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1.GIRIS

Son yillarda ¢esitli nedenlerden dolay: alternatif tibba olan ilginin diinya
yilizeyinde artis gostermesi, 6zellikle bitkisel kaynakli tibbi {irtinlerin cesitliliginde ve
ticaretinde oldukc¢a dnemli miktarda artiglarin yasanmasia neden olmustur. Cogunlugu
piyasada bulundugu {ilkelerde ruhsatlandirma problemi yasayan bu {riinlerin
giivenilirlik problemleri bu {rtinleri tartigilir halde olmasmin temel etkenlerindendir.
Bitkisel tibbi iiriinlerin ilag olarak degerlendirilmesi ancak klasik ilaglarin sahip oldugu
kalite, giivenilirlik ve etkinlik kriterlerini saglamalar ile miimkiin goriilmektedir ' .

Bitkisel ilaglarin giivenilirligi bilesiminde bulunan bitkisel drog veya
drog preparatina ait toksisite ozelliklerine bagl olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Ortaya
cikan toksik etkiler bitkisel ilaglarin kimyasal bilesimindeki maddelerin toksisitesinden
kaynaklanabilecegi gibi bu liriiniin liretimi sirasinda olusabilecek kontaminasyonlardan
(mikrobiyal, pestisitler, ¢esitli toksik kimyasallar, radyoaktivite vb) veya drogun yanlis
kullannmindan kaynaklanabilmektedir . Bundan dolay1 geleneksel kullanimin gegerli
olmadig1 durumlarda bitkisel ilaclarla pek cok toksikolojik ve farmakolojik testlerin ve

klinik dokiimantasyonun yapilmasi gerekmektedir.

Modern ila¢ kavraminda "birim dozu ile standart ve tekrarlanabilen fizyolojik
yanit alinmas1" 6nkosuldur. Fitofarmasotik olarak adlandirilan ve “Modern ilag
kavrammin gereklerini yerine getiren ve diger farmasotik ilaclar ile birlikte siki bir
sekilde denetlenen bitkisel ilaglar *“ olarak tanimlanan {iriinlerin ¢esitliligi ve kullanilan
miktar1 giintimiizde giderek artmaktadir * . Diger taraftan aktardan edinilen ya da
dogadan toplanan ham bitkisel materyalin (ham drog) kullanilmas: ile bu beklentinin
karsilanma olasilig1 bitkilerin kimyasal bilesimleri; iklim, toprak, mevsim, islenme
yontemi, saklama kosullar1 vb. etmenlere bagli olarak biiyiik farkliliklar
gosterebilmelerinden dolay diisiiktiir. Bu durum da tekrarlanabilen fizyolojik yanit
almabilme olasiligin1 azaltmaktadir. Ayrica ¢ogu bitkide etki tek bir bilesene bagl
olarak degil, sinerjistik/antagonistik vb. etkilesmeler, emilimi ve stabiliteyi artiran
maddeler ve diger ¢esitli etmenlere bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Fitoterapotik olarak adlandirilan "saghik destek ve diyet {riinleri" arasinda

siniflandirilan Giriinlerin tablet, surup, vb. farmasotik dozaj formlar1 halinde sunulmasina



karsilik, denetim eksikligi 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu iiriinlerde
iretim sirasinda ve sonrasinda yeterli kontrol bulunmayis1 ayrica saglik riskleri
yaratmas1 agisindan ve 6zellikle bu iiriinlerin giivenilirlik ve tekrarlanabilir tedavi yaniti

almabilme olasilig1 tartismalidir * .

Yeterli denetim bulunmamasi nedeniyle fitoterapotiklerle ilgili pazardan daha
biiyiik pay kapmak isteyen iireticiler "dolayli reklam kampanyalar1" ile giderek artan
kitlelerin ilgisini ¢ekmek istemekte hatta kendilerine bagli fabrika ve dagitim tesisleri
ve sistemleri kurmaktadir. Bu iirlinlerden biri de Aloe Vera Jel iirlintidiir. Aloe vera jel
yurdumuzda iiretici ¢esitli firmalarin olusturdugu satis agi ile tiiketiciye kapida ulagsma
yoluyla pazarlanmaktadir. Bu pazarlama sirasinda triiniin genis bir yelpazede” pek ¢ok
hastaliga 1y1 geldigi ve pek c¢ok hastaliktan bireyleri korudugu” yoOniinde satis
elemanlarinca pazarlamasi yapilmaktadir. Bu {irlinler eczanelerde satilmamaktadir.
Dolayisiyla bu pazarlama yontemi ile bilingsiz kullanicilar i¢in olasi1 saglik risklerinin
ortaya ¢ikmasi s6z konusu olabilmektedir. Nitekim Yurdumuzda Saglik Bakanlig1 Aloe
vera jelin kullanimina bu nedenlerden dolay1 kisitlama getirmis olup, {iriiniin su an ilgili
iiretici firmalarca pazarlanmasini gecici olarak durdurmus bulunmaktadir. Bu tarihe
kadar yurdumuzda Aloe vera jel, yogun formlarda oldukca fazla satilmistir. Fakat yakin
gelecekte tirlinlin tekrar bildirilen satis yontemi ile satisinin yapilmasi i¢in gereken

girisimler firmaca yapilmaktadir.

Yapilan bazi ¢alismalarda {iriinlerin icerisinde bulunan c¢esitli maddelerinin
giivenilir ve hatta kanserden koruyucu rol oynadigi iddia edilirken, bazilarinda ise
karsinojenik etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir. Son yillarda FDA {iriiniin kullanimina
bagl olarak gelisebilecek saglik riskleri konusunda uyarici bildiriler yayimlamaktadir.
Ozellikle Aloe vera jele yonelik olarak yapilan toksisite ¢alismalarmda , iiriin
kullannmmna yonelik olarak basta karsinojenik etki olmak {izere gelisebilecek
genotoksisite ¢aligmalarmin yeterli olmamasi dikkati ¢ekmektedir. Aloe vera jelin
yaratabilecegi genotoksisitenin degerlendirilmesine yonelik ¢aligmalarin sonuglar1 bu
irliniin giivenligi konusunda aydinlatict bilgilerin olusmasma neden olacaktir.

Dolayisiyla bu konuda yeni ve genis kapsamli degerlendirmeye ihtiyag vardir.

Cesitli tibbi amaclar ileri siiriilerek genis bir halk kitlesine ulasmis durumda

olan {irtine yonelik olarak kullanicilarin biiyiik bir ¢ogunlugunun iiriiniin giivenilirligi



konusunda bilgi eksiklikleri mevcuttur. Bu derece yaygin kullanimi sonucu ortaya
cikabilecek olas1 genotoksik etkilerin Oniine gecilebilmesi ¢aligmanin 6nemini ve
etkisini ortaya koymaktadir. Uriiniin genotoksik etkileri konusunda literatiirde yetersiz
olan bilgiye bu konuda katkida bulunulmasi sadece yurdumuzda bu iiriinii kullananlar

icin degil, yurt disinda da {iriinii kullanan kisiler agisindan 6nem tagimaktadir.

Diger yandan comet yontemi sonucunda elde edilen sonuglarin
genotoksik etkiyi destekleyecek sekilde saptanmasi, bu iiriintin giivenilirligi konusunda
ve Uriiniin satis ve kullanimina getirilen kisitlamalara ciddi destek olacaktir. Bu yonde
elde edilen sonuglar ¢ercevesinde, sadece firma elemanlarinca tek yonlii bilgilendirilen
halk kitlelerinin olas1 genotoksik etkilerden uzak kalmasinin saglanmasi en onemli
yaygin etkiyi yaratacaktir. Diger yandan, eksik kalmis veriler nedeniyle halk sagligini
tehdit etme olasilig1 olan bir tibbi amagh iiriiniin, bu ¢caligma sonucunda elde edilecek
ciktilarla amacina uygun bir {riin olup olmadigi yoniinde kanitlar saglanmasi,

calismanin erisilen en 6nemli katma degeri olarak ortaya ¢ikacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

ABD’de yetiskin niifusun %20 si diger bir degisle 38 milyon kisi ¢esitli alternatif

ilaglar1 daha cok da bitkisel ilaglardan yararlanmaktadir *°.

Bu bitkisel ilaglar icinde
Aloe vera en popiiler olanlarindandir *’. Aloe vera halk- geleneksel tibbinda Cin,
Hindistan, Japonya gibi tllkelerde yararianilan 2000 yildan fazla siiredir bir bitkidir 8.
Bat1 toplumlarinda  o6zellikle ABD’de ilag endiistrisinde Aloe veranin lateks
komponentleri (latex bitki boylamasine kesildiginde merhem kivaminda ¢ikan kisimdir)
kullanilmaktadir. Giinlimiizde aloe vera iceren saglik ve kozmetik iiriinlerin sayis1 ¢ok
artmistir. Aloe vera cilt nemlendirici, el ve yiiz kremi, sabunlari, giines losyonlari,
sampuanlar, sa¢ tonikleri bonyo ve makyaj malzemelerinde bulunmaktadir. Topikal
preparatlar1 donma, yanma , radyasyon dermatitleri, ilserler, psoriasis yaralanmalar ve
deri enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte kozmetik endiistrisinde
genglestirici, sikilastiric1 ve nemlendirici etkisinden dolay: yararlamlmaktadir °'?. Son
yillarda bazi1 herbalistler proflaksi ve tedavide bilinmeyen sistemik rahatsizliklari
hafifletmede aloe vera bitkisinin lateks, jel ve yapraklarmin oral olarak alinarak
kullanilmasini 6nermekte olup bu yonde ticari preparatlar: bati toplumlarinda piyasada
yer almaktadir "°. Yapraklarindan elde edilen formiilasyonlar1 biiyiik dlgiide sivi, toz ve
tablet formlarinda destekleyici olarak kullanilmaktadir. Konstipaston *'*'*!* ve GIS

9,12,16,17

rahatsizliklar1 gidermek ve immiin sistemi giiclendirmek amaciyla oral yolla

bitkinin ¢esitli boliimlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. Bunun yani sira cesitli

18

raporlarla aloe vera ya yonelik anti-tiimor '*, anti-artritik '°, anti-romatizmal ', anti-

1820 ve anti-diyabetik *' 6zellikleri rapor edilmistir.

kanser

Bitkiye ait cesitli tiirler, biiylime yeri, hasatlanma sartlari, ekstraksiyon ve
isleme metotlar1 bitki igindeki ¢esitli komponentlerin konsantrasyonunu ve etkinligini
etkilemektedir. Nitekim giiniimiizde de bitkiye yonelik ozellikle toksisite verilerinin
azhigindan dolay1 &zellikle ¢ocuk, kadin ve erkeklerin piyasadaki oral ** ve topikal
iirtinlerinin kullanim1 g6z 6niinde bulundurularak 1998 yilinda National Cancer Institute
Aloe Vera bitkisini yiiksek karisim icermesinden dolay1 National Toxicology Programi

altinda tumor olusturucu ve karsinogenetik etki yoniinden aday olabilecegini bildirmistir
9



2.1. Aloe vera bitKisi

Aloe vera yaygin olarak bilinen Aloe Barbadensis Miller (Aloe vera Linne)’dir.
Aloe vera bitkisi Liliaceae familyasindan olup 420 tirii bulunmaktaidr. Bitkinin
anavatani giiney Afrika olup kuru sub-tropik ve tropik iklimlerde yetisebilmektedir
(Sekil 1) *. Aloe veranmn ticari olarak 6nemsenen birkag tiirii vardir. Ticari olarak en ¢ok
popiiler olanlar1 uzun 6miirlii ve yapraklari etli ve sulu olan tiirleridir. Bu bitkiler
crassulecean asit metabolizmasi1 yardimi ile dokularinda ytliksek miktarda su saklayarak
az veya degisken sulu ortama uyum saglayabilmektedirler. Crassulacean asit
metabolizmasi sayesinde fotosentetik yol ile malik asit doniisiimiinii yapilarak kuru
iklimlere adaptasyon saglanir. Aloe vera meyvalart %30 su bulundurmaktadir,
yapraklarinda bu oran %65-80 arasindadir. Yapraklar1 etli ve birden ¢ok katmandan
olusur, bu katmanlara kloroplast hiicreleri serpistirilmis haldedir. Kanal demetleri
yapraklarin etli kisimlarinda bulunmakta olup ii¢ tip tiibiiler yapidan olusmaktadir:
ksilem-tiibiilleri su ve mineralleri koklerden tasirlar: phloem(soymuk) kanallar1 sentez
edilen materyalleri koklere tasirlar ve perisiklik kanallar ise Aloe vera lateksinin
yapraklara kadarki boliimde transport ve depolanmasindan sorumludurlar. 4loe vera
lateks ayrica aloe suyu, aloe oOzsuyu veya basitce aloe olarak adlandirilir. Arap
diinyasinda “‘alloeh’ olarak adlandirilmis olup anlam olarak tadinin aci olmasindan
kaynaklanarak parlayan ve aci anlamindadir. Aloe vera bitkisinin yapraklarmin etli
kisminin en ic¢teki kisimlar1 arasinda ince ¢eperli parankima hiicreleri Aloe vera jeli
icermektedir. Aloe vera jel yapigkan sivi olarak yapraklarin etli kisimlarmdan
ekstraksiyon ile elde edilir °**. Fazla olan enerji ile karbonhidrat sentez edilerek phloem
kanallari ile yapraklarin etli kisilarina taginir. Su, mineraller ve malik asit kii¢iik organik
asitler, crassulacean asit metabolizmasi ile elde edilir ve yapraklarin etli kisimlarmna
tasinir. Aloe vera jel bitkinin su ve enerji depolamasina yarayan kismidir. Bu yiizden
Aloe tiirler1 arasinda Aloe vera ticari ve terapotik etkilerinden dolayr en ¢ok

kullanilanidir %2,

Aloe {riinlerinin kimyasal ozellikler1 ve tanmimlar1 Carrinton
laboratuarlarinda (2001) yapilan analizler ile tanimlanmistir (Tablo 1). Aloe vera

bitkisinin igeriginde yer alan kimyasallar ise Tablo 2 de 6zetlenerek sunulmustur '*,



