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0z
Amag: Bu calismadaki amacimiz Mentha spicata (MS) tiriniin ucucu yag
ekstresinin kimyasal ve antioksidan kompozisyonunu, bu bitkiye ait ekstrenin

antibakteriyel aktivitesini ve sican damak bolgesinde yara iyilesmesi
tizerindeki etkinligini degerlendirmektir.

Yontem ve gerecler: MS ekstresinin antioksidan aktivitesi DPPH serbest
radikal giderim, ABTS katyon radikal giderim ve CUPRAC yontemleri ile tayin
edildi. Aynca tirin antiaging potansiyeli elastaz ve kollajenaz enzim
aktiviteleri ile belirlenerek ugucu yag icerigi GC-MS/FID ile analiz edildi.
Yara iyilesmesindeki etkinligin degerlendirilmesi amaciyla da 8-10 haftalik,
56 adet Wistar albino tiirii erkek ratin damaginda 4 mm capinda eksizyonal
yara bolgesi olusturuldu. Denekler; kontrol grubu (K), ve Mentha spicata (MS)
grubu seklinde 2 esit gruba béliindu ve 3, 7, 14 ve 21. giinlerde sakrifiye
edildi. Yara bolgelerinden histopatolojik inceleme icin doku ornekleri alindi.
Histopatolojik olarak; vaskilarizasyon, polimorfonukleer [Okosit (PMN)
sayisi, kollajen dejenerasyonu, fibrozis, vaskiiler endotelyal blyiime faktorii
(VEGF) ve vimentin parametreleri degerlendirildi. Antimikrobiyal etkinligin
saptanmasinda ise Streptococcus mitis (S. mitis) ve Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) bakterileri kullanildi. Kloroben gargara ile MS
ekstreli sollisyonun, bu iki oral bakteri lizerindeki etkisi de degerlendirildi.
Calisma verileri degerlendirilirken niceliksel verilerin karsilastirilmasinda
normal dagiim gostermeyen olciimlerin ikiden fazla grup (bu makalede
belirtilmemis 3.grup da dahil olmak lizere) karsilastirmalarinda, Kruskal
Wallis testi ve Dunn coklu karsilastirma testleri kullanildi.

Bulgular: Antioksidan degerlendirmede; daha ¢ok monoterpenlerden olusan
MS ucucu yag ekstresi orta derecede aktif bulundu. Yara iyilesmesindeki
istatistiksel analiz sonuclarina gore ise; MS grubu, kontrol grubu ile
karsilastirldiginda, 14 ve 21. giinlerde anlamli olarak azalmis
vasklarizasyon, PMN, kollajen dejenerasyonu, fibrozis ve vimentin degerleri
goriiliirken; aym giinlerde VEGF degerleri anlamli olarak fazla bulundu.
MS’nin S. mitis ve Aa bakterileri bir antibakteriyel etkisi tespit edilmedi.

Sonug: Mentha spicata’mn ise agiz ici yara iyilesmesinde orta derecede etkili
oldugu goriildu.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel, Antioksidan, Kloroben, Mentha Spicata,
Yara lyilesmesi

ABSTRACT

Background: The aim of this study was to evaluate the chemical and
antioxidant composition of the essential oil extract of the species Mentha
spicata (MS), the antibacterial activity, and its effectiveness on wound
healing of the extract of this plant in the palate area on the rat.

Methods and materials: Antioxidant activity of MS extract was determined
by DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging, and CUPRAC
methods. In addition, the antiaging potential of the specie was determined
by elastase and collagenase enzyme activities, and the essential oil content
was analyzed bu GC-MS/FID. To evaluate the effectiveness of wound healing,
a 4 mm excisional wound was created on the palate of 56 albino Wistar male
rats aged 8-10 weeks.

Subjects were divided equally into two groups a control group (K) and the
Mentha spicata (MS) treatment group, which were sacrificed on days 3, 7, 14
and 21. Tissue samples were taken from the wound sites for histopathological
examination. Histopathologically, vascularization, polymorphonuclear
leukocytes (PMN) count, collagen degeneration, fibrosis, vascular endothelial
growth factor (VEGF), and vimentin were evaluated. Streptococcus mitis (S.
mitis) and Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) bacteria were used
to determine antimicrobial activity. The effect of Chloroben mouthwash and
MS extract solution on these two bacteria was evaluated. While evaluating
the study data, Kruskal Wallis test and Dunn's multiple comparison tests were
used for comparison of quantitative data in comparison of non-normally
distributed measurements in more than two groups (A third group was
included in the study but not mentioned in this article).

Results: In antioxidant evaluation, MS essential oil extract, consisting mostly
of monoterpenes, was found to be moderately active. According to the
statistical analysis results in wound healing, significantly decreased
vascularization, PMN, collagen degeneration, fibrosis, and vimentin values
were observed in the MS group, compared to the control group on days 14 and
21; VEGF values were found to be significantly higher on the same days. No
antibacterial effect was detected against bacteria of MS.

Conclusion: Mentha spicata was found to be moderately effective in wound
healing in the mouth.

