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1. GIRIS

Sag dokiilmesi hemen herkesin hayatinin bir doneminde karsilastigi bir
kozmetik sorundur. Yasamsal fonksiyonlari etkilemese de estetik olarak gtizel bir
gorunum igin 6nemi buyuktur. Bu nedenle etkilenen bireyleri care aramaya iter.
Dermatoloji boliimiine bagvuru nedenlerinin blyuk bir kismini olusturur.
Dokiilme nedenleri ¢cok ¢esitli olsa da temel olarak sa¢ dongiisii degisimi ile
sonuclanir. Bu degisim ile telogen fazdan anagen faza gecis zorlasir, anagen faz
kisalir ve telogen kil folikiilii/anagen kil folikiilii orani artar. Dokiilme tedavisinde
amag bu degisimi tersine ¢evirmektir. Kullanilan ¢ok sayida medikasyon
mevcuttur. Ozellikle dogaya doniis trendi ile cok sayida bitkisel ilag bu amagcla
kullanilmaktadir. Ancak ¢ogunun etki, yan etki ve giivenilirligi gosterilmemistir.

Bu konuda bilimsel kanitlara ihtiyag mevcuttur.

Ginkgo biloba, giintimiizde varligin1 siirdiiren higbir benzer tiir
bulunmayan, sinifinda, takiminda ve familyasinda tek cins olan bir agagtir. 270
milyon yi1l boyunca degisim gostermedigi bilindigi igin yasayan bir fosil kabul
edilmektedir. Asya geleneksel tibbinda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Biligsel
ve hafiza artirici, cinsel gii¢ artirici etkileri oldugu 6ne siirilmiistiir. Alzheimer
hastalig1, senil demans, serebral yetmezlik, intermitan kladikasyon ve multi-
infarkt demansta destek tedavisi amagl klinik kullanimi mevcuttur. Etki
mekanizmalar1 artmis serebral kan akimi, antioksidan etkileri ve antiinflamatuvar
etkilerini igerir. Kil folikiiliiniin anagen fazdan telogen faza ge¢isine neden olan
faktorler olarak vazodilatasyon mekanizmalarinin bozulmasi, oksidan stresin
artmasi ve inflamatuvar siireglerin tetiklenmesi su¢glanmistir. Bu bulgulardan
hareketle calismamizda gingko bilobanin kil folikiilii tizerine topikal ve sistemik
uygulama ile etkilerinin in vivo olarak arastirilmasi planlanmigtir. Bu sayede
maddenin giivenli olup olmadigi, kil folikiilii tizerine olumlu yada olumsuz
etkileri, diger olas1 etki ve yan etkilerinin tespiti hedeflenmistir. Topikal veya
sistemik kullaniminin kil folikiilii izerine olumlu etkisi gosterilmesi durumunda
sa¢ dokiilmesi i¢in yeni bir tedavi alternatifi olabilecektir. Calisma sonuglari, yeni

caligmalara 151k tutabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KIL FOLIKULU HISTOMORFOLOJISI

Kl foliktll (KF), pilosebase tinite ile iligkili bulunan, memeliler igin
karakteristik, dinamik ve karmasik bir mini organdir (1). insan ve murin kil
folikiilleri organizasyon ve fonksiyonun ayni temel 6zelliklerini paylasirlar ve
faredeki temel kil arastirmalar1 uzun zamandan beri hem temel hem de sa¢
biyolojisi anlayisimizin onciisii olmustur (2). Her iki tirde de kil folikiilleri ayn1
ana hcre tiplerini icerir ve aktif blyiime (anagen), regresyon (katagen) ve
goreceli “sessizlik” (telogen) fazlar1 arasinda degisen, tekrarlayan donguye girer
(1,2).

Olgun (anagen) KF’nin distal kismi1 infundibulum olarak isimlendirilir ve
epidermis ylizeyine agilan kil kanali, kil kanalin1 ¢evreleyen dis kok kilifi bu
kistmda bulunur. infundibulum proksimal kisminda sebase glandin agildig1 yerle
sonlanir. Bu kisimdan erektor pili kasi insersiyosuna kadar istmus olarak
adlandirilir. Infundibulum ve istmus sa¢ dongiisii degisimlerinin belirgin
olmadig1, nisbeten kalic1 kisimlardir. Istmusun alt kismi sa¢ bulbusuna
suprabulbar bolge ile baglanir. Suprabulbar bolge distalinde yer alan siskin kisim
kil germi olarak adlandirilir, epitelyal ve melanositik kok hiicreler yer alir.
Bulbus, KF proksimalinde yer alan sogan sekilli kalinlagsmadir. Matrix
keratinositleri, melanositler ve dis kok kilift hiicrelerinden olusur ve dermal
papillay1 sarar (Sekil 1). Dermal papilla siki paketlenmis fibroblastlardan olusur,
kil saft1 uzunluk ve ¢apin1 belirler. infundibulum, istmus, suprabulbar bdlge ve

bulbus ektoderm; dermal papilla mezoderm kaynaklidir (1-3).

Anagen KF enine kesitte igten disa dogru medulla, korteks ve kutikuladan
olusan kil saft1; i¢c kok kilifi kutikulasi, Huxley tabakasi, Henley tabakasi,
tamamlayic1 katmandan olusan i¢ kok kilifi; dis kok kilifi ve bunlara digsaridan

sikica baglanan bag dokusu kilifindan olusur (Sekil 2) (1,3).
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Sekil 1. Olgun kil folikiilii sagittal kesiti.

1.a. Infundibulum, istmus, suprabulbar bélge ve bulbus.

1.b. Istmusun yiiksek biiyiitmede goriiniimii.

1.c. Bulbusun yuksek biyttmede gorinumi.
Sekil 2. Olgun kil folikiilii katmanlarinin sematik ¢izimi.
(APM: Erektor pili kasi, BM: Bazal membran, Bulb: Bulbus, Companion layer: Tamamlayici
katman, CTS: Bag doku kilifi, DP: Dermal papilla, Hair cuticle: Kutikula, Henley’s layer: Henley
tabakas1, HS: Kil saft1, Huxley’s layer: Huxley tabakasi1, IRS: I¢ kok kilifi, IRS cuticle: I¢ kok
kilifi kutikulasi, Isthmus: Istmus, M: Matriks, ORS: Dis kok kilifi, SG: Sebase gland, Suprabulbar
bolge).

2.2. KIL GELISiMi

Anagen evre boyunca proliferasyon hakimdir. Dermal papilla kompakt
halden gevsek bir kivama geger, dermal papilla tizerinde farklilasan keratinize
hiicreler i¢ kok kilifin1 olusturur, i¢ kok kilifit disinda dis kok kilift belirir, yeni KF
gelisir ve uzayarak sa¢ kanalina girer, bulbus dermisten subkutis tabakas1

derinlerine dogru gomiiliir, tiim cilt tabakalarinda kalinlasma olur (Sekil 3).



Pigmente farelerde cilt rengi koyulagsmast ve cilt kalinlagmasi1 makroskopik olarak
da gozlenebilir. Katagen evrede tiim yapilarda apopitoz hakimdir. KF proksimali
comaklasir ve apopitotik odaklar nedeni ile firgamsi goriiniim alir, dermal papilla
gevsek ve sogan sekilli gériinlimden kompakt ve top sekilli goriinlime doniisiir,
bulbus subkutis tabakasindan dermise dogru ilerler, tiim cilt tabakalarinda incelme
olur, pigmente tiirlerde melanin inkontinans1 gortliir (Sekil 4). Telogen evrede KF
tamamen dermis i¢ine gomiillidiir, dermal papilla kompakt yapida ve top
seklindedir (Sekil 5). Keratinositlerde proliferasyonla beraber anagen evre tekrar
baslar (2,3).

Sekil 3. Anagen evrede kil folikiilii sematik ¢izimi.

3.a. Erken anagen evrede kil folikiilii.