Sekil 1: Aloe vera bitkisi
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bitkisi
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Tablo 1: Aloe barbadendis den elde edilen aloe urunleri

Uriin ismi Goriiniig Koku Tat pH
Aloe vera tiim Acik Hafif ot Hafif ac1 ot 3.0-4.0
yapragi 1:1 kehribar kokulu
rengi sivi
Aloe vera jel 1:1 Temiz Hafit ot kokulu | Hafif 3.5-5.0
renksizlestirilmis saydam karakteristik ot
Aloe vera jel 10:1 Yari-viskoz | Hafif ot Hafif ot 3.5-5.0
renksizlestirilmis ve hafif ve kokulu
orta kehribar
Aloe vera jel Beyaz, taba | Saptanmamis | Saptanmamis | saptanmamis
dondurarak aras1 renkli
kurutulmus toz
Tablo 2: Aloe Vera bitkisinin icerdigi bilesikler '2.
Antrakinonlar | Sakkaritler | Vitaminler | Nonesansiyel Inorganik Enzimler Esansiyel Mubhtelif
amino asitler | bilesikler amino
asitler
Aloin selluloz Bl Histidin Kalsiyum Siklooksijenaz Lizin Kolesterol
Barbaloin glukoz B2 Arjinin Sodyum Oksidaz Treonin Trigliserit
Isobarbolin mannoz B6 Hidroksiprolin | Klor Amilaz Valin Steroitler
Antrhranol L-ramnoz Kolin Aspartik asit Manganez Katalaz Losin B-sitosirel
Aloetic asit Aldopentoz | Folik asit Glutamik asit Cinko Lipaz Izolosin Lignin
Sinnamik asit C Prolin Krom Alkalin fosfataz | Fenilalanin | Urik-asit
ester
Aloe-emodin a-tokoferol Glisin Bakir Karboksipeptida | Metionin giberellin
z
Emodin B-karoten Alanin Mg Lektin
benzeri
bilesikler
Krizifonik asit Trozin Demir Salisik asit
Resistannol Arasidonik
asit
Antrasen Potasyum
sorbat
Etheral yag




2.1.1 Aloe Vera Jel.

Aloe vera nin ticari olarak yetistirilmesine 1920 yilinda Florida eyaletinde
baslanmisir. Aloe vera dan elde edilen Aloe vera jel, farkli Aloe tiirlerinin, uzun, etli,
yesil yapraklarindan elde edilen, ylizyillardir halk ilact olarak kullanilan sulu 6ziittiir.
Aloe jelin; 75 besin 6gesi ve 200 aktif bilesik (20 mineral, 18 amino asit, 12 vitamin
gibi) icerdigi belirlenmistir. Aloe lateks gastrointestinal sistemde irritan olan katartik
etkilerden sorumlu antrakinon ve emodin bilesiklerini i¢ermektedir. Yapragmn ikinci
kismi yapragin i¢ kismindaki ince ¢eperli parankima hiicrelerinden berrak, viskoz
sividan olusan ve aloe jel olarak bilinen kismidir. Aloe jel icerisinde genellikle
asetillenmis ya da kismen asetilenmis ya da asetillenmemis halde yer alan
polisakkaritler bulunur. Kozmetik tiriinlerinde genellikle jel kismmin Aloe sivis1 kismi
nemlendirici krem ve yumusatici olarak kullanilmaktadir. Aloe vera jel ve yaprak

icerikleri karsilastirmali olarak Tablo 3’de sunulmustur .

Tablo 3: Aloe vera yapragi ve Jelbazinin fiziksel ve kimyasal zellikleri ®

Ozellik Jel Tiim yaprak
Coziinebilen katilar %0.62 %1.3-3.5

pH 4.5 4.2

Azot 12 6

Ca? 340 600

Mg 60 100

K" 390 750
Oziletkenlik 1200-2300p 1900-2500p
Tat Yumusak Tuzlu
Metanolde ¢6ziilebilen %0.12-0.16 %0.45-1.3
katilar (MPS)

MPS c¢oziinebilenlerin orani | 25-35 30-40
Etanolde ¢oziilebilen 6-10 1-10

katilarin toplam oran

UV absorpsiyon pik 224 nm 254 nm
Monosakkarit Galaktan ve glukomannan | glukomannan




Aloe jel aloe yapraklarinin mekanik olarak sikilmasi ile elde edilen kivamli berrak
swvidir. %99 oraninda su icermekte olup miisilajli olmasmin nedeni icerigindeki lifli
yapilardan kaynaklanmakta olup, pH’s1 4,4-4,7 arasindadir. Yiiksek asidik yapisindan
dolay1 malik asit gibi hiicrelerde birikme gosterebilir. Bir ¢ok arastirmaci Aloe vera jel
icerisindeki aktif bilesikleri saptamaya ¢aba harcamaktadir. Jel’in kimyasal analizinde
kuru agirhiginda yaglar, proteinler gibi minor yapilar bulunmaktadir, sirasiyla; ¢coziiniir
seker (%27.8 bulunmaktadir bu oran yaprak veya kabuktan daha fazladir. Aloe jel kuru
agirhgmin  %25°1 mono- ve poli-sakkaritlerden olusmaktadir. En c¢ok bulunan
monosakkarit manna-6-fosfattir. En ¢ok bulunan polisakkarit ise glukomannandir (beta-
(1,4) asetilat-mannan). Bu bilesikler(asemannan) antialerjik ve antienfelamatuvar
etkilerinden dolay1 izole edilmislerdir. Aloe jel icinde binlerce poli ve mono sakkarit
bulunmakta olup, bunlarin ¢ok farkli kimyasal Ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri
belirlenmistir. Aloe jel ayn1 zamanda lignin , salisilik asit, saponinler, steroller ve
triterpenoidler icerir. Nisasta olmayan polisakkaritler ve lignin jelin kuru kiitlesinin
%351in1 olusturur. Taze olan aloe jel icinde proteloitik enzim olan karboksipepditaz,
glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz enziminin birka¢ izoenzimi bulunmaktadir.
Aloe jel iginde A, C, E, B12 tiamin, niasin ve folik asit gibi vitaminler ile Na, K, Ca,
Mg, Mn, Zn, Cr ve Fe gibi mineraller icermektedir. Aloe bitkileri lizin, histidin, arjinin,
sistein, alanin, metionin, 16sin , izolosin aminoasitleri bulundurmaktadir ®%'%%,

Aloe vera jel eldesi cesitli yontemlerle yapilabilmektedir. Ornegin, Aloe vera
saplarindan el ile kesilerek hasat edildikten sonra yapraklarin dis tabakasi ortadan
kesilerek aloe jel ayrilir. Ik ayirma isleminden sonra hiicre duvarlari, ince fiber borular
ve diger kontaminantlar sikma ve filtre ederek veya dekontaminasyon prosesi ile
ayrilir. Yapraklardan jel ayrilirken yesil tabakada kontaminasyon olusmaz. Ciinki jel
aktivitesi yapraklardan ayrildiktan sonra stabil olmayan bir haldedir. prosesten sonra
stabil hale getirilebilir. Bir diger yontem ise; jel yiiksek sicakliklara 3 dakika boyunca
maruz birakarak stabilize edilir. Ultraviyole stabilizasayon, kimyasal oksidasyon ve
koruyucular eklenerek jel’in aktvitesinin korunmasi gibi iglemler diger yontemlerdir.
Bu yontemlerden biri McAnalley tarafindan gelistirilmis bu yontemde Aloe vera jel
yapraklardan izole edildikten sonra aktif bilesik carrisyn (asemannan) ‘dan izole edilir.
Bu yontemlere ek olarak Aloe saplarindan kesildikten sonra bakteriyel soliisyonla

yikanir ve bu yikama islemi ile antrakinonlar ile zengin 06zsu ayrilir. McAnalley
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yonteminde yapraklar ezildikten sonra diyaliz yoluyla antrakinonlardan ayrilir. Aloe jel
yapraklardan izole edildikten sonra homojenize edilerek Aloe suyu iiretilir. Daha sonra
Aloe suyu filtre edilerek lifli materyallerden ayrilir. Bu islemden sonra suya
koruyucular, tatlandirici, yardimci maddeler ve/veya renklendiriciler eklenir. Bundan
sonra alifatik polar soliisyon carrisyn izole etmek i¢in eklenir. Daha sonra steril edilip
liyofilizasyon ile kurutulur. Aloecorp tarafindan gelistirilen bu proseste taze hasat
edilimis yapraklar 5C° sicaklikta ve vakum altinda mikrobiyal sayici ile gida olarak

ayrilirlar. Konsantre edilmis jel dondurularak kurutulur’'?

. Agarwala(1997) tarafindan
gelistirilen yontem ile; i¢ jelin yapraklardan ayrilmasi proseslerinden ayr1 olarak, tiim
yapraklardan manuel yada makine ile i¢ jel ayrilir. Iki prosestede yapraklar kesildikten
sonra hizli sekilde islem merkezine tasinir ve yapraklar yikandiktan sonra 1sitma figisina
konulur. Isitma iki yol ile yapilir; diisiik sicaklikta uzun siire veya yiiksek sicakliga kisa
siire maruz birakilir. Isitma isleminden sonra elde edilen bulamag¢ {izerine basing

uygulanir. Daha sonra aktif komiir katilir. Berraklig1 saglamak igin filtreden gegirilir”'?.

Bugiin, aloe jelinin besinlerde ve iceceklerde katki maddesi olarak, nemlendirici
olarak, kozmetikte ve ilaclarda yara iyilestirici olarak ticari kullanimi vardir. Bu etkileri
yiiksek molekiil agirlikli bilesenlere baglanmaktadir. Pozitif etkilerin yani sira, negatif
etkiler de s6z konusudur. Ticari olarak hazirlanmis Aloe vera jelinin in vitro insan
normal ve timérlii hiicrelerinin biiyiimesinde toksik etkileri saptanmustir . Bu etkiden
antrakinonlarin sorumlu oldugu bulunmustur *°. Antrakinonlarin biiyiik bolimii, deri
iritasyonu, eritem, yiiksek hiicre proliferasyonuna neden olabilmektedir ve oksidatif
mutajenlere duyarli Salmonella tiirlerinde mutajenik olarak bulunmuslardir ?’. Kinonlar
bu etkilerini biiylik olasilikla proteinlerin tiyol gruplarma baglanarak ya da aktive
oksijen tlirlerinin iiretilmesi yoluyla gosterirler. Cogunlukla, mutajenik etki, hidroksi
antrakinonlara metabolik olarak ¢evrilme ile aciga cikar. Aloe vera jelinin toksik
etkileri de yapraklardaki diisiik molekiiler agirhkl, aloin (aloe-emodin antrakinonuna
ait glikoziti) gibi bilesenlerin oksidasyoun ile olusur. Aloin siganlarda oral uygulama
sonrasinda, kalin bagirsakta aloe emodine doniisiir, bu kinon yapisal ozellikleri
acisindan karsinojendir. Aloin bugiine dek, aloe tiirlerinin purgatif etkinliginin kaynagi
olarak kabul edilmistir. TASC (The International Aloe Science Council) piyasada
satilan ve oral olarak kullanilan Aloe vera jel iceriginde 5 ppm’den fazla aloin veya 50

ppm’den fazla total antrakinon bulunmamas: istenmektedir °.
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1,8-dihidroksiantrakinonlar, laksatifler gibi pek cok bitki kaynakli ilaglarin aktif
bilesikleridir. Aloe’ler de antrakinon tasiyan bitkisel ilaclar arasindadir. Laksatiflerin
yaygin kullanimi ya da suistimali ile ilgili dihidroksi antrakinonlarin olasi toksik ve
tiimorejenik etkinlikleri, 1,8-dihidroksiantrakinon dantron (kirazin)’nun siganlarda
intestinal tiimor insidans1 ve farelerde karaciger tiimorlerini arttirmasi bu maddelere
dikkat ¢cekmistir. Insanlarda kolorektal kanser i¢in artan risk 1,8 dihidroksiantrakinon
iceren laksatif siiistimali yapanlarda saptanmistir, ancak diger ¢alismalar bu sonucu

dogrulamamuistir.

