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/40 . 15

(Allen,2002 ; Wigfull& Bellamy,2000 ; Kekis, 2006 ; Dalley& Moore,2006 ;

% 80 ) Compbell,2006 ; Gavrilov& Tatarinov,1988).
(Wright et al ., 1980) ( 8 6
08 16 28

.(Kamina& Marino,1998)
(Susanna, 2004 ; Allen, ( )
.(1 ) 2002; Cattley & Popp,2002 ; Gavrilov& Tatarinov,1988)

(Sherlock & Dooley, 2002) wSU AL jlaia: ] JS&

.(Wigfull&Bellamy,2000 ; Lionel & Beale, 1856 ; Christofides et al., 2006 )

. (sinusoids )
Disse .Glisson

.(2 ) ( Compbell,2006)



B B 128
MDallev& Moore.2006)

-2-1
.(Reed., 1994 ; Lu.,1996)
Sacey et al.,1993; Kulkarni & )
.(Byczkowski.,1994
(Plaa & Hewitt.,1982)
Psso (Xenobiotic)

.(Murray.,1994)

.(Brattin et al.,1985)
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78 65-60
28 20-15
21 12-8 kupffer
14 53 o
- <2
. (Gebhardt, 1992) ‘1
~1-3-
1)
~1-1-3-1

( %60 )
.(Cattley & Popp, 2002) 200

3
(Sherlock & Doolev, 2002).

(3 ) (Gandillet, 2004)



) : -2-1-3-|
((ILe) 6 Transforming Growth Factor B(TGFB)

. (Gandillet, 2004)

-kupffer -3-1-3-1
.(William, 2006)
Disse - (Ito ) -4-1-3-1
A
)
(Gandillet, 2004) (...
‘NK -5-1-3-1
(Gandillet, 2004)
-6-1-3-1
(Gandillet, 2004)
-2-3-1
-1-2-3-1

.(Gonzalez , 2004)

-2-2-3-1
()

(Cerf et al.,1978)
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{
(Wright et al.,1980;
Lehnincer, 1989 ; Polonovski et al., 1971).



() ~4-2-3-|

( %60 )
L |
=
L |
(DNA)
. (Gandillet, 2004)
-5-2-3-1
- ( ) CytPaso -
.(Horn et al., 2003)
(1)
) CytPyso
O, .(NADPH /H®  CytPsso
(Hydroxy!ation) Oz
Sulfoxydation



.N-oxydation

.(Horn et al., 2003) Désamination Désalkylation
CytPsso :CytP 450 -1-
12 100 Oxygenases
.(Guengerich et al., 2005) .(Saorikoski et al., 2005)
CytPaso

(EC.1.14.14.1) CytP 450
.(Monshouwer & Hoebe, 2003 ; Soucek, 1999 )

.CytPaso CytPaso : CytPaso
.(Horn et al., 2003)

-2
CytPaso
Oz
NADPH /H*
CytPaso

)
O, ( Fe3+
Oz

OH

.(Horn et al., 2003)

CytPasso 5
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.(Wright et al.,1980 ; Polonovski et al.,1971) : (

N-acétyl- transférase

aaad 5 gl Ldal) cigat 6
(Sherlock& Dooley,2002)

.(Court et al.,2004)
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-5-1

.(Fareel, 1994 ; Timbrell, 1995)

.(Schiano& Black,1998)
direct )
.(Farber, 1982) galactosamine (Anders, 1988) ethionine ( hepatotoxins
Faredl, ) (indirect hepatotoxins )
(1994
-1
.(Recknagel & Glende,1973)
Dahlin ) -2
.(etal., 1984
(ROS) -3
.(Bus& Gibson,1984)
.(Tribble et al., 1987) -V
.(Bridgeset al., 1983) v
. (Plaa& Priestly, 1976) 4
.(Bellomo& Orrenius, 1985) 4
.(Schiano& Black,1998) (ATP) 4
. (Stacey et al., 1993 ) DNA -V
.(Reedetal.,1994) GSH  (Pr-SH9) v
(Stacey et al., 1993) v
.(CCL4) (2
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. Cholestasis

RNA DNA

-Oxidation

(toxin)

CytP 450

2
(Sahu, 2007 ; Tsui,2003 ; Brind,2002 ; Holt & Ju, 2006 ; Kaplowitz & Deleve, 2002).



-6-1

.(Plaa & Hiwitt,1982 )

( Sory et al., 1983 )

.(Zimmerman.,1976 )

.(Zimmerman., 1978 )
gamma glutamyl 5- nucleotidase akaline phosphatase( ALP )

Plaa and hiwitt.,, 1982; ) cholestatic transpeptidase
.(Stacey et al., 1993 ; Martin and Friedman.,1998

lactate dehydrogenase, alanine aminotransferase(ALT), aspartate amino transferase (AST)
. (Balazset al., 1962 ; Sacey et al., 1993)

Creatine phosphokinase
. (Plaa and hiwitt., 1982 ;Lu.,1996 )Cholinesterase

.(Plaa & hiwitt, 1982 ;Lu.,1996)