Key words: Antibacterial, Antioxidant, Chloroben, Mentha Spicata, Wound
Healing

GIRiS

Ag1z sagligi genel refahi ve yasam kalitesini etkilemektedir. Agiz boslugu kotii uyum saglamis protezler, yetersiz fircalama, keskin veya kirik kenarli
disler, asit veya alkali Giriin/ ilaglarin kullamimi, cerrahi prosediirler ve digerler sebeplerden dolay siirekli olarak travmatik yaralanmalara maruz
kalir.' Cogu durumda, agrn ve rahatsizlik durumu, etkilenen dokunun normal sekilde iyilesmesiyle veya rutin palyatif tedaviden sonra
diizelmektedir. Fakat cigneme kaynakli travma, nispeten genis komensal agiz florasi ve yiiksek seviyelerde dental plak (cerrahi sonrasi mekanik
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plak kontroliiniin zor olmasi nedeniyle) iyilesme siirecinin normal seyrini bozabilir.2

Yiksek standartta plak kontroliinuin stirdirilmesi ve bakteriyel kontaminasyonun onlenmesi, periodontal ve implant cerrahisinin basarili sonucu
icin de belirleyici faktorlerdendir. Periodontal cerrahiden sonra yardimci kemoterapotik ajanlarin kullanimi, bakteriyel plak birikimini, ameliyat
sonrasi agriy1, sisligi, doku 6demini azaltir, yara iyilesmesini hizlandinr ve klinik sonuclan iyilestirir. Antibiyotikli pomadlar, bagisiklik sistemini
baskilayic1 ajanlar, antiseptik gargaralar gibi cesitli topikal veya sistemik ilaclar bu amacla kullanmilmaktadir. Bunlar disinda alternatif olarak
“sifali bitkilerin farkli dozaj formlarindan izole edilmis, aktif maddeler kullamlmadan terapétik kullanim” seklinde tamimlanan® dogal bitkisel
ilaglar arasinda arastirma yapmak mantikli bir yaklasim olarak kabul gormektedir?, clinkii antik caglardan beri baslica care olarak kullanilan
bitkisel ilaglar, biyomedikal faydalarinin yam sira insan sagligin1 korumada giinimiize biiyiik katkilar saglarmistir.> Bu amagla yapilan preklinik
calismalar, agiz bakiminda dogal driinlerin endikasyonlarindaki potansiyelin belirlenmesi icin bir temel saglamistir ve saglamaya devam
etmektedir.®

Mentha Spicata

Mentha spicata L., Lamiaceae familyasina ait bitkilerden kok sapli ve tiysiiz, cok yillik ve ticari olarak en yaygin yetistirilen bitkilerden biridir.
Avrupa, Afrika, Avustralya ve Kuzey Amerika dahil olmak iizere bircok iklime dagilmis sekilde yetismektedir. Mentha spicata (MS) mide-bagirsak
ve solunum rahatsizliklar icin kéti nefesin giderilmesinde, spazm 6nlemede, idrar soktiiriicti ve yatistiricl ajan olarak kullamlmistir.” MS’nin
siskinlik 6nleyici 6zelligi vardir ve gastrointestinal rahatsizigin tekrar etmesini dnler.® Bu bitkinin otu, 6zleri ve ucucu yagi cesitli hastaliklarla
miicadele etmek veya rahatsizliklar gidermek amaciyla uzun siiredir kullanilmaktadir.®

Yara iyilesmesindeki etkisini degerlendirmek icin MS ekstresi kullanilarak yapilan bir calismada, ekstrenin uygulanmasinin, histolojik belirtecleri
zayiflatmasinin yaninda, kolon hasarinin ve iltihaplanmanin azalmasina da yol actig1 goriilmistiir. Calismacilar, nane oziitiiniin akut ve kronik
anti-inflamatuar aktivite sergiledigini diisinmiistiir.’ Arumugam ve ark. pencelerinde akut ve kronik inflamasyon olusturduklari sicanlar
tzerinde yaptiklar calismalarinda, MS’nin yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinin antioksidan aktivite yoluyla kronik inflamasyonu
azalttigim gostermislerdir.’ MS bitkisinin (imit verici bu calismalarin sonuglarina dayanilarak yara iyilesmesinde hizlandiric1 etki potansiyeline
sahip olabilecegi ongoriilebilir.

Bu bilgiler 1s181nda calismamiz, MS bitkisinin antioksidan kompozisyonunu, in vitro antibakteriyel aktivitesini ve bu bitkiye ait ekstrenin sican
damak bolgesinde yara iyilesmesi iizerindeki etkinligini arastirmayr amaclamistir.

YONTEM VE GEREGLER
Etik Onay

Deneyin hayvan kullamm protokoldi, 06-01-2021 tarihli toplantida Dicle Universitesi Veteriner Hekimligi Fakiiltesi Hayvan Bakim ve Kullanim
Komitesi tarafindan onaylanan calisma; Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2020/42 proje numarasi ile
desteklenmistir.

Bitki Materyali, Ucucu Yagin Eldesi ve Analizleri

Diyarbakir-Gaziantep cevresinden 2020 yilinda toplanan MS bitkisi, Flora of Turkey’e gore teshis edilmistir. Ornek Yiiziincii Yil Universitesi, Fen
Fakiiltesi herbaryumunda saklanmak iizere kurutulmustur. Golgede kurutulan orneklerin Clevenger ile ucucu yagi elde edilmistir. Ucucu yag
numunesinin bilesenleri Dicle Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi’nde Agilent model kiitle spektrometre cihazi ile kombine edilen Agilent marka
7890A model GC/FID gaz kromatografi ile belirlendi. Orneklerin antioksidan 6zelliklerini belirlemek icin ABTS katyon radikali, DPPH serbest
radikali ve CUPRAC (bakir (I1) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) ydntemleri kullamldi. Ornegin anti-aging potansiyelini belirlemek icin de
elastaz ve kollajenaz inhibitor aktivite yontemleri kullanildi.