Dogal olarak bulunan 1,8 dihidroksi antrakinonlarin ve bazi metabolitlerinin
mutajenik ve genotoksik etkinlikleri tartisilmaktadir. Hem pozitif hem de negatif
sonuglar bulunmaktadir. Antrakinonlar arasinda bulunan emodin (1,3,8-trihidroksi 6-
metil antrakinon), dantron ve aloe-emodinin (1,8-dihidroksi 3-hidroksimetil
antrakinon) ekzojen metabolik aktivasyon olmadan memelilerde genotoksik etkinligi
saptanmistir. 1,8-dihidroksi antrakinonlarin agizdan alimi ile intestinal alim soz
konusudur, konjugatlarin iiriner atilimi vardir ve belirgin enterohepatik dolasim
gosterilmistir. Dolayisiyla bu  bilesiklerin  karacigerde sitokrom P450°ye bagh
biyotransformasyonu, toksik ara metabolitlerin olustugu biyoaktivasyon yolagimnin
gdstergesi kabul edilebilir **. Dolayisiyla genetik polimorfizm toksisitede énemli rol
oynayabilir. Emodinin metabolitleri genotoksik iken, krizofanoliin (1, 8-dihidroksi 3-
metil antrakinon) biyotransformasyonu ile olusan aloe-emodin, krizanofanolden daha

genotoksiktir *°.

Yapilan arastrmalarda, jelin yapisindaki bu diisik molekiiler agirlikli
antrakinonlar ayrildiktan sonra, hiicre kiiltlirlerinde gdzlenen toksisitenin de geriye

dondiigl bulunmustur. Dolayisiyla toksisiteden bu bilesikler sorumlu tutulmaktadir.

2.1.2. Aloe vera kullanmimina bagh olarak gelisen toksisite

Aloe vera, potansiyel olarak 75 aktif bilesik icermektedir: vitaminler, enzimler,
mineraller, sekerler, lignin, lektin benzeri bilesikler, saponinler, salisilik asit, amino
asitler igerir. Antrakinonlar arasinda aloin, barbaloin, isobarbaloin, antranol, aloetik asit,
sinnamik asit esteri, aloe-emodin, emodin, krizofonik asit ve resistannol igermektedir 30,
Bu kadar ¢ok cesitlilikte madde iceren Aloe vera’nin farmakolojik ve toksikolojik

etkileri yoniinden incelenmesinde, hem bitkisel karisimindan hem de tek tek igerik
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maddeleri yoniinden arastirilmalar1 yapilmaktadir.

Aloe vera’nin hayvanlara veya insanlara toksisitesinin belirlenmesine yonelik bir
cok calisma mevcuttur. Tek veya tekrarlayan dozlarda, Aloe vera igeriklerinden olan
asemannanin farelere ve kopeklere intraperitonial ve intravendz uygulamalari, farelerde
aktivitede azalmaya, anormal yliriiylis ve davranis bozukluklarina, sarkik viicut tonuna,
piloereksiyona, titremeye sebep olurken, kopeklerde, kusma, abdominal disfonksiyon,
aktivitede azalma, diyare olarak toksik etkiler gostermistir *'. Ticari asemannan
karisimlarmin oral verilmesinin incelendigi diger bir c¢alismada ise, siganlarda,
kanamalar, bilyiimiis bobrekler, piyelonefrit gozlenmistir *>. Aloe vera’nn yaprak
ekstraktlarmin 500 mg/kg, 1 g/kg, 3 g/kg dozlarda oral gavaj yoluyla verildigi fare
calismasinda, 1 ve 3 g’lik dozlarda, 24 saatlik gézlem sonucunda santral sinir sistem
aktivitesinde azalma gbze ¢arpmistir. 90 giinliik 100 mg/kg’lik dozlarin igme suyu ile
verildigi devam calismasinda da, viicut agirhiginda ve hayati organ agirliklarinda
azalma, kirmiz1 hiicre sayisinda diisme, spermatogenik disfonksiyon ve kontrol grubuna
gdre %30’luk fazladan Slim orani saptanmustir >° . Aloe vera jelin siganlarda 110
mg/kg/giinliilk dozlar ve iistiinde sindirim yoluyla tiiketiminde ise diyare, biiyliime
geriligi, polidipsi ve poliiire olusturdugu gozlemlenmistir. Daha uzun siireli ¢aligmalar

Aloe vera jel tiiketiminin kalsiyum metabolizmast ile etkilestigini gostermektedir **?°.

Bir kadin hastay1 konu olan bir vaka kontrol ¢alismasi da literatiirde mevcuttur.
Buna gore, Aloe barbadensis Miller ekstratlarini igeren 500 mg’lik tableti 4 hafta
boyunca kullanan bir kadin hastada, ilerleyen sarilik, pruitus, akolik bagirsak hareketleri
ve abdominal rahatsizliklar rapor edilmistir *°. Karaciger biopsisinde, lenfosit, plasma
hiicreleri, granulositlerin portal ve asinar infiltrasyonu ile birlikte agir akut hepatit,
nekroz ve bilirubinostasis saptanmis olup, tabletlerin alimmin kesilmesinden bir hafta

sonra sikayetler diizelmistir.

Aloe vera ile ilag etkilesimleri olabilecegi de rapor edilmis olup, Aloe vera’nin
prostaglandin sentezini azaltarak, plateletlerin ikincil agregasyonunu inhibe edebilecegi
belirtilmektedir. Calismalar, Aloe vera jelin prostaglandin sentezini %48 oraninda
azalttigini, indometazin icin bu degerin %63 oldugunu ortaya koymustur >’

1,8-dihidroksiantrakinonlar farmakolojik olarak laksatif etkisi saptanmis

bilesiklerden olup, karsinojenik etkileri hakkinda da ¢esitli yayinlar mevcuttur. 1,8-
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dihidroksiantrakinon ve dantronun rodentlerde karsinojenik oldugu gésterilmisken **~°,

DNA ile interselasyon vyaptigma dair bilgiler de mevcuttur % 18-
dihidroksiantrakinonlardan emodin, aloe-emodin ve dantronun topo II aktivitesini
(topoisomeraz II) inhibe ederek kromozomal DNA kiriklarmna yol agtigr saptanmistir
264243

Aloe vera jelin disik molekiiler agwhkhi fraksiyonunun (LMWF)
sitotoksistesinin arastirildigi bir yayinda, tek tabaka tavuk fibroblastlart LMWF’ye
maruziyeti sonucunda, hiicrei¢i baglarin bozulmasini ve yiizeylere hiicre yapiskanligmin
azalmasini indiikledigi, hiicre tabakasinda ise hiicre igermeyen bosluklar olusturdugu
goriilmiistiir. Arastirmacilar, Aloe vera jelin diisiik molekiil agirlikli toksik bilesikler
icerdigini ve ticari preparatlarda bu molekiillerin uzaklastirilmas: gerektigi sonucuna

varmuslardir *°

OH O OH Algin/Barbaloin
Aloe-emodin
CHOH CHyOH
»]
Glukoz Aloesin/aloeresin B
Glukoz
c CHy e
= 0 Aloenin
O
0.0
H3 ©
CHs
OCH;
Glukoz-O-p-kumaroil i
Aloeresin A

S

Sekil 2: Aloe tiirlerindeki ana antrakinon bilesikleri
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Aloe vera ekstratlarinin  kullaniminin UVA 1smmina maruz kalanlarda
genotoksisite yoniinden arastirildigi baska bir ¢alismada da, DNA onariminin eksik
oldugu mutant Escherichia coli ve plasmid DNA'dan faydalamilmigtir. Bakteriyel
transformasyon, hayatta kalma siliresi ve agaroz jel elektroforezinden elde edilen

sonuclar, Aloe vera'nin genotoksik etkileri oldugu hakkinda goriisleri desteklemektedir
44

Ticari Aloe vera jel preparatlarmin normal insan hiicresi ve tiimor hiicresi
bilyiimesi tizerine in vitro toksik etkilerinin oldugu da rapor edilmis olup **,
antrakinonlarin varligi bu etkiden sorumlu tutulmustur. Bir ¢ok antrakinonun deri
iritasyonu, eritem ve yiiksek hiicre proliferasyonuna yol agtig1, oksidatif mutajenlerin
bir ¢ok tiiriine duyarli Salmonella tiirlerine mutajenik oldugu saptanmustir *’** . Aloe
vera yapraklarinda da bulunan aloin adli maddenin sicanlara oral olarak verilmesi
durumunda, kalin bagirsakta aloe-emodine doniistiigii ve tam karsinojenik etkisi oldugu

gdriilmistir ©-°.

Aloe vera bilesiklerinin hiicre proliferasyonu iizerine stimulator etkilerinin
bulunabilecegine dair cesitli raporlar bulunmakla birlikte **>' bu etkiden sorumlu
kimyasallarin tespiti heniiz yapilabilmis degildir. Aloe vera’daki lektin benzeri
bilesiklerin hiice proliferasyonu iizerine hem stimulatdr hem de inhibitor etkileri oldugu
belirtilmektedir. Lektinler, non-immun orijinli glikoproteinler olup, eritrositleri in vitro
olarak aglutin etme kabiliyetine sahiptir. Baskilanmis biiylime, diyare ve besin
maddelerinin emilimini bozma gibi etkiler bu smif toksikanlar ile iliskilendirilmektedir.
Biitiin lektinler toksik olmamakla birlikte, her lektin tiirevinin toksisite siddeti de farkl
olmaktadir. Lektinler hiicre membrani yapisinda yer alan polisakkarit, glikoprotein,
glikolipit, serbest ya da bagl sekerlere baglanabilmektedir. Deney hayvanlarina oral
olarak wverildiklerinde, gastrointestinal yolakta yer alan mukoz membranlarla
etkilesmekte ve akut gastrointestinal semptomlar, biiyiime geriligi ve hatta 6liime yol

acabilmektedir °.

Aloe vera jel preparatlarinda da yiiksek seviyelerde lektin benzeri bilesiklerin var

45

oldugu calismalarca saptanmistir ™. Taze yaprak fraksiyonlarinin normal insan

hiicrelerinin biiylimesini tetikledigi saptanmisken, ticari olarak bulunan Aloe vera jel
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fraksiyonlarmin normal insan ve timor hiicrelerine esit seviyede sitotoksik oldugu
goriilmiistiir. Aloe vera jel ekstraktalarmin fibroblastlar ve ndéron benzeri hiicrelerde
proliferasyonu indiikledigi saptanmustir *>. Aloe vera jel ekstratlari ile yapilan laboratuar
calismalar1 hiicrelerin matrikse baglanmasini ve biliylimesini tetikledigini gosterirken,
benzer etkiler ticari Aloe vera jel preparatlar1 ile yapilan ¢alismalarda elde
edilememekte, hiicre baglanmasinin biliylimesini bozan etkilerin, iiretim tekniginden ya
da iretim sirasinda eklenen diger kimyasallar nedeniyle olabilecegini ortaya

koymaktadir *.

Bu muhtemel toksik etkilerin yani sira klinik bazi arastrmalarda Aloe vera ve
Aloe vera jelin cgesitli diizeyde farmakolojik etkilerinin de oldugu ortaya konulmustur.
Hem geleneksel tedavide kullanilan hem de deneysel olarak belirlenen tibbi
farmakolojik etkiler, en ¢ok yara iyilestirici 6zelligi ve diyabeti tedavi etme etkisi

{izerinedir >>%*,

2.2. Molekiiler Biyogostergeler

Molekiiler biyogdstergelerin epidemiyolojik c¢aligsmalarda kullanilmasi
ekonomik olmalari, hizli ve kesinlikleri nedeniyle avantajlar saglamaktadir.
Epidemiyolojide hastalik insidansini kontrol eden faktorlerin ¢alisilmasi i¢cin ¢ok sayida
birey ve uzun bir zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Biyogostergeler, hastaliga neden olan
maruziyeti gostermesi, hastalik gelisiminin erken donemde belirlenmesi ya da bireysel
duyarhiligin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilen 6l¢iilebilir degiskenlerdir65.