Triglycerides
microsomal

Plaa & Witschi,1976; ) conjugated dienes

.(Zimmerman,1978
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(Carbon tetrachloride (CCL4 ) ) -1
-1-11
7 )
19
.(Recknagel,1967) 20 25
(Sundari et al., 1997 ; Bahcecioglu et al., 1999)
.(Basu, 2003)( )

°109.5 153.82
.(Hickox & Denton, 2000)

1
I
1 C —— C1
I
1
D7
. (Parker et al., 2005)
1970
(Basu, 2003 )

.(Kovacic et al., 2002)

.(Parker et al., 2005)
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30
.(Parker et al., 2005)

.(Parker et al., 2005)

- =-2-11

(CCLJ)

CytPasso

.(Yu et al., 2002 ; Toniguchi et al., 2004)
(Cawthorne,1970)
CCL4 .(Tsui,2003)
( )

.(Recknagel et al., 1960)

.(Tamayo , 1983) ( )
- CCL4
.@dimenez et al., 1992) CCLy

CCL4
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.(Muriel& Mourelle, 1990)

CytPaso

(Brent and Rumack, 1993 Poyer et; al., 1978 ; ( CCL3°)(Trichloromethyl free radical)
Soyanovsky et al., 1999; Poyer et al., 1978)

.(Weber et al., 2003) DNA CCL#®

( CHCL3)
(Parker et al., 2005)

.(Gastro et al., 1997 ; Muriel,1997 ; Recknagel et al.,1974)

CCL300°
.(Brattin et al., 1985) CCL3°

NADP+ ccly
CYT. P-450
REDUCTASE - CYT. P-450
NADPH & H' N / el
CYT. bs
NADH + H' 1 PUFA
CYT. b5
REDUCTASE
PUFA
NAD+
NUCLEOTIDE
PYROPHOSPEATASE o,
27,50 -AMP MDA
+
NMNH

5'-NUCLEOTIDASE \‘

NICOTINAMIDE + PPi
RIBONUCLEOSIDE

(Tortoriello et al., 1990) :8
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-1
-1-111

ATP
.(Pincemail et al., 2003; Cyprus & Pratico, 2007)
(2006) Cadenas Packer
"Oxygen is a dangerous friend "

%98

(free radicals R°) (reactive oxygen species « ROS»)
.(Palazzetti, 2005)

(Kehrer, 1993; Chen et al., 2000; Al-Omar
et al., 2004; Blair et al., 2007; Durand et al., 2003).

(Packer, 2000 ; Cornard et al., 1997 ; Ducharme et al., 2007 ; Halliwell, 2000 ;
Rosen et al., 2000; Sawyer & Colucci, 2007; Schiffrin & Touyz,2007).

-1-1-111

Guitteridge Halliwell .Milane, 2004)

"...any species capable of independent existence that contains one or more"

.(Halliwell & Gutteridge, 1984; Halliwell & Gutteridge., 1999 ) unpaired electrons’

(Bierl et al., 2007)
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.(Baynes & Thorpe, 2000 ; Marfak, 2003)

.(Gutteridge, 1993)

-2-1-111

(02))

Dismutation (9 )

.(Bierl et al., 2007)
3 9

(H202)
(Favier, 2003) (OH")

.(Kunsch & Chen., 2007)

Reaction

—smm H,0+0, A

D ]

0" Superoxide anion i) i gl (4 5350

OH Hydroxy! radical S 50l 3 q
HOO Hydroperoxyl radical  dsaSsomsogd sia :

ROO Peroxyl radical S gl 3
ROCH Hydroperoxyde LS 9 4 9 00

RO Alkoxyl radical CaS gSIY) J3a (Kunsch& Chen., 2007)
H20; Hydrogen peroxyde = Cdsuid) s g

NO Oxide nitric radical Al pus) i e
ONOO Peroxinitrite g b g )

CLO Hypochlorite Cu ) 91 o)
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-3-1-111

(Lairon, 2004) (ROS)

-1-3-1-111

(Sandere et al., 1993; Nishikawa et al., 2000; Wet& Lee, 2002; Albert et
ATP (10 )al., 2003 )
) H
H,0, (
. (Brookes, 2005) OH’

H.O / Paso
(10 ) (xenobiotic ) ( )

Lipooxygenase Cyclooxygenase

leucotrienes prostaglondine (arachidonic acid)

.(Schiffrin & Touyz, 2007)

NO- myeloperoxidase NADH-Oxidase "respiratory burst
Synthase
NADPH-Oxidase

Xanthine Oxidase
H,0,

.Hypoxanthine Xanthine
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O

. (Schiffrin & Touyz,2007).NO-Synthase

HADPH oxidase - = OH-
lipoxygenase y-irradiation
eyclooxygenase Fenton Reaction,
Huber-Welss Reaction
cytochrome PASD / ‘ {Cu, Fe)

xanthine

oxidase Catalase

Oz B - —» H2OD
T Oz superoxide dismutase H202
hypoxanthine wanthine
wanthine uric acid .L\_ GEH peroxidase d

(Haton, 2005)

0,
Paso NADPH
.Lipooxygenase cyclooxygenase

H>0
.Haber-Weiss Fenton
.(Haton, 2005)

OH  0O,"

H20;