Deney Hayvanlan

Yara iyilesmesi etkinligi degerlendirmesi icin 8-10 haftalik, ortalama 250-300 g, N= 56 adet Wistar albino tiirii rat basit rastgele randomizasyon
yontemi ile kontrol grubu (K) ve MS ile irrigasyon yapilacak grup (MS) olmak Uzere 2 esit ana gruba bolundii (N=28). Daha sonra bu gruplar kendi
icinde deneklerin sakrifiye edilecegi giinler temel alinarak her alt grupta 7 adet denek olmak lizere 4’er alt gruba daha ayrildi (n=7).

Grup 1-(K): 28 adet denek dahil edildi. Travma olusturulduktan sonra hicbir uygulama yapilmadi.

Grup 2-(MS): 28 adet denek dahil edildi. Travma olusturulduktan sonra, 1.glinden baslanmak iizere 7 giin boyunca 1.2 mg/ml (1200 ppm) MS
ekstreli soliisyon ile irrigasyon yapildi.

Cerrahi Yara Modeli

Arastirmada benimsenen palatal yara modeli, lezyon genisligi (dairesel sekil) ve derinligi (mukoperiostun cikarilmasi ve palatal kemiginin agiga
cikmasi) dikkate alinarak basit standardizasyon teknigine dayandirildi. Pilot calismalara dayanilarak®'>'3 sert damakta mukoperiostal alanda,
sol molar bolgeden 4 mm capinda celik trefan frez kullanilarak tam kalinlikli flep kaldirildi (Resim 1). Eksize edilen doku kiint diseksiyonla
cikarildi ve yara sekonder iyilesmeye birakildi. Yara olusturulan giin 0. giin kabul edilmek kosuluyla; deneklere, uygulama yapilacak grup icin
belirlenen konsantrasyonda topikal soliisyon (1 cc) travma olusturulduktan 1 giin sonra uygulanmaya baslandi ve her giin bir kez ayn1 saatte, 30
sn siireyle irrigasyon uygulandi. Denekler, kafeslerde yediserli gruplar halinde, altlarinda talas olacak sekilde metal kafeslere yerlestirilip yerel
hayvan barinag sartlari altinda, suya ve standart besine serbestce ulasacak sekilde barindirildi.

Calisma sonunda deney hayvanlan yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edildi. Deneklerin sakrifiye edilecegi giinler bilimsel acidan kesinlik
tasimiyor olsa da yara iyilesmesi siirecinde temel oldugu distiniilen 3, 7, 14 ve 21. giinler olarak belirlendi.? '
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Resim 1. Cerrahi yara alan1 olusturma

Histolojik Yontem

Histopatolojik inceleme yapilmasi amaciyla tim gruplarda yara bolgelerinden alinan doku ornekleri ve seri kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E)
ile; VEGF ve Vimentin’i belirlemek icin de indirekt immunoperoksidaz yéntemi ile boyandi. inceleme icin dokular 6nce %10’luk cinko formaldehit
solisyonuna ve sonrasinda rutin parafin doku takibine alindi. 24 saat sonra, 1 ay sireyle %10’luk seyreltilmis formik asit sollisyonunda
dekalsifikasyon amaciyla bekletildi. Yumusamis dokular 6 saat akar cesme suyu altinda bekletildi. Dokular etil alkol serilerinden gecirildikten
sonra seffaflastirma islemi icin ksilende bekletildi. Daha sonra dokular infiltrasyon icin 58°C sicakliktaki parafin yagina alindi. Nihai olarak
dokular parafin bloklara gomiildii ve mikrotom (katalog no: Leica RM2265, Wetzlar, Germany) yardimiyla bloklardan boyamalar icin 4-6 pm
kalinliginda kesitler alind1.

Mikrobiyolojik Yontem

Antibakteriyel etkinligin saptanmasinda S. mitis tip A (RSKK 15007) ve Aa (RSKK 95017) suslan kullanildi. Bakteriler vejetatif formlar icin Triptic
Soy Broth (TSB, Condalab, ispany) besiyerine alindi. Daha sonra Mueller Hinton Fastidious Agar (Liofilchem, Roseto, Italya) besiyerlerine ekimleri
yapildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra taze kiiltiirler elde edildi. Avrupa Antimikrobiyal Duyarliik Testleri Komitesi (EUCAST,2019)"
onerileri dogrultusunda suslar iizerine MS ekstresinin in vitro antibakteriyel etkinligi, Mueller Hinton Fastidious Agar besiyerinde Agar well
diflizyon yontemi kullamlarak calisildi. S. mitis ve Aa taze kiilturlerinden 1-2 koloni alinarak steril tuzlu su (% 0.85 NaCl) icinde bakteri soluisyonu
hazirland1. Bakteri siispansiyonunun yogunlugu, yaklasik 1-2 x 108 CFU/mL’ye karsilik gelen McFarland 0.5 standardi olacak sekilde, kalibre
edilmis fotometrik cihaz yardim ile gerceklestirildi. McFarland bakteri soliisyonlarindan agar yiizeyine steril ekiivyonla yayilarak ekim yapildi.
Agarda, 6 mm capinda delikler olusturuldu ve kuyulara test edilecek bitki ekstresinden 50 pl konularak 35°C +/- 2’de 24 saat etiivde inkiibe
edildi." Kuyulara konulan soliisyonlarin besi yerlerine emilebilmesi icin 30 dk bekletildikten sonra etiive birakildi. Testler {i¢ kez tekrar edildi.
inkiibasyon sonunda petri kutulan iizerindeki zon caplan élciildii.

