii?,

Damla Karaman®, Emin ilker Medine?, Giinnur Giiler!, Erciiment Karasulu'®

Ege Universitesi, Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma Uygulama Merkezi, 1zmir
2Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1, Izmir
3 Veser Kimyevi Maddeler AS, Istanbul
4 Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoteknoloji Anabilim Dal1, Izmir
5Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyofarmasotik Farmakokinetik Bilim Dal1 1zmir

Gelis / Received: 23/11/2018, Kabul / Accepted: 05/02/2019

Oz

Bu c¢alisma, halk arasinda geleneksel olarak dahilen ve haricen yara iyilestirici olarak kullanilan kudret nar1
(Momordica charantia)-zeytinyagi karisimindan yara iyi edici prototip krem formunun hazirlanmasi, hazirlanan
krem formunun standardizasyonu ve kalite kontrol ¢alismalar1 ile yara iyilestirici etkisinin belirlenmesi i¢in in
vitro hiicre kiiltiirii yontemi kullanilarak arastiritlmasi amaciyla dizayn edilmistir.

Calisma kapsaminda oncelikle kudret nar1 zeytinyag: karisimi hazirlanmigtir. Hazirlanan krem formunun total
flavonoid igerikleri spektrofotometrik ve yiiksek basingli sivi kromatografi yontemleri kullanilarak
belirlenmistir. Hazirlanan Kudret nar1 krem formunun invitro kalite kontrol ¢alismalarinda total flavonoid
miktari, pH, vizkozite ve stabilite tayinleri ile biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi kapsaminda, BJ ve HaCaT
hiicreleri ile gergeklestirilen in vitro hiicre migrasyonu ¢alismalari ile yara iyilestirici etkileri belirlenmistir.

Kudret nar1 — zeytinyagi maseratt ve farmasotik kalitede yardimec1 maddeler kullanilarak hazirlanan laboratuvar
6lgekli krem formu total flavonoid igerigi lizerinden standardize edilmis, yapilan 40 °C % 60 nemde yiiriitiilen
caligmalarda {irliniin stabil oldugu ve in vitro yara iyilestirme modelinde BJ ve HaCaT hiicrelerinde artan
dozlarla (1,10,30) birlikte kontrol grubuna karsilik hiicre migrasyonunun arttig1 gézlenmistir

Anahtar Kelimeler: Kudret nar1, yara iyi edici etki, flavonoid, krem

Investigation of Cream Preparation, Quality Control and In Vitro Wounding Effect using Momordica
charantia L. Fruits

Abstract

This study was designed for preparation of wound-healing cream form from the mixture of olive oil and
Momordica charantia, used as wound healing agent. We also aimed to employ the standardization and quality
control studies of prepared cream form and to investigate its wound healing effect using in vitro cell culture
method.

Within the scope of this study, first a mixture of olive oil and Momordica charantia was prepared. Total
flavonoid contents of prepared cream form were determined by using spectrophotometry and high pressure
liquid chromatography. Quality control studies of this cream were studied in vitro to determine the total amount
of flavonoid, pH, viscosity and stability. Biological activities of prepared cream form were studied to determine
the cell migration and wound healing effect on BJ and HaCaT cells by in vitro cell culture.

The laboratory scale cream form, prepared using the mixture of olive oil and Momordica charantia together
with pharmaceutical quality excipients, was standardized on the total flavonoid content. The product was found
to be stable at 40°C with 60% humidity. In in vitro wound healing models of BJ and HaCaT cells with
increasing doses of cream form, cell migration was observed to increase, compared to control group.

Keywords: Momordica charantia, wound-healing effect, flavonoid, cream
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1. Giris

Hastaliklarin tedavisinde bitkilerin
kullanimina y6nelik uygulamalar binlerce yil
Oncesine tibbin  baslangic  donemlerine
dayanmaktadir. Son yillarda bitkilere ve
bitkilerden hazirlanmis {iriinlere olan artan
talep, gerek farmakolojik ve gerekse analitik
yontemlerdeki gelismeler sonucunda bitkisel
Urlinlerin sayisinin artmasina ve bunlara
yonelik terapotik etkililik ve gilivenlilik
verilerinin elde edilmesine yonelik preklinik
ve klinik ¢aligmalarin sayisinin artmasina yol
acmustir.

