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Pimpinella anisum L. (Anason) Meyvesi Ucucu Yagimin Median Lethal Doz
(LDso) Diizeyi ve Saghkh ve Diyabetli Farelerde Hipoglisemik Etkisinin
Arastirilmasi

Ozet

Amac: Pimpinella anisum L. (anason) meyvesi ugucu yaginin, median lethal doz (LDso)
diizeyinin ve saghikl ve diyabetli farelerde hipoglisemik etkisinin arastirilmasi.

Yontem: Alloksanla diyabet olusturulmus farelere ve saglikh farelere Pimpinella anisum L.
ucucu yag1 ekstresi, glibenclamide (referans) ve serum fizyolojik (kontrol) uygulamp;
sifirinci, birinci, ikinci, dordiincii ve 24. saatlerde, farelerin kuyruk veninden kan alinarak
aclik kan sekeri diizeyleri 6l¢iildii; sonuglar tek yonlii varyans analizi ile test edildi.

Bulgular: Pimpinella anisum ekstresinin; alloksanla diyabet olusturulmus farelerde serum
fizyolojik grubuna goére aghk kan sekerini yalmizca 24. satte (p<0.05) anlamli derecede
diisiirdiigii, birinci, ikinci ve dordiincii saatlerde bu etkinin goriilmedigi (p>0.05);
glibenclamide’in, serum fizyolojik grubuna gore aglik kan sekerini birinci (p<0.05), ikinci,
dordiincii ve 24. saattelerde anlamli derecede diisiirdiigii (p<0.01); glibenclamidein, P.
anisum’a gore aclik kan sekerini birinci (p<0,01), ikinci (p<0.001), ve dordiincii saatlerde
(p<0.001) anlamli derecede diisiirdiigii, 24. saattte ise her ikisi arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi gozlenmistir (p>0.05). Saglikli farelerde gruplar arasinda achk kan sekeri
yoniinden yapilan dlgiimlerde P. anisum ikinci saatte kan sekerini kontrol grubuna gére
anlaml1 derecede daha az diistirmiis, bunun diginda anlaml bir fark saptanmamustir.

Sonu¢: P. anisum meyvesi ugucu yag ekstresinin, referans ilag olarak kullanilan
glibenclamide ile aym diizeyde olmak iizere, sadece 24. saatte hipoglisemik etki gdsterdigi
gézlendi. Birinci, ikinci ve dordiincii saatlerde ise P. anisum ekstresi hipoglisemik etki
gostermedi. P. anisum ugucu yag ekstresinin LDso dozu ise 0.847 ml/kg olarak tespit edildi.
Anahtar Kelimeler: Pimpinella anisum L., anason ugucu yag, glibenclamide, hipoglisemik
etki, akut toksisite, fare.

Investigation of The Level of The Median Lethal Dose (LDso) and The
Hypoglycemic Effect in Healthy and Diabetic Mice of Pimpinella anisum L. Fruit
Essential Oil Extract

Abstract

Aim: Investigation of The Level of The Median Lethal Dose (LDso) and the hypoglycemic
effect of Pimpinella anisum L. fruit essential oil extract in healthy and diabetic mice.

Method: Extract of Pimpinella anisum, glibenclamide (as a reference group) and physiologic
saline (control group) were administrated to the healthy and diabet occured mice with alloxan.
Before treatment in the first, second, third, fourth and 24"™ hours, blood was taken from the
vena coccygea of mice. Blood glucose levels were measured. Results were tested by One-way
ANOVA.

Results: When compared with physiologic saline group it was observed that Pimpinella
anisum L. extract decreased blood glucose values significantly in a diabet occured mice with
alloxan in the 24"™ (p<0.05), this effect was not observed in the first, second and fourth hour.
Glibenclamide decreased blood glucose values significantly in the first, second, fourth and
24™ hours. When compared with Pimpinella anisum L. it was observed that glibenclamide
decreased blood glucose values more significantly in the first (p<0.01), second (p<0.001) and
fourth hours (p<0.001), there was not a significant difference between two groups in the 24"
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hour (p>0.05). When compared with Pimpinella anisum L. extract it was observed that
physiologic saline group decreased blood glucose values significantly in groups of healthy

mice in the second hour (p<0.05).