NADPH-Oxidase Hypoxanthine/Xanthine

H,0, O,~ SOD
OH’ H,0, .Catalase
-2-3-1-111



CCL; CCL, .CCLs

Paso

(CCL, + é » CL + CCL3) Pumo
. 2+
(CCL4 + Fe* » Fe* + CL” +CCL3) Fe
CCLs Knecht & Mason 1988
-4-1-111
.(Halliwell, 2000 ; Baynes & Thorpe, 2000) DNA
:DNA -1-4-1-111
DNA
(Halliwell, 2000 ; Sngal et al., 1988)
v
v
DNA v
( ) v
.8-OX0-7,8-dihydroxy-guanine (8-oxoG)
DNA
-2-4-1-111
) ( )
.(Sngal et al., 1988) (
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-3-4-1-111

)
(
.(LH)
.(LOO®) O, pantandienyl
(LOOH)
(Lipidic peroxyde LPO)
DNA
adduits (4-HNE) (MDA)
4-HNE MDA .DNA
GSH
(E)
E
(11 ) .(Badouard, 2006)
o
4kl 3
a1
JLdan) 2

(PUFAS) gadiall & daatiall Jdaal) (aeald) ;| H
s g i 9 )48 1L OOH
e gl J3a 1 LOO

A
! !a!ouar!, !!!!! . !!
AS——————
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-5-1-111

.(Holley & Cheeseman, 1993; Bourassa & Tardif, 2007) DNA

.(Holley & Cheeseman, 1993)

.(Cheeseman, 1989)

.(Holley & Cheeseman, 1993)

-2-111

/ .(Halliwell & Guatteridge, 1999)

@2 )
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. ] Oxidative Stress
Adla (6 gla (ulee a ire of the steady state level @msi:d\ A‘-@Af}!\

of reactive oxygen species

Bausy) cilal
Crapeasy) baia gL <
S ) s
5 Loay 50 BansY) cilalias
4l gliall  Pro-oxidant Anti-Oxidant ) B <)
) i) ) - SOD, CAT, GPx
e,  Maserie owygen ARUSSIILSNDITES 4 yali Y] il iaa
. overioad Antioxidant vitamins A C E
%LC-\S‘ decompartmentalizafion A, C E afan
) Bl Metabolic Other antioxidants Al Bausi cilaliaa
f"““d hyperglycemia bilirubin < Iy -
s liall Gl ¥ glycation & AGEs glutathione Ay sduall B luaal)
- R o polyol pathway activity taurine CJJ-&:' sial)
41.“‘43‘ Immunological ubiquinol c 4. laal)
a inflammation urate &
‘-"-‘-.‘S‘ Complement activation Metal sequestration O < |
i autoimmune disease albumin g J'A J
NADPH OXId'EISE phagocytosis transferrin oY) JM 9 J’_m
Myeloper oxidase NADPH oxidase ferritin A
i Js Mg & Jﬁﬂﬂ\ myeloperoxidase hemopexin ‘-..\-"-\‘M d“ﬂ‘
25 U2 e q Drugs & Xenobiotics Dietary factors LR m‘
il smoking flavonoids S ‘
alcohol micronutrients gaiabud
Jeasll selenium pcrs
- e cl

) .( Baynes & Thorpe, 2000)
A
-1-2-111
:(Super oxide dismutase SOD) -1-1-2-111

1969 McCord  Fridovich

.(Pincemail et al, 2004)
(13 )Y dismutation
.( Fridovich, 1989)0O,
.(Dikalov & Harrison, 2007; Cyprus & Pratico, 2007)

SoD
(Bierl et al., 2007) ( )
CuzZnSOD SOD;
. Zn?ts cu?t 18 16
Mn SOD SOD,
Mn** 24
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:Catalase -2-1-2-111
(027) dismutation
" " Catalase .(Halliwell& Guatteridge, 1989) H,O»
(13 ) (Bierl et al., 2007)

240

.(Morris& Albright, 1981 ; Felton, 2000) < < <

: Glutathion peroxidases -3-1-2-111
(Se) Glutathion peroxidases
(13 )
H20,
(Bierl et
.al., 2007)
Agpging, xenobiotics, inflammation, diet, pathological angiogenesis
Mitochondria NAD{PIH oxidases Xanthine oxidase LUncoupled eNOS 4\
e G5SH peroxidase
Inhibition of . i
NADFH oxidase {}I + Hzﬂ'z L‘n-lmr# qu
Mimrh NS "u__._ﬁl.'m____,-! U:HI z
& iNOs ——* NO* - E
| NON < Jnhibilion by S k.
5: ﬁ / Fe®*| bt thetarion Si b
£t A i
~i Noy ONOO™  >Fet=0 V254 o B
NO* 2 o T Ascurbate =1 =
% _ J;!‘-:, cfﬁ Fereyl mm‘lrlm b : £
+ = l W - Loou |5
: £ a _;1-‘& L, LOr, LOOr '."'TJT'E* LOH |2
- . {I“IWH‘W' LH =
i NO v %
- S eNOS  Protein  Lipid
Coupled eNOS & --2-- uncoupled  damage oxidation
Kecavery l‘
02! Yicious cycle of O, production , _/J
.(Dikalov & Harrison, 2007) 13
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-2-2-111
:(Glutathion GSH) -1-2-2-111
.(Yaworsky et al., 2000)