3.b. Ileri anagen evrede kil folikiilii.
Sekil 4. Katagen evrede kil folikiilii sematik ¢izimi.
Sekil 5. Telogen evrede kil folikiilii sematik ¢izimi.
(APM: Erektor pili kasi, Bulge: Kil germi, Club hair: Comaklagmis kil, DP: Dermal papilla,
Epithelial strand: Epitelyal tabaka, Germ cell cap: Germ hiicre ¢ikintisi, Hair bulb: Bulbus, Hair
canal: Sag¢ kanali, Hair shaft: Kil safti, IRS: I¢ kok kilifi, Keratinogenous zone: Keratinlesme
bélgesi, ORS: Dis kok kilifi, PC: Pannikulus karnosus, SG: Sebase gland, Trailing CTS:
Siiriiklenen bag doku kilift)

KF ¢alismalarinda, gevresel faktorlerden kaginmak ve KF gelisimini killi
derinin timunde standart sekilde senkronize etmek icin depilasyon uygulanarak
tiim kil saftlar1 yerinden ayrilir (3). Bu sayede homojen anagen gelisimi
indiiklenmis olur. Farelerde cilt kalinlig1 ve KF dongiisiiniin sik1 birlesimi

nedeniyle, anagen gelisimi neredeyse tiim cilt bolmelerinin yapisinda ve



kalinliginda derin degisikliklere neden olur. Trikogram ile yar1 invaziv bir sekilde
anagen/telogen kil oranini belirlenebilse de, katajen kil folikiillerini tanimlamak,
cilt bélmelerindeki degisikligi ayirt etmek, dogru bir anajen-katagen-telojen KF
orani olusturmak igin cilt biyopsileri ve histolojik evreleme kil aragtirmalarinda

gerekli bir esastir (2-4).

2.3. ANDROGENETIK ALOPESI

Sag, kisinin sosyal ve cinsel kimliginde dnemli role sahiptir. Eski
caglardan bu yana sa¢ dokiilmesi ¢6zlim aranan bir sorun olmustur (4,5).
Androgenetik alopesi (AGA), en yaygin goriilen sa¢ doktlmesi tipidir. Degisik
penetrasyonlar gosteren ilerleyici bir dominant kalitim hastaligidir (6,7).
Erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir ve daha siddetli seyreder. Prevalansi
yasla artar, toplumun en az %50’si etkilenmistir (4,6,8). Klinikte sa¢ dokulmesi
paterni karakteristik olarak erkekte bitemporal sa¢ cizgisinin geriye ¢ekilmesi,
verteksteki helezonal saglarin kaybi; kadinda alindan geriye dogru skalp orta hat
boyunca diffiiz incelme seklinde goriiliir. Tan1 ¢cogunlukla klinik olarak konur.
Hamilton ve Ludwig siniflamalari siddet degerlendirmesi i¢in en yaygin
kullanilan skalalardir (6,7,9).

AGA’nin ana histopatolojik 6zelligi terminal killarda minyatiirlesmedir.
Subkiitan yag dokuda KF sayis1 azalir, folikuller giderek daha yiizeysel ve kiigiik
hale gelir. Sa¢ saftlar1 daha ince, daha kisa ve daha soluk hal alir. Minyatrize
folikiillerin daha kisa bir anagen fazi vardir. Sonug olarak anagen kil sayisinda
azalma ve telogen kil sayisinda artma meydana gelir (4,6,7). Etyopatogenezinde
genetik zeminde hormonal ve gevresel faktorlerin etkisi ile mikroinflamasyon ve
dermal papillada bozulmus kan akim1 su¢lanmistir (4,5). Tedavide FDA onayli
ajanlar topikal minoksidil ve oral finasteridten ibarettir. Birinci basamak tedaviye
cevap vermeyen hastalar icin alternatif olabilecek yeni tedavilerin incelenmesine

cok ihtiyag vardir (10).

2.4. GINKGO BILOBA



Ginkgo biloba (GB), Ginkgoata kok grubu icerisinde Ginkgofita
boliimiindeki tek tiir olan ve evrimsel siiregte yasadig1 degisiklikler minimal
olmasi sebebi ile yasayan fosil olarak bilinen bir agag tiiriidiir (11,12). Filogenetik
calismalar ginkgoata kok grubu yasinin yaklasik 325 milyon yil oldugunu
gostermistir (13). Mense yerinin Dogu Cin oldugu diistiiniilmektedir (11,12). Cin,
Japonya ve Kore’de dogal olarak yetismektedir (12). Bitki hastaliklarina belirgin
sekilde direnclidir (11). Cin geleneksel tibbinda ve mutfaginda gesitli amaglarla
binlerce yildir kullanilmaktadir (12,14). Yaprak, kok ve kabuklu yemisinden elde
edilen ¢ok ¢esitli ticari formlart mevcuttur. Neredeyse tiim formlarinda bulunan
aktif farmakolojik igerik aynidir: %24-36 oraninda flavonol glikozidleri
(kemprefol, meletin, izoramnetin ve digerleri), %4-11 oraninda terpen trilaktonlar

(ginkgolid turleri) ve eser miktarda ginkgolik asit (11-15).

Flavonoidler antioksidan etkiye sahiptir, noéronal reseptorlerle etkilesime
girebilir ve hipokampusta hafiza ve 6grenme siireglerinde etkili yollar1 aktive
edebilir (16,17). Terpen laktonlar1 trombosit aktive edici faktor reseptor
antagonizmasi, kan akimini artirma, serbest radikallerin neden oldugu membran
hasarinin 6nlenmesi gibi farkli biyolojik aktivitelere sahiptir (15,18).Hem
flavonoidler hem terpenler antiapopitotik etkilidir (19). Bu aktif bilesenlerle GB
ogrenme ve hafiza bozukluguna kars1 koruma saglayabilir, biligsel bozulmay1
durdurabilir veya yavaslatabilir (15,20). Yaslh erkek farelerde GB’nin hipokampal
norogenez uzerinde olumlu etkileri immiinhistokimyasal yontemlerle
gosterilmistir (21). Demansl bireylerde 22 hafta boyunca 200 mg/giin’den daha
yuksek dozda (genellikle 240 mg/g) GB tlketilmesinin plaseboya gore biligsel
performans, giinliik yasam aktiviteleri ve klinik global izlenim tizerinde
potansiyel olarak yararli etkileri oldugunu gostermektedir (15). Deneysel fokal
serebral iskemi lizerine yapilan bir metaanalizde antiapopitotik, antioksidatif ve
antiinflamatuvar mekanizmalar ile 6Gnemli noroprotektif etkisi vurgulanmistir
(22). Bir ¢alismada fare modelinde cerrahi islem sirasinda GB verilmesinin
overde iskemi/reperfiizyon hasarini histopatolojik olarak anlamli sekilde azalttig

gosterilmistir (23). Yetigkin siganlarda testikiiler iskemi/reperfiizyon hasarimin



neden oldugu subfertiliteyi iyilestirme mekanizmasi olarak mitokondrial NAD+
seviyesi iliskili apopitoz ve oksidatif stresi azaltmasi 6ne siiriilmiistiir (24).
Vaskiiler faktorler ve oksidatif hasarin yasa bagli makiila dejenerasyonunda
potansiyel mekanizmalardan olmasindan hareketle yapilan ¢alismalarda gorme
Uzerine bazi olumlu etkileri bildirilmistir (25). Farelerde parasetamolle indiklenen

akut hepatik hasar1 6nleyebilecegine dair kanitlar mevcuttur (26).

Guvenlik verileri, GB ile ilgili 6nemli giivenlik endiseleri ortaya
koymamustir (27). Onerilen giinliik doz 2 yada 3’e boliinmiis sekilde 120-240
mg’dir (20,28). Ames toksisite testinde dort standart Salmonella susu lizerinde
GB’nin herhangi bir mutajenite etkisi olmamustir (29). GB, kii¢lk yan etkileri
olan guvenli bir ajandir (15,29).



3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismadaki fareler Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (Afyonkarahisar, Tirkiye) temin edildi.
Calisma Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
28.05.2019 tarih ve 49533702/69 sayili onay1 ile 09.07.19 — 06.08.19 tarihleri
arasinda yapildi. Toplam 28 adet Swiss Albino cinsi 7 haftalik erkek fare dahil
edildi. Deney protokolunde depilasyon igin Veet Tuy Dokucu Krem Hassas
Ciltler (Reckitt Benckiser, Massy, Fransa) kullanildi. Medikasyon olarak Minoksil
%2 Deri Spreyi (Pharmactive, Tekirdag, Tirkiye) ve Gingko Biloba Sivi Yaprak
Ekstrakt: 10 m1/1200 mg (Sepe Natural, Izmir, Tiirkiye) kullanilds.
Goruntulemeler Sony DSC-T7 dijital kamera (Sony Corp., Tokyo, Japonya) ile
yapildu.