Conclusion: It was observed that the essential oil extract of Pimpinella anisum L. has
significantly hypoglycemic effect in the only 24" hour when compared with control group.
This effect was as potent as the glibenclamide with was used as a reference agent. It was not
showed that hypoglycemic effect the extract of Pimpinella anisum L. in the first, second or
fourth hours. The lethal dose 50 of the extract of Pimpinella anisum L. was determinated

0.847 ml/kg..

Key words: Pimpinella anisum L., essential oil, glibenclamide, hypoglycemic effect, acute

toxicity, mice.

Diyabetin (diabetes mellitus) tedavisi
amactyla tibbi bitkilerin kullanimi Ebers
papiriislerinden edinilen bilgilere gére M.O.
1550 yillarina kadar gitmektedir (1).
Diinyanin pekg¢ok yerinde c¢esitli bitkiler,
diyabetin tedavisi icin geleneksel
yontemlerle kullanilmaktadir. Kullanilan bu
geleneksel bitki tedavilerinin bir kismi
bilimsel ¢evrelerce dikkate alinmakta ve
Diinya Saglk Orgiitii (WHO) bu alandaki
calismalar1 desteklemektedir (2). Modem
tipta diyabetin tedavisi i¢in insiilin ve oral

antidiyabetikler kullamlsa da &zellikle
gelismekte olan iilkelerde bu ilaglarin
saglanmasi, saklanmasi, uygulanmasi,

ilaglarin yan etkileri gibi nedenlerden dolay:
alternatif olarak yeni, dogal veya sentetik
antidiabetik  ilag  arayiglarina  y6nelim
baglamistir  (3). Ulkemizde de ¢esitli
bolgelerde diyabet tedavisi i¢in geleneksel
bitki tedavilerine bagvuruldugu bilinmekte
(4,5); ayrica tibbi bitkilerin hipoglisemik

etkileri  iizerinde  bilimsel  ¢alismalar
yapilmaktadir (6-8).
Pimpinella anisum (anason),

Umbelliferae ailesinin bir iiyesidir ve Kuzey
Dogu Anadolu’da bulunur (9). Tiirkiye’de
halk arasinda anason bitkisinin tiirleri; istah
agici, uyku verici, anne siitiinii artirict (siit
getirici), gastrik spazm sikayetlerini, barsak
gazlarim  giderici, balgam  soktiiriicii,
antibakteriyel ve karacigeri koruyucu olmak
lizere birgok alanda kullanilmaktadir (10-
12,).

Anason meyvesi, 2-6 mm. uzunlukta,
yesilimsi gri-sarimsi kahverengi, oval-armut
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seklinde tiiylii sizokarp 6zellikler tagir. Tipik
anetolsi, tathmsi,  aromatik,  baharh
lezzettedir. Ugucu yag orami % 1.5-6, sabit
yag orant %10-20, protein orami % 18’dir,
ayrica kumarin, flavonoit ve miristisin igerir.
Anason ugucu yagi, trans-anethol % 80-95,
metil kavikol (estragol), % 1-2, anisaldehit
% 1, anisalkol, anisketon ve monoterpenler
igerir (13). Rodrigues VM ve arkadaslarinin
anason ugucu yagmn igerigi lizerine
yaptiklari arastirmaya gore ise anason ugucu
yaginda % 90 anethol, % 2-4 gamma-
himachalene, <1% p-anisaldehyde, 0.9-1.5%
methylchavicol, % 3 cis-pseudoisoeugenyl 2-

methylbutyrate, % 1.3 trans-
pseudoisoeugenyl 2-methylbutyrate
bulunmaktadir  (14). Incelenen anason
bitkisinin yetistigi kara parcasi ve bu

bélgenin rakimi, toplandifi mevsim gibi
etkenler ucucu yag igerigini, oranlarim ve
verimini etkilemektedir.