BULGULAR
Antioksidan Degerlendirme Bulgulan

DPPH aktif bir antioksidan olciitu kabul edilmek uzere; 1 mg ekstredeki total fenolik bilesik artis1 antioksidan 6zellik artisi ile orantilidir. Total
fenoliklerin bir alt simfi olan flavanoidler, fenoliklerle aym etkiye sahiptir. MS ekstresinin DPPH’da aktif olmamasina ragmen, ABTS ve CUPRAC’a
orta derecede aktif oldugu bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Antioksidan degerlendirme bulgular

Mentha spicata - >1000 78.98+1.56 62.23+1.03
BHT = 52.98+1.23 15.09+0.77 9.07+0.31
a-TOC = = 15.79+0.49 8.99+0.36 15.17+0.19

a: Sonuglar 1C50 degerleri olarak verilmistir ve degerler 3 paralel él¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir
b: Pirokatekole esdeger fenolik icerik (y = 0.0624 (ug) + 0.0445 (r2: 0.9945)
c: Kersetine esdeger flavonoid icerik. (y = 0.0373 (ug) + 0.0747 (r2: 0.9949)

Tiiriin Enzim Aktivitesi (% inhibisyon) ve icerik Analiz Bulgulan

Anti-aging potansiyeli degerlendirmesinde, tiirlin etanol ekstresi 50 ug/ml konsantrasyonda standart referans bilesiklere gore iyi derecede
elastaz enzim aktivitesi gosterirken (%31.09+0.74 inhibisyon), orta diizeyde kollajenaz enzim aktivitesi (%20.34+0.13 inhibisyon) gosterdigi
tespit edilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Enzim inhibisyon oranlan

M. spicata 31.09+0.74 20.34+0.13
Epikatesin gallat* - 76.31+1.45

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (50 pg/ml).
b: Standart madde

MS ekstresinin iceriginde GC-MS analiz sonuclarina gére 27 bilesen tespit edilmis olup, ucucu yagin icerigi %99.26 oraninda aydinlatilmistir.
Major bilesenler olarak karvon (%42.33), limonen (%28.07) ve karveol (%11.80) bulunmustur. Genel olarak icerigin monoterpen agirlikli oldugu
goriilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Mentha spicata icerik analizi

7,5781 a-Pinen 0,8421 Co-GC, MS, RI

9,2487 B-Pinen 1,2349 Co-GC, MS, RI

10,2471 3-Oktanol 0,4612 Co-GC, MS, RI

11,6032 I-Limonen 28,0707 Co-GC, MS, RI

12,9633 X-Terpinene 0,2912 Co-GC, MS, RI

17,9551 &-Terpinol Co-GC, MS, RI

19,0719 3-Siloheksen-1-metanol 0,1555 Co-GC, MS, RI

21,0217 Karveol 2,4857 Co-GC, MS, RI

21,5293 D-Karvon 42,3327 Co-GC, MS, RI

25,2889 Dihidrokarvil asetat 2,6417 Co-GC, MS, RI

27,9438 B-Elemen Co-GC, MS, RI

31,5066 Germakren-D 0,5813 Co-GC, MS, RI

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal parametrelerin istatistiksel analizi

Calismanin histopatolojik degerlendirilmesi, boyamanin yogunluguna gére Godbole ve ark’nin'” H-skor yontemine dayanilarak yapildi. inceleme
icin kullamilan skalada vaskiilarizasyon, PMN hiicre sayisi, kollajen dejenerasyonu, fibrozis ve VEGF ile vimentin parametreleri bulgularin
siddetine gore 1 (yok), 2 (hafif), 3 (orta) ve 4 (siddetli) olacak sekilde skorlandi ve elde edilen verilerin istatistiksel analiz sonuclarina gore,
degerlendirme yapildi.

Calismada bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin SPSS 24 programindan yararlamldi (IBM SPSS Inc., Armonk, NY, USA).
Parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testiyle degerlendirildi. Calisma verileri degerlendirilirken niceliksel verilerin
karsilastinlmasinda normal dagiim gostermeyen &lciimlerin ikiden fazla grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve Dunn coklu
karsilastirma testleri kullanildi. Elde edilen p degerinin 0.05’ten kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Yar Kantitatif Histolojik Degerlendirme:
3. giin

Yara iyilesmesinin 3. giiniinde grup ici karsilastirmada 3. giinde grup 1’in, grup 2’ye gore anlamli olarak fazla pozitif hiicreye sahip oldugu
bulundu. Grup 1’de kollajen dejenerasyonu acisindan giinler arasinda anlamli fark bulunmazken; Grup 2’de de 3. giinde dejenerasyon diger
glinlere kiyasla anlamli olarak fazla bulundu (Tablo 4).

