
 

 
 

UNIVERSITI PUTRA MALAYSIA 
 
 

EFFECTS OF NITROSAMINES ON HEPATIC ENZYMES ACTIVITIES 
AND HISTOPATHOLOGICAL STUDIES OF WHITE MICE (MUS 

MUSCULUS) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

JEEVEN A/L KARRUPPAN. 
 
 

FBSB 2005 5 



EFFECTS OF NITROSAMINES ON HEPATIC ENZYMES ACTIVITIES 
AND HISTOPATHOLOGICAL STUDIES OF WHITE MICE (MUS 

MUSCUL US) 

BY 

JEEVEN A& KARRUPPAN 

Thesis Submitted to the School of Graduate Studies, Universiti Putra 
Malaysia, in Fulfilment of the Requirements for the Degree of Doctor of 

Philosophy 

December 2005 © C
OPYRIG

HT U
PM



DEDICATION 

To the memory of my late grandfather Chadayan and my father Karruppan, to 

my mother Karnatchi , my dear wife Janagiammal and my son Logganaath who 

were the source of inspiration and encouragement throughout the period of this 

study. 

© C
OPYRIG

HT U
PM
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Dietary and environmental hepatocarcinogens will be metabolized to active 

compounds and it must be detoxified in order to maintain liver integrity. In this 

study the feeding of nitrosamines and their effects on turnour marker enzymes 

Alkaline Phosphatase (ALP), Gamma-Glutamyl Transpeptidase (GGT), 

Glutathione S-transferase (GST) and Uridyl diphospho-glucuronosyl transferase 

(UDPGT) were analyzed in mice liver. 

The initial work involved homogenization of liver samples with different buffers 

at various concentrations. Results with ALP and GGT shows highest specific 

activities for liver samples extracted with 0.01M Tris-HC1 at pH 7.5. Further 

work on the use of different solvents, surfactants and detergents to optimize the 

extraction of alkaline phosphatase and gamma-glutamyl transpeptidase were 
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conducted. The results obtained showed that 0.01M Tris-HC1 buffer at pH 7.5 

alone is sufficient to extract these membrane bound enzymes. 

Acute studies were conducted by feeding mice with 2-20% of LDS0 of N- 

Nitrosodimethylamine (NDMA) and N-Nitrosodiethylamine (NDEA) and mice 

were killed at 24th, 36', 4gth, 60' and 72"* hours and the liver ALP and GGT 

were assayed for their activities. Mice fed with 5mg of NDMAlkg of body 

weight dose for 36 hours showed highest and significant (p<0.05) activation of 

liver ALP and GGT compared to respective controls suggesting that feeding of 

NDMA had activated liver marker enzymes activities. The enzyme activities of 

ALP and GGT for treated mice were 4.215 IUIg protein and 0.656 IUIg protein 

respectively and in the control liver ALP activity were 1.084 IUIg protein and 

GGT activity were 0.375 W/g protein. 

Chronic toxicity study was conducted with oral feeding of 5mg NDMAkg of 

body weight on weekly basis for 20 weeks. The control and treated mice were 

sacrificed every fortnight. The severity of neoplasia was studied by histological 

evaluations and the activity of ALP, GGT, GST and UDPGT were assayed. 

Studies on these enzymes show significant elevation at (p<0.05) for ALP, GGT 

and GST compared to respective controls. UDPGT does not show any changes 

in control and treated mice. ALP and GST was significantly (p<0.05) elevated 

compared to control at 2"*, 16& and 20' week and GGT was significantly higher 

than control at week 8", loh, 1 6 ~  and 2 0 ~ .  The highest enzymes activities 
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measured for the three enzymes were on the 20' week of experiment. The 

activities of liver enzyme in treated mice were 5.63 IUIg protein, 1.55 IUlg 

protein and 2.55 pnole/min/mg protein respectively for ALP, GGT and GST and 

the activities in control mice during the same week was 1.27 IUIg protein for 

ALP, 0.376 IUIg protein for GGT and 1.39 j~molelminlmg protein for GST. 

Histological evaluations through Hematoxilin and Eosin (H&E) staining and 

Transmission Electron Microscopy (TEM) obtained showed chronic ingestion 

had caused loss of normal cell organization in liver. Observation with H&E 

staining and TEM also showed the shrinking of nucleus, cellular and vacuolar 

degeneration and paler hepatocytes. From 10' week onwards significant 

@<0.05) increase in lesion score in liver compare to control liver was observed 

in slides stained with H&E. The present result suggests even at low dose and at 

weekly feeding to mice, NDMA is capable in elevating turnour marker enzymes 

in liver and this compound also caused disruption to the normal cell organization 

of the liver. 
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KESAN NITROSAMINA KE ATAS AKTIVITI ENZIM HAT1 DAN 
KAJIAN HISTOPATOLOGI PADA MENCIT (MUS MUSCULUS) 

Oleh 

JEEVEN AJL KARRUPPAN 

Disember 2005 

Pengerusi: Profesor Madya Johari Ramli, PhD 

Faculti: Bioteknologi dan Sains Biomolekul 

Proses detoksifikasi adalah amat penting dalam penyingkiran bahan terkurnpul 

akibat metabolisma bahan karsinogen dari persekitaran atau pun dari 

permakanan dan proses ini dapat memelihara organ hati. Dalam kajian ini kesan 

nitrosamina terhadap hati mencit telah dilakukan. Pemberian nitrosamina dan 

perubahan pada enzim-enzim penanda tumor Alkaline Phosphatase (ALP), 

Gamma-Glutamyl Transpeptidase (GGT), Glutathione S-transferase (GST) and 

Uridyl diphospho- glucuronosyl transferase (UDPGT) telah diselidiki pada hati 

mencit. 