Farelerin yeni ortamlarina bir hafta boyunca adapte olmalarina izin verildi.
Su ve yiyecek erisimi kisitlanmadi. Hayvanlar polipropilen kafeslerde standart
sartlar altinda (12 saat 151k ve karanlik dongiisii, 24+0.5 °C ve %555 nem)
tutuldu. Aklimatizasyondan 7 giin sonra, tim farelere 30 mg/kg ksilazin ve 70
mg/kg ketamin karigimi kas i¢ine uygulanarak anestezi saglandi. Yaklagik 2 cm
genislik ve 4 cm uzunluktaki dorsal killar tras bicagi kullanilarak tras edildi.
Bolgedeki kil folikiillerini homojen olarak anagen safhaya sokmak icin kalan
killar tiiy dokiicii krem ile elimine edildi. Fareler hig bir Griin uygulanmayacak
grup negatif kontrol grubu (N=7), %2 topikal minoksidil uygulanacak grup pozitif
kontrol grubu (N=7), topikal GB uygulanacak grup (N=7), oral GB uygulanacak
grup (N=7) olmak tizere randomize dort gruba ayrildi. Oral GB verilecek grup
icin insan dozundan hayvan dozuna doniisiimde viicut yiizey alani ile Km faktor
esas alan (Insan icin Km=37, Fare i¢in Km=3) “Insan esdeger dozu (mg/kg)=
Hayvan esdeger dozu (mg/kg)x (Insan Km/Hayvan Km)” formiilii kullanilarak
deney hayvani dozu hesapland: (15,20,30). insan icin 6nerilen ginliik doz (iki
yada ti¢e boliinmiis sekilde 240 mg) fare icin ¢evrim yapildiginda gunlik 19,5 mg
olarak belirlendi. Topikal minoksidil ve topikal GB glinde iki kez 0.08 ml

hacminde depilasyon alanini nemlendirme seklinde uygulandi. Oral GB giinde iki



esit doza boliinerek celik gavaj ile verildi. Farelere depilasyondan 1 giin sonra
baslanarak medikasyon verilmeye/uygulanmaya baslandi ve 28 giin boyunca
devam edildi. Glivenilirligi degerlendirmek i¢in her fare fiziksel gériintimdeki
anormallikler, davranigsal degisimler, gida ve su alimi1 vs gibi 6zelliklerdeki
anormallikler agisindan giinliik olarak gozlendi. Sure¢ boyunca topikal ve
sistemik uygulanan tiriin gruplarindaki kil folikiilii gelisimi diger gruplarla
karsilastirilarak makroskopik sekilde gozlendi. Depilasyondan sonra 0, 7, 10, 14,
21, 28. giinler farenin sirt kismi dijital kamera ile fotograflandi. Goruntiler
bilgisayara aktarildiktan sonra “Kil ¢ikma yiizdesi=(Kill1 alan:Depilasyon
alan1)x100” formiilii ile kantitatif olarak 6l¢time kor 3 hekim tarafindan
degerlendirildi. Yirmisekizinci glinde tum farelere 30 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg
ketamin karisimi kas i¢ine uygulanarak anestezi saglandi ve her fare derisinden iki
adet 6 mm’lik punch biyopsi materyali temin edildi. Materyaller %10 formaldehit
icinde kurutuldu, daha sonra alkol ve ksilen kullanilarak dehidrate edildi ve
parafin icine gémuldi. Otomatik doku islemci kullanilarak bir mikrotom ile 3,5
mikron kalinliginda biri transvers biri longitudinal olacak sekilde kesitlendi,
hematoksilen ve eozin ile boyama yapildi. Longitudinal kesitlenmis 6rnekler
folikil morfolojisini gozlemlemek, KF morfogenezinin farkli asamalarini
siiflandirmak ve subkiitan dokudaki folikiil say1sini tespit etmek i¢in kullanildi.
Transvers kesitlenmis 6rnekler KF sayilarinin ve ¢ap ortalamasinin saptanmast
icin kullanildi. Histopatolojik inceleme patoloji hekimi tarafindan 1g1k mikroskobu
(Nikon Eclipse Ni-u; Nikon, Tokyo, Japonya) ile yapildi. Veriler temsili bélgeden
X100 sabit biiylitmede degerlendirildi. Bulgular, kabul edilen kil evresi morfolojik
kilavuzu ile analiz edildi (3). KF ortalama ¢ap1, anagen kil/telogen kil orant,

subkiitan doku folikiil say1s1, KF ortalama uzunlugu mikroskop altinda dl¢iildii.

Sonuglar ortalama =+ standart sapma degeri seklinde sunuldu. Veriler tek
faktorli varyans analizi’ni (One-Way ANOVA) takiben LSD ¢oklu karsilastirma
testi ile analiz edildi. Istatiksel analiz i¢in IBM SPSS Statistics Version 25

programi kullanildi. p<0.05 degeri istatiksel anlamli olarak degerlendirildi.



4. BULGULAR

Depilasyondan sonra gozle gorulur ilk degisiklikler 8. giinde pozitif

kontrol grubunda fark edildi. Ginler iginde kil biiyiimesi tiim gruplarda daha

gozle goralur hale geldi. Makroskopik morfolojik gdzlemde pozitif kontrol grup

diger gruplardan, topikal ve sistemik tedavi grubu negatif kontrol grubundan daha

¢ok ve daha hizli killanma gdsterdi (Sekil 6). Kil ¢ikma yiizdesi, negatif kontrol

grubunda tiim diger gruplardan ¢ok disiiktii (Sekil 7).

Topikal

AV

§348433°°
(UL ayes

LYY VY
(VLS

T r101
r.‘w ‘ r /ﬂ 6.e.

Sistemik

I

BEL800Y
B80ELEN -
§cbsdd ™

akdidil

AERFRAR

Pozitif Negatif

884580 > WINERGN
BO08BAD < LELSNML
GaBBEuL - 8400044
dogsssy " 8040808
858035 - 8088426

BRAAER AR 6o lﬂfﬁgf"?et

Sekil 6. Deney gruplarinda kil bitylimesi makroskopik gérinumi

6.a., 6.f., 6.j., 6.6. 0. ginler.

6.a., 6.f., 6.j., 6.0. 7. gunler.

6.a., 6.f., 6.j., 6.6. 10. gunler.
6.a., 6.f., 6.j., 6.0. 14. gunler.
6.a., 6.f., 6.j., 6.6. 21. gunler.
6.a., 6.f., 6.j., 6.0. 28. gunler.

10



= topikal
= sistemik
100,00 === pozitif

=== negatif

80,00

60,00

40,00

Ortalama kil ¢ikma yiizdesi

20,00

0,00
0.gin 7.gun 10. gln 14 qgin 21.gin 28. gun

glnler

Sekil 7. Giinlere gore kil ¢gikma yiizdesi (Kil ¢ikma yiizdesi= [Killi alan:Depilasyon alani] x100.

Depilasyon sonra 28. giinde yapilan histopatolojik analizde negatif kontrol
grubunda killarin ¢gogu bulbusun dermiste olmasi ve dermal papillanin genislemis
olmasi ile karakterize erken anagen sathadaydi. Tersine diger gruplarda bulbusun
en biiyiik hacimde olmasi, dermal papillanin daha ince olmasi, kil folikiillerinin
derin subkutiste bulunmasi ve yeni gelisen kil saftinin sebase glandin hemen alt
seviyesine ulagmasi ile karakterize en az anagen evre 3c-4 sathalarindaydi.
Longitudinal cilt kesitlerinden elde edilen KF morfolojileri Sekil 8’de
gosterilmektedir. Sistemik tedavi grubunda topikale gore bulbus daha derinde ve
folikuller daha buyik gozlendi. Folikiil ¢caplarini ve sayilarini belirlemek igin

kullanilan transvers cilt kesitleri Sekil 9’da gosterilmektedir.
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Sekil 8. Deney gruplarinda kil folikiilit morfolojileri (x100 biiyiitme, 151tk mikroskopu).

8.a. Negatif kontrol grubu.
8.b. Pozitif kontrol grubu.
8.c. Topikal GB grubu.
8.d. Sistemik GB grubu.

12



Sekil 9. Deney gruplarinda kil folikiilii say1 ve ¢aplart (x100 biiyiitme, 151k mikroskopu).

9.a. Negatif kontrol grubu.
9.b. Pozitif kontrol grubu.
9.c. Topikal GB grubu.
9.d. Sistemik GB grubu.