(GSSG ) .(Redox) -
2GSSG/2GSH - .Glutathion reductase
‘E CA -2-2-2-111
(a, B, 9, 0) Tocopherols E
E
(Delorgeril & Salen, 2007, E

Leonhardt, 2000; Nawroth et al., 2000)

.(Dean & cheeseman, 1987; Dikalov & Harrison, 2007)
E
.(Parolaet al., 1992 ; Danni et al., 1991)
( )C
.(Packer, 2000; Leonhardt, 2000; Nawroth et al., 2000 )E
.(Machlin& Bendich, 1987) A carotenoid [-carote
10,
E ( ) A .(Young et al.,2004)
(14 ) E

Vitamin E

Chromanoxyl
e NAD(PIH
Vitamin E Glutathione .

Disulfide, NAD(P)*

Cycle Ascorbate Dihydrolipoic acid + He
Vitamin E Vitamin C Thiol
ROQOH, (Tocopherols) Cyal
ROH (Tacotrienols) Cycle ycle
ROO-, RO- Ascorbate Glutathione,
\

Radical lipoic acid

P .(Packer, 2000)

O, & Other Radicals

T UvA, UVB, Ozone A

Cigarette Smoke
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Polyphenols -3-2-2-111

.( Marouf ; 2000)
.(Guignard et al ; 1985)

Ci-Cs C3-GCs
.( Marouf ; 2000 ; Baharun, 2003) C6-Cs- Co

.(Guigrard et al ; 1985 ; Richter ; 1993)

.(Young et al., 1999 ; Serafini et al., 1998)

-1-3-2-2-111
(Miller, 1996)
.(Haihong et al., 2004)
( )

.( Cook et Somman ; 1996 ; Harbarne; 1988 )

( .. )
.(Bronner ; 1995 ; Crozer ; 1997 ; Hollman ; 1996 )
4000
) Cs (B A G

. (Bruneton; 1999)
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——

(Cook& Samman, 1996)

.-C- -3 3 2
dihydroflavonal ;
.(Lorgeril & Salen, 2007) isoflavones; flavanones; catechin; flavonols

.16

4,2',4'.6' - tétrahydrox ychalcone

l chalcone-isomerase

flavone-synithase

(1} flavanone: naringénine

(2S)-flavanone-3-hydroxyviase

: | ©/04
m flavonol-synthase

o
(ZR.3R)-di

dilivdroflavonol-4-réductase
oH
aH

OH OH
(5} flavan-3.4-diol: leucoanthecyanidol i6) flavan-3-ol: afzéléchol

l OH OH
HO ol O M O
TR O“‘-—.
3-0-glucosyvi-transférase
/ on > /

OH
(7 anthocyanidol: pélargonidol
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-2-3-2-2-111

(Peterson et al ., 1998 ;
Dicarlo et al ., 1999 ; Cotelle et al ., 2001 ; Pietta et al ., 2000 )

( Fenton ) ( Fer)
(Halliwell , 1994)

-1-2-3-2-2-111

( Fl = OH)
( Jovanovic ; 1994)

J(Erben—russet al ., 1987 ; Javanavic et al ., 1994)
F-O+RH — 5 F-OH+R

Alkoxyle peroxyle  superoxyde R
(17 ) quinone (FI-0)
Py T e I .
- CJ
(R) 17
guinone O
superoxyde
FI-OH / A-O
-2-2-3-2-2-111
xanthine cyclooxygenases lipooxygenases glutathione S-transferase
. Nitric oxide synthase ( NOYS) oxidase
. Xanthine oxidase -
xanthine xanthine hypoxanthine
(HLO, 0O;)

(18 )

30



OH o OH . e
Oz O3 -
2 2 . o2 o3 ~
~N ~ - =
N N N
m/i » N i‘ /Il:j: » E { A N>— oH
~N N EroNE— 11O ~ ~N , HO ~
P -

anthine oxi dace

Hypoxanthine Nanthine Usicaicd

.(Cotelle; 2001) Xanthine oxidaSe - 18
(0 Xanthine oxidase
Hansaki (maladie de la goutte)
xanthine oxidase
superoxyde
Cos (Hansaki , 1994)
(Cos et al ,
. 1998)
(NOS) : Nitric oxide syntase =} a1 34l -
(ON) oxide Nitric NOS !
O, L-Arginine
) ( Stryer, 1991) (FAD) (NADPH)
(
(Harriset al ., 1997 ; chen et al ., 2001 ) (NOS)
. (Fiorucci , 2006)
L ipooxygenases -
.( Delattre et al., 2005 )
Leucotriene Lipooxygenase
.5- Lipoxygenase : Linoleate

Lipooxygenase

.(Chietal .,2001; Sadiket al .,2003)
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-3-2-3-2-2-111

(Cu") (Fe™)
superoxyde Zn Cu Catalase Fe )
(OH) ( dismutase
fenton H20,

.(Stryer ,1992; Dlatrezet al ., 2005)