Molekiiler epidemiyoloji yaklasimi, hastaligin sebep bilgisinin
arastirilmasi, gevresel ve mesleki karsinojenlere maruz kalan bireylerin kanser riskinin
belirlenmesi, kansere neden olan i¢ faktorlerin ya da koruyucu faktorlerin
degerlendirilmesinde biiyiik bir giice sahiptir®.

Biyogostergeler ile DNA ya da proteinlere kimyasal katim {irtinleri
dogrudan Olgiilebildigi gibi, bir takim biyogdstergeler de karsinojenik bilesige
maruziyeti 6zgiil olmayan yolla yansitirlar. Ornek olarak DNA kiriklar1 ve kromozom
aberasyonlari, bircok farkli hasar tiriinden meydana gelebilir, fakat genotoksik

maruziyetin kullanisli bir gdstergesidir ®°.
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Sitogenetik biyogostergeler ise insan biyoizleme c¢alismalarinda ve
cevresel, mesleki ve genomik kararlilik lizerindeki tibbi faktorlerin etkilerini incelemek

icin en fazla kullanilan biyogdstergelerdir *°.

2.2.1. Genotoksisite Testlerinin Kullanim Alanlari

Genotoksisite testleri, ¢cevresel ve kimyasal maruziyetlerde DNA ya da
kromozom hasarina neden olan bilesiklerin ve yaptiklar1 hasarin belirlenmesinde,
etkilerinin  degerlendirilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir®. Ayrica
genotoksisite testleri, ilaglarin ve kimyasallarin klinik oncesi giivenlilik ¢alismalarinda
kullamlmaktadir®. Genotoksisite ve karsinojenezis verilerinin kapsamli incelemeleri
genotoksisite testlerinin karsinojenlerin tespitinde yliksek duyarliliga sahip oldugunu

gdstermistir®.

2.2.2. Comet Yontemi

DNA kiriklart DNA’ya hasar verici ajanlarin  spesifik olmayan
gostergesidir. Genetik materyal iizerinde kimyasal ya da fiziksel ajanlarin yarattig
etkiler iki sekilde ortaya koyulabilmektedir. Bunlardan ilki, gen frekansm etkileyerek
popiilasyonlarin genetik yapist iizerinde secici bir baski olusturabilmekte ya da
mutasyon gibi DNA iizerinde etkisi olduk¢a biiytik-kokli degisiklikler yapabilmektedir.
DNA olugmus hasarmin saptanmasinda yararlanilan metotlar hedef biiytikliigline gore 2
kategoriye ayrilirlar: a) kromozom seviyesinde goriilebilir etkiler (makro 6lgekli) ve b)
gen seviyesinde etkili degisiklikler (molekiiler veya DNA seviyesinde). Gen diizeyinde
DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan single cell gel electrophoresis (SCGE(tek
hiicre jel elektrofoorezi)) veya diger adiyla Comet yontemi, pek cok DNA hasarinin ve
onarimimin tayininde, biyoizleme calismalarinda ve genetik toksikolojide yaygin

7071 Bagta memeli hiicrelerindeki DNA hasarini l¢mek

kullanim alani bulmustur
ve analiz etmek amaciyla kullanilan Comet teknigi giiniimiizde pek ¢ok canlida pek ¢ok
hiicre tiiriine uygulanabilmektedir 2.

Teknigin temelinde, iyonize radyasyon ve bazi kimyasallar dogrudan
kiriklara neden olurlar. Kiriklar ayn1 zamanda hasarli baz ya da niikleotidin kesildigi
hiicresel onarim sirasinda gecici ara iriinler olarak olusabilir. Hasarli bazin ayrilmasi

sirasinda geride apurinik/aprimidinik bolge kalir ya da AP bolge akabinde AP

endoniikleaz ile kiriga gevrilir. AP bolgeleri alkali-karasizdir. DNA kiriklarmi 6lgmede
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kullanilan birgok metot yiiksek pH’ da inkiibasyon icermektedir. Bu nedenle AP
bolgelerini serbest kiriklardan ayirmak imkansizdir. Kiriklar1 (ve AP bolgelerini)
Olgmede kullanilan en gézde metotlardan birisi comet yontemidir. Bu yontemde lenfosit
gibi hiicre siispansiyonu lam {izerindeki ince agaroz tabakaya gOmiiliir. Membranlar,
sitoplazma ve hiicre ¢ekirdeginde bulunan ¢ok miktarda proteinin uzaklastirilmasi igin
deterjan ve yliksek tuz iceren ¢ozelti ile muamele edilir. Bu DNA’nin nukleotid olarak
bilinen supercoiled (helikslerin kendi icerisinde heliks olacak sekilde sikismasi) halka
olarak sikica bagli niikleozomlardan ¢oziinmesini saglar. pH 13° te ¢6ziilme
periyodundan sonra ayni PH’ da jele elekroforez uygulanir. DNA anoda cekilir fakat
supercoiled DNA hareket etmez. Kirik iceren halka ise gevsemistir ve niikleotid bastan
cekilerek kuyruk olusturur ve kuyruklu yildizi andiran goriiniime kavusur. Kuyrukta
bulunan DNA miktar1 DNA kiriklarinn frekansini yansitir ve 6l¢iime olanak saglar .

Bu yontem hizli, basit, duyarli ve ekonomik olma avantajma sahiptir.
Comet testinin diger avantajlar1 farkli doku ve hiicre tiplerinde uygulanabilmesi, diisiik
miktardaki DNA hasarmi tespit etmede duyarli olmast ve 6rnek basmna az miktarda
hiicre gerektirmesidir’*.

Comet yonteminin alkali sekliyle kol kiriklari, alkali-kararsiz bolgeler,
DNA-DNA ve DNA-protein capraz baglar1 tespit edilebilir. Diger DNA
degisimlerinden farkli olarak ¢apraz baglar kromozomal DNA’ yi1 kararli hale getirerek
DNA gociinii engelleyebilir. Artmis DNA gocii DNA kol kiriklarinin ve/veya alkali
karasiz bolgelerin indiiklenmesinin gostergesidir. Ayrica kesip ¢ikarma onarmminin
aktivitesinin artmasi karmasik bir sekilde DNA gdociiniin artmasia neden olabilir. DNA
onarimi DNA lezyonlarini bertaraf ederek DNA gociinii azalttiginda, devam eden kesip
cikarma onarmmi kesim-ilintili DNA kol kiriklarma bagh olarak DNA gociiniin
artmasima neden olabilir. Kesip ¢ikarma onariminin comet testine etkisi DNA hasarmin
tipine ve analiz zamanina baghidir’”.

Comet testinde etkiye neden olan DNA lezyonlar1 sadece kromozom
aberasyonlarina neden olan kiriklar degildir, bundan baska, abazik bdlgeler (AP
bolgeleri) gibi DNA degisiklikleri gen mutasyonlarmin artmasi ile de iliskilidir.
Bununla birlikte comet testinde saptanabilen esas lezyonlar kalict genetik degisimlere
neden olmadan dogru sekilde onarilabilir’.

Uygulamaya bagli olarak Comet yonteminin az sayida kisitlayicisi
bulunmaktadir. DNA tek sarmal kiriklar1 gibi hizla onarima giden kisa dmiirlii DNA

lezyonlar1 Ornekleme zamanina bagli olarak kaybedilebilmektedir. Bu lezyonlarin
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yakalanabilmesi i¢in 2-6 saat araliginda ornek hazirlamayi saglayan calisma tasarimi
gerekmektedir. Comet yontemi gibi DNA kol kirig1 analizlerinde Sitotoksisiteye bagl
dolayli mekanizmalar arti yonde etkide bulunabilmektedir. Buna ragmen diger
yontemlerle karsilastirildiginda 6lii ya da Olmekte olan hiicreler bas bolgesinin
kaybolmast ile tanimlanabilmektedir ’°.

Comet yonteminde bakteriyel glikozilaz/endoniikleaz enzimleri ile
inkubasyon yaparak oksidatif DNA hasari, alkilasyonlar ve ultraviyoleile indiiklenmis

iiriinler gibi genis bir siifi ek DNA gogii olarak tespit etmek miimkiindiir’’.
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan c¢alismada, Aloe vera jelin ticari preparatinin muhtemel
genotoksik etkilerinin arastirilmasi, farelerde Comet yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla esit sayida yetiskin Balb/c tipi, disi ve erkek farelerden faydalanilmistir. Fareler
deney ortamina aligmalar1 i¢in en az 2 hafta 6nceden calismanin yapilacagi ortama
almmislardir. Fareler tartilarak gruplar arasi agirliklar1 homojen olacak sekilde biri
kontrol olmak iizere dort gruba boliinmiistiir. Her doz grubunda etik kurul tarafindan
kullanim1 uygun goriilen say1 olan 10 fare 5 erkek 5 disi olacak sekilde 2 ayr1 kafese
ayrilmis, toplamda 8 kafes olusturulmustur. Kafesler sicaklik kontroliiniin saglandigi 12
saat gece/glindiiz 151k dongiisiiniin ayarl oldugu ortamlarda tutulmus olup, farelere yem
ve su kisitlamasinda bulunulmamistir. Kafeslere ayn1 yem verilmis, icme sular1 giinliik

olarak yenilenmistir. Kafesler haftada 2 defa temizlenmistir.

Tablo 4: Calismadaki Deney hayvanlar1 dagilimi ve doz gruplari

Kontrol Grup 1 Grup 2 Grup 3
Onerilen Onerilen doz Onerilen
dozun yarisi “Doz” dozun iki kati
“doz/2” “Dozx2”
Say1 5 Disi 5 Disi 5 Disi 5 Disi
5 Erkek 5 Erkek 5 Erkek 5 Erkek
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Tablo 5: Calismada yer alan deney hayvanlar1 agirliklari

Fare

agurhidan Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol
Erkek 37,6 37,6 38,6 p<0.05
Disi 36,4 36,2 35,2 p<0.05
Doz/2
Erkek 37,6 37,6 38,6 p<0.05
Disi 35,4 35,2 35,4 p<0.05
Dozx1
Erkek 38,6 39 39,4 p<0.05
Disi 37,1 37,4 37,8 p<0.05
Dozx2
Erkek 37,3 38,5 38,6 p<0.05
Disi 36,6 36 38,4 p<0.05

3.1.Farelere Aloe Vera Jelin Uygulanisi

Deney grubundaki farelere Aloe vera jelin,iiretici firma tarafindan tavsiye edilen

giinlik insan dozu olan 90 ml, bu dozun yaris1 ve 2 kati, hayvan agirliklarma gore

yeniden hesaplanarak uygulanmistir. Deney grubunda bulunan farelere 14 giin boyunca

ve giinde 1 kez olmak iizere Aloe Vera jel intragastrik gavaj ile oral yoldan

uygulanmistir, kontrol grubuna ise ayni hacimde yine intragastrik gavaj yoluyla distile

su verilmistir.
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3.1.1.Farelerden kan alma islemi

Farelerden kan alimi deney hayvani sertifikasmna sahip uygulayici tarafindan
gerceklestirilmistir. Kan alma isleminde 1ml’ lik ince uglu enjektor kullanilmistir.

Farelerden farkli giinlerde (1, 7, 14) kan alim1 ger¢eklestirilmistir.

Fareler, kan alimi1 isleminden once tartilmig, kan alimi 10-12.00 saatleri arasinda
gerceklestirilmistir. Fareler kuyruk veninden kan almak i¢in 6zel hazirlanmis aparey
icerisine konularak, kuyruklar1 1likk suya batirilmis ve damarlarin  genislemesi
saglanmustir. Heparinle yikanmis Insiilin enjektdrii yardimi ile 0.1 ml kan alim
gerceklestirilmistir. Alinan kanlar kodlanarak, kan alimmin bitimi sonrasinda derhal

laboratuarimizda isleme sokulmustur.

3.2.COMET YONTEMIi

3.2.1.Test icin Kullanilan Kimyasal Maddeler
» Fosfat Tampon Tabletleri (PBS, Amresco E404)
» Fitoll Separating Solution
* Yiiksek Kaynama Dereceli Agar (HMA, Amresco X174)
» Diisiik kaynama Dereceli Agar (LMA, Amresco 0815)
*  Sodyum Kloriir (Amresco X190)
*  Sodyum Hidroksit (Amresco 0583)
* Trizma Baz (Amresco 0826)
 EDTA (Amresco 0105)
* Dimetilsiilfoksit (Amresco 0231)
* Triton X-100 (Amresco 0694)
* Etidyum Bromid (Amresco 0492)
* HCI (Merck 100317)

3.2.2.Test icin Kullanilan Alet ve Malzemeler
* Duijital iistten kefeli terazi (Sartorius)

* Hassas terazi (Shimadzu)
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* pH metre (Sartorius)

* Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich)

» Elektroforez tanki (Cleaver)

* Otomatik mikropipetler (Thermo)

* Cesitli hacimlerde pipet uclar1 (Corning)
* Mikrodalga firin (White-Westinghouse)
+ Sicak blok (Thermo)

* Buzdolab1 (Regal)

* Trasli lam (Menzel)

* Lamel (Superior)

* 1.5 ml ependorf tiipli (Corning)

» Plastik pastor pipeti (LP Italiana)

» Cam sale (Superior)

* Vorteks (Boeco)

» Kamera ve bilgisayar analiz sistemli, floresan atagmanli mikroskop

(Zeiss)

3.2.3.Teknik i¢in Kullamlan Cézeltiler

Fosfat Tamponu (PBS)
PBS tableti distile suda ¢oziiliir ve buzdolabinda saklanir.