Tiim deney gruplarinda negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
subkutan dokuda daha ¢ok sayida folikiil vardi. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05). Sistemik GB grubundaki subkiitan doku folikiil sayist,
topikal GB grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece yiiksekti (p<0.05)
(Tablo I ve Sekil 10).
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Tablo I. Gruplara gore histopatolojik bulgular (ortalama * standart sapma).

Topikal Sistemik Negatif Pozitif

Subkitan doku folikl

5,14+0,69 6,71+1,11 2,28+1,11 10,42+1,51

sayist
Kul folikiilii capt (um) | 40,55%1,62 41,40+1,34 38,05+1,58 45,59+3,35
Kil folik(ﬁlﬁ l)lzunluéu 393,33+11,24 | 565,54+28,39 | 325,36+26,01 | 590,71+46,7
pm

Anagen kil/telogen kil

3,27+0,68 5,16+1,20 2,59+0,39 5,44+0,92

orani

12,00

10,00

8,00

6,00

400

Subkiitan doku folikiil say1 ortalamalari

2,00

0,00

topikal

sistemik

pozitif

gruplar

Sekil 10. Gruplara gére subkiitan doku folikiil sayilari.

* Negatif kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

+ Topikal ve sistemik gruplar karsilastirildiginda p<0.05.

negatif

Tiim deney gruplarinda negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda KF

ortalama ¢ap1 daha biiyiiktii. Diger deney gruplart ile negatif kontrol grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). KF ortalama ¢ap1 topikal
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GB grubunda 40,55+1,62; sistemik GB grubunda 41,40+1,34 mikron olarak
bulundu. Topikal ve sistemik GB gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05) (Tablo I ve Sekil 11).

46,00

44,00

42,00

40,00

Kl folikiilii ortalama ¢aplari

38,00

36,00

topikal sistemik pozitif negatif

gruplar

Sekil 11. Gruplara gore kil folikiilii ortalama ¢aplari.
* Negatif kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

KF ortalama uzunlugu, sistemik GB grubu ve pozitif kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik gostermedi (p>0.05). Tim gruplarda negatif kontrol

grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo I ve Sekil 12).

15



600,00

500,00

400,00

Kl folikiilii ortlama uzunlugu

300,00

topikal sistemik pozitif negatif

gruplar

Sekil 12. Gruplara gore kil folikiilii ortalama uzunlugu.
* Negatif kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

Anagen kil/telogen kil oran1 topikal GB, sistemik GB, pozitif kontrol ve
negatif kontrol grubunda sirasi ile 3,27+0,68; 5,16+1,20; 2,59+0,39; 5,44+0,92
olarak bulundu. Sistemik GB grubu ve pozitif kontrol grubunda, hem topikal GB
grubu hem negatif kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek orandaydi
(p<0.05). Sistemik GB grubu ile pozitif kontrol grubu arasindaki fark anlaml
degildi (p>0.05). Ayrica topikal GB grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki
fark da anlamli degildi (Tablo I ve Sekil 13).
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6,00

5,00

4,00

3,00

Anagen kil/telogen kil orani

2,00

topikal sistemik pozitif negatif

gruplar

Sekil 13. Gruplara gore anagen kil/telogen kil oranu.
* Negatif kontrol veya topikal GB grubu ile karsilagtirildiginda p<0.05.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada GB topikal ve sistemik kullaniminin Swiss Albino cinsi
farelerde kil biiyiimesini olumlu etkiledigi makroskopik morfolojik degerlendirme

ve histopatolojik bulgularla gdsterilmistir.

Kobayashi ve ark. tarafindan GB’nin C3H farelerde kil biiytiimesini olumlu
etkileyebilecegi bildirilmistir. Ancak bu ¢alisma sonucu sadece makroskopik
gozleme dayalidir, histopatolojik degerlendirme yapilmamistir (31). Literatur
taramasinda bunun diginda GB’nin kil lizerine etkileri ile ilgili bir yayin
bulunmamaktadir. Bu bakimdan ¢alismamiz literatiirde ilk olma 6zelligi

tasimaktadir.

GB’nin kil biiytimesine olumlu etkisi, igeriginde bulunan bilesenlerin her
birinden kaynaklanmis olabilir. Avrupa’da satisi bulunan 50’den fazla GB ilag ve
gida takviyesi igeriginin yuksek performansl likit kromatografi (HPLC) ve LC-
kiitle spektrometrisi ile gosterildigi bir ¢alismada, GB iceriginde en ¢ok bulunan
flavonlarin sirasi ile kersetin, kempferol ve izoramnetin oldugu; terpen lakton
olarak degisen oranlarda ginkgolid A, B, C ve bilobalid bulundugu bildirilmistir

(32). Bu molekullerin ayr1 ayr etkileri ile ilgili pek ¢ok yayin mevcuttur.

Kersetin elma, ¢ilek, iiziim, sogan, ¢ay, domates gibi pek ¢cok meyve ve
sebze ile bir¢ok tohum, findik, ¢igek ve yaprakta bulunan flavonoidlerden biridir
(33). Takekoshi ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada C3H/HeN cinsi farelerin
bukkal bolgesindeki kil folikiilleri izole edilerek kiiltiire edilmistir. Kiiltiir
ortamina eklenen kersetin arttikca sentezlenen melanin miktarinin arttigi,
kersetinli ortamda melanin {iretiminin kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek oldugu,
kersetinin kil folikiilii melanositlerinde tirozinaz protein sentezini artirarak
melanogenezi stimiile ettigi masson-fontana ve imminhistokimyasal boyamalarla
gosterilmistir (34). Pigmente tlrlerde dermal papillada melanin granulleri telogen
safhada goziikmezken, anagen sathaya gegisle beraber goziikiir ve anagen fazin

bir belirteci kabul edilir. Katagen evredeki degisimlerden biri kil matriksinde
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melanin grandllerinde dramatik azalmadir(3). Kil biiyiimesi ve melanogenezin bu
sik1 baglantis1 diisiiniildiigiinde melanogenezi indiiklemis maddelerin aslinda kil
biiyiimesini de olumlu etkileyecegi anlasilmaktadir. Bu durumda kersetinin
melanogenez gibi kil biiyiimesini de olumlu etkileyecegi ¢ikartilabilir. Sprague-
Dawley cinsi siganlarda yapilan in vivo bir ¢alismada siganlara 20 giin boyunca
subkutan testosteron uygulanarak AGA modeli olusturulmus ve floresan
isaretleme yapilmis kersetin salan hibrid nanopartikiller hazirlanmistir.
Sonrasinda hazirlanan soliisyon, alopesi modeli gelismis farelerin temizlenmis
cildine 20 gun boyunca mikropipet yardimi ile topikal olarak uygulanip adeziv
bantla kapatilmistir. Calisma sonunda diseke edilen cilt 151k mikroskopu ve
floresan mikroskopla incelendiginde kersetin uygulanan grupta anagen kil/telogen
kil oraninin kontrol grubuna gére anlamli olarak arttigi, kersetinin KF proksimal
bolgesinde biriktigi ve bu birikimin KF hiicrelerinin apopitozunu inhibe ettigi
anlasilmistir (35). Baska bir ¢alismada spontan alopesi areatasi bulunan C3H/HeJ
fareler randomize sekilde ikiye ayrilmis, bir gruba salin digerine kersetin ¢ozeltisi
8 giin boyunca subkiitan enjekte edilerek 6 hafta boyunca kil ¢ikis1 gdzlenmistir.
[k grupta higbir farede kil ¢ikis1 olmazken, kersetin uygulanan gruptaki tiim
farelerde lezyon bolgesinde kil ¢ikist olmustur. Kontrol grubunda kil
folikdllerinin icinde veya gevresinde gozlenen biiyiik lenfosit infiltratlar1 kersetin
ile tedavi edilen fare derisinde gzlenmemistir. Ayni caligmada kersetinin alopesi
areata gelisimini 6nlemede etkisini aragtirmak i¢in 1s1 indiiklii alopesi areata
gelistirme amagli protokol uygulanan fareler iki gruba ayrilmis, 8 giin boyunca
intraperitoneal yolla bir gruba salin bir gruba kersetin enjeksiyonu uygulanmaistir.
Kontrol grubunda beklendigi gibi farelerin %240 dorsal bdlgede alopesi
gelistirirken, kersetin verilen grupta higbir farede alopesi gelismemistir. Histolojik
incelemede kontrol grubunda KF iginde veya etrafinda goriilen lenfosit sizintilari,
kersetin verilen grupta tespit edilmemistir. Ayrica Western-Blot analizle hem
spontan hem 1s1 indiiklii alopesi areata lezyonlarinda artmis bulunan inflamatuvar
cevapla iligkili bir protein olan 1s1 sok proteini 70’in kersetin verilen gruplarda
diistiigi bildirilmistir. Bu sonuglar kersetinin mevcut alopesi areata lezyonlarini
tedavi etmede ve alopesi areata gelisimini 6nlemede etkin oldugunu ve