Mutfakta ekmek, kek, kurabiye,
¢orek, biskiivi, pasta, krema ve baharat
karigimlarinda, gida sanaayiinde baharat,
raki, uzo (bir ¢esit Yunan rakisi) ve anizet

(anason likorii) kullanilir. Gida disinda
eczacilik, parfiimeri ve kozmetikte de
anasondan  yararlanilmaktadir (12). P.

anisum L.nin LDsy dozu ve hipoglisemik
etkisi {izerine yapilmus yerli ve yabanci
herhangi  bir aragtirmaya rastlanmadi.
Anasonun  hipoglisemik  etkisinin  olup
olmadigini bilimsel temellere dayandirmak
amaciyla P. anisum L. meyvelerinin ugucu
yag ekstresi saglikli farelerde ve alloksanla
diyabet olusturulmus farelerde arastirildi ve
karsilastirmak amaciyla standart
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hipoglisemik ajan olarak glibenclamide
kullanildi (15).

Gereg ve Yontem
Bitki materyali

P. anisum L. meyveleri Van’daki
baharat¢ilardan temin edildi. Referans i¢in
omek anason meyveleri laboratuvarda
(6rnek no: B-16) bulundurulmaktadr.

Bitki materyalinin ekstraksiyonu

Kurutulmus  meyveler  elektrikli
degirmende ogiitiiliip, Clevenger cihazina
konularak kaynatildi. Cihazda toplanan
ugucu yag tiiplere alinarak saklandi ve ugucu
yag verimi % 5 olarak saptandi.

Deney hayvanlart
Calismada 10 haftalik, 19-23 gram
agirlikta, erkek fareler (Mus Musculus
Swiss albino) kullanildi. Deney
hayvanlan “Yiiziincii Y1l Universitesi Tip
Fakiiltesi Neuroscience Arastirma Birimi
(NAB) Deney Hayvanlar1 Unitesi”’nden
temin edildi; standart kafeslerde
barindinlip, yem ve su alim serbest
birakildi. Hayvanlarin bulundugu oda 22
£ 2 °C’de, 12 saat karanhk-12 saat 151k
ortaminda tutuldu. Her ¢alisma 6ncesi
hayvanlar, caligma prosediirii geregi 18
saat a¢ birakildi. Calismaya baslamadan
once Yiiziincii Y1l Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alindi
(onay karar sayisi: 2001/03-05).

Akut toksisite calismast

Her biri 8 adet erkek fare igeren 7 grup
olusturuldu. Kontrol grubuna sadece 0.2
ml SF (% 0,9’luk serum fizyolojik)
uygulandi. Diger gruplara ise sirayla 0.2,
0.4, 0.8, 1.6, 3.2 ve 6.4 ml/kg anason
ucucu yag ekstresi uyguland:. Tim
uygulamalar 1.p. yolla yapildi. 72 saat
sonra ¢alisma gruplarindaki 6lii hayvanlar
sayildi. Probit analiz metodu uygulanarak
fetal doz diizeyleri (LDy, LDy, LDsg LDy
ve LDy) dlgiildii (16, 17).
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- Farelerde deneysel diyabet olusturulmas:

On sekiz saat ag birakilan farelere 150
mg/kg alloksan, serum fizyolojik (SF)
igerisinde ¢oziilerek, periton i¢i yolla
verildi. Bu islem 48 saat arayla toplam 3
kez uygulandi (18). Son uygulamadan
yedi giin sonra fareler 18 saat ag
birakilarak kan sekeri seviyelerine bakildi
(sifirinct saat), 200 mg/dL ve iizerinde
aclik kan sekeri degerlerine sahip fareler
diyabetli olarak kabul edilip ¢alismaya
alind1 ve diger fareler ¢alisma disi
birakildi.