Latince adi Momordica charantia L. olup
Cucurbitaceae familyas1 tyesi olup halk
arasinda kudret nar1 olarak bilinmektedir.
Bitki Afrika, Asya, Karayipler, Hindistan,
Cin Malezya ve Gliney Amerika’da tropikal
bolgelerde yetismektedir (Giivenalp, 2011).
Tiirkiye'nin genellikle Yalova ve Bursa
civarinda, Ege Bolgesi'nde yetistirilmektedir.
Kudret nar1 acayip elmasi, mucize elmasi,

papara gibi isimlerde de bilinmektedir
(Baytop, 1984) Yapisinda glikozitler,
saponinler, alkaloitler ve sabit yaglar,

triterpenler, proteinler ve steroidler gibi
biyolojik olarak etkin kimyasallara sahiptir.
Olgunlasmamis meyveler vitamin A ve C, [J-
karoten, demir, fosfor ve potasyum
bakimindan zengindir (Giivenalp, 2011)

Tiirk halk hekimliginde bulunan meyvelerin
yag Ozii dahilen peptik ilserlerin neden
oldugu mide sikayetlerini gidermek i¢in oral
yolla, yaralarin tedavisinde haricen kullanilir.
Son yillarda M. charantia L.nin farmakolojik
etkileri ~ lizerine yapilan  ¢aligmalarda
antidiyabetik, antilipidemik, antibakteriyel,
antiviral ve antikanser etkilerinin olduguna
yonelik bulgular ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte, yara iyilesme etkilerine yonelik ¢ok
az sayida calisma yapilmistir. Pigkin ve
arkadaslari1 M. charantia L. meyveleri ile
hazirlanan zeyin yagl maseratinin yara
tyilesme etkilerini arastirmislardir. M.
charantia L. zeytin yag1 maseratinin etkileri

Bepanthen  (BP) Furacin  (FR) ile
karsilastirilarak  ve stereolojik yOntemler
kullanarak tedavi histopatolojik

degerlendirilmistir. Caligma yag ekstraktinin
yeniden  epitelizasyon, vaskiilarizasyon,
dermal fibroblastlarin proliferasyonu,
inflamasyon agisindan BP ve FR ile
karsilagtirilabilir - oldugunu  gostermislerdir
(Piskin vd. 2014).

Flavonoidler, bitkilerde ve insan sagliginda
cesitli fonksiyonlara sahip biiylik bir dogal
iriin grubudur. Literatiirde flavonoidlerin
biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri ile ilgili
pek ¢ok bilimsel makale bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin antioksidatif, antiinflamatuvar,
antimikrobiyal aktiviteleriyle ilgili pek c¢ok
literatiir bulunmaktadir (Otles ve Cagind,
2009). Flavonoidler yara iyilesme siirecini
tesvik etmek icin esas olarak biiziicii ve
antimikrobiyal Ozelliklerinden dolayi, yara
kasilmasindan ve epitelizasyon oraninin
artmasindan sorumludur (Ambiga vd. 2007).

Bitkilerin kendisi veya bunlardan {iretilen;
ekstre, tentiir veya distilatlar1 igeren tablet,
pomad, damla, surup, kapsiil veya enjektabl
preparatlarin  glinimiiz  modern  1ilag
teknolojisi  kurallarina ~ uygun  olarak
hazirlanmis, bitmis ve etiketlenmis tibbi
uriinlere fitofarmasotikler adi verilmektedir.

Calismanin amaci; halk arasinda yaralarin
tedavisinde kudret nari zeytinyag
karisimindan hareketle krem hazirlanmasi,
standardizasyonun saglanmasi ve in vitro
kalite kontrol caligmalarinda ile yara
iyilestirme etkisi hiicre kiiltliri yOntemi
kullanilarak belirlenmesidir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Likit Parafin, Isopropil miristat, Lesitin,
Dimetikon Sorbitan kaprilat, Propandiol,
Benzoik asit, (BASF), Sodyum hidroksit
(Merck), Quercetin (Sigma-Aldrich) Metanol
(Isolab), ACE 5 C18 (250 mm x 4.6 mm x 5

