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Abstract of thesis presented to the Senate of Universiti Putra Malaysia in fulfilment of the
requirement for the degree of Master of Science

EFFECTS OF BERBERIS VULGARIS (L.) FRUIT EXTRACT ON
ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES, a-FETOPROTEIN CONTENT AND
HISTOLOGY OF HEPATOCARCINOGENIC RATS
By
GHOLAMREZA MOTALLEB

May 2006

Chairman: Associate Professor Fauziah Othman, PhD

Faculty: Medicine and Health Sciences

The chemopreventive agent of Berberis vulgaris fruit extract in hepatocarcinogenesis
female Sprague Dawley rats was studied to investigate the possible cancer preventive
effect of the plant. Total antioxidant activity and phenolic content of BFE extracts were

measured.

1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical assay was used to determine
antioxidant properties of barberry fruit by measuring the decrease in absorbance at 517
nm. In distilled water, BFE showed 82.52+0.64% free radical scavenging activity with an
ECs0p=0.65. In ethanol, BFE extract showed 73.62+1.88% free radical scavenging activity
with an EC=0.658, BHT 67.50+0.53% (EC=0.612) and Vitamin C 88.56+0.43%
(EC=0.252), respectively. Meanwhile BFE in 80% methanol had the highest phenolic

content (28000+500mg/100g) followed by extract in water (10000+400mg/100g). The
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Histological evaluation illustrated that there were significant changes in the lesion score
of 50 and 100mg/kg/bodyweight BFE in the DABsy and DAB;( in portal and lobular
region compared to DEN/AAF control group. However, the liver of DAB,s showed

significant changes in the lesion score only in the portal region not in the lobular region.

The liver enzymes activity measured were xenobiotic metabolizing enzymes:gamma
glutamyl transpeptidase (GGT), and glutathione S-transferase (GST). Alpha feto
protein(AFP) level was measured as a liver tumour marker. The results indicated that
there were significant differences (p<0.05) in the activities of GGT and GST between
DEN/AAF rats and normal rats. In liver cancer rats treated with Berberis vulgaris, the
activities of GST and GGT were significantly lower (p<0.05) compared with the
DEN/AAF group. The findings showed that BFE could reduce the activity of liver

enzymes of rats during hepatocarcinogenesis.

The results showed that the DEN/AAF group had the least increase of body weight
compared to other groups. The normal control and normal control treated with BFE had a
significantly lower the liver weight to body weight (p<0.05) ratio compared with the
DEN/AAF group. The DEN/AAF groups treated with BFE had a lower liver weight to
body weight (p<0.05) ratio compared with the DEN/AAF group (except DEN/AAF

treated with BFE,s).

The DEN/AAF group showed the highest level of AFP (2.014 = 1.013 IU/ml). Level of

AFP in serum of rats in control, BFE groups (NB;s, NBsg, NBj) and in DEN rats treated



with BFE at different doses (DAB;s, DABsy and DAB, ) were significantly lower
(p<0.05) compared with the DEN/AAFgroup. DEN/AAF control treated with BFE
showed significantly decrease in serum AFP concentration (as a tumor marker) compared
with DEN/AAF control group (p<0.05). Meanwhile, the RT-PCR analysis of hepatocytes

illustrated the AFP gene expression in DEN/AAF group only.
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Faculty: Perubatan Dan Sains Kesihatan

Kesan anti-kanser Berberis vulgaris semasa pengaruhan hepatokarsinogesis keatas tikus
betina Sprague Dawley telah dikaji kemungkinan kesannya. Kesan aktiviti antioksida dan

kandungan phenolic ekstrak BFE telah ditentu nilai.

Ekstrak ini telah disediakan dengan air suling, ethanol dan methanol (80%). Essei 1, 1-
dipenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) telah digunakan untuk menentukan kandungan
antioksida buah berberry dengan mengukur pengurangan serapan pada 517am. Dengan
air suling, ekstrak BFE menunjukkan 82.52+0.64% aktiviti radikal bebas. Dengan
ethanol, ekstrak BFE menunjukkan 73.62+1.88% aktiviti radikal bebas, BHT

67.50+0.53% dan vitamin C 88.56+0.43%.
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Ekstrak buah Berberis vulagris menunjukkan aktiviti radikal bebas yang tinggi didalam
air suling dengan 82.52% dan ECsy = 0.64mg/ml. Sementara itu BFE didalam 80%
methanol mempunyai kandungan phenolic yang paling tinggi diikuti ekstrak dengan air.
Analisis dengan ANOVA menunjukkan terdapat perbezaan ketara (p<0.05) purata aktiviti

radikal bebas buah barberry didalam air dan methanol.