Diisiik kaynama dereceli agar (LMA)
0.65g LMA 100ml PBS i¢inde mikrodalgada ¢6ziiliir. Hazirlandiktan sonra
kullanilana kadar 37°C’de bekletilmelidir.

Yiiksek kaynama dereceli agar (HMA)
% 0.65’lik HMA distile suda hazirlanir. Lamlar agara batirilir, arkasi
silinerek oda sicakliginda kurutulur

Stok lysing ¢6zeltisi

25MNaCl.................. 1464 g
100mM EDTA............... 372 ¢
10mM Tris.....cooovennennn. 12¢g

Distile su ile 900 ml’ye tamamlanir. Cozeltinin pH’s1 10M’lik NaOH ile 10’a ayarlanir.
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1000 mI’ye tamamlanir, +4 °C’de saklanir.

Lysing Cozeltisi
Stok Lysing ¢ozeltisi ............. 89 ml
Triton X-100 (%1) ......cceennetn. I ml
DMSO (%10) ...oveiiiia, 10 ml
Na Sarkosinat ....................... lgr

Kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmalidir.

Elektroforez tamponu

IOMNaOH .......c.ooviiinn 37.5ml
SMEDTA ..o 6.75 ml
Distile su .......coovvviiiiiiiinnnn. ym 1250 ml

Notralizasyon Tamponu
04MtrisHCL...................... 97 ¢
Tartilip distile su ile 2000 mI’ye tamamlanir. Cozeltinin pH’s1 IN HCl ile 7.5’e

ayarlanir. Oda 1sisinda saklanir.

Stok Boyama Cozeltisi
10 mg Etidyum bromiir 50 ml distile suda ¢oziiliir. Cozelti sisesi aliiminyum

folyoya sarilarak karanlikta saklanir.
Diliie Boyama Cozeltisi

Stok boyama ¢ozeltisi 1/6 oraninda distile su ile seyreltilir. Cozelti sisesi

aliminyum folyoya sarilarak karanlikta saklanir.
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3.2.4.Teknigin Uygulamsi

Lamlarin hazirlanmasi

Rodajli lamlar, 1sitilarak sivi hale getirilmis %1°lik HMA (+80°C) ile kaplanarak

oda 1s1sinda bir glin kurumaya birakilir.

Hiicrelerin hazirlanmas

Farelerden alman yaklasik 100 pl’lik kanin 20pl’lik kismu iki ayr1 ependorf
tiiptine aktarilir ve PBS ile 100ul’ye seyreltilir. Geri kalan kan deney sonuna kadar,
deney asamasmnda herhangi bir hata olmasi durumunda deneyi yinelemek amaciyla
+4°C” de buzdolabinda saklanir. Hiicrelerin tizerine 1sitilarak sivi hale getirilen %0.5°lik
LMA’dan (37°C) 100ul ilave edilip, agar katilasmadan hemen pipetaj yapilarak
hiicrelerle karistirilir. Bu karisimdan daha 6nceden HMA ile kaplanan lam {izerine ilave
edilerek lamelle kapatilir. Tim islemler DNA’da ekstra hasar olugsmasini 6nlemek igin
0zel olarak c¢ok az miktarda sar1 1sikla aydinlatilmig ortamda gerceklestirilir. Agar
katilasip lama sabitleninceye kadar +4°C’ de bekletilir. Buzdolabindan ¢ikartilan
lamlarin iizerindeki lameller kenarindan dikkatlice ¢ekilerek cam saleye konulur. Lysing
cozeltisi tiim lamlar1 kaplayacak sekilde ilave edilerek kapagi kapatilir ve bir gece

+4°C’ de bekletilir.

Elektroforez ve Boyama

Lysing c¢ozeltisinde en az 1-1.5 saat veya bir gece bekleyen lamlar ¢ézeltiden
almir ve elektroforez ¢ozeltisiyle doldurulmus elektroforez tankina yerlestirilir. Lamlar
bu ¢o6zelti icinde DNA ¢ift sarmalinin agilmasi amaciyla 20 dakika bekletilir. Bu islem
sonunda elektroforez tanki 25 V ve 300 mA’de 20 dakika bekletilir. Boylece saglanan
elektrik akimi sayesinde negatif yiikliit DNA sarmal kiriklarmin anoda dogru go¢ etmesi

saglanir.

Siire sonunda elektroforez tankindan ¢ikarilan lamlar, kuru bir zemin iizerine

almir. Olusan kimyasal reaksiyonu stabilize etmek ve fazla tuz ve deterjani
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uzaklastirmak amaciyla lamlar nétralizasyon tamponuyla 3 kez 5’er dakika yikanir. Bu
islem sonrasinda her preparat iizerine floresan renk vermesi i¢in etidyum bromiir
cozeltisi damlatilarak lamelle kapatilir ve iyice boyanmasi i¢in 15-20 dakika bekletilir.
Bu islemlerin tiimii DNA’da fazladan hasar olugmasini engellemek i¢in sar1 1s1k ile

aydmlatilmis ortamda gergeklestirilir.

Lamlarin Degerlendirilmesi

Lamlar boyandiktan sonra her birey icin paralel olarak hazirlanan iki
preparattan rastgele 100 hiicre segilerek x20 biiylitmeli 515-560 nm eksitasyon filtreli,
100 W civa lambali, Zeiss-Axioskop 2 marka floresan mikroskopla sonuglar

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Piyasadan temin edilen Aloe vera jelin iiretici firmasinin 6nerdigi doz

olan 90 ml/giin dozu i¢in 70 kg insan degeri lizerinden hareket edilerek, fare agirliklar:

gdzoniinde bulundurularak doz hesaplamalar1 yapilmustir. Uretici firmaca prospektiis

iizerinde yazili olarak Onerilen dozun yarist (doz/2), 6nerilen doz (doz) ve Onerilen

dozun iki kat1 doz (dozx2) uygulanan deney hayvanlarindan elde edilen comet testi

sonuglari, kontrol grubu sonuglar ile birlikte bu béliimde sunulmaktadir.

4.1 Comet testi sonuclarinin degerlendirilmesi

4.1.1 Kontrol grubu ile yapilan ¢calismalar

Calismamizda kontrol grubunu olusturan 5 disi 5 erkek fareye

giinliik

beslenmeleri disinda sadece su verilerek bu farelerden de calismamizin 1.,7. ve 14.

giinlerinde kuyruk veninden kan alinarak % Kuyruk yogunluklari saptanmis ve elde

edilen degerler Aloe vera jel uygulanan farelerden elde edilen sonuglar ile

karsilagtirilmaya calisilmistir. Kontrol grubu deney hayvanlarinda 1,7 ve 14. giin de

alman kanlardan elde edilen %kuyruk yogunlugu sonuglar1 Tablo 6 da sunulmustur.

Tablo 6: Kontrol grubu deney hayvanlarinda 1,7 ve 14. Giin %kuyruk yogunlugu

sonuglari
Kontrol Grubu 1.Giin 7.Giin 14.giin
% Kuyruk yogunlugu ortalamasi 8,19 8,74 8,52
+SS 1,3 1,29 1,29
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15,00 -

10,00 - H1.Gin
B7.Gun
5,00 -
W 14.gun
0,00 -

Sekil 3: Kontrol grubunun 1,7 ve 14. giindeki % kuyruk yogunlugu degerlerinin
karsilastirilmasi (p>0.05: her 3 giiniin karsilastirilmast)

Kontrol grubunu olusturan deney hayvanlarinin Aloe vera jel grubunda oldugu
gibi uygulamaya basladigimiz giinlerden 1. 7. ve 14. giinlerde alinan kan 6rneklerinden
elde edilen % Kuyruk yogunlugu degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda giinler
arasinda anlamli bir artis veya azalis saptanamamistir (p>0.05). Bu amagla Tek-Yonli

Varyans Analizi (ANOVA) testinden yararlanilmistir.

4.1.2 Aloe vera uygulanan gruplarda yapilan calismalar

4.1.2.1 Onerilen dozun yars1 uygulanan deney hayvanlarinda comet testi

sonuclarimin degerlendirilmesi.

Uretici firmaca prospektiis iizerinde yazili olarak onerilen dozun yarisi
(doz/2) farelere gastrik gavajla agirliklar1 géz oniline alinarak verildiginde 1., 7. ve 14.
giinlerde elde edilen % Kuyruk Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglar1 Tablo 7 de

sunulmustur.
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Tablo 7: : Onerilen dozun yaris1 “Doz/2” verilen farelerde 1,7 ve 14. Giinlerdeki %
Kuyruk Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglari.

% kuyruk yogunlugu

Doz/2 lgiin 7.giin 14. giin
1 8,08 12,24 6,59
2 9,78 19,03 10,83
3 6,30 9,19 13,08
4 12,82 13,47 13,12
5 8,49 8,31 9,48
6 6,51 6,66 13,75
7 8,71 7,08 19,66
8 9,11 7,33 13,07
9 6,27 5,73 17,93
10 7,09 10,76 15,27
Ortalama 8,32 9,98 13,28
+SS 2,01 4,05 3,83

20,00 -
15,00 -

® 1.Gin
10,00 -

H 7.Gin
5,00 - w 14.gln
0,00 -

Sekil 4: Onerilen doz/2 grubunda 7 ve 14. Giinlerde comet testi ile &lciilen, % kuyruk
yogunlugu sonuglari (p<0.05 1.giin-14.giin karsilagtirilmasi).

Onerilen dozun yarismin uygulandig1 ¢alisma boliimiinde elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak Tek-Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile karsilagtirildiginda 1.glin
ve 14. giinlerde alinan sonuclar arasinda % kuyruk yogunlugunda anlamli olarak bir
artig saptanmistir ( p=0.0103; p<0.05) . 1. ve 7. giinler karsilastirildiginda ise bir
farklilik saptanamamuistir (Tablo 8 )
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Tablo 8: Onerilen dozun yaris1 verilen grupta Post-hoc Tukey coklu karsilastirma testi

sonuglari

Doz Ortalamalar arasi fark ¢ P

1.Giine gore 7.Giin -1.664 1.538 P>0.05
1.Giine gore 14.Giin -4.962 4.588 ** P<0.05
7.Giine gore 14.Giin -3.298 3.049 P>0.05

4.1.2.2 Onerilen doz uygulanan deney hayvanlarinda comet testi sonug¢larinin
degerlendirilmesi

Uretici firmaca prospektiis iizerinde yazili olarak 6nerilen doz (doz)
farelere gastrik gavajla agirliklar1 g6z oniine alinarak verildiginde 1., 7. ve 14. giinlerde
elde edilen % Kuyruk Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglar1 Tablo 9 de

sunulmustur.

Tablo 9: Onerilen Doz “Doz” verilen farelerde 1,7 ve 14. giinlerdeki % Kuyruk

Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglari.

% kuyruk yogunlugu
“Doz” 1 7 14

1 9,22 8,32 12,37
2 7,96 10,93 10,70
3 811 11,49 16,70
4 7,10 9,63 11,57
5 10,39 19,24 1547
6 7,48 10,91 8,15
7 9,44 12,72 11,00
8 6,00 16,27 16,10
9 6,37 17,26 12,72
10 7,93 12,11 13,49
Ortalama 8,01 12,88 12,82
+SS 1,37 3,53 2,68
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18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,00 -

m 1.Gin
m 7.Gln

' 14.8in

Sekil 5: Onerilen doz grubunda 7 ve 14. Giinlerde comet testi ile 6l¢iilen, % kuyruk
yogunlugu sonuglar1 (p< 0,01;1.giin 7. giin ve 1.giin-14 giin karsilastirilmasi)

Onerilen doz grubunun uygulandig1 ¢alisma boliimiinde elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak Tek-Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile karsilastirildiginda 1.giin
ve 14. giinler ile 1. ve 7.glinlerde alman sonuglar arasinda % kuyruk yogunlugunda
anlamli olarak bir artis saptanmistir (p<0.01) (Tablo 11) . 7. ve 14 giinlerde alinan
kanlardaki comet degerlendirmesine gore bu 7. ve 14. giinler arasinda ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanamamaistir (p>0.05).