7. giin

iyilesmenin 7. giiniine gelindiginde ise grup 2; grup 1’den anlamli olarak az vaskiilarizasyon ve PMN hiicre sayisi pozitifligi gosterdi. 7. giinde
grup 2; grup 1’den anlamli olarak daha az fibrozis sergiledi. Ayn1 giinde grup 2’nin, grup 1’e gére anlamli olarak az pozitif hiicreye sahip oldugu
bulundu (Tablo 4).
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14. giin

14. giinde grup 2, grup 1’den anlamli olarak az vaskiilarizasyon ve PMN hiicre sayis1 pozitifligi gosterdi. Yine iki grupta da 3. giin saptanan PMN
sayis1 14. giine gore anlamli olarak daha fazlaydi. Grup 1’de ise 7. glinden 14. giine PMN hiicre sayisinda anlamli azalma gozlendi. Grup 2; grup
1’den anlamli olarak daha az fibrozis sergiliyorken; ayni grupta 3. giine kiyasla 14. giinde anlamli olarak azalmis fibrozis tespit edildi. 14. giinde
ise grup 2, grup 1’den anlamli olarak daha fazla VEGF pozitif boyanan hiicre sergiledi. Grup 2’de 3. gune kiyasla, 14. ginde anlamli olarak fazla

VEGF pozitifligi goriildli. Grup 1’de 7. giinde 14. giine kiyasla anlamli olarak fazla vimentin pozitif hiicre oldugu goriildii (Tablo 4).

21. giin

21. glinde grup 2, grup 1’den anlaml olarak az vaskilarizasyon gosterdi. Grup ici karsilastirmada grup 2’de, 3. gin ile 21. gunler arasinda
vaskiilarizasyonda anlamli olarak azalma tespit edildi. 21. giinde grup 2, anlamli olarak grup 1’den daha az PMN hiicre sayisi pozitifligi sergiledi.
Grup ici karsilastirmada tiim gruplarda 3. ve 7. giinlerde saptanan PMN sayisi ve fibrozis 21. giine kiyasla anlamli olarak fazlaydi. 21. giinde
grup 2; grup 1’den anlamli olarak daha az kollajen dejenerasyonu ve fibrozis sergiledi.

GRUP MENTHA SPICATA KONTROL
GUN

3.GUN
Belirgin dilate damar (siyah ok), kollajen dejenerasyonu (kirmizi ok), ddem | Artnus kan damarlari (siyah ok), inflamatuar agregasyon (kirmizi ok), 16kosit
(mavi ok), inflamatuar agregasyon (beyaz ok) hiicresi (mavi ok), 6dem (beyaz ok)

7.GUN
Fibroblast (siyah ok), azalmus dilate damar  (kirmizi ok), azalmis konjesyone llf?dotelyal .hiierp lozi (siyah ok), konjesyon (kirmizt ok), soliter inflamatuar
yapi (mavi ok), kollajen yap1 (beyaz ok) fiere (mavi ok)

14.GUN
Kollajen yap1 (siyah ok), azalmis inflamatuar hiicre (kirmizi ok), yag hiicresi | Inflamatuar yapi (siyah ok), damar dilatasyonu (kirmiz1 ok), konjesyone yapt
(mavi ok) (mavi ok)

21. GUN
Siki kollajen yapi (siyah ok), artmus ekstra selliiler matriks (kirmuzi ok), soliter | Belirgin kollajen yap: (siyah ok), azalmis damar dilatasyonu (kirmizi ok),
16kosit (mavi ok) soliter inflamatuar hiicre (mavi ok)

Resim 2. Gruplarin H&E boyama bulgular
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Yine 21. glinde grup 2, grup 1’den anlamli olarak daha fazla VEGF pozitif boyanan hiicre sergiledi. Grup ici karsilastirmada VEGF acisindan;
grup 1’de 3. ve 7. giinler, 21. giine kiyasla anlamli olarak fazla VEGF pozitif hiicre tespit edildi. Grup 2’de 3. giine kiyasla 21. giinde; 7. giine
de kiyasla 21. giinde anlamli olarak fazla VEGF pozitifligi goriildi. 21. glinde grup 2’nin, grup 1’e gére anlamli olarak az pozitif hiicreye sahip
oldugu bulundu. Yapilan grup ici karsilastirmada vimentin pozitifligi acisindan tiim gruplarda 3. ve 7. giinler, 21. giine kiyasla anlamli olarak
fazla vimentin pozitif hiicre goriildi (Tablo 4).

Tablo 4. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal parametrelerinin istatistiksel analizi,