inflamatuvar cevabi azaltabilecegini gostermistir (36).
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Kempferol ¢ay, brokoli, propolis, fastlye, pirasa, domates ve pek ¢ok
yenilebilir bitki i¢eriginde bulunur (37). Miyata ve ark. tarafindan aktif
bilesenlerinden birinin kempferol oldugu HPLC ile dogrulanan brezilya propolisi,
C57BL/6N farelere depilasyon sonras1 3 hafta boyunca topikal olarak
uygulanmistir. Kempferol igeren propolis uygulanan gruptaki fareler kontrol
grubuna gore hem makroskopik gézlemde hem histolojik incelemede anagen faza
daha erken ve daha fazla miktarda girmistir (38). Bir hiicre kiltir ¢alismasinda

kempferol, insan KF dermal papilla hiicrelerinin gogalmasini arttirmistir (39).

Izoramnetin, kersetinin metillenmis bir metabolitidir. Sprague—Dawley
cinsi farelerde yapilan bir ¢alismada farelere 3 giin {ist iiste kontrol soliisyonu
veya izoramnetin oral yolla verilmis, sonrasinda her farenin ayni ayak altina 6dem
yaptig1 bilinen kirmizi deniz yosunundan elde edilen jellestirici bir polisakkarit
olan karajenan subkiitan yolla enjekte edilmistir. Immiinhistokimyasal incelemede
inflamasyona yanit olarak artan COX-2 ekspresyonunun izoramnetin verilen
grupta kontrole gore belirgin azaldig1 goriilmiistiir (40). Baska bir yayinda
intraperitoneal karbontetrakloriir enjeksiyonu ile karaciger fibrozisi indiiklenen
farelere kontrol solusyonu yada izoramnetin haftanin 5 giinii oral yolla 4 hafta
boyunca verilmistir. izoramnetin verildigi grupta serum ALT, AST diizeylerini
onemli sekilde azaltmistir ve karacigerin histopatolojik incelemesinde hepatik
dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve kollajen birikimini anlamli
sekilde 6nlemistir. Western blot inceleme hepatik stellat hiicrelerde TGF-f/Smad
sinyal yolagini inhibe ettigini géstermistir. Sonug olarak izoramnetin karaciger

fibrozisini anlamli sekilde zayiflatmistir (41).

Hem kersetin hem izoramnetin vazodilator etkilidir (42). Terpenlerin
antioksidan davranislarindan dolay1 karaciger ve bobrek hastaliklart,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma siireci, kanser, diyabet
gibi pek ¢ok oksidatif stres iligkili durumda koruma sagladigi kanitlanmistir (43).

Tiim bu ¢alismalar, sonuglarimizi destekler niteliktedir.
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Sonuglarimiz, AGA’daki patolojik bulgularin GB aktif bilesenlerinin
etkileri ile 6nlenebilecegi ve tedavi edilebilecegini ongérmektedir. AGA’da
meydana gelen degisimlerden biri etkilenen hastalarda kil dongiisiinde androjene
bagl degisikliklere ek olarak mikroskopik folikiiler inflamasyonun mevcut
olmasidir ve etkilenmis bireylerde dermal papilla hicrelerinde oksidatif stres
artmistir (44,45). Histopatolojide klasik bulgularina ek olarak periinfundibular
bolgede hafif dereceli lenfohistiositik hiicre infiltrasyonu gorulebilir (5,7). Bir
calismada etkilenen hastalarin plazma 6rneklerinde toplam antioksidan aktivitenin
azalmis ve bir lipid peroksidasyon gostergesi olan malondialdehit diizeylerinin
artmis oldugu bulunmustur (45). KF minyatirizasyonunun olasi
mekanizmalarindan birinin dermal papilla hiicrelerinde apopitoz oldugu
diistiniilmektedir (5). Uyarilmis vazokonstriksiyonun sa¢ buyimesini
azaltabilecegi ve sa¢ kaybini indiikleyebilecegi one siiriilmiistiir (46). TGF-p dis
kok kilifinda reseptorii bulunan ve katagen fazi indiikleyen molekiillerdendir
(1,3,47). Bu nedenle TGF- inhibisyonu katagen faza girmeyi zorlastirabilir. KF
biiytimesi ve melanogenez siki iliskilidir (47). Dolayisi ile KF blyumesinin
bozulmasi melanin graniilleri tiretiminin de bozulmasi anlamina gelir. GB’nin, sa¢

kaybinin bu mekanizmalarin1 6nleyerek etki etmesi olas1 géziikmektedir.

Sonug olarak GB’nin aktif bilesenlerinin antiinflamatuvar, vazodilatator ve
antiapopitotik 6zellikleri sayesinde kil bilylimesini olumlu etkiledigini
diistinmekteyiz. Bu etkilerin molekiiler mekanizmalarinin yeni ¢alismalarla

incelenmesine ihtiyag mevcuttur.

GB ticari formlar1 imalat stirecindeki farkli kosullar ve isleme siiregleri
nedeni ile etkinlik ve giivenlik farki gostermektedir. Sabit kalitede, standardize
edilmis GB formu olan EGb761; %24 flavonol glikozidleri, %6 terpen trilaktonlar
ve %0,0005°ten az oranda ginkgolik asit igerir (14,20). Cogu randomize kontrolll
arastirmada standardizasyon amacli EGb761 kullanilmaktadir (20). Ulkemizde
deneysel kullanim amagli EGb761 satigi bulunmamaktadir. Calismamizda 10
ml’sinde 1200 mg standart GB yaprak ekstrakti igeren ticari bir form kullanildu.

GB yaprak ekstrakti, kurumus ginkgo yapraklar1 aseton-su karisimi ve diger

21



uygun ¢oziiciilerle tercih edilen bilesenlerin zenginlestirilmesi, istenmeyen
bilesenlerin uzaklastirilmasi esasina dayanan ¢ok basamakli islemler sonucu elde
edilir (14). Cogu kil galismasinda igeriginden emin olunmayan bitki ekstraktlari
ylksek performansl likid kromatografi metodu ile galisilarak icerigi tespit
edilmistir (47,48). Caligmamizda kullandigimiz GB yaprak ekstrakt: igerigini
maddi nedenlerle HPLC ile gOsterememis olmamiz, ¢alismamizin

kisitliliklarindandir.

GB yan etkileri ilgili vaka bildirimleri mevcut olsa da derlemelerde
guvenli bir ajan olarak degerlendirilmistir. Bent ve ark. tarafindan GB’nin kanama
riskini arttirabilecegi bildirilmis olsa bu yayinlar vaka bildirimi seklindedir (49).
Bir calismada 12 hafta siire ile giinde iki kez 60 mg/giin oral GB kullanim1
trombosit sayisi, aPTT ve INR diizeylerinde anlamli degisiklik olusturmamistir
(50).

Literatiir taramasinda insanlarda uzun siire kullanim sonug¢lart ile ilgili bir
yayin bulunmamaktadir. Ancak fare ve siganlarda 2 yi1l boyunca GB takviyesi
verildiginde hem erkek hem disi farelerde hepatoseliiler adenom, hepatoseliler
karsinom ve hepatoblastom riskini arttirdigi, hem fare hem siganlarda tiroid
bezinde kanserojen potansiyeli oldugu tespit edilmistir (51). Calisma bulgular
GB kullanimu ile iligkili riskin degerlendirilmesinde bir bilgi boslugunu doldursa
da, bu sonuclar hayvan deneylerinden iiretildigi i¢in insanlar {izerinde dogrudan

bir risk 6ngérmez.