Tablo 10: Onerilen doz grubunda Post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Doz Ortalamalar arasi fark q P

1.Giine gore 7.Giin -4.879 5.752 ** P<0.01
1.Giine gore 14.Giin -4.818 5.680 ** P<0.01
7.Giine gore 14.Giin 0.06100 0.07191 P>0.05

4.1.2.3. Onerilen dozun iki kati uygulanan deney hayvanlarinda comet testi
sonuclarimin degerlendirilmesi

Uretici firmaca prospektiis iizerinde yazili olarak nerilen dozun iki kat1
doz (dozx2) farelere gastrik gavajla agirliklar1 g6z Oniine almarak verildiginde 1., 7. ve
14. giinlerde elde edilen % Kuyruk Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglar1 Tablo 11

da sunulmustur.
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Tablo 11: Onerilen Dozun iki kat1 “Dozx2” verilen farelerde 1,7 ve 14. giinlerdeki %
Kuyruk Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglari.

% kuyruk yogunlugu

1 9,15 19,84 15,02
2 8,40 10,44 10,55
3 841 1443 10,21
4 8,25 8,66 17,79
5 823 6,11 17,41
6 6,89 18,78 13,56
7 5,60 13,11 8,92

8 7,20 17,18 11,57

9 6,03 19,60 10,38
10 7,65 29,28 20,35
Ortalama 7,58 15,74* 13,58**
+SS +1,39 +6,72 £3,9

o *p<0,05 (1 ve 7. giin karsilastirilmast)
o **p<0,05 (1 ve 14. giin karsilastirilmasi)

25,00 -
20,00 - l

15,00 - l = 1.Gin
10,00 - . . ® 7.Gin
. - = 14.giin
0,00 -

% Kuyruk Yogunlugu

Sekil 6: Onerilen Dozun iki Kat1 Verilen Deney Hayvanlarinda 1,7 ve 14. Giinlerdeki
% Kuyruk Yogunlugu cinsinden comet testi sonuglar1. (p< 0,01;1.glin 7. giin ve 1.gilin-

14 giin karsilastirilmasi)

Onerilen doz grubunun iki kat1 doz uygulandig1 ¢alisma boliimiinde elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak Tek-Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile
kargilagtirildiginda 1.giin ve 7.glinlerde alman sonuglar arasinda % kuyruk
yogunlugunda anlamli olarak bir artig saptanmistir (p=0.0012) (p<0.05) (Tablo 12)

31



Ayni istatistiksel anlamliik 7. ve 14 giinlerde alman kanlardaki comet
degerlendirmesinde de elde edilmistir (p<0.05). Diger yandan 7. ve 14. giinler arasinda

ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamuistir (p>0.05).

Tablo 12: Onerilen dozun iki kat1 doz verilen grupta coklu karsilastirma testi sonuglari

Doz Ortalamalar arasi fark q P

1.Giine gore 7.Glin -8.162 5.696 ** P<(.01
1.Giine gore 14.Giin -5.995 4.184 * P<0.05
7.Giine gore 14.Giin 2.167 1.512 P>0.05

Calisilan 3 doz grubundan elde edilen sonuglarin 6zeti bir fikir olusturmasi

acisindan grafikler halinde toplu olarak Sekil 7 da sunulmustur.

18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2’00 ] I I
0,00 -
1.Gln 7Gun 14. gun 1Gun 7Gun 14.gln 1Gun 7.Gun |14.gln
Dozx0.5 Dozx1 Dozx2

Sekil 7: Doz gruplarinda elde edilen % Kuyruk yogunlugu cinsinden comet testi
sonuglari.
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4.1.3. Onerilen doz, yansi ve iki kati doz uygulanan deney hayvanlarinda ve

kontrol grubu hayvanlarinda comet testi sonuclarinin degerlendirilmesi

4.1.3.1. 1.Giin sonuclarimin karsilastirilmasi

Kontrol grubunu olusturan farelerden elde edilen 1. giin sonuglar1 ile
“D/2” doz grubu, “Doz” doz grubu ve “Dozx2” doz grubundan elde edilen 1. giin
sonuglart % Kuyruk yogunlugu degerleri gergeklestirilen Tek-Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir artis veya azalis
saptanamamistir (p>0.05) (Tablo 13, Sekil 8).

Tablo 13: 1. Giin Kontrol ve doz gruplarinin % kuyruk yogunlugu cinsinden comet testi

sonuglar.

1.giin

% Kuyruk Kontrol D/2 D Dx2

Yogunlugu

Ortalama 8,19 8,32 8,01 7,59

+SS +1,29  £2,01 +1,37 1,14
12 4
10 -

A A

8 1 m Kontrol
6 .D/z
4 - mD
2 4 W Dx2
0 -

Sekil 8. 1.Giin alinan kanlardan elde edilen % kuyruk yogunlugu cinsinden comet

testi sonuglari
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4.1.3.2. 7.Giin sonuc¢larimin karsilastirilmasi

Kontrol grubunu olusturan farelerden elde edilen 7. giin sonuglar1 ile “D/2” doz
grubu, “Doz” doz grubu ve “Dozx2” doz grubundan elde edilen 7. giin sonuglar1 %
Kuyruk yogunlugu degerleri (Tablo 14) gergeklestirilen Tek-Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) ile karsilastirildiginda kontrol grubundan elde edilen degerler ile “Dozx2”
grubundan elde edilen degerler arasinda anlamli bir artis belirlenmistir (p<0.01) Kontrol
grubu ile “Doz” gruplar1 arasinda anlamli bir artis veya azalig saptanamamustir (p>0.05)

(Tablo 15, Sekil 9).

Tablo 14: 7.Giin Kontrol ve Doz gruplarinda % kuyruk yogunlugu ortalamalari.

7.giin
Kontrol Doz/2 Doz Dozx2
% kuyruk 8 74+1,29 9,98+4,05 12,89+3,54 15,74+6,71%*
yogunlugu
oratalama
£SS
#p<0.01
25 -
20 - \
15 - l m Kontrol
] mD/2
10 4 T mD
m Dx2
5 -
0 4
1

Sekil 9: 7.Giin alinan kanlardan elde edilen % kuyruk yogunlugu cinsinden comet testi

sonuglar1 ( p<0.01 kontrol-Doz 2 grubu degerlendirildiginde).
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Calismamizda sonuclarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinin yanisira uygulan
3 doz grubundan ayni giin alman sonug¢larda kendi aralarinda istatistiksel olarak
karsilagtrma yapilmistir. Bu duruma goére Aloe vera jel uygulanan 3 doz grubundan
elde edilen 7.giin sonuglar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda “d/2” doz grubu ile
“Dozx2” grubu arasinda p<0.05 diizeyinde artis yoniinde anlamli bir fark saptanmistir

(Tablo 15)

Tablo 15: 7. Giinde elde edilen sonuglarin Post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile

karsilagtirilmasi.
7.Giin Ortalamalar arasi Q P

fark
kontrol ile d/2 -1.240 0.901 P>0.05
kontrol ile d -4.148 3.015 P>0.05
kontrol ile dx2 -7.003 5.091 ** P<(.01

4.1.3.3. 14.Giin sonuclarimin karsilastirilmasi

Kontrol grubunu olusturan farelerden elde edilen 14. giin sonuglar1 ile “D/2” doz
grubu, “Doz” doz grubu ve “Dozx2” doz grubundan elde edilen 14. giin sonuglar1 %
Kuyruk yogunlugu degerleri (Tablo 16) gergeklestirilen Tek-Yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) ile karsilastirildiginda kontrol grubundan elde edilen degerler ile “Dozx2”
(p<0.01) “Doz” (p<0.05) ve “Dozx2”(p<0.01) grubundan elde edilen degerler arasinda
anlaml bir artiglar belirlenmistir (Tablo 17, Sekil 10).

Tablo 16: 14.Giin Kontrol ve Doz gruplarinda % kuyruk yogunlugu ortalamalari.

14.giin
%kuyruk Kontrol D/2 D Dx2
yogunlugu
Ortalama 8,52 13,27*  12,83** 13,58*
=SS +1,29  +3,83  +£2,68 +3,9

* p<0.01 Kontrol-D/2, **p<0.05 Kontrol-Doz; ***p<0.01 Kontrol-Dozx2
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20

5 [ ]
H Kontrol
10 T T lD,/Z
mD
5 -
B Dx2
0 -

Sekil 10:14.Giin alman kanlardan elde edilen % kuyruk yogunlugu cinsinden comet
testi sonuglar1 ( p<0.01 Kontrol-D/2, p<0.05 Kontrol-Doz; p<0.01 Kontrol-Dozx2)

Calismamizda sonuglarin kontrol grubu ile karsilagtirilmasinin yanisira uygulan
3 doz grubundan ayni giin alman sonuglarda kendi aralarinda istatistiksel olarak
karsilagtirma yapilmistir. Bu duruma gore Aloe vera jel uygulanan 3 doz grubundan
elde edilen 14.gilin sonuglar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda “3 doz grubu arasinda

artis veya azalig yoniinde anlamli bir fark saptanmistir (Tablo 17).

Tablo 17: 14. Giinde elde edilen sonuglarin Post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile

karsilastirilmasi.
14.Giin Ortalamalar arasi fark q P
kontrol ile d/2 -4.757 4.836 ** P<0.01
kontrol ile d -4.306 4.377 * P<0.05
kontrol ile dx2 -5.055 5.139 ** P<0.01
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V.TARTISMA

Sunulan ¢alismada, onlarca farkli rahatsizliga kars1 etkili oldugu iddia edilen
ve karsinojenik etkileri olduguna dair bulgular bulunan Aloe vera jelin, dahili
kullannminin potansiyel genotoksik etkileri arastirilmaya ¢alisilmistir. Bu amacla, Aloe
vera jelin farelere intragastrik gavaj yoluyla belirli bir siire ve diizenli olarak
uygulamasi1 sonrasinda “tek hiicre jel elektroforezi” (Comet yOntemi) ile ortaya
cikabilecek potansiyel genotoksik etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir. Diger taraftan
literatiirde Aloe vera jelin neden olabilecegi genotoksik hasarlara yonelik in vivo
genotoksisite testleri kullanilarak yapilmis herhangi bir calismaya rastlanilmamis

olmasi, boyle bir ¢alisma yapilmasinin gerekliligini ve dnemini ortaya koymaktadir

Aloe vera Tourn.Ex.L. (= Aloe barbadensis Mill., A. vulgaris Lamarck) c¢ok
yillik, kisa bir gdvdeden rozet seklinde ¢ikan ve etli yapraklara sahip Liliaceae familyasi1
bitkilerindendir. Bu etli yapraklarin olgunlasmasindan sonra toplanilarak, ortasinda
bulunan renksiz miisilaj dokusunun almmasiyla elde edilen iiriin “Aloe vera jel” olarak
adlandirilmaktadir. Bu islem sirasinda yaprak usaresinin jele karigmamasi en 6nemli
durumu olusturmaktadir. Aksi taktirde antrasen tiirevleri de dahil olmak iizere jelde
bulunmayan maddeler jele gegerek basta toksik etkiler olmak tizere pek ¢ok farkli
etkinin ortaya ¢ikmasma neden olabilmektedir. Dogal olarak olusan antrasen tiirevleri
arasinda yer alan emodin, aloe-emodin ve dantron gibi 1,8-dihidroksiantrakinonlar 2
topoizomeraz II aktivitesini inhibe etmekte ve kromozomal DNA kiriklarina ve

mutajenik DNA hasarmna yol agabilmektedir *****

. Nitekim ilgili {irliniin piyasada
bulunabilmesi i¢in IASC (The International Aloe Science Council) iceriginde 5 ppm

den fazla aloin veya 50 ppm den fazla total antrakinon bulunmamast istenmektedir °.

Aloe vera jeli ticari olarak pazarlayan firmalar diinyada oldugu gibi
yurdumuzda da, satis zincirleri kurarak “kapidan satis” olarak da ifade edilen
yontemlerle birebir goriismeler yoluyla iirtinlerini genellikle bilgisiz kisilerce kullanima
sunmaktadirlar. Bu esnada {irliniin basta mide-barsak problemleri olmak {izere kansere
kadar uzanan bir yelpazede oral yoldan kullanimi oldugunu iddia etmektedirler. Yeterli
bilgiye sahip olmayan veya caresiz kalmis oldukca fazla kisi ise bu iiriinii kullanmis

veya kullanmaktadir. Nitekim Saglik Bakanlig1 2007 yilinda aldig: bir kararla bu {iriiniin
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tiikketiciye bu sunus tarzi ile kullanimin1 yasaklamaistir; ¢iinkii tiriiniin basta antrakinonlar
olmak iizere pek ¢ok toksik madde icerebilecegi literatiirde bildirilmektedir. Ayrica
Aloe vera jel igeren lriinlerin oral yolla uzun siireli kullanima bagli olarak karsinojenik
etki gdsterebilecegine, basta Diinya Saghk Orgiiti (WHO)® olmak iizere bir cok
akademik kurulus tarafindan dikkat cekilirken, Amerikan Gida ve ila¢ kurumu (FDA)
Aloe vera jele yonelik uyarilari siirekli yayimlamaktadir. Nitekim FDA OTC olarak
satilan ilaclardan stimulan laksatif olarak kullanilan Aloe (aloe ekstraklar1 ve aloe ¢igegi
ekstraklar1 dahil olmak iizere) ve cascara sagrada iiriinlerinin “not generally recognized

as safe and effective (GRASE) or misbranded” olarak degerlendirmektedir.