KARSILASTIRMA Gruplar arasi karsilagtirma Grup igi karsilastirma
PARAMETRE
Zaman Gruplar P Grup Zamanlar P
7.giin Grup2-Grupl 0,005 Grupl 21.gln-14.giin 0,341
14.giin Grup2-Grupl 0,003 21.gin-7.gn 0,019
21.giin Grup2-Grupl 0,001 21.giin-3.giin 0,001
14.giin-7.giin 0,166
P 14.giin-3.giin 0,016
VASKULARIZASYON 7 gin3.g0n 0307
Grup2 21.gin-14.gin 0,468
21.glin-7.glin 0,094
21.gin-3.giin 0,001
14.giin-7.giin 0342
14.giin-3.giin 0,002
7.giin-3.giin 0,027
Zaman Gruplar [ Grup Zamanlar [
7.gin Grup2-Grupl, 0,001 Grupl 21 gin-14.gin 0334
14.giin Grup2-Grupl 0,003 21.gin-7.gin 0,003
21.giin Grup2-Grupl 0,001 21.gin-3.gin 0,001
14.giin-7 giin 0,049
14.giin-3.glin 0,021
7.gin-3.giin 0,730
PMN Grup2 21.gin-14.gin 0322
21.giin-7.giin 0,020
21.giin-3.giin 0,001
14.giin-7 giin 0,181
14.giin-3 giin 0,003
7.glin-3.giin 0,099
Zaman Gruplar [ Grup Zamanlar [
7.gin Grup2-Grupl 0,005 Grup2 21.giin-14.giin 0,704
KOLLAJEN  DEJENERASYONU 14.giin Grup2-Grupl 0,001 21.gln-7.gin 0,277
21.giin Grup2-Grupl 0,001 21.gun-3.gin 0,002
14.giin-7.giin 0,480
14.giin-3.giin 0,007
7.gin-3.glin 0,044
Zaman Gruplar P Grup Zamanlar P
7.gin Grup2-Grupl, 0,007 Grupl 21.gin-14.gin 0,258
14.giin Grup2-Grupl, 0,004 21.giin7.giin 0,016
21.giin Grup2-Grupl 0,003 21.gin-3.gin 0,007
14.giin-7.giin 0,205
FIBROZIS 14.giin-3.giin 0115
7.giin-3.giin 0,758
Grup2 21ginld.gin 0432
21.giin-7.giin 0,032
21.giin-3.giin 0,001
14.giin-7.gin 0,175
14.giin-3.gin 0,005
7.giin-3.giin 0,154
Zaman Gruplar Grup Zamanlar [
3.gin Grup2-Grupl 0,037 Grupl 21gin-14.gin 0,500
14.giin Grup1-Grup2 0,013 21.giin-7.giin 0,043
21.giin Grup1-Grup2 0,001 21.giin-3.giin 0,002
1 14.giin-7.giin 0178
14.giin-3.giin 0,018
VEGF 7.giin-3.gin 0,308
Grup2 3.gin-7.gin 0,600
3.giin-14.giin 0,036
3.gin-21.giin 0,009
7.giin-14.gin 0,115
7.giin-21.giin 0,036
14.giin-21.giin 0,600
Grup Zamanlar P
Zaman Gruplar Grupl 21.gin-14.gin 0,756
3.giin Grup2-Grupl, 0,005 2157 gin 0021
21.giin-3.giin 0,001
14.giin-7.giin 0,045
7.giin Grup2-Grupl 0,025 14.giin-3.giin 0,003
7.gin-3.giin 0317
VIMENTIN Grup2 21.giin-14.giin 0,107
21.giin Grup2-Grupl, 0,001 21.gin-7.giin 0,003
21.giin-3.giin 0,001
14.gin-7.giin 0,161
14.gin-3.giin 0,052
7.giin-3.gin 0,591

Mikrobiyolojik Deney Bulgulari

Antibakteriyel etki degerlendirmesi yapmak amaciyla klorheksidin icerikli gargara tercih edildi. Genis spektrumlu giiclii bir antimikrobiyal olan
Klorheksidin diglukonat, dis hekimligi alaninda altin standart olarak18 goriilse de dis lekelenmesi, tat almada degisiklik, oral mukozanin tahrisi
gibi baz1 potansiyel yan etkileri vardir19. Bu yan etkiler, klorheksidinin gargara olarak uzun sureli kullanimini ve hastalar tarafindan kabul
edilebilirligini sinirlar. Bu nedenle, ilgili alanda bazi yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi, agiz saglig1 problemlerini giivenli bir sekilde
yonetmek icin gereklidir.

Kloroben gargara ile MS ekstreli soliisyonun, iki oral bakteri lizerindeki etkisini gosteren ilgili plakalardaki bolgelerin boyut olctimlerinin
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istatistiksel analiz sonuclan ve karsilastirmalari Tablo 5’te gosterilmistir. Yapilan karsilastirmada, Kloroben; MS grubuna gore anlamli olarak
fazla antibakteriyel etki gostermistir.

Tablo 5. Kloroben ve MS’nin 2 bakteri iizerindeki etkinlik degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Aggregatibacter Actinomycetemcomitans Mentha Spicata-Kloroben 0,014
Streptococcus Mitis Mentha Spicata-Kloroben 0,007
TARTISMA

Yara iyilesmesi, surekli, ortusen ve kesin olarak programlanmis dort asamadan olusur ve her asamadaki olaylar kesin ve duzenli bir sekilde
gerceklesmelidir. islemdeki kesintiler, anormallikler veya uzama, yara iyilesmesinin gecikmesine veya iyilesmeyen kronik bir yaraya neden
olabilir.?% Normal yara onariminin temel bir 6zelligi, yerlesik bir iyilesme yanmitinin ayirt edici 6zelligi olan fibroblastlar, kollajen ve kan
damarlarim iceren fibrovaskiler doku gibi granulasyon dokusunun olusumudur. Vaskiiler bilesen, yeni damarlarin yaralanmadan 3 giin sonra
ortaya ciktig1 anjiyogeneze baglidir. Anjiyogenezin inhibisyonu ise yara iyilesmesini bozar.?' lyilesmenin 7. giiniine gelindiginde yeniden
damarlanma siireci aktif iken, zamanla grantilasyon dokusu olustukca yeniden damarlanma siireci duraklamaktadir.?2 Kontrol disi artrms
anjiyogenezin asin graniilasyon dokusuyla sonuclandigi ve yara iyilesmesini bozdugu daha 6nce vurgulanmisken?, mevcut calismada MS
grubunda calismanin 3.giiniinde damar yogunlugu en fazla ve 21. giine kiyasla anlamli olarak yiiksek ise ve damar yogunlugu kontrol grubu ile
iliskili bir sekilde anlamli olarak azalmistir.