Insan hepatik hiicrelerinde GB yaprak ekstrakt: maruziyeti, herhangi bir
o6nemli genotoksik, sitotoksik etkiye veya gen ekspresyonunda anlamli
degisikliklere yol agmamustir (52).Ayrica baska bir ¢aligmada farelerde akut
toksisite testinde 21.5 g/kg GB ile mortalite olmadigi, subkronik toksisite testinde
91 gunluk beslenmede advers etki gdzlenmeyen en yuksek seviyesi 2g/kg olarak
tespit edilmistir (29). insan i¢in dnerilen dozun 120-240 mg/g oldugu

diisiintildiiglinde giivenlik araliginin genis oldugu anlasilmaktadir.
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Erkek Wistar sicanlarinda streptozosin ile indiiklenen diyabet ¢calismasinda
GB, serum glukoz seviyesini diisiirmiis ve antihiperlipidemik etki gostermistir
(53). Metformin tedavisinin yetersiz geldigi tip 2 diyabet hastalarinda yapilan
randomize, cift kor, plasebo kontrollii bir calismada GB HbA Ic¢, aglik serum
glukozu ve insiilin seviyelerini anlamli olarak diisiirmiistiir (54). AGA ve
diyabette hedef organa kan akimi bozuklugu, inflamasyon artisi, oksidan stres
artis1 gibi benzer patogenetik mekanizmalarin islemesi ve GB’nin her iki hastalik
tizerinde etkili olmasi nedeni ile diyabeti ve AGA’s1 olan hastalarda oncelikli

tercih edilebilir.

Behget hastalarindan elde edilen eritrositlerde, oksidatif hasarin bir
gostergesi olan malondialdehid seviyesi GB kullanilarak azaltilabilmistir (55).
Sinirl, yavas yayilan vitiligosu olan hastalar iizerinde yapilan bir ¢caligmada giinde
uc kez 40 mg/gun GB oral tiiketiminin basit, gtivenli ve oldukga etkili bir tedavi
oldugu gosterilmistir (56). Kisith bir pilot calismada giinde iki kez 60 mg oral GB
kullaniminin vitiligo yiizey alanini ve yayilimini anlaml sekilde azalttig
gosterilmistir (50). Vitiligo tedavisinde muhtemel etkisi antioksidan ve

immiinmodiilator 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (56).

Kisith veriler GB’nin primer tinnitus tedavisinde etkili oldugunu
gostermemistir. Bununla beraber tinnitusta spesifik bir tedavi mevcut degildir ve

tinnitus yonetiminde plasebo etkinin yeri gucltdur (57).

Literatlirde GB zehirlenmesi ile ilgili vaka bildirimleri mevcuttur (14). Bu
bildirimler ¢cok az sayida olup, durum sadece nobet yatkinligi olan kisilerde
etkilenmis beyin bolgesine kan akiminin artmasi ve néromodiilasyon
bozuklugunun tetiklenmesi ile meydana gelmis olabilir. Gingko tohumu
zehirlenmesinde tonik-klonik nobet, kusma ve biling kayb1 goriildigii
belirtilmistir (14). Demans ve AGA’nin yasla goriilme sikliginin arttig1, yash
bireylerde kronik hastalik sayisinin yiiksek olmasi ve ¢oklu ilag¢ kullanim ihtimali
diisiiniildiiglinde yan etkilere kars1 dikkatli olunmalidir. Risk grubu hastalar risk

artig1 agisindan bilgilendirilmelidir (49). Bununla beraber yasa bagli makiila
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dejenerasyonu olan hastalarda yapilan ¢aligmalarda katilime1 yaslari ileri olmasina
ragmen yan etki bildirilmemistir (25). Bir diger ¢alismada en ¢ok 240 mg/gin
dozunda standartlastirilmis GB (EGb 761) kullaniminin klinik olarak anlaml1 bir

ilag etkilesim potansiyeli gosterilememistir (28).

Calismamizda Swiss albino cinsi erkek fareler kullanilmistir. Temel olarak
pigmente ve pigmente olmayan murin cinsleri ve insan KF gelisimi benzer
biyolojik dzelliklere sahiptir (3). Ancak melanogenezin anagen safha ile korele
gitmesi, melanositlerin kil yenilenmesindeki rolii ve inflamatuvar hiicrelerin
oncelikli hedefi olma hipotezleri diisliniildiigiinde; pigmente cins fare
kullanmamis olmamiz ¢alismamizin makroskopik morfolojik degerlendirme
kismini renk degisimi agisindan eksik birakmustir. insan KF nin immin sistemi
cokertilmis fareye greftlenmesi ile daha degerli in vivo ¢alismalar yapilabilir.
Sonuglarimiz bu tip yeni ¢aligmalarin oniinii agmaktadir. Etik nedenlerle
yapilmas1 zor olsa da, en dogru sonug insanlarda topikal ve sistemik kullaniminin

histopatolojik sonuglarinin degerlendirilmesi ile elde edilecektir.

Ek olarak, deney protokoliimiizdeki 28 gunluk gézlem siireci boyunca
hicbir fare grubunda 6liim yada morbidite goriillmemistir. TUm fareler, deney

sonlandirilmadan once aktif ve bakimli goziikmekteydi.

Chung ve ark. tarafindan balik nanesi, yine bir nane turi olan Perilla
frutescens var. acuta ve yesil ¢aydan olusan bitkisel karisimin C57BL/6 farede kil
biiytimesi iizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, doku 6rneklerinde
histopatolojik analize ek olarak kil biiyiimesini sirasiyla stimiile ve inhibe ettigi
bilinen IGF-1 ve TGF-B1 proteinleri Western-Blot analizle ¢alisilmistir. BOylece
hem karisimin kil biiylimesini olumlu etkiledigi seklinde sonuclanan
histopatolojik veriler desteklenmis hem etki mekanizmasi hakkinda fikir
yiriitillebilmistir (47). Bir diger ¢alismada Cin geleneksel tibbinda sag
beyazlasmasi veya dokiilmesini tedavi amagli kullanilan 9 bitki, depilasyon
sonrasi 28 giin boyunca topikal testosteron pesine topikal sekilde uygulanmustir.

Farelerin serum ve doku drneklerinde testosteron, dihidrotestosteron ve éstrojen
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seviyeleri ELISA kiti ile dl¢iilmiis, histopatolojik analize ek olarak 5-a rediktaz
aktivitesi immiinfloresan mikroskopla degerlendirilmistir (48). Bizim deney
protokolimuzde farelerde testosteron indiiklii AGA modeli olusturulmamasi, az
sayida deney hayvani kullanilmasi, histopatolojik verilere ek olarak serum testleri
ve bagka analizler yapilmamasi, etki mekanizmasinin molekiiler degisimlerle
gosterilememesi ¢alismamizin kisitliliklarindandir. Bu tip ¢alismalardan
anlasilacagi lizere, geleneksel tipta uzun yillardir kullanilan ve etkisi gozlenen
bitkilerin etki ve glvenlikleri ile ilgili kanit diizeyi yiiksek arastirmalara biiylik

ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda GB’nin topikal veya sistemik uygulanmasi, KF ortalama
cap1 agisindan anlaml farklilik géstermemistir. Bu durum topikal uygulamada
emiliminin yeterli miktarda iyi olmasi, topikal uygulama sonrasi gelisen lokal
vazodilatasyon sonucu ajanin biiyiik kisminin hedef dokuya ulagmasi ve sistemik
dolagima gegen miktarin az olmasi; oral yolla verildiginde enterohepatik
eliminasyona ugrayarak killi deriye ulasan miktarinin az olmasi, gelisen sistemik
vazodilatasyon sonucu ajanin hedef organa ulasan konsantrasyonun diismesi,
sistemik dolasimda pek ¢ok doku tarafindan paylasilmasi, hedef organ reseptor
ekspresyonlarinin dokular arasi farklilik gostermesi gibi nedenlerden

kaynaklanmis olabilir.

Hem sistemik hem topikal GB gruplar1 subkiitan doku folikiil sayisi,
anagen kil/telogen kil orani, kil folikiilii ortalama uzunlugu, kil folikiilii ortalama
cap1 parametrelerinin timiinde negatif kontrol grubundan yiiksek degerlere
sahipti. Bu fark sadece anagen kil/telogen kil oran1 parametresinde, topikal GB
grubunda yiksek olmakla beraber, negatif kontrol grubu ile topikal GB grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli degildi. Diger tiim degerlendirmelerde
istatistiksel olarak anlamli idi. Bu durum GB’nin kil biiylimesini olumlu

etkiledigini kanitlamaktadir.