39



Momordica Charantia L. Meyveleri Kullanilarak Krem Hazirlanmas, Kalite Kontrolii ve In Vitro Yara Iyi Edici
Etkisinin Arastirilmast

um), Kersetin (referans standart) Sigma-
Aldrich tarafindan temin edildi. Asetonitril
J.T. Baker, metanol Carlo Erba, etanol
Merck, aliiminyum kloriir Merck ve saf su
ise Millipore Direct-Q 8 UV sisteminden
saglandi. BJ (CRL2522) insan siinnet deri
hiicresi (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, U.S.A.), HaCaT (CRL 4048)
insan keratinosit hiicresi (Ege Universitesi,
Biyomiihendislik Fakiiltesi), Eagle’s
minimum essential (Gibco), Dulbecco's
MEM  (Gibco), L-Glutamine (Gibco),
Essential amino acid (Lonza), sodyum priivat
(Gibco), Fetal bovine serum (Gibco),
Penisilin/streptomisin (Gibco), Tripan mavisi

(Bio.Ind.), PBS (Gibco), Tripsin EDTA
(Gibco) temin edildi.

2.2. Metot

2.2.1. Kudret Nar1 — Zeytinyag1 Maseratinin

Hazirlanmas

Ecz.nci  Afsaroglu  tarafindan  Izmir
Alagati’da kiiltiir yoluyla iiretimi yapilan
kudret nar1 meyveleri o©nce yikanarak

tizerindeki yabanci maddeler uzaklastirildi.

Tablo 1: KNK formiili

Kagit havlu iizerinde kurutuldu. Meyvelerin
icinde yer alan tohumlar temizlendikten
sonra meyveler kiiciik parcalara ayrildi. 2
litrelik bir kavanoza 1400 gram kiiciik
pargalara ayrilmis kudret nar1 meyvelerin
tizerine 500 gram sizma zeytinyagi ilave
edilerek glineste yaklagik iki ay ara ara
karistirllarak  bekletildi. Bekleme sonunda
yagh kisim stiziildii.

2.2.2. Kudret Nart Krem (KNK) Formunun
hazirlanmasi

KNK formunun hazirlanmasi i¢in Tablo.1’de
yer alan degisik oranlarda farmasdtik kalitede
yardimct maddeler ile etkin madde olarak
Kudret Nar1 Zeytin yagi maserati kullanildi.
Krem hazirlanirken su yol izlendi: Faz 1 ve
2, 85 °C’ye isitildi, Faz 2’ Faz 1’in iizerine

eklendi. Olusan emiilsiyon 65 °C’ye
sogutuldu  homojenizatérde 2  dakika
karistirildi.  40°C’ye  kadar  sogutuldu.

Karisim diisiik hizda karistirilarak iizerine
Faz 3 ve Faz 4 ilave edildi.

Fonksiyon %

FAZ 1
Baz- I* Emiilsiyon yapici 4,1-14,0
Likit Parafin Yumusatici, ¢ociicii 1,5-5,0
Isopropil miristat Cilt bakimi, Coziicii 0,5-3,0
Lesitin Emiilsiyon yapici, yumusatici 1,0-3,0
FAZ?2

Coziicli, Emiilsiyon stablizatorii,
Baz — II* Nemlendirici, 61,6,0-81

Tampon
Sodyum hidroksit km
FAZ 3
Dimetikon Emolyen, cilt bakimi 0,1-1,0
Sorbitan kaprilat, Propandiol, Benzoik asit Koruyucu 0,5-3,0
FAZ 4
Momardica charantia Zeytin Aktif madde
Yag1 Maserati 5,0-25,0

* Patent basvurusu kapsaminda

40



Momordica Charantia L. Meyveleri Kullanilarak Krem Hazirlanmasi, Kalite Kontrolii ve In Vitro Yara Iyi Edici
Etkisinin Arastirilmasi

2.2.3.KNK’nin Standardizasyonu
2.2.3.1. KNK Total Flavonoid I¢cerik Tayini
2.2.3.1.1.Spektrofotometrik Yéontem:

5 mg kersetin standardi hassas terazide
tartilarak, 10 mL’ lik balon jojenin igerisine
alindi. Uzerine bir miktar metanol eklenerek
ultrasonik su banyosunda ¢oziindiiriildii. Son
olarak balon jojenin ¢izgisine kadar metanol
ile tamamlanarak 500 pg/mL’ lik “Stok
Cozelti” elde edildi. Elde edilen stok ¢ozelti
belirli oranlarda metanol ile seyreltilerek, 3
farkli konsantrasyonda) standart c¢ozelti
hazirlandi. Daha sonraki asamada her bir
standart ve ornek hazirlama asamasi sonrasi
numunelerden 0.5 mL alindi (Chang
vd.2002) Uzerine 1.5 ml etanol, 0.1 mL % 10
etanolde  ¢oziinmiis aliiminyum  kloriir
¢Ozeltisi ve 2.8 ml saf su eklendi. 30 dakika

oda 1sisinda ve karanlikta ara sira
calkalanarak bekletildi. Son olarak tiim
standart ve numunelerin uv-

Spektrofotometre cihazinda 415 nm’ de
metanol koriine karst absorbanslar 6l¢tildii.

2.2.3.1.2.Yiiksek Basincli Stvi Kromatografi
Yontemi

Yiksek Performans Sivi Kromatografisi
Sistemi (HPLC), Shimadzu UV-2600, DGU-
20A 5R gaz giderici, LC-20AT pompa, LC-
20AC HT otomatik ornekleyici, CTO-10AS
VP kolon firini, CBM-20A  sistem
kontrolorii, SPD-M20A fotodiyot array
dedektor birimlerinden olusmaktadir.

Kromatografik Kosullar

Ayirma ACE 5 C18 (250 mm x 4.6 mm x 5
um) analitik kolonunda gerceklesti (Ang vd.
2014) Hareketli faz olarak asetonitril ve % 2
asetik asit iceren su karisimi (pH 2.60)
(40:60, v/v) kullanildi. Mobil fazin akis hizi,
izokratik eliisyon modunda 1.25 mL/dak
olarak belirlendi. Kolon firini sicakligi 35 °C,
dalga boyu 370 nm ve enjeksiyon hacmi 20
uL’ ye ayarlandi. Toplam enjeksiyon siiresi
her ornek i¢in 10 dakika 1idi. Veri

degerlendirme
yapildi.

LC-Solution yazilimi ile

Kalibrasyon ve Calisma Standartlar:

5 mg kersetin hassas terazide tartilarak 10
mL’ lik balon joje igerisinde HPLC saflikta
metanol ile ¢oziindiiriildii. Hazirlanan ¢ozelti
stok ¢ozelti olarak kullanildi ve +4 °C’ de
muhafaza edildi. Kalibrasyon standartlar
0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 ve 10.0 pg/mL olacak
sekilde hareketli faz icerisinde hazirlandi.
Caligma standartlar1 olarak 0.1, 0.5 ve 1.0
pg/mL konsantrasyonlari segildi ve kor krem
ortaminda hazirlandi.

Ornek Hazirlama

0.5 gram krem numunesi plastik kaba tartildi.
Uzerine 10 mL metanol, 10 mL hekzan ve
eklenerek kapatildi. 15 dakika calkalayicida,
15 dakika ultrasonik su banyosunda
bekletilerek, sivi-sivi ekstraksiyon islemi i¢in
ayirma hunisine alindi. Gerekli ayrim
saglandiktan sonra metanol fazi falkon
tipiine  alimarak 4000 rpm  devirde
santrifiijlendi. Son olarak !4 oraninda mobil
faz ile seyreltildi ve naylon filtreden
stiziilerek HPLC sistemine enjekte edildi.

Yontem Validasyonu

Analitik sonuclarin giivenilirligini saglamak
adina yontem Ozelinde, secicilik, belirtme ve
tayin alt smirlari, dogrusallik, dogruluk,
tekrarlanabilirlik ve ekstraksiyon verimliligi
parametreleri ¢alisilarak sonuglar irdelendi.

Secicilik

3 adet kor krem numunesi 6rnek hazirlama
prosediiriine gore hazirlanarak analizlendi.

Elde edilen  kromatogramlar  kersetin
standardina ait kromatogramlarla
karsilastirildi  ve kersetine ait alikonma

zamaninda herhangi bir sinyal vermedigi
gozlendi.
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LOD - LOQ (Belirtme ve Tayin Alt
Stnirlary)

LOD ve LOQ degerleri sinyal/giirtiltii (S/N)
oranlar1 esas alinarak hesaplandi.