H,O, +Fe™ (Cu*)— "OH+ "OH+ Fe™ (Cu™)

( Morris,1995; Brown ,1998 )

fenton
.(Ferrali et al ., 1997 ; Engelmann al ., 2005)
Van Acker
—B- catechol O
—C - 4-OXO  3- hydroxyl (i)
.C A 5-hydroxyl  4-OXO (i)
I
- 19
. (Van acker ; 1996) (Men™)
A
mon ani o ; Dicarloetal. 1999 )
- Semiquinone-
disproportionation
( quinone ) : - Semiquinone -

32



( catechol ) B ortho-dihydroxyphenols 4

.4-0XO Cs-Cs v
. C3-Co 3-OH v

guercetin
(Marfak ,2003 ;Milane ,2004) (20 )

guercetin

. (Adenot, 2000)

E—

.(Rice-Evans, 1996)

-4-2-3-2-2-111

(Delattse et al ., 2005)

.(Leake, 1998)

(Jessupe et al ., 1990) E
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.( Terao& Piskula, 1999) E
glutathion peroxidase
.(Nagata et al., 1998)
.(Terao, 1999)
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( Centaurea incana (Cl)

.( Matricaria pubescens (MP)

Transaminases

.(Cholesterol)

Catdlase

in vitro
B-Carotene DPPH
wistar abino
/ 500 Cl)
MP / 100 Cl)
( / 3 ) CCL4

MDA

36

30 ( / 800

Alkaline phosphatase (ALP)

v

(TGO & TGP)
v

v



(Cl) Centaurea incana

( 22 )

Dicotyledones
Asterales
Compositea
Tubiflores

Cynares
Centaurea
incana

37

-1-1Vv
-1-1-1V
-1-1-1-1V

(MP) Matricaria pubescens

2008

Centaurea incana

()

: Centaureaincana 21



Matricaria pubescens

Asterales
Compositea

Matricaria

pubescens

() 0 : Matricaria pubescens 22 Js&

38



-2-1-1-1V

(MeOH) 80 100

80

°37

Matricaria Centaurea incana %100

M!W%

=

/ /
. " 4w -~ :.’)ﬂ‘
Oa & 100 039 ilisal) (8 i) "::j ﬁ‘:m\
@L}ﬂ\ 2alall daal g:\ﬂ\ _—> .., . 1) :.Jﬂ‘
45 gadaal) & ol ST
4 y - J

Centaurea
incana

Matricaria
pubescens

100 4 Jga
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-2-1-1V

(Endemic)
30 -25
/ 6000
72
DLgg Gleason
/15000 5000
/800 Centaurea incana /500

.Matricaria pubescens

-3-1-1V
(wistar abino rats)
. 30-25 (albino mice) 130 -110
( ) O.N.AB
. °25
-4-1- 1V
( MP CI)
@
75
:( 5) -
24
:( 5) "
(CCL4)
24 (V :V/1.])
.(Wu et al., 2006)
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( 5)

500 Centaurea incana
30 / 1 /
( 7
Centaurea incana
30 /1 / 500
24 31
3 (CCLy)
/
(. 5)
800 Matricaria pubescens
30 /1 /
( 7)
800 Matricaria pubescens
30 / 1 /
24 31
/ 3 (CCL,)
24
(CCL4)
(V :V/1:1) / 3

41



100 Centaurea incana

/1
24
(CCL4)
/
200 Matricaria pubescens
/1
24
(CCLJ)
/
/1 / 033

(Kebieche et al., 2008)
24
(CCL4)

(Gastric tube)

42



-5-1-1V

24
) ( 45 3 )
15 6000 (
eppendorf
(Seymen et al., 1997) ( / 9 Nacl)
Catalase
( °20-)
-6-1-1V
( )
( °4-) (Nacl 0.9%)
%10
Kcl
Kd) 9 ( ) 1 (%1.17)
(Homogenizer)
(malondialdenyde MDA) °20-
10 4000
6K 15 o4
. Catalase

43



-7-1- 1V

Sigma (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH
-B (outylated hydroxytoluene) BHT
.Tween 49
Sigma
(Gallic acid) (Quercetine) (Rutin)
(19 mmol/L) / 19 (H20,)
.(Catalase Activity)
4+ Methanal :
Matricaria pubescens Centaurea incana
+ n- Butanol :
TBARs

+ Potassium dihydrogen phosphate :
.Phosphate buffers

+ Sodium Chloride (NaCl) :

/ 9
.Erythrocyte lysates
4+ Thiobarbituric acid (TBA) :
(100 mi) 100 Thiobarbituric ( 670 mg)
Magnetic stirrer
. TBARs
+ Trichloroacetic acid ( TCA) :
TBARs TCA %20

+ Carbonetetrachloride (CCl4) :
/ 3

670



-2-1V

(MP CI) invitro -1-2-1Vv

-1-1-2- 1V

DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH

/ - B
.(B- carotene/ linoleic acid)
:DPPH (Scavenger effect) 1-1-1-2-1V
Diphenyl-2-picryl-hydrazyl.stable free) DPPH MP Cl

(radica
(Burits & Bucar, 2000., Cuendet et al., 1997)