Hem KF ortalama uzunlugu hem anagen kil/telogen kil orani pozitif

kontrol grubu ile sistemik GB grubu arasinda, pozitif kontrol grubunda daha
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yuksek bulunmakla beraber, istatistiksel anlamli farklilik gostermemistir. Buradan
GB’nin neredeyse minoksidil kadar etkili ancak guvenlik profili cok daha genis
bir ajan oldugu diisiiniilebilir. Ayrica sistemik kullanimda sagladig1 antioksidan
etkileri, bagka hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde genis kullanim alani
olmasi, topikal kullanimda minoksidil kadar yogun kontakt dermatit

beklenmemesi minoksidile istiinligii olarak degerlendirilebilir.

Calismamizda topikal uygulama sadece soliisyonla nemlendirme seklinde
yapilmis olup, emilimi veya etkinligi artiracak masaj, okliizyon, mikroigneleme
gibi teknikler kullanilmamustir. Ayrica GB’nin insan i¢in etkili dozu pek ¢ok
yayinda etkin bulunan doz olan 240 mg/g kabul edilmis ve insan/fare doz
cevriminde en sik kullanilan formiillerden biri uygulanarak farelere verilecek
sistemik doz ayarlanmistir. Ancak etkin doz ve insan/fare doz ¢evrimi ile ilgili net
bir goriis birligi bulunmamaktadir. Farkl topikal uygulama sekilleri bulunan,
baska ajanlarla kombine edilen ve degisik dozlarda sistemik uygulama yapilan
deney gruplar1 olusturularak deneyin tekrar edilmesi daha dogru sonuglar
verecektir. Bununla birlikte, bu ¢calisma GB i¢in kil biiytimesine iliskin yeterli 6n

veri saglamaktadir.

AGA'nin ilerleyici dogasi nedeniyle, tedaviye erken baglanmali ve siiresiz
olarak devam edilmelidir (44). Bugiine kadar, AGA tedavisi i¢in etkin oldugu
yiiksek kanit dlizeyinde gosterilmis tedaviler erkek ve kadin igin topikal
minoksidil, erkek icin oral finasterid ve erkek i¢in diisiik doz lazerden ibarettir
(9,58). Minoksidil etki mekanizmasi net bilinmemektedir. Olas1 vazodilator ve
antiandrojenik oldugu diisliniilmektedir. Gebelikte kontrendike olmasi, hipertrikoz
ve kontakt dermatit gibi sik goriilen yan etkileri kullanimini kisitlamaktadir
(4,10). Finasterid 5-a rediiktaz inhibisyonu tizerinden etkilidir. Erkekte sekstel
yan etkileri olmasi, kadinda hem etkin olmamasi hem teratojenik bir ajan olmas1
tedavi tercihi sirasinda g6z 6niinde bulundurulmalidir (10,59). Mevcut tedaviler
AGA'nin derecelendirilmesi, hastalarin patolojik kosullari, uygulanabilirligi,
maliyetleri ve riskleri gibi cesitli faktorlere bagimlidir. Ayrica tedavinin siireklilik

gerektirmesi nedeni ile hastanin uyumu zordur. AGA'nin goriilme siklig1 ve neden
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olan bir¢ok patogenetik mekanizma g6z oniine alindiginda bu tedavilerin pek ¢ok
birey i¢in yeterli gelmedigi veya uygun olmadigi agiktir. Guvenilir ve sistemik
tedaviler tercih edilmesi, tedavi se¢eneklerinin doniistimli kullanilmasi ve mevcut
tedavilerin yeterli gelmedigi hastalarda alternatif segenekler sunulmasi tedavi
basarisini artirabilir. Bu nedenle, AGA tedavisi kisisellestirilmis tedaviye
dayanmali ve AGA'nin farkli patofizyolojik yonlerini hedeflemelidir (44). AGA
tedavisinde GB yan etki ve ilag etkilesim ihtimalinin diisiik olmas1, hem sistemik
hem topikal kullaniminin etkili olmasi, uygulama kolaylig1 gibi nedenlerle umut
verici bir ajan olarak gozikmektedir. Calismamiz hem metod hem GB’nin kilda

blylmesinin ilk kez ¢alisilmasi nedeni ile ilerideki ¢aligmalara yol gOsterecektir.
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6. SONUC

Calismamizda Swiss-Albino cins farelerde hem topikal hem sistemik GB
verilen gruplarda histopatolojik degerlendirmede subkiitan dokudaki folikl
sayisi, anagen kil/telogen kil orani, KF ortalama ¢ap1 ve KF ortalama uzunlugu
parametreleri agisindan negatif kontrol grubuna goére artis oldugu bulunmustur.
Bu artis, anagen kil/telogen kil oran1 parametresinde topikal GB grubu ve negatif
kontrol grubu karsilastirmasi hari¢ tiim diger parametrelerde istatistiksel olarak

anlamlidir.

Makroskopik morfolojik gozlem, GB’nin hem topikal uygulanmasi hem

sistemik verilmesinin KF biiyiimesini olumlu etkiledigini diistindiirtmiistiir.

GB’nin aktif bilesenlerinin etki mekanizmalar1 artmis kan akimi,
imminmodulatdr, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerini icerir. AGA

etyopatogenezinde bu mekanizmalarin bozuldugu diisiiniilmektedir.
GB sistemik kullanimda giivenlik aralig1 cok genis, yan etkileri minimal

bir ajandir. Calismamizda topikal ve sistemik kullanimda bir yan etki

goriilmemistir.

28



OZET
GINKGO BIiLOBANIN FARELERDE KIL BUYUMESI UZERINE
ETKILERI

AMAGC

Sa¢ dokiilmesi hemen herkesin hayatinin bir doneminde karsilastig1 bir
kozmetik sorundur. Dokiilme nedenleri ¢ok ¢esitli olsa da temel olarak sag
dongiisii degisimi ile sonuglanir. Bu degisim ile telogen fazdan anagen faza gecis
zorlasir, anagen faz kisalir ve telogen kil/anagen kil orani artar. Dokiilme

tedavisinde amag bu degisimi tersine ¢evirmektir.

Ginkgo biloba (GB), giiniimiizde varligin siirdiiren hi¢bir benzer tiir
bulunmayan, yasayan fosil olarak gorilen bir agagtir. Asya geleneksel tibbinda
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Alzheimer hastaligi, senil demans, serebral
yetmezlik, intermitan kladikasyon ve multi-infarkt demansta destek tedavisi
amacli klinik kullanimi1 mevcuttur. Etki mekanizmalar1 artmis serebral kan akimi,
antioksidan etkileri ve antiinflamatuvar etkilerini igerir. Kil folikiiliiniin (KF)
anagen fazdan telogen faza gecisine neden olan faktorler olarak vazodilatasyon
mekanizmalarinin bozulmasi, oksidan stresin artmasi ve inflamatuvar siireclerin
tetiklenmesi su¢lanmistir. Bu bulgulardan hareketle ¢alismamizda GB’nin KF
Uzerine topikal ve sistemik uygulama ile etkilerinin in vivo olarak arastirilmasi
planlanmistir. Bu sayede maddenin giivenli olup olmadigi, KF tzerine olumlu

yada olumsuz etkileri, diger olasi etki ve yan etkilerinin tespiti hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya toplam 28 adet Swiss Albino cinsi 7 haftalik erkek fare dahil
edildi. TUm farelerin sirtlarinda 2x4 cm’lik alana anestezi altinda depilasyon
uygulandi. Fareler hig bir trtin uygulanmayacak grup negatif kontrol grubu
(N=7), %2 topikal minoksidil uygulanacak grup pozitif kontrol grubu (N=7),
topikal GB uygulanacak grup (N=7), oral GB uygulanacak grup (N=7) olmak
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tizere randomize dort gruba ayrildi. Farelere depilasyondan 1 giin sonra
baslanarak medikasyon verilmeye/uygulanmaya baslandi ve 28 giin boyunca
devam edildi. Siire¢ boyunca topikal ve sistemik uygulanan iiriin gruplarindaki
KF gelisimi diger gruplarla karsilastirilarak makroskopik sekilde gézlendi.
Depilasyondan sonra 0, 7, 10, 14, 21, 28. glinler farenin sirt kismi dijital kamera
ile fotograflandi. Goriintiiler bilgisayara aktarildiktan sonra “Kil ¢gikma
yiizdesi=(Kill1 alan:Depilasyon alan1)x100” formiili ile kantitatif olarak élglime
kor 3 hekim tarafindan degerlendirildi. Yirmisekizinci giinde anestezi altinda her
fare derisinden iki adet 6 mm’lik punch biyopsi materyali temin edildi.
Materyaller biri transvers biri longitudinal olacak sekilde kesitlendi, hematoksilen
ve eozin ile boyama yapildi. Longitudinal kesitlenmis 6rnekler folikul
morfolojisini gbzlemlemek, KF morfogenezinin farkli asamalarini siniflandirmak
ve subkiitan dokudaki folikiil sayisini tespit etmek i¢in kullanildi. Transvers
kesitlenmis 6rnekler KF sayilarinin ve ¢ap ortalamasinin saptanmast igin
kullanildi. KF ortalama cap1, anagen kil/telogen kil orani, subkiitan doku folikiil

say1st ve KF ortalama uzunlugu 1s1k mikroskopu ile degerlendirildi.