Biyolojik analizler

P. anisum L. meyvesi ekstresinin diyabetli
farelerde hipoglisemik etkisinin Slciimii

Alloksanla diyabet olusturulmus fareler,
kullanilarak herbirinde sekizer fare olacak
sekilde li¢ ¢aligma grubuna ayrildi. Birinci
gruba serum fizyolojik (SF: 0.2 ml), ikinci
gruba (referans grup) glibenclamide (3
mg/kg) ve liglincii gruba P. anisum L.
Ugucu yag ekstresi (5 ml/kg) oral yoldan
uyguland:. Uygulamayi takiben birinci,
ikinci, dordiincii ve 24. saatlerde kuyruk
venlerinden kan alindi. Alinan bu kan
orneklerinden “glukoz-oksidaz
peroksidaz” metodundan hareketle
tiretilmis olan seker stripleri aracihigiyla
MediSense Optium Blood Glucose
System (Abbott) cihazinda kan sekeri
diizeylerine bakildi.

P. anisum L. meyvesi ekstresinin sagliki
farelerde hipoglisemik etkisinin Slciimii

Saglikl: farelerden herbirinde sekizer fare
olacak sekilde ti¢ calisma grubu
olusturuldu. On sekiz saatlik achig
takiben birinci gruba 0.2 ml serum
fizyolojik ikinci gruba (referans grup)
glibenclamide (3 mg/kg) ve ligiincii gruba
5 ml/kg P. anisum L. Ugucu yag ekstresi
oral yoldan uygulandi. Uygulamay:
takiben birinci, ikinci, dordiincii ve 24.
saatlerde kuyruk venlerinden kan alindi.
Alinan bu kan 6reklerinden “glukoz-
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oksidaz peroksidaz metodundan™
harekctle iiretilmis olan geker stripleri
aracth@iyla MediSense Optium Blood
Glucose System (Abbott) cihazinda kan
sekeri diizeylerine bakild:.

Istatistik analiz

Gruplarin kan sekeri seviyeleri ortalama +
standart hata ortalamasi (Ort + SHO)
olarak gosterildi. Verilere One-sample
Kolmogorov Smirnov testi uygulanarak
veriler dagilim yoniinden analiz edildi.
Bu test sonuglarina gore normal dagihim
gosteren verilere (p>0.05) parametrik bir
test olan tek ydnlii varyans analizi
(ANOVA) uygulandi. Bu testte anlamh
cikan gruplar i¢in post-hoc Tukey testi
uyguland: ve p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Akut toksisite
caligmasi sonuglarinin (Letal Doz)
degerlendirilmesinde probit analiz
metodu kullanmildi (19, 20).

Bulgular

Akut toksisite ¢caligmasinin sonuglar
(letal doz diizeyleri) asagida verilmistir:

LD, : 0.156 ml/kg,

LDy : 0.334 ml/kg,
LDsg : 0.847 ml/kg,
LDy : 2.151 ml/kg,
LDgo : 4.596 ml/kg.

Alloksan diyabetli farelerden
olusturulmus ¢aligma gruplarimin farkh
zamanlardaki aclik kan gekeri seviyeleri
Tablo 1 ve grafik 1’de, saghikl farelerden
olusturulmus ¢aligma gruplarinin farkli
zamanlardaki aclik kan sekeri seviyeleri
ise Tablo 2 ve Grafik 2’de verilmistir.
Elde edilen kan sekeri degerlerinin zaman
igindeki seyri dikkate alindiginda, 6rnegin
400 mg/dL degerinin bir saat sonra 300
mg/dL’ye diigmesi ile (100 mg/dL’lik
yani % 25’lik bir diisme) 200 mg/dL
degerinin bir saat sonra 100 mg/dL’ye
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diismesinin (yine 100 mg/dL ama %
50’lik bir diisme) aslinda birbirtyle aym
seviyede bir diisme olamayaca@: agiktir.
Bu nedenle elde edilen verilerin sifirinci
satte Slgiilen ilk degere gére 100
tizerinden standardize edilmesi gereklidir.
Bu standardizasyon islemi i¢in asagidaki
formiil kullanilmis olup, Tablo 1 ve Tablo
2’nin devaminda bu standardize edilmis
% degerler verilmis ve tartisma bu
degerler lizerinden yapilmustir.