) (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH
( ) (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) DPPH-H (
.(nm) 517

O,N Q O,N
B
L ] N—I
N—N NO, N NOz +R°
a2l it (o 0
ON

2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine




(nm) 517

MP Cl (50ul)
% 0.004 DPPH Gml) 5
30
517
Reagent blank
DPPH (I %)
4
1 %= (AN —AD) /AN * 100
A
30 (OD)
30 (OD)
(I1Cs0) DPPH %50
/
B- carotene linoleic / -B

(hydroperoxide radical )
-B

.(Dapkevicius et al., 1998)

46

50
‘Ap
‘AN
-2-1-1-2-1V
acid

.( Frankel, 1998) 11



e

;l; . ROO® S g m gl ods
SOOH + 02 9= 90 U

il gill) (aas

RH

l

R

/ -B
25 1 - B 05
°40 . Tween 4 200
( 30/ 100) 100
25
/[ 2 350
BHT
48 24 6 4 0 490
BHT
RAA%:AZ\A:\;J\/A BHT* 100
A
(OD) DAl
.BHT (OD) ‘A BHT

a7



‘(MP CI) -2-1-2-1V
%2 (AICl3)
. 1996 Boharun AlCl3
5
1 %2 AICl3 1
10
-1) 430
24 ) (/7 40
(MP CI) -3-1-2-1V
(Prussian bleu)
1992 Graham 1977 Butler Price
FeN H4(SO4) 2 Fecl 3
(
+
3
+
( 0.016) K3Fe(CN)s 1
60

|

48



0.002 Fecls 1
( 0.1 )Hcl

15

%85 %1

(:: 31y

700

(25 ) ( / 175-25)

49



y = 0,0405x + 0,0069

RZ = 0,9989
Quercetin

y =0,0177x + 0,0275
R = 0,997
Rutin

dalg sl S8

24

y = 0,0052x + 0,0445
R = 0,9982

200 250
o/ s sSadbdllal (haes 38
A
125
.(SD) + 3

50



( ) in vivo -2-2-1V

(MP ClI) -1-2-2-1V
( )
(MP CI) -1-1-2-2-1V
2 ( )
: (TGO & TGP)Transaminases -1-1-1-2-2-1V
AsT (NH2)
(ALAT/TGP) AIT (ASAT/TGO)
.(26) -
-
-0
desydrogenase AsT
NADH; .NAD NADH, malate
.340 nm
AsT AsT
NADH; ( )
AsT .lactate desydrogenase
cCoo CcCOO-
| CH3 | CH3
(CHz)2 | ALAT (CHz)2 I
| + H? —N H2 i | + (.l“,:O
¢=° coo HCE—NH, coo
oele) oo
2- oxogutarate L- alanine L- glutamate pyruvate

coo ('|~_,oo- ('l‘.,OO' eleley
| |
(CHz)2 CH> ASAT (CHz)z CH-»
| + | —_ . |
<|3:O HC —NH,, HC —NH, c?:o
COO- (l_,OO’ (l.,OO’ COO
2- oxogutarate L- aspartate L- glutamate oxaloacetate

A
ASAT SALAT clag3i) (ra J< (Adadll Jadl) ;26 J<&
51



AIT  AsT -

AsT . AIT  AsT
AIT
Hepatoprotective Activity (H) (Diallo et al., - -2-1-1-2-2-1V
1990)
: (H)
W= T
A
/ 3 CCL4 TGP: Ty
MP /500 Cl) TGP: T
( /7 3 CCLy) ( / 800
TGP: Ts
Alcalin Phosphatase (ALP) : -3-1-1-2-2-1V
phosphoric monoesterase
ALP . -
) p-Nitrophenol(PNp)  p-Nitrophenyl phosphatase (PNpp) ALP
(Mg"™) (
Spectrophotometre (nm) 402
(V1) ALP . ALP

L

» Phosphatase + p-Nitrophenol
AR
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500

~4-1-1-2-2-1V

-5-1-1-2-2-1V

-6-1-1-2-2-1V



(MP CI) ~2-1-2-2- |V

( )
-1-2-1-2-2-1V
MDA -1-1-2-1-2-2-1V
(acid thiobarbituric)TBA
) MDA .(Okhawa et al., 1979)
( ( CCL3)
( ) thiobarbituric
3 2 PH 15 °100
530 n-Butanol
(0]
I S« _N._ _OH OH _N_ SH
CH N i
¢H, + 2 N —  Ng —Cc=C—x. N
CH /& H H H
I 0" N “g OH OH
(o)
TBA MDA 127
1- acid thiobarbituric 0.67%
2- acid trichloroacetic 20%
3- n- butanol 4 ml / tube

4- Homogenat (liver, kidney and heart) 0.5 ml / Simple

1 (117%) Ko 9 MDA

Homogenei zer ( )

()



MDA 5

MDA (n mol/ ml) MDA

n mol/ g weight tissue

MDA (nmol/ ml) x F
Tissue MDA ( n mol/ g weight tissue) =

P (Tissue Weight)
( ) ‘Tissue
F
P
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: -2-2-1-2-2-1V
Catalase -1-2-2-1-2-2-1V