Aloe vera jelin uzun stireli kullaniomma bagli olarak basta karaciger ve kolon
kanseri riski olmak iizere istenmeyen baz1 toksik etkilerin goriilebilecegi
bildirilmektedir "' . Ticari Aloe vera jel preparatlarinin normal insan hiicresi ve timor
hiicresi biiyiimesi {izerine in vitro toksik etkilerinin oldugu da rapor edilmis olup **** ,
antrakinonlarin varligi bu etkiden sorumlu tutulmustur. Bir ¢ok antrakinonun deri
iritasyona, eriteme ve yiiksek hiicre proliferasyonuna yol actigi, oksidatif mutajenlerin
bir ¢ok tiiriine duyarli Salmonella tiirlerine mutajenik oldugu saptanmustir *"** . Aloe
vera yapraklarinda da bulunan aloin adli maddenin sicanlara oral olarak verilmesi
durumunda, kalin bagirsakta aloe-emodine doniistiigii ve tam karsinojenik etkisi oldugu

gdriilmistir ©-°.

Ticari olarak tiretilmis olan Aloe vera gel in in vitro olarak insan normal ve
timor hiicrelerinin gelisimi icin toksik oldugu gosterilmistir. Azalmis olan hiicre
gelisiminden ise Aloe vera jel in igerebilecegi antrakinonlarin sorumlu olacagi iddia
edilmistir*>*®. Kinonlar da proteinlerin tiyol gruplariyla etkilesmelerinden veya aktif

oksijen tiirlerinin olusturmalarndan dolay: benzer etkilere neden olabilmektedir *7*.

Aloe vera jel in toksik etkilerinden antrakinonlarin sorumlu olabilecegi ve
bunlarin bitkinin yaprak kisminda bulunan aloin gibi daha diisiik molekiil agirhikli
molekiillere oksidasyonu sonucunda ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir **. Gergekte aloin
sicanlara oral olarak verildiginde kalin bagirsakta aloe-emodine doniistiigii ve bu
kinonun yapisal Ozelliklerinden dolayr karsinojeniteden  sorumlu  oldugu

0

diisiiniilmektedir *°. Diger yandan Winters ve arkadaslar1 (1981)* ticari aloe vera jelin

sitotoksik oldugunu gdsterirken, kendi laboratuarlarinda hazirladiklar1 Aloe vera jel in
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herhangibir hiicre hasarma neden olmadigini da bildirmektedirler. Avila ve
arkadaslarinin (1997) *% tavuk fibroblastlarinda gerceklestirdikleri calismayla Aloe vera
jel in sitotoksik etkisi ayrica bildirilmistir. Mutajenik hidroksiantrakinon derivelerinin
pek cogunun metabolizmasi goz onilinde bulunduruldugunda bu bilesiklerin kendilerinin
mutajenik  olmadigr fakat hiicreler ile invitro inkiibasyonlarinda mutajenik
hidroksiantrakinonlara doniistigii ileri siiriilmektedir®*.

Yine antrasen tiirevlerinin literatlirde tanimlanmis bir ¢ok calismada toksik
etkileri ortaya konulmus olup, 4loe vera jel igeren iiriinlerin oral yolla uzun siireli ve
yanlis kullanima bagli olarak karsinojenik etki gosterebilecegine dair ciddi siipheler
bulunmaktadir.

Aloe barbadensis, Aloe ferox ve Aloe’nin ¢esitli komponentleri ile bakteri ve
memeli hiicreleri kullanilarak yapilan genotoksisite yontemlerinde hem negatif hem de
pozitif sonucglara ulagilmistir. Bugiine kadar yapilan bu ¢alismalarda elde edilen veriler
Tablo 18 de 6zetlenmistir.

Aloe vera jel kullannmina bagli olarak ortaya c¢ikan genotoksik etkilerin
degerlendirildigi ¢alismaya literatiirde rastlanilmamistir. Bu yOniiyle sunulan c¢aligma
Aloe vera hakkinda yapilmis olan ¢aligmalardan farklilik gostermektedir. Caligmalar
genellikle bu iirlin i¢inde yer alma potansiyeline sahip toksik maddelerin tek baslarina
yarattiklar1 toksisiteye yonelik olarak ortaya konulmustur. Literatiirde Aloe vera jele
yonelik genotoksisite calismalarmin eksikligi géze ¢arpmaktadir. Halk tarafindan gerek
cesitli hastaliklardan korunma amaciyla gerekse tedavi amaciyla dogrudan kullanilan bir
iirlinlin genotoksisite ¢alismalarmin yapilmamis olmast bu konuda 6nemli bir eksiklik
olarak degerlendirilebilir. Bu ¢alismanin amacglarindan biri de bu eksikligin bir miktar
da olsa giderilmesine yonelik olumlu yonde katk1 yapmaktir.

Toksikolojide genotoksik maddelere maruziyetin etkilerinin 6l¢iilmesinin bir ¢ok
nedeni olmakla birlikte, en Onemli nedeni, en sonunda kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuna yol acan ve ¢oklu genetik degisimleri iceren karsinojenezin

tanimlanmasimin gerekliligi ve dogal olarak bu siirecin dngoriilme istegidir. Bu amacla
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Tablo 18: Aloe barbadensis, Aloe ferox ve Aloe’nin cesitli komponentleri ile bakteri ve

memeli hiicreleri kullanilarak yapilan genotoksisite yontemleri sonuglar: '%.

Test edilen Test tiirii Test prosediirii Sonuclar
materyal
Bakteri Hiicre Deneyleri
Aloe-emodin | Salmonella Hem aktivasyonlu hem de Kap basina 61 His degisimi
TA1537 aktivasyonsuz, 100 pg/kap (aloe emodin nmole basina
0.22 degisim),
aktivasyonun bir etkisi yok
Aloe-emodin | Salmonella Hem aktivasyonlu hem de Kap basina 330 His
TA1537 aktivasyonsuz, 50 pg/kap degisimi (aloe emodin
nmole basina 0.42
degisim), aktivasyonun
etkisi belirgin
Aloin Salmonella/mi | Hem S9 ile aktivasyonlu Tiim sonugclar negatif
krosom hem de aktivasyonsuz, 50-
TAI1535, 250 pg/kap
TA100,
TA1537,
TA1538,
TA98
Aloe ferox Bacillus Hem metabolik aktivasyonlu | Pozitif
sulu ekstrakt: | subtilis rec- hem de aktivasyonsuz, 5, 10,
deneyi 50, 100 mg/ml
konsantrasyonlarda
Aloe ferox Salmonella Hem metabolik aktivasyonlu | Negatif
etanol TA 98, TA100 | hem de aktivasyonsuz, 5, 10,
ekstrakti 50, 100 mg/ml
konsantrasyonlarda
Aloe-emodin | Salmonella Hem aktivasyonlu hem de Hem aktivasyonlu hem de
TA1537, aktivasyonsuz, 1-1000 aktivasyonsuz olarak tiim
TAI1538, pg/ml suslarda mutajenik
TA98
Aloe-emodin | Salmonella Hem aktivasyonlu hem de TA1537 ve TA98 S9 ile
TA1537, aktivasyonsuz, 10-5000 negatif S9 yoksa pozitif,
TAI1538, ug/kap TA1538 pozitif her
TA98 durumda
Aloe-emodin | Mikrogekirde | NMRI fareler, 1500 mg/kg | Negatif
k yontemi
Aloe-emodin | Kromozomal | Wistar sicanlari, 2000 Negatif
aberasyon mg/kg
yontemi
Aloe Salmonella TA98 hem metabolik Tim suglar negatif
barbadensis’i | TA100, TA98 | aktivasyonlu hem de
n ezilmis aktivasyonsuz, 6mg/ml
yapraklari
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Memeli Hiicre Deneyleri

Aloe-emodin | C3H/M2 1-30 pg/ml Hiicre transformasyonunda pozitif
fibroblastlari reaksiyonlar
Aloe-emodin | V79-HGRPT | 5-30 pg/ml Zayif mutajenik etki
deneyi
Aloe-emodin | Kromozomal | Hem S9 S9 ile 37-75 pg/ml arasi pozitif,
aberasyon aktivasyonlu hem | S9’suz 18.75-75 pg/ml arasi1 pozitif
yontemi de aktivasyonsuz
olarak CHO
hiicreleri ile, 18.75-
75.00 pg/ml
Aloe-emodin | Fare TFT- 37-111 uM Tk mutasyonlari fare lenfoma deney
resistant hiicrelerinde goriilmiistiir
L5178 Y tk
deneyi
Hayvan Calismalan
Aloe-emodin | Fare Spot NMRI disi fareler DBA | Negatif
deneyi erkek farelerle

ciftlestirilmis, hamilelik
9’ncu giiniinde 200 ve

2000 mg/kg doz verilmis

Aloe-emodin | Mikrogekirde | NMRI sicanlar, 1500 Negatif

k deneyi mg/kg
Aloe-emodin | Kromozomal | Wistar sicanlar, 2000 Negatif

aberasyon mg/kg

deneyi

In vitro Yontemler ‘

Aloe-emodin | UDS deneyi | | Negatif | ]

arastirmada iirliniin olas1 genotoksik etkisi, pek ¢ok DNA hasarinin ve onariminin
tayininde, biyoizleme c¢aligmalarinda ve genetik toksikolojide yaygin kullanim alani
bulmus, DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan “tek hiicre jel elektroforezi”
(SCGE) veya diger adiyla Comet teknigi kullanilarak farelerde belirlenmesi
amaclanmaktadir. DNA hasarinin saptanmasinda 1) Bireysel her bir hiicredeki DNA’ya
gelen hasarm Olciilebilmesi, 2) Az sayida hiicre (ya da ornek) ile ydntemin
yiiriitiillebilmesi, 3) Okaryotik tiim hiicre tiplerinde teorik olarak ¢alisilabilmeye olanak
saglamasi, 4) DNA hasarma oldukca duyarli bir yontem olmasi nedeniyle planlanan
projede kullanilmas1 amacglanmstir.

Comet yonteminde, g6z ya da bilgisayarli goriintii analiz sistemleri ile
hasar belirlenebilmektedir. Calismamizda bilgisayar destekli analiz sisteminden

yararlanilmistir. Bilgisayar destekli goriintii analiz sisteminde kuyruk uzunlugu, kuyruk
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yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri kullanilmaktadir. Colins’ e goére Comet
yonteminde hasarin belirlenmesi i¢in kuyruk uzunlugu ortalamasi ¢ok kullanigh bir
parametre degildir. Kuyruk uzunlugu diisiik hasar seviyelerinde ilk olarak ortaya
ciktiginda artar. Daha sonrasinda ise doza bagli olarak yogunluk artarken kuyruk
uzunlugu artmayabilmektedir. Ayrica kuyruk uzunlugu goriintiilii analiz programinin
ayarlarmna duyarli bir parametredir, kuyrugun bitisi floresan fazlaligina gore saptanir.
Kuyruk yogunlugu ise en kullanighh olanmidir ve kirik frekansi ile dogrusal iliskiye
sahiptir. Esik ayarlardan etkilenmez ve teoride kuyrukta bulan yogunluk % 0-100
araliginda yer aldig1 i¢in ayrima imkan verir. Ugiincii bir parametre olarak kuyruk
uzunlugu ve kuyruk yogunlugunun bir iiriinii olarak kuyruk momenti 6lciilmektedir.
Colins’in degerlendirmesine gore kuyruk momenti parametresi doz ile dogrusal olarak
ilgili degildir ve Cometin goriiniisii ile ilgili herhangi bir izlenim vermemektedir®.
Calismamizda bu bilgiler degerlendirilerek % kuyruk yogunlugu DNA hasarinin

gostergesi olarak kullanilmastir.