BULGULAR

Depilasyondan sonra makroskopik morfolojik gdzlemde pozitif kontrol
grup diger gruplardan, topikal ve sistemik tedavi grubu negatif kontrol grubundan
daha ¢ok ve daha hizli killanma gosterdi. Kil ¢ikma yiizdesi, negatif kontrol
grubunda tiim diger gruplardan ¢ok dusiiktii.

Depilasyon sonrasi 28. giinde yapilan histopatolojik analizde negatif
kontrol grubunda killarin ¢cogu bulbusun dermiste olmas1 ve dermal papillanin
genislemis olmasi ile karakterize erken anagen sathadaydi. Tersine diger
gruplarda bulbusun en biiyiik hacimde olmasi, dermal papillanin daha ince olmasi,
foliktllerin derin subkutiste bulunmasi ve yeni gelisen kil saftinin sebase glandin
hemen alt seviyesine ulagmasi ile karakterize en az anagen evre 3c-4
safhalarindaydi. Sistemik tedavi grubunda topikale gore bulbus daha derinde ve

folikdller daha buyik gozlendi.
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Tiim deney gruplarinda negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
subkutan dokuda daha ¢ok sayida folikiil vardi. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliyd (p<0.05). Sistemik GB grubundaki subkiitan doku folikiil sayisi,
topikal GB grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece yiiksekti (p<0.05).

Tiim deney gruplarinda negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda KF
ortalama ¢ap1 daha biiyiiktii. Diger deney gruplart ile negatif kontrol grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Topikal ve sistemik GB
gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

KF ortalama uzunlugu sistemik GB grubu ve pozitif kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik gostermedi (p>0.05). Tum gruplarda negatif kontrol

grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05).

Anagen kil/telogen kil orani sistemik GB grubu ve pozitif kontrol
grubunda, hem topikal GB grubu hem negatif kontrol grubuna gére anlaml
derecede yiiksek orandaydi (p<0.05). Sistemik GB grubu ile pozitif kontrol grubu
arasindaki fark anlaml degildi (p>0.05). Ayrica topikal GB grubu ile negatif
kontrol grubu arasindaki fark da anlamli degildi (p>0.05).

SONUC

Calismamizda Swiss-Albino cins farelerde hem topikal hem sistemik GB
verilen gruplarda histopatolojik degerlendirmede subkiitan dokudaki folikiil
say1si, anagen kil/telogen kil orani, KF ortalama c¢ap1 ve KF ortalama uzunlugu
parametreleri agisindan negatif kontrol grubuna goére artis oldugu bulunmustur.
Makroskopik morfolojik g6zlem, GB’nin hem topikal uygulanmasi hem sistemik

verilmesinin KF biiyiimesini olumlu etkiledigini diistindiirtmistiir.
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ABSTRACT
THE EFFECTS OF GINKO BILOBA ON HAIR GROWTH IN MICE

AIMS OF THE STUDY

Hair loss is a cosmetic problem that almost everyone faces during a period
of their life. Although the causes of hair loss are varied, it basically results in hair
cycle changes. With this change, the transition from the telogen phase to the
anagen phase becomes difficult, the anagen phase becomes shorter and the telogen
hair follicle/anagen hair follicle ratio increases. The aim of the hair loss treatment

is to reverse this change.

Ginkgo biloba (GB) is a living fossil tree with no similar species surviving
today. It is widely used in Asian traditional medicine. Clinical use is available for
the supportive treatment of Alzheimer's disease, senile dementia, cerebral
insufficiency, intermittent claudication and multi-infarct dementia. Mechanisms
of action include increased cerebral blood flow, antioxidant effects and anti-
inflammatory effects. Factors causing the transition of hair follicle (HF) from
anagen phase to telogen phase have been accused of disruption of vasodilatation
mechanisms, increased oxidant stress and triggering of inflammatory processes.
Based on these findings, we aimed to investigate the effects of GB on HF by
topical and systemic application in vivo. In this way, it is aimed to determine
whether the substance is safe, positive or negative effects on HF, and other

possible effects and side effects.

MATERIALS and METHODS

A total of 28 Swiss Albino 7-week-old male mice were included in the
study. Depilation was applied under anesthesia to 2x4 cm area on the dorsum of
all rats. Mice were randomly divided into 4 groups as negative control group
where no drugs are administered, positive control group where 2% topical

minoxidil is administered, third group where topical GB is administered and last
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group where oral GB is administered. The mice were started medication
given/applied 1 day after depilation and went on for 28 days. HF growth was
observed macroscopically throughout the process in topical and systemic product
groups compared with other groups. On the 0, 7, 10, 14, 21, 28 days after
depilation, the back of the mouse was photographed with a digital camera. After
transferring the images to the computer, “Percentage of hair growth = (Hairy
area:Depilation area) x100 ” formula was evaluated quantitatively by 3 blinded-
physicians. On day 28, two 6 mm punch biopsy materials were obtained from
each mouse skin under anesthesia. One of the materials was transverse sectioned,
the other was longitudinally sectioned, and stained with hematoxylin and eosin.
Longitudinal-sectioned samples were used to observe follicle morphology, to
classify different stages of HF morphogenesis, and to determine the number of
follicles in subcutaneous tissue. Transverse-sectioned samples were used to
determine the number of HFs and mean diameter. The mean diameter of HF,
anagen hair/telogen hair ratio, subcutaneous follicle count and HF mean length

were evaluated by light microscopy.

RESULTS

After depilation at macroscopic morphological observation positive
control group showed more and faster hair growth than the other groups. Also
both topical and systemic groups showed more and faster hair growth than the
negative group. The percentage of hair growth was much lower in the negative

control group than in all other groups.

Histopathological analysis on day 28 post-depilation revealed that most of
the hairs in the negative control group were in the early anagen phase,
characterized by bulbus in dermis and enlarged dermal papillae. In contrast, the
other groups were at least anagen stage 3c-4, characterized by the largest volume
of bulbus, the thinner dermal papillae, the presence of follicles in the deep
subcutis, and the newly developing hair shaft reaching the lower level of the
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sebaceous gland. In the systemic treatment group, bulbus was deeper and follicles
were larger than the topical.

In all experimental groups there were more follicles in the subcutaneous
tissue compared to the negative control group. The difference was statistically
significant (p <0.05). The number of subcutaneous tissue follicles in the systemic

GB group was significantly higher than the topical GB group (p <0.05).

HF mean diameter was larger in all experimental groups compared to the
negative control group. The difference between the other experimental groups and
the negative control group was statistically significant (p <0.05). The difference
between topical and systemic GB groups was not statistically significant (p>
0.05).

HF mean length did not differ significantly between the systemic GB
group and the positive control group (p> 0.05). All groups were significantly

higher than the negative control group (p <0.05).

Anagen hair/telogen hair ratio was significantly higher in systemic GB
group and positive control group compared to both topical GB group and negative
control group (p <0.05). The difference between systemic GB group and positive
control group was not significant (p> 0.05). Also, the difference between topical
GB group and negative control group was not significant (p> 0.05).

CONCLUSION

In our study, histopathological evaluation of Swiss-Albino rats in both
topical and systemic groups revealed that there was an increase in the number of
follicles in subcutaneous tissue, anagen hair/telogen hair ratio, HF mean diameter
and HF mean length parameters compared to negative control group. Macroscopic
morphological observation suggested that both topical administration and

systemic administration of GB positively affected HF growth.
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