Dogrusallik

Kalibrasyon egrisi, 1.0 ile 10.0 pg/mL
arasinda secilen 6 farkli konsantrasyondaki
standart c¢ozeltinin, pik alan degerlerinin
konsantrasyon degerlerine karst grafige
gecirilmesiyle olusturuldu.

Dogruluk

Yontemin dogrulugunun belirlenmesinde 3
farkli konsantrasyondaki (0.1, 0.5 ve 1.0
pg/mL) c¢alisma standardi kullanildi. 3
konsantrasyon i¢in  bulunan  ortalama
konsantrasyon degerleri, ortalama dogruluk
degerler ve % bagil standart sapma degerleri
(% RSD) Tablo 2’ de sunuldu.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik parametresi i¢in 1.0 pg/mL
konsantrasyondaki standart ¢ozelti 6 kez
sisteme enjekte edildi.

Ekstraksiyon Geri Kazanimi

Ekstraksiyon verimliliginin hesaplanmasi
i¢in kor krem numunesinin iizerine dogruluk
parametresindeki konsantrasyonlarda
standart katimi yapildi. Ornek hazirlama
prosediirii uygulanarak hazirlanan numuneler
HPLC sistemine enjekte edildi. Bulunan geri
kazanim degerleri Tablo 3’ de sunuldu.

2.2.3.2.KNK Kalite Kontrol Calismalari

Ornekler 25°C % 60 ve 40°C % 75 nemde
iklim kabininde bekletildi. Baglangigta ve 3.
ayda vizkozite, pH ve kersetin miktar tayini
caligmalar1 yapildi.  Viskozite denemeleri
icin Brookfield DV-II + Pro Viskozimetre
cihaz1 (T-B pedali, 20 rpm) kullanildi. pH
Olciimleri Mettler Toledo SevenMulti cihazi
ile yapildi. Bu c¢alismalara ait sonuglar ve
krem numunesindeki kersetin miktarlar
Tablo.4’ te sunuldu.

2.2.4. KNK’nin In Vitro Yara Iyilestirici
Etkisinin Belirlenmesi

2.2.4.1.Hiicre Kiiltiirii Calismalart

Calismada kullanilan BJ insan siinnet deri
hiicresi ATCC’den, HaCaT insan keratinosit
hiicresi Ege Universitesi Biyomiihendislik
Fakiiltesinden temin edilmistir. BJ hiicreleri
minimum essential medium (Eagle), 2 mM
glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 1 mM
sodyum piriivat ve %10 fetal bovine serum
(FBS)’den olusan medyumda; HaCaT
hiicreleri ise Dulbecco's MEM, 2 mM
glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 1 mM
sodyum pirtivat ve %10 fetal bovine serum
(FBS)’den olusan medyumda iiretildi.

Tiim hiicreler flasklar1 %80 kaplayacak kadar
uretildikten sonra %0,25 (W/V) tripsin-
EDTA soliisyonu araciligt ile flasktan
ayrildilar ve ¢alismada kullanilmayacak olan
hiicreler %10 DMSO igeren medyumlari
i¢ine koyularak -80°C de dondurulup, -190°C
s1v1 azot i¢inde stoklandi.

2.2.4.2.Hiicre migrasyonu ¢calismalari

BJ ve HaCaT hiicreleri ile gerceklestirilen
hiicre migrasyonu ¢aligmasinda CytoSelect™
24-Well Wound Healing Assay kullanildi.
Kudret nar1 (Momordica charantia L.)

zeytinyagi  maseratt  kreminin  hiicre
migrasyonu etkinligi, zaman ve
konsantrasyon parametreleri  kullanilarak
degerlendirildi. Hazirlanmis olan BJ ve

HaCaT hiicreleri CytoSelect™  24-Well
Wound Healing Assay'e ilave edildi.
Kuyucuk bagina 1, 10 ve 30 pg/mL ornek
olacak sekilde fosfat tamponu ile c¢oziilen
Kudret nar1 (Momordica charantia L.)
zeytinyagi maseratt kremi, kuyucuklara
uygulandi ve 37°C de inkiibe edildi. Kontrol
grubu olarak sadece besiyer kullanilmistir. 0,
3, 6, 24, 48 ve 72. saatlerde hiicreler invert
mikroskopla  goriintiilenerek  fotograflari
cekilmistir. Elde edilen goriintiilerde Image J
programi ile  kareleme yapilmustir.
Goriintilerdeki karelenmis alandaki
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kapanma, kontrol grubu ile kiyaslanarak
degerlendirilmistir (Bilgi vd. 2017).