1-2. giinlerde PMN hiicreler maksimum sayiya ulasirlar ve enfeksiyon yoklugunda yaklasik 2-3 giin sonra azalirlar?*%. Calismamizda MS grubunda
21. glin PMN degerleri, 3. giin degerlerine kiyasla anlamli olarak azalma gostermistir. Yara iyilesmesinin iciincii fazinda ise inflamatuar
hiicrelerin cogu, hiicre 6lumi mekanizmalari nedeniyle yara alanindan kaybolmaktadir.? Calismamizda 21. giinde kontrol grubuna kiyasla MS
grubunda anlamli olarak azalmis PMN degerleri tespit edildi. Notrofillerin gerektiginden fazla aktive olmasi enzim salinimi ve notrofilleri daha
fazla toplayan ve dongiiyu devam ettiren doku bozulmasi ile sonuclanir. Sonug olarak, fibroblastlar hiicre dis1 matrisin depolanmasinda ilerleme
kaydedemezler, ciinki kollajenin yikimi sentezinden daha hizli gerceklesir. Bu nedenle kontrolsiiz bir inflamatuar yamit, yara iyilesmesini
desteklemekten cok engellemektedir.”’ Mentha ailesine ait 3 adet ucucu yagin (M.spicata, M.piperita, M.suaveolens) anti-inflamatuar
aktivitesinin sicanlarda belirlendigi bir calismada, iltihabin indiklenmesinden sonra 2, 3 ve 4. saatlerde yapilan histolojik degerlendirmede
MS’den elde edilen ugucu yag ile tedavi edilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir anti-inflamatuar etki gézlenen calismanin sonuglan,
mevcut calismamizin sonuclan ile uyumludur.?® Ayrica MS’nin PMN degerlerinde 14 ve 21. giinlerde anlamli azalma gostermesi, yara
iyilesmesinin ilerleyen asamalarinda inflamatuar hiicre sayisinda azalma egilimi ile uyumludur.? Asin iltihaplanma, kronik yaralarda bulunan
zayif iyilesmenin nihai nedeni oldugundan, cogu tedavi iltihab1 azaltmay1 amaclar. Cerrahi debridman ve yara bakim yontemleri, nekrotik doku
ve proteaz yiikiinii azaltmayi, bdylece yaramin sanal olarak akut iyilesme fazina geri dsnmesini saglamay1 amaclar. Inflamasyon seviyesi daha
sonra disiik tutulursa, yara daha sonra ilerleyebilir ve iyilesmeye baslayabilir.?”

Bunun aksine cok sayida aktive edilmis notrofil, asin miktarda parcalayici matriks metalloproteinazlara (MMP'ler), ozellikle MMP-8 ve
notrofilden tiiretilen elastazlara yol acar. MMP'ler arasinda, sirasiyla saglam ve hasarli fibriller, kollajeni parcalayan kollajenazlar ve
jelatinazlar, yara iyilesmesi sirasinda kollajen dongiisu icin anahtardir. Kollajen | ve 1ll, MMP-1 (kollajenaz-1) ve MMP-8 (kollajenaz-2) tarafindan
parcalanirken, kollajen IV MMP-9 (jelatinaz) tarafindan parcalanmir30. Fibroblastlar ise kollajen birikimine katkida bulunmanin yaninda, kollajen
yikimi, fibroblast proliferasyonunu anjiyogenez ve yeniden epitelizasyona yol acan buyiume faktorlerinin sentezini destekleyen fragmanlan
serbest birakir. Yara iyilesmesinin ideal sekilde gerceklesebilmesi icin bu yapim ve yikimin dengede olmasi gerekir. Mevcut calismada MS
grubunda, 7, 14 ve 21. giinlerde kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak az kollajen dejenerasyonu sergilemis ve kollajen dejenerasyonunu
azaltma etkinliginin kontrol grubundan yiiksek oldugu goriilmiistiir.

inflamasyon faz1 sirasinda, kollajen yikimindan kaynaklanan coziiniir parcalar, mikroorganizma ve cansiz dokuyu uzaklastirmak icin yara
bolgesine gelecek makrofajlar gibi bagisiklik hiicrelerini uyarir. Bu uyari, proliferatif faza gecise yardimci olur. Bu asamada, kollajen
fragmanlari, yeni kan damarlarinin gelisimini desteklemek icin guclu anjiyojenik sinyaller olarak hizmet eder. Keratinosit goci ayrica kollajen
tarafindan desteklenir ve yaranin yeniden epitelizasyonuna katkida bulunur. Kollajen dongusiinde olabilecek kusurlar, fibrozis gibi patolojik
durumlara neden olur.* Daha kisa iyilesme siiresinin daha az fibrozis ve yara izi ile iliskili oldugunu gosteren klinik kamtlar mevcutken?',
calismamizda MS grubunda kontrol grubuyla uyumlu olarak 3. giinden 21. giine fibrozis degerleri anlamli sekilde azalma gosterdi. Calismamizda
3. glinde gruplar arasinda fibrozis degerleri acisindan anlamli fark yok iken; MS grubu 7, 14 ve 21. giinlerde kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak az fibrozis sergilemistir. Bu da yara iyilesmesinde MS’nin daha az skar ile iyilesmeyi saglayabilecegini kanitlamaktadir.