Kan sekeri seviyesinin diismesi (%) =
100 x (Kan sekeri,-Kan sekerig) / Kan
sekerigp

Kan sekeri,: n. yani 1., 2., 4. veya 24.
saatteki kan sekeri degeri.

Kan sekerip: Sifirinct saatte 6lgiilen kan
sekeri degerl.

Tartisma

Ulkemizde ¢esitli bolgelerde diyabet
tedavisi icin geleneksel bitki tedavilerine
basvuruldugu bilinmekte (4,5); ayrica
tibbi bitkilerin hipoglisemik etkileri
tizerinde bilimsel ¢alismalar
yapilmaktadir. Akev ve arkadaslar (6)
Tiirkiye’de (Tokat, Amasya yoreleri) halk
arasinda kan sekerini diisiiriici olarak
kullanildign belirtilen Prunus mahaleb
tohumlarimin (Idris agacinin kurutulmus
tohumlari, mahlep tohumu) kan sekerini
diisiiriicii etkisini tavsanlar iizerinde
calismuslar, fakat bitki ekstresinin bu
etkiye sahip olmadigim gostermislerdir.
Kavalal: ve arkadaslari (7) Urtica
pilulifera (kara 1sirgan) bitkisinin
meyvelerinden elde ettikleri ekstrenin
sicanlar iizerindeki hipoglisemik etkisini
arastirdiklan ¢alismalarinda, hazirlanan
ekstrenin istatistiksel olarak anlaml
derecede hipoglisemik etki gosterdigini
ortaya koymuslardir. Ozbek ve
arkadaslart Van ili ve civarinda tiiketilen
Rheum ribes (uskun) kdkiiniin kan
sekerini diigiirmek amaciyla kullamldigim
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g6zlemisler ve normal farelerde ve
alloxan’la diyabet olusturulmus farelerde
hipoglisemik etkisini arastirarak, bitki
ekstresinin fareler iizerinde hipoglisemik
etkili oldugunu (8) gostermisler, ayrica
Secale cereale L. (¢avdar) bitkisine ait
meyvelerin dekoksiyon ekstresinin ve
Foeniculum vulgare Miller bitkisi
meyvelerinden elde edilen ugucu yagin
hipoglisemik etkisi lizerinde
calismiglardir (21,22).

Bu ¢alismada P. anisum L.. meyvesi
ugucu yag ekstresinin saglikli ve diyabetli
farelerde hipoglisemik etkisi aragtirilmis,
sonuglar Tablo 1 ve Tablo 2°de
gosterilmistir. Tablo 1 incelendiginde, P.
anisum L. meyvesi ugucu yag ekstresinin
kan sekeri seviyesini, alloksan diyabetli
farelerde SF grubuna gore yalnizca 24.
saatte (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiirdiigii, birinci, ikinci ve
dordiincii saatlerde SF grubu ile arasinda
anlaml bir fark bulunmadigi
goriilmektedir. Glibenclamide’in ise kan
sekeri seviyesini, alloksan diyabetli
farelerde SF grubuna gore birinci
(p<0.01), ikinci (p<0.001), dordiincii
(p<0.001) ve 24. saatlerde (p<0.05)
anlaml derecede diisiirdiigii
gézlenmektedir. Glibenclamide’in kan
sekerini P. anisum L.’ye gore birinci
(p<0.01), ikinci (p<0.001) ve dordiincii
saatlerde (p<0.001) anlamh derecede
diisiirdiigii, 24. saatte ise aralarinda
anlamli bir fark olmadig: (p>0,05)
g6zlenmistir.

Tablo 2 incelendiginde; saglikhi farelerde
P. anisum’un yalnizca ikinci saatte serum
fizyolojik grubuna goére kan sekerini
anlaml dercede daha az diisiirdiigii,
bunun disinda gruplar arasinda anlamh
bir farklilik olmadig: goriilmektedir.