3. Bulgular
3.1. KNK Formunun hazirlanmasi

Degisik oranlarda farmasotik  kalitede
yardimcr maddeler ile etkin madde olarak
Kudret Nar1 Zeytin yag1 maserat1 kullanilarak
homojen Kirli beyaz renkte bir krem elde
edildi.

3.2. KNK’nin Standardizasyonu
3.2.1. Spektrofotometrik Yontem:

KNK’de Spektrofotometrik yontemle yapilan
Kersetin esdegeri cinsinden total flavonid
miktar1 tayininde 11.03 mg QE/100 g (Std.

Sapma: 0.417, % RSD: 3,783) olarak
bulunmustur.

3.2.2. Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografi
Yontemi

3.2.2.1 Yontem Validasyon Calismalari:

Secicilik
Elde edilen  kromatogramlar  kersetin
standardina ait kromatogramlarla

karsilastirildit  ve kersetine ait alikonma
zamaninda herhangi bir sinyal vermedigi
gozlendi.

LOD - LOQ (Belirtme ve Tayin Alt
Stnrlary)

LOD degeri 0.0094 pg/mL, LOQ degeri ise
0.031 olarak belirlendi. Bu degerlerin yapilan
tiim caligsmalar1 karsiladig1 gozlendi.

Dogrusallik

Kalibrasyon egrisi, 1.0 ile 10.0 pg/mL
arasinda secilen 6 farkli konsantrasyondaki
standart ¢ozeltinin, pik alan degerlerinin
konsantrasyon degerlerine kars1 grafige
gecirilmesiyle olusturulan egri i¢in regresyon
parametrelerinin degerleri y = ax + b
denklemi ile hesaplandi, degerler a = 48547,
b =111.6 ve r = 0.9999 bulundu

Dogruluk

Dogruluk degerleri % 91.5 - %
araliginda tespit edildi.

100.2

Tablo 2: Kersetine Ait Dogruluk Parametresi i¢in Bulunan Degerler (n=3)

Gerc¢ek Kons. (ug/mL) Bulunan Ort. Kons. Dogruluk (Ortalama, % RSD
(ng/mL) %)
0.1 0.1002 100.2 1.136
0.5 0.4885 97.7 0.656
1.0 0.915 91.5 1.197

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik parametresi i¢in 1.0 pg/mL
icin % RSD 0.450 olarak hesaplandi.

Ekstraksiyon Geri Kazanimi

Geri kazanim degerleri % 76.5 - % 82.8
araliginda tespit edildi. 3 konsantrasyon ig¢in
bulunan geri kazanim degerleri, Tablo.3’ te
sunuldu.
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Tablo 3: Kersetine Ait Ekstraksiyon Geri Kazanimi Parametresi i¢in Bulunan Degerler (n=3)

Gercek Kons. (ng/mL)

% Geri Kazanim

0.1 82.8
0.5 79.4
1.0 76.5
3.2.3. KNK’nin Kalite Kontrol Calismalar:
Tablo 4: Kudret Nar1 Krem Numunesine Ait Sonuglar
Kersetin Miktar: Viskozite pH
(ng/mL) (cP)
Baslangi¢ 18.44 £0.157 7780+£226 4.71+£0.014
25°C 18.40+0.346 7620+311 4,75+0.014
3. Ay 40°C 18.25+0.280 6028+246 3,82+0.021

3.4. KNK’nin in Vitro Yara lyilestirici
Etkisinin Belirlenmesi

Kudret nar1 (M. charantia L.) zeytinyagi

maseratt ile hazirlanan krem (KNK)
formunun BJ ve HaCaT hiicreleri iizerinde
hiicre = migrasyon  hizi  incelenmistir.

Hazirlanan kremin BJ ve HaCaT hiicreleri
izerinde hiicre migrasyonu sonuglart Sekil 1,
Sekil 2, Tablo 5 ve Tablo 6’de verilmistir.