Sunulan ¢alismada ticari Aloe vera jel in farelere oral yoldan Comet yontemi
yardimiyla DNA da olusabilecek hasarmn belirlenmesind % kuyruk yogunlugu sonuglar1
g0z Oniinde bulundurularak istatistiki pek ¢ok calisma yapilmis ve bu calismalarda
istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasilmistir. Bu sonuglar ¢alismanin onemli
ciktilar1 olarak degerlendirilebilinir. Calismamizda tiretici firmaca prospektiis lizerinde
yazili olarak onerilen dozun yaris1 (doz/2), dnerilen doz (doz) ve onerilen dozun iki kati
doz (dozx2) uygulanan deney hayvanlarindan elde edilen comet testi sonuclari, kendi
aralarinda kontrol grubu sonuglar1 ile birlikte degerlendirilmistir. Bu amagla Aloe vera
jel {irtiniin deney hayvanlarina uygulanmaya baslandig1 giiniin hemen ertesinde (1.giin),
7. giin ve 14. giin de hem deney hayvanlar1 hemde kontrol grubundan kan almarak
comet ¢alismasi1 yapilmistir. Boylelikle iirline yonelik olas1 gelisebilecek DNA hasarinin
belirlenmesinde hem giinler arasindaki farkliligin degerlendirilmesi hem de ayni giinler
arasinda kontrol grubu ile farkliligin belirlenmesine caligilmistir. Bu degerlendirmeler
sonucunda Onerilen dozun yarisi uygulamasinda 1.ve 14.glinlerde p<0.01 diizeyinde,
normal doz uygulamasinda 1. ve 7. giinlerin yamisira 1. ve 14. giinlerde p<0.01
diizeyinde, onerilen dozun iki kati uygulamasinda 1.ve 7. giinler arsinda p<0.01
diizeyinde, 1. ve 14. giinler arasinda p<0.05 diizeyinde % kuyruk yogunluklar1 arasinda
artiy yoniinde anlamli farkhiliklar saptanmistir. Bu durum ticari Aloe vera jel

uygulamasinin uygulamanm devam ettigi 14 giin boyunca DNA hasarmma yol
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acabilecegi seklinde yorumlanabilir. Nitekim kontrol grubu ile sonuglarin
degerlendirilmesinde 1. giin sonuglar1 g6z oniinde tutuldugunda doz gruplar: ile kontrol
grubu arasinda bir farklilik yokken (p>0.05), kontrol grubunun 7. giin sonuglar1 ile
uygulanan dozun 2 kat1 olan doz grubu arasinda anlamli bir artis (p<<0.01) saptanmustir.
7. giin sonuglarinin kontrol grubu sonugclar ile karsilastirildiginda yarim doz ve normal
doz uygulamalarinda bir farklilik bulunmamustir (p>0.05). Ote yandan uygulamanmn 14.
glinlinde her 3 dozun uygulandig1 doz gruplarindan elde edilen degerler ile kontrol
grubu degerleri arasinda yarim doz uygulamasi i¢in p<0.01, normal doz uygulamasi i¢in
p<0.05 ve iki kat doz uygulamas: i¢in p<0.01 diizeyinde % kuyruk yogunluklarinin
artisi yoniinde istatistiksel anlamlilik elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar dozlarin
kendi i¢inde karsilastirildiginda elde edilen sonuglar1 destekler bicimdedir ve test edilen
irtiniin kullanima bagli olarak DNA hasarina neden olabilecegi seklinde yorumlanabilir.
Kullanilan dozun DNA hasar1 olusturma durumu goz 6niine alindiginda 1. giin sonuglar1
icin doz gruplar1 arasinda bir anlamli farklilik s6z konusu degilken, 7.giin de uygulanan
yarim doz ile uygulanan dozun iki kat1 arasinda p<0.05 diizeyinde bir anlamlilik elde
edilmistir.

Cok kisitli olsa da Aloe vera jel ile yapilmis bazi1 ¢alismalarda Aloe vera
jel in 6zellikle kimyasal karsinojeneziste koruyucu olabilecegini bildiren ¢aligmalar
meveuttur. Kim ve Lee (1997) ® Aloe barbadensis’den elde ettikleri aloe jel
ekstraktlarmi in vitro ve in vivo kemopreventif kapasitelerini degerlendirmislerdir.
Benzo(a)piren ile muamele edilmis sigan hepatositlerini Aloe jel ekstraktlarmim (0-250
pg/ml) varligt ve yoklugu kosullarina gore incelediklerinde, benzo(a)piren katim
bilesigi olusumunun, Aloe jel ekstrati grubunda doza bagh olarak inhibe oldugunu
(%9.1°den %47.7°e varan) gozlemlemislerdir. Yazarlar calismay1
benzoapirendiolepoksit-DNA katim bilesigi olusumunun 6nlenmesinde Aloe vera jelin
kemopreventif etkisinin muhtemelen Aloe vera jel ektraktinin muhtemelen
benzoapirenin emiliminin inhibisyonunu sagladigmi bildirmektedirler. Diger yandan
Shamaan ve arkadaslari (1998) * aloe tiirevlerinin etkilerini sicanlar tizerinde yaptiklari
bir caligmayla dietilnitrozamin ve 2-asetilaminofloren ve Aloe vera jel ekstraktinin
cesitli gruplarda uygulanmasinda, Aloe vera jel ekstraktinin destek olarak alinmasinin
kimyasal hepatokarsinogenesis siddetini azaltabilecegi seklinde bir yoruma
ulagsmiglardir (Shamaan et al. 1998). Aloe vera jel ekstraktinin karaciger koruyucu
etkisinin gosterildigi son bir calisma Nijerya’da Gbadegesind ve arkadaslar1 tarafindan

2009 yilinda yapilmis olup *, bu calismada, Aloe vera jelin petrol iceren iiriinlerden
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(dizel, kerosen, hidrolik yag1) dnce uygulanmasinin ortalama karaciger ve serum yGT
seviyelerini diislirdiigii ve yine yalnizca petrol {iriinlerine maruz kalan gruplara kiyasla
mikrocekirdek miktarmi azaltabildigi gézlemlenmistir. Bu caligmalar ve sunulan
calismada elde edilen comet sonuglar1 goz Oniinde bulundurularak Genotoksik
etkilerinin belirlenmeye calisilan Aloe vera jel irilinlinlin muhtemelen igeriginde
istenmeyen antrakinonlar veya aloin gibi potent bilesikleri icerebilecegi
disiiniilmektedir. Ciinkii genel bilgi kisminda konu edinildigi gibi bu bilesiklerin
mutajenik, karsinojenik ve diger toksik etkileri ¢esitli ¢alismalar ile ortaya konulmustur.
Sunulan ¢aligmanin sonuglarmin test edilen ticari Aloe vera jel iriinlin icerigindeki
antrakinon, aloin gibi maddelerin miktar tayinleri ile desteklenmesi elde edilen

sonuglar1 ¢cok daha anlasilir ve tartisilir duruma getirecegi agiktir.
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6. OZET

Aloe vera Jel, Aloe vera bitkisinin ortasindaki musilajin alinmasi yoluyla
elde edilmektedir. Aloe vera bitkisinin yapragmin dis kisminda bulunan usare ise, basta
cesitli antrakinonlar olmak iizere pek cok toksik bilesik icermektedir. Usarede bulunan
bu toksik bilesiklerin liretim swasinda yanliglhkla veya uygun olmayan tekniklerin
kullanilmas1 nedeniyle jele karismasinin, ciddi saglik riski tasiyacagi belirtilmektedir.
Aloe vera jel yurdumuzda iiretici ¢esitli firmalarin olusturdugu satis agi ile tiiketiciye
kapida ulagsma yoluyla pazarlanmaktadir. Bu pazarlama sirasinda iirliniin genis bir
yelpazede” pek cok hastalifa iyi geldigi ve pek ¢ok hastaliktan bireyleri korudugu”
yoniinde satis elemanlarinca pazarlamasi yapilmaktadir. Bu iirlinler eczanelerde
satilmamaktadir. Dolayisiyla bu pazarlama yontemi ile bilingsiz kullanicilar i¢in olasi
saglk risklerinin ortaya ¢ikmasi séz konusu olabilmektedir. Ozellikle Aloe vera jele
yonelik olarak yapilan toksisite ¢alismalarinda , iiriin kullanimina yonelik olarak basta
karsinojenik etki olmak tizere gelisebilecek genotoksisite ¢alismalariin yeterli
olmamas1 dikkati c¢ekmektedir. Aloe vera jelin yaratabilecegi genotoksisitenin
degerlendirilmesine yonelik calismalarin sonuglar1 bu iriiniin giivenligi konusunda
aydinlatic1 bilgilerin olugsmasima neden olacaktir.

Sunulan ¢alismada, piyasada satis elemanlarinca satilan Aloe vera jelin ticari
preparatinin muhtemel genotoksik etkilerinin farelerde Comet yontemi ile arastirilmasi
gerceklestirilmistir. Bu amagla yetiskin, 30-45 g agirhiginda, her iki cinsten saglikli
Swiss Albino tir fareler kullanilmistir. Comet teknigi memeli hiicrelerindeki DNA
hasarin1 6l¢gmek ve analiz etmek amaciyla kullanilan hizli, basit ve duyarl bir tekniktir.
Bu amagla sunulan calismada Aloe vera jel, tavsiye edilen toplam giinliik insan
dozunun ve bu dozun ' ve 2 kati1 dozda dogrudan piyasadaki sivi iirlin iizerinden
hazirlanarak deney hayvanlarina 14 giin boyunca intragastrik gavaj ile giinde bir kez
uygulanmistir. Ayrica bir kontrol grubu olusturarak ayni hacimde yine oral yolla distile
su verilmistir. Calisma sirasinda farelerin kuyruk venlerinden 1, 7 ve 14. giinlerde kan
almarak, Comet yontemi ile genotoksisite parametreleri agisindan degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda, Onerilen dozun yarist uygulamasinda 1.ve 14.giinlerde p<0.01
diizeyinde, normal doz uygulamasmda 1. ve 7. giinlerin yanisira 1. ve 14. giinlerde
p<0.01 diizeyinde, onerilen dozun iki kat1 uygulamasinda 1.ve 7. giinler arsinda p<0.01
diizeyinde 1. ve 14. giinler arasinda p<0.05 diizeyinde % kuyruk yogunluklar1 arasinda

artiy yoniinde anlaml farkliliklar saptanmistir. Nitekim kontrol grubu ile sonuglarin
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degerlendirilmesinde 1. giin sonuglar1 g6z oniinde tutuldugunda doz gruplar: ile kontrol
grubu arasinda bir farklilik yokken (p>0.05), kontrol grubunun 7. giin sonuglar1 ile

uygulanan dozun 2 kati olan doz grubu arasinda anlamli bir artig (p<0.01) saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Aloe vera jel, genotoksisite, comet yontemi
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7. SUMMARY

Aloe vera gel is the clear jelly-like substance obtained from the Aloe vera
leaf pulp. The latex part within the margins of leaf of Aloe vera is a source of many
toxic substances including many kinds of anthraquinones. In production of Aloe vera
gel, toxic substances in latex part can be transferred to the gel accidentally or by usage
of improper methods of mechanical extrusion of the leafs; the contaminated gel was
mentioned that it created serious health risk on public usage. In Turkey, Aloe vera gel
has been sold to by door to door purchasing with a customer chain marketing services
that were set by producer companies. Salesmen advertise the gel as a “remedy for a
wide range of illnesses and protect from many illnesses”, although these products can
not be found at pharmacies. As a result of this marketing management, misinformed
users can face many advers health risks. Especially the researches on toxicity of Aloe
vera gel point out the scarity of research on carcinogenic and genotoxic effects of
short/long tem usage of Aloe vera. The researches on evaluation of genotoxicity of A/oe
vera gel, can provide very important information regarding the safety of product; new
and extensive evaluations are needed about the issue.

In this study, genotoxic potential of commercial Aloe Vera gel sold by
the salesmen with current marketing policy with mice using Comet (single cell gel
electrophoresis) method have been evaluated. Swiss Albino, male and female mice that
weight 30-45 gr were used. Comet assay is a fast, reliable and simple method, which
allows the investigation of DNA damage at the individual cell level. One of the
Commercial Aloe vera gel in the market given orally to experimental animals for 14
days with normal, half and double doses once per day that are suggested for human dose
to mice. A control group were accompany the experiment groups. Tail venous blood of
mice were taken at 1, 7 and 14 days of experiment and evaluated for genotoxicity
parameters via comet assay. For the half dose, statistical significancy heve been found
when the results of 1% and 14™ days of experiments compared (p<0.01). Similar
significancy have been observed when the results of 1% and 7th days of experiments
comparred (p<0.01). In the double doses, statistical significancy heve been found when
the results of 1% and 7th (p<0.01) and 1% and 14" (p<0.05) days of experiments
compared as well. Obtained results also compared with the resuts of control group. We
have not found any differences between the dose groups and control goup as a consider

of 1* day experimental results (p>0.01). On the other hand significant differencens have

47



been observed when in x2 dose-treated group compared with control group in 7t day

(p<0.01)

Keywords: Aloe vera gel, genotoxicity, comet assay
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