VEGF; anjiyogenez, epitelizasyon ve kollajen birikimi dahil olmak tizere, yara iyilesme kaskadinin bircok bileseni tizerindeki etkileri bakimindan
benzersiz bir bilylime faktoriidiir.2' VEGF epidermal kapama icin, vaskiiler gecirgenlik ile de cakisan 2-3. giinlerde zirveye ulasir ve epidermal
kapama saglanana dek yiiksek kalir. Benzer sekilde, VEGF mRNA's1, tam kalinliktaki yaralarda 3-7. giinler arasinda, granilasyon dokusu olusumu
déneminde maksimum seviyelerde bulunur.3? Bu sonuclar calismamizin MS grubunda, kontrol grubuyla paralel olacak sekilde 3. ve 7. giin VEGF
seviyeleri ile uyum gostermektedir. Calismamizda 3. gunde kontrol grubu anlamli sekilde MS grubundan daha fazla VEGF pozitif hiicre sayisina
sahipken; 7, 14 ve 21. gunlerde MS grubunda VEGF seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artmistir. Bunun sebebi VEGF
transkripsiyonu ve sekresyonunun, kismi ve tam kalinliktaki cilt yaralarinda yiikselmesi olabilir33,34. Yara bolgesindeki diisiik konsantrasyondaki
serbest oksijen radikallerinin, keratinositlerde ve makrofajlarda vaskiiler endotelyal bilyiime faktoriiniin ekspresyonunu uyardigi 6nceki
calismalarda gosterilmistir.353¢ MS ekstrelerinin antioksidan etkinlik degerleri gosterilmis ve ekstre antioksidan kabul edilmistir. VEGF’teki
anlaml artisin bir sebebi de ekstrenin gostermis oldugu yiiksek antioksidan etki ile yara alanindaki serbest oksijen radikallerinin azaltilmas
olabilir.%

Bir ara filaman proteini olan vimentinin dogum sonrasi ekspresyonu, 6zellesmis hiicrelerce sinirlandinlir.’®3 Ancak vimentinin gelisim, yara
iyilesmesi gibi fizyolojik durumlarda énemli rol oynadigi ve artis gosterdigi goriilmistiir. Vimentini yikilmis olan farelerin, yara iyilesmesinde
sistemik kusurlar gosterdigi kamtlanmistir.®* Cheng ve ark yaptiklari calisma sonuclariyla, vimentin kaybinin normal yara iyilesmesini
engelledigini ve dokunun yavas ve eksik bir sekilde iyilesmesine neden oldugunu gostermislerdir.’ Mevcut calismada, vimentinin yara
iyilesmesini desteklemedeki kritik rolunun altinda yatan onceki bulgulardan yola c¢ikarak, bu surecte vimentinin katkisinin arastirilmasi
amaglandi, elde edilen bulgulara gore 3, 7 ve 21. giinlerde kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak az vimentin pozitifligi goriildi.

Shahbazi ve ark.’larn Mentha spicata ucucu yaginin, gida kaynakli patojen bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesini degerlendirmeyi
amacladiklan calismalarinda, ugucu yagin tiim test mikroorganizmalarina karsi orta diizeyde antibakteriyel aktivite sergiledigini ve genel olarak
gram pozitif bakterilerin MS ucucu yagina gram negatif bakterilere gére daha duyarli oldugunu gdstermislerdir.> Bardaweel ve ark, MS’nin
ucucu yagi ile iliskili kompozisyon, antioksidan, antimikrobiyal ve antiproliferatif aktivitesini degerlendirmeyi amacladiklar calismalarinda;
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ucucu yagin, gram pozitif ve gram negatif karsi sirasiyla orta ila zayif antimikrobiyal aktivite gosterdigini bulmuslardir.** Calismamizda gruplar
arasi karsilastirmada, MS ekstresinin S.mitis ve Aa lizerindeki etkinligi kontrol grubuna gére anlamli olarak az bulunmustur. Calismamizda test
edilen MS bitki ekstresinde her iki bakteri tiiriine karsi antibakteriyel etki goriilememesinin olasi bir aciklamasi, ajanlarin konsantrasyonu ile
iliskilendirilebilir.

SONUC

MS ekstresinin orta seviyede antioksidan etkisi ve palatal yara iyilesmesindeki histopatolojik analiz sonuclarina gore agiz ici yara iyilesmesinde
orta derecede etkili oldugu goriildii. Bunun yaninda MS ekstresinin S.mitis ve Aa iizerinde anlamli bir antibakteriyel etki gostermedigi goriildii.
Bu bitki turinun farkli konsantrasyonda ve sistemik kullanim gibi farkli uygulama yontemleri ile de calisilmasinin, yara iyilesmesi lzerine
etkinliginin degerlendirilmesinde faydali olabilecegi diisiincesindeyiz.
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