Empat puluh lapan ekor Sprague Dawley betina (120-230g) berusia 6-8 minggu
dibahagikan kepada 8 kumpulan: NC( kumpulan normal), NB,s (kumpulan tikus dirawat
dengan 25mg/kg/berat badan BFE), NBso( kumpulan tikus dirawat dengan 50
mg/kg/berat badan BFE), NB,o (kumpulan tikus dirawat dengan 100mg/kg/berat badan
BFE), DAC(kumpulan tikus teraruh Kkarsinogenesis dengan DEN/AAF), DAB,s
(DEN/AAF kumpulan tikus teraruh kanser hepar dirawat dengan 25 mg/kg/berat badan
BFE), DABso (DEN/AAF kumpulan tikus teraruh kanser hepar dirawat dengan
50mg/kg/berat badan BFE) dan DAB;¢ (kumpulan tikus teraruh kanser hepar dirawat
dengan 100mg/kg/berat badan BFE) telah digunakan untuk menilai kandungan anti-

kanser tumbuhan tersebut.

Keterukan neoplasia tersebut telah dikaji dengan penilaian histologi, profail berat badan
dan hepar dan penanda kanser hepar. Penilaian histologi menunjukkan organisasi sel
normal telah hilang apabila karsinogen dimasukkan kedalam badan. Pemerhatian skor
lesion mikroskopi menunjukkan perubahan yang signifikan (p<0.05) antara DEN/AAF

dan kumpulan normal terkawal.
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Penilaian histologi menggambarkan bahawa terdapat perubahan ketara dalam skor lesion
ke utas tikus di rawat dengan 50 dan 100mg/kg/berat badan BFE di dalam DABs, dan
DAB, keatas bahagian portal dan lobul berbanding dengan kumpulan tikus kanser
hepar. Walau bagaimanapun, hepar tikus kumpulan DAB,s menunjukkan perubahan

ketara di dalam skor lesion pada bahagian portal tetapi bukan pada bahagian lobul.

Aktiviti enzim metubolisme xenobiotik gamma glutamyl transpeptidase(GGT),dan
Glutathione S-transferase(GST), aras alfa feto protein(AFP) telah diukur sebagai penanda
hepatokarsinogenesis. Keputusan menunjukkan terdapat perubahan ketara (p<0.05) di

dalam aktiviti GGT, GST berbanding kumpulan terkawal dan kumpulan DEN/AAF.

Di dalam kumpulan kanser dirawat Berberis vulgaris, aktiviti GST, GGT adalah ketara
rendah (p<0.05) berbanding kumpulan DEN/AAF. Penemuan ini menunjukkan bahawa

BFE boleh merendahkan aktiviti enzim hepar tikus semasa hepatokarsinogenesis.

Keputusan ini menunjukkan peningkatan berat badan yang kurang dalam kumpulan
terkawal DEN/AAF berbanding dengan kumpulan yang lain. Kumpulan normal terkawal
dan kumpulan BFE menunjukkan penurunan nisbah berat hepar keatas berat badan yang
renduh berbanding dengan kumpulan DEN/AAF. Kumpulan DEN/AAF yang dirawat
dengan BFE mempunyai nisbah yang rendah (p<0.05) berbanding dengan kumpulan

DEN/AAF (kecuali DEN/AAF dirawat dengan BFE;s).
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Kumpulan DEN/AAF menunjukkan aras AFP yang tinggi (2.014 = 1.01 IU/ml).
Manakala arus AFP serum pada kumpulan NC, NBjs, NBsy, NBjgo, DABs, DABso dan
DAB,o adalah ketara rendah (p<0.05) berbanding dengan kumpulan DEN/AAF.
Kumpulan kawalan DEN/AAF yang dirawat dengan BFE menunjukkan penurunan ketara
dalam kepekatan serum AFP (sebagai penanda kanser) berbanding dengan DEN/AAF
kumpulan terkawal (p<0.05). Sementara itu, Analisis RT-PCR ke atas sel hepatosit

menggambarkan ekpressi gen AFP hanya hadir dalam kumpulan DEN/AAF sahaja.
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