Sonug olarak P. anisum L. ugucu yag
ekstresinin uygulamadan sonraki 24.
saatte g6zlenen bir hipoglisemik etkiye
sahip oldugu, saglikli fareler iizerinde ise
herhangi bir hipoglisemik etkisinin
bulunmadig1 sonucuna varilmistir.
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Tablo 1. Alloksan diyabetli farelerde ¢alisma gruplarinin kan sekeri diizeyleri.

Aclik kan sekeri diizeyleri (mg/dl)

Gruplar 0. saat 1. saat 2. saat 4. saat 24. saat
Kontrol (SF) 335904234 318,404 253 308,00+ 34,2 22500344 20540 % 19,3
Glibenclamide

267,33 +37,7 197,83+ 47,3 150,50 39,7 101,83+ 10,6 90,16+ 15,4
P. anisum

384,80 £ 49,7 345,00+ 37,0 353,20+ 41,2 306,20 +40,7 158,60 + 32,7
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Gruplar Sifirinci saate gore kan sekerinin diigme orani (%)

0-1. saat 0-2. saat 0-4.saat . 0-24. saat

Kontrol (SF) 479+445 -581+888 -29,40+9,65 -38,08+4,27
Glibenclamide °-30,16 4,98 -47,10+4,96 °-59,56 + 3,36 *-57,21+2,97

P. anisum 9.792+3,68 °-7,65+3,90 °-20,58+5,50 *-56,84 7,10
F degerleri 9.899 15.131 10.757 4.876
p degerleri P<0.01 P<0.00!1 P<0.001 P<0.05

Veriler ortalama + Standart hata ortalamasi olarak gésterildi.

Post-hoc Tukey HSD testi i¢in p degerleri:

a: p<0.05 ilgili grubun kontrol grubu ile karsilastiriimasi

b: p<0.01 ilgili grubun kontrol grubu ile karsilagtiriimasi

c: p<0.001 ilgili grubun kontrol grubu ile karsilastiriimasi

d: p<0.01 ilgili grubun glibenclamide grubu ile kargilastinlmast.
e: p<0.001 ilgili grubun glibenclamide grubu ile kargilagtiriimast.

Tablo 2. Saghkl farelerde ¢aligma gruplarinin kan sekeri diizeyleri.

Aclik kan gekeri diizeyleri (mg/dl)

Gruplar Oh lh 2h 4h 24 h

Kontrol (SF)  91.50+12.8 72.75+7.2  60.50+4.1 61.25+4.1  54.50+3.0

Glibenclamide 68.75+01.3 59.25+4.8  59.00£3.6 53.25+2.9  49.75+2.0

P. anisum 85.66£05.0 79.66+7.9 76.66+6.9 80.33+8.6  68.16+5.9

Sifirinci saate gore kan sekerinin diisme oram (%)

0-1. saat 0-2. saat 0-4. saat 0-24. saat

Kontrol (SF) -19.04+3.6  -31.34+7.0 -30.00+£9.0 -38.13+5.9
Glibenclamide -14.08+5.5 -14.34+4.0 -22.60£3.6 -27.66+2.3
P. anisum -8.05+4.2 *-11.06+4.3 -7.07+6.7 -20.23£5.4
F degerleri 1.526 4.265 3.008 3.036
p degerleri p>0,05 P<0,05 p>0,05 p>0,05

Veriler ortalama + Standart hata ortalamasi olarak gosterildi.

Post-hoc Tukey HSD testi igin p degerleri:
a: p<0.05 ilgili grubun kontrol grubu ile karsilastiriimasi
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Pimpinella anisum L. (Anason) Meyvesi

Grafik 1. Alloksan diyabetli farelerde ¢alisma gruplarinin kan sekeri diizeyleri.
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Grafik 2. Saglikh farelerde galisma gruplarimin kan sekeri diizeyleri.
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