Kajian awal dilakukan melibatkan penghomogenanan sarnpel hati dengan 

dengan penimbal-penimbal yang berbeza kepekatan dan pHnya. Pengukuran 

aktiviti spesifik ALP dan GGT adalah tinggi dengan apabila hati diempar dengan 

penimbal 0.01M Tris-HC1 pada pH 7.5. Seterusnya solven, surfaktan dan 
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detergen ditambah pada sample hati dan dihomogenisasikan bersama penimbal 

0.01M Tris-HC1 pada pH 7.5 untuk memaksirnakan pengekstrakan ALP dan 

GGT dari hati. Selepas pengemparan, didapati tiada kesignifikan pada aktiviti 

enzim ALP dan GGT apabila dibandingkan dengan peggunaan penimbal sahaja 

maka penimbal0.01M Tris-HC1 (pH 7.5) sudah memadai untuk pengekstraksian 

maksima enzim-enzim hi. 

Penyelidikan seterusnya ditumpukan kepada kesan akut pemberian nitrosamina 

NDMA dan NDEA sebanyak 2-20% daripada LDS0 pada kurnpulan mencit dan 

haiwan ini dibunuh pada 24, 36,48, 60 dan 72 jam dan enzim-enzim ALP dan 

GGT diasai pada sampel hati tersebut. Mencit yang diberi dos Smglkg berat 

badan NDMA menunjukkan aktiviti yang paling tinggi serta signifikan pada 

p<0.05 berbanding dengan hati kawalan. Aktiviti spesifik hati pada mencit yang 

dirawat ialah 4.215 IUIg protin untuk ALP, 0.656 IUlg protin untuk GGT 

manakala untuk kawalan aktiviti ALP ialah 1.084 IUlg protin dan GGT pula 

0.375 IUlg protin. 

Seterusnya kajian melibatkan kajian ketoksikan kronik selama 20 minggu. Dos 

rawatan ialah 5mg NDMA/kg dari berat badan mencit dan dos diberikan setiap 

minggu. Mencit dibunuh setiap dua minggu dim enzirn penanda hati ALP dan 

GGT GST dan UDPGT diukur aktivitinya. Analisis enzim-enzim penanda ALP, 

GST dan GGT ini menunjukkan aktiviti spesifik yang signifikan (p<0.05) 

berbanding dengan sampel kawalan. UDPGT pula tidak menunjukkan sebarang 
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perubahan pada aktiviti enzim pada hati yang dirawat dan kawalan. Aktiviti ALP 

dan GST adalah signifikan (p<0.05) berbanding kawalan pada minggu kedua, 

ke-16 dan ke-20 dan aktiviti GGT pula signifikan (p<0.05) berbanding kawalan 

pada minggu kelapan, ke- 10, ke16 dan ke-20. Aktiviti spesifik yang paling tinggi 

diukur untuk kesemua enzim-enzim ini ialah pada minggu ke-20 dan aktivitinya 

pada sampel hati yang dirawat ialah, ALP sebanyak 5.63 IUIg protin, GGT pula 

1.55 IU/g protin dan 25.55 pmole/min/mg protin ialah aktiviti GST. Pada 

tempoh yang sama aktiviti spesifik untuk kawalan ialah 1.27 IUIg protin, 0.376 

IUIg protin dan 1.39 pmole/min/mg protin masing-masing untuk ALP, GGT dan 

GST. Pada sampel hati ini juga, kajian dilakukan dari segi histologi dengan 

teknik pencerapan Hematoxilin and Eosin (H&E) dan kaedah elektron 

mikroskop. Dari minggu ke-10 pada slaid yang dicerap dengan H&E, lesion 

neoplastik diadapati bertambah secara signifikan (p~0.05) berbanding pada hati 

kawalan. Keputusan melalui kedua-dua kaedah histologi menunjukkan di sel hati 

ada kekecutan pada nucleus, perubahan bentuk atau degenerasi pada sellular dan 

vakuol dan sel-sel yang pucat. Keputusan kajian ini menunjukkan bahawa 

walaupun NDMA diberi pada dos yang rendah dan hanya seminggu sekali, tetapi 

karsinogen ini mampu meningkatkan aktiviti enzim-enzim penanda dan 

kompaun ini juga menyebabkan kehilangan penyusunan sel-sel normal. 
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