BJ hiicrelerinde artan dozlarla birlikte hiicre
migrasyonunun arttig1 goézlenmistir. Bunun
yaninda en yiiksek hiicre migrasyonu 10
pg/mL lik 6rnegin uygulanmasindan 72 saat
sonra gdzlenmistir. Orneklerin
uygulanmasindan 48 saat sonra alinan
gorlntiiler incelendiginde %70-80 oraninda
hiicre migrasyonunun varligi tespit edilmistir.
Ayrica en diisiik konsantrasyon olan 1 pg/mL
lik 6rnegin uygulanmasinda bile 72. saatte
yaklagik %90 lik bir hiicre migrasyonu
olusmustur.

HaCaT hiicrelerinde ise elde edilen sonuglar
kontrol gurubu ile kiyaslandiginda 1 pg/mL
lik Ornegin uygulanmasinda herhangi bir
etkili hiicre migrasyonu gozlenmemistir.

Ancak 10 ve 30 pg/mL lik O6rneklerin
uygulanmasi sonucunda hiicre migrasyon
oranlar1 48. saatten itibaren %80 diizeylerine
cikmigtir.  72. saatte aliman goriintiiler
incelendiginde hiicre migrasyonlar1 10 ve 30
ug/mL lik 6rnekler igin %100 seviyesindedir.

100

Jdid

10 ug/mL 30 ug/mL
BJ

Hiicre Migrasyonu %

Kontrol 1ug/mL

WO0.saat W3 saat W6.saat W24 .s3at W48 saat W72 saat

Sekil 1. BJ hiicreleri iizerinde KNK’in zamana ve
konsantrasyona bagli migrasyon etkisi.

100
20
60 =
40
20
0 = -

1ug/mL 10 ug/mL 30ug/mL
HaCaT

Hiicre Migrasyonu %

Kontrol

W0.saat W3.saat W6 saat W24.saat W48 saat W72 saat

Sekil 2. HaCaT hiicreleri lizerinde KNK’in zamana ve
konsantrasyona bagh migrasyon etkisi.
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Tablo 5: BJ hiicre hatlarinda hiicre migrasyonunun zamana bagli goriintileri

Zaman (saat) Kontrol 1 pg/mL 10 pg/mL 30 pg/mL
0 -: B
et
B
. -| e | -I -I
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Tablo 6: HaCaT hiicre hatlarinda hiicre migrasyonunun zamana bagli goriintiileri

Zaman (saat) Kontrol 1 pg/mL 10 pg/mL 30 ug/mL
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4. Sonuclar

Kudret nar1 — zeytinyagi maseratt ve
farmasotik  kalitede yardimc1r  maddeler
kullanilarak hazirlanan laboratuvar Olgekli
krem formu total flavonoid igerigi lizerinden
standardize edilmis, yapilan 40 °C % 60
nemde yliriitiilen c¢aligmalarda {iriiniin stabil
oldugu gosterilmistir.

Literatiirde kudret nar1 meyvesi, bundan
hareketle hazirlanan ekstreler ile yapilan pek
¢ok caligma yer almakla birlikte bu
kapsamda bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Sar1 kantaron Hypericum perforatum L.
ektrakt1 ile yapilan bir diger calismada ise
HaCaT hiicrelerinde migrasyonunu ATP-
Ca?* sinyalini arttirarak hiicre migrasyonunu
hizlandirdig tespit edilmistir.

Flavonoidler HaCaT hiicrelerine uygulanan
yara  modelinde  hiicre = migrasyonunu
hizlandirmistir ( Moonja vd. 2014).

Korede yanik tedavisinde geleneksel bir
bitkiden elde edilen merhemin yara
tyilestirme ozelligi HaCaT hiicrelerinde
migrasyon izlenerek incelenmistir. 24 saatte
hiicre migrasyonuna etkisi gozlemlenmistir.
(Jun vd.2016).

Literatiir incelendiginde bitki ekstraktlari ile
yapilan pek c¢ok calisma mevcuttur. Bu
calismada bizim kullandigimiz hazirlanan
Kudret Nar1 Kreminin literatiirde bulunan
caligmalara kiyasla hiicre migrasyonunu daha
da arttirdig1 tespit edilmistir (Pigkin vd.
2014).

5. Oneriler

Yapilacak ileri c¢aligmalarla  gelistirilen
kremin deney  hayvanlar iizerinde
yiiriitiilecek farmakolojik ve toksikolojik
calismalarla sonucunda geleneksel bitkisel
tiriinler yonetmeligi cergevesinde
ruhsatlandirilabilecektir.
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