.(Clairborne, 1985) Catalase
°25 Catalase (H205)

CAT
2H,05 > 2H,O0 + O3
.240 nm

1- Potassium Phosphate Buffer PH74,01M
2- Hydrogen Peroxide (H20,) 19mmol /|
3- Supernatant  (liver, kidney and heart) 50 pl / Simple

10 (50ul) 50 3 Cuvette

19 2.95

(PH7.4,01M) (19 mmol /| H,0,)
240

(Ul /g weight tissue)

Log AL/ A2
ey e / g weight tissue

Ul/g weight tissue = - >
t=0 ‘Al
t=1 ‘A2

T

56



Statistical Analysis:
(means * SEM)

[(One way analysis of variance

)]

57

I+

(Data)

Post- hoc [(ANOVA)

. Tukey- Kramer ( test) -

P <0.05, P"<0.01, P <0.001
. ns






;@M\

Cl
B-Carotene DPPH ) in vitro
(
BHT
(male wistar albino rats)
( / 800 MP /500 cl)
( / 3 )CCL4 30
MP / 100 Cl) (male abino mices)
7 / 033 quercetine ( / 200
( / 3 ) CCLy4

59



Cl

|Cso 28

Ainvitro

:DPPH

MP

DPPH

p< 0.001

MP

/ (0.058 0.361 0.340 0.369)

%50

DPPH

-1-V
DPPH
/ 0162

Sample

Centaurea
incana

Matricaria
pubescens

Quercetin

Gallic
acid

Cso
DPPH mg/ ml

0.369+

0.0014"™
@e@

0.162+

0.0011""" ##
@@@

0.058+
0.00056

[Cso 6
(SD+M )
EOMatricaria pubescens [EHCentaureaincana
ElgueArcet!ne ERutine I
EGallic acid
E 0,25
000.5:L I
. -
1
/ DPPH %50 .28
dil s standard deviation SD *
(Tukey- Kramer multiple comparisons - (ANOVA)
test)
P""<0.001
HHHE
P <0.001
P@@C_ 0001
- ns

60



(5 )

Prussian bleu

53.27) Matricaria pubescens

Centaurea ( /
( / 27.11) incana
AlCl3
(24 )
7
( / 43.44) Matricaria pubescens
/ 24.46 ) Centaurea incana
(
( / 20) Matricaria pubescens
( / 11.70) Centaurea incana

Centaureaincana || 27.11+ || 11.708+ || 24.46x

0.0026 || 0.0036 || 0.0036
Matricaria pubescens || 53.27+ || 20.004+ || 43.44+

0002 | 0002 || 0002

(A) :7

© ()

(SDM )

61



24
Cl

29 8

(% 96) BHT
%100 MP

MP Cl (29

MP

%97

24

Sample

Matricaria pubescens

Centaurea incana

(AA%)
- carotene

40,457 100,257
+ +
0,0032** 0,003"

(SD+M )
—— MeOH —a— MP
—a—Cl —— H20
—¥— BHT
120
100
% =
80
3
< 60
<
40
20
0 +
0 10 20 30 40 50 60
Time (h)

62




120 +

e 1 ¥ )

60 ~

AA %

40 -

20 -

MP CI - 29
-B
standard error of the mean SEM +
(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)

P'<0.05, P<0.01, P""<0.001
‘ns
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:in vivo

(male wistar abino rats)

( / 800 MP / 500 Cl)
( / 3 )CCL4 30
Cl) (male abino mices)
7 / 033 Quercetin ( / 200 MP / 100
( / 3 ) CCLy4
(CCL.) ~1-V
rAelu 24 3 080 A (3 A
(P<0.001) (30 )
( 4.353+0.109 5.71 £0.216)
24 B1 )
1.666+0.333 (+) 15.00+1.528 (-)) (P<0.001)
" control ". ccL4 (3 mllkg)
". cI (500 mg/kg) CI (500 mg/kg+ 3ml/kg)
MP (800 mg/kg) MP ( 800 mg/kg + 3ml/kg)
7 A
6 - ¥ x
G ' s it ;s
3 T 5 = 0
v -
g '
2 -
1 |
R R

( / 3 )CCLs - 30

( / 800

standard error of the mean SEM +

(Tukey- - (ANOVA)
.Kramer multiple comparisonstest)

P'<0.05, P"'<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P#<0.001
‘ns
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500 Cl ) ( 4.94 0105 418 £0.126  4.23+0.115)
MP / 800 MP / 3 CCL4 /
) (/ 3 CCL4 / 800
.( 4.353+0.109
# control # CCLA4 (3 mi/kg)
# Cl (500 mg/kg) Cl (500 mg/kg+ 3ml/kg)
MP (800 mg/kg) MP ( 800 mg/kg + 3mi/kg)
;1 i i
4 b= ns T nsT

i |

-:5‘ _2 | 1

36 T =

g Teghl - g

§ i

9 -10 -

Lz

-14 - T
-16 g
/3 ) CCL,4 : 31
/ 500 Cl) (
dolu 24 3 o580 (A A ( / 800 MP

Aaleal) o) (i e

standard error of the mean SEM *

(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P##<0.001
‘ns

65



) (CCL,) — -V

/ 500 cl) ( /1 3
:( / 800 MP
(Transaminases) -1-2-V
/ 3 CCL4
/ 800 MP / 500 Cl
33 32

(P<0.001) TGP  (P< 0.01 ) TGO

/ 3 CCL,
( 1304.25+130.75 UI/L ) TGO 24
TGP
( 9450 + 950 UI/l 128,50+ 2.50 UI/L ) (869.50 + 62. 50 UI/L )
TGP TGO
/ 500 cl)
( / 3 ) CCL4 ( / 800 MP

) UI/L (272.50+58.50 136.00 +12.00 573.00+63.00 9350+ 3.50) TGO
( 128500 +2.50 UI/L ) (CCL4 MP MP  CCL4 Cl Cl
103.00+13.00 405.00 +42.00 84.00+3.00)TGP
+9.50UI/N) (CCLs MP MP  CCL4 Cl Cl ) UI/L (251.00+27.00

(94.50
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|:|I|:|II:Iu

Transaminases) :32
( / 3 ) CCL4 (TGP)
/500 Cl

Transaminases) :33
( /7 3 ) CCL4 (TGO)
/500 Cl
/ 800 MP

standard error of the mean SEM +
(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P#<0.01, P##t<0.001
:ns

67



(Alkalin Phosphatase(ALP)): : -2-2-V

( / 3)CCl

/ 800 MP /500 Cl
. 34
ul/L) (399.00+15.00 UI/L)
(230.00+10.00
248.00+38.00 140.00+7.00) (/7 3
UI/L (252.00+16.00 255.00+30.00
(230.00+10.00 UI/L) (CCL4 MP MP CCL4 Cl Cl )
* Control CCL4 ( 3ml/kg)
* CI (500 mg/ kg) Cl (500 mg/ kg + CCl4 3ml/kg)
MP (800 mg/kg) MP (800mg/kg + CCl4 3ml/kg)
450 -
400 - fl'
350 + e
300 - i #it ns
##
S| [ .
5 200 - | e
150 - #f
100 - I
!
0

34
( / 3 ) CCL4
MP /500 Cl
/800

standard error of themean SEM *
- (ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P'<0.01, P "<0.001
P#<0.05, P#<0.0l, P##<0.001
:ns

68



CHOLESTEROL (HDL): : ~3-2-V
3) CCL4

cl ( |/
.35 /800 MP /500
P< 0.01
/3
.(0.97+0.050)G/L (0.515+0.015)G/L
+0.020 0.84+0.040 0.765+ 0.035 0.95+0.010) G/L
(CCL4 MP MP CCL4 Cl Cl )(0.98

:35
( /7 3 ) CCL4

/500 Cl
/800 MP

standard error of the mean SEM +
- (ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P#<0.001
:ns

69



TOTAL PROTEIN : . -4-2-V

.36

/ 800

CCL,4
( 7 3
/ 800 MP / 500 Cl
P< 0.01
. GIL(82.50+0.50) GIL (62.00+2.00)
MP
( 7 3
(CCL4 MP MP ) G/L (72.50+0.50 73.00+3.00)
GIL(82.50+0.50)
© Control © CCL4 (3ml/kg)
* CI (500 mg/ kg) Cl (500 mg/ kg + CCl4 3mi/kg)
MP (800 mg/kg) MP (800mg/kg + CCl4 3mi/kg)
90 -
- *% ns
80 - e *k # ns
y 70 Fkk - n_?_ T -
(ZD 60 i
ié 50 - I
z 40
S 30 - I I
20 A
10 -
0
1
:36
( / 3 ) CCL4
MP /500 Cl
/800

standard error of themean SEM +
(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P#<0.01, P#<0.001
:ns

70



-6-2-V

CCL4
(/7 3
.38 / 800 MP /500 Cl
P< 0.001
G/L(0.415+0.005)
P< 0.01 . G/L( 0.925+0.025)
0.68:0.030) . ( / 3)
(0.4150.005) ( MP CCL4 Cl Cl) G/L(0.77+ 0.020 0.665+0.025
G/L
* Control * CCL4 ( 3ml/kg)
* CI (500 mg/ kg) CI (500 mg/ kg + CCl4 3ml/kg)
MP ( 800 mg/kg) MP (800mg/kg + CCl4 3mli/kg)
1 -
0ol "
08 " w "
= 0,7 T #} =
é 061 T
8 os: I
> -
304
= e l
02 :
01
0
1
:38
( / 3 ) CCL,
/500 Cl

/800 MP

standard error of themean SEM +
— (ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P#<0.001
:ns
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Hepatopr otective Activity (H%) : -7-2-V

CCL4
(79
9 / 800 MP / 500 Cl
.39
39 9
%79.80 %60 MP CI
. MP Cl
—
800 MP || 800 MP Cl Cl
CCL, + / / + / 500 /500
/3
%79.80 %98.90 %60.00 %101.35 / " H%

|
( / 3  )CCLy 9

(1 800 MP / 500 cl)

" CI (500 mg/ kg)
7 CI (500 mg/ kg + CCl4 3ml/kg)
" MP (800 mg/kg)

MP (800mg/kg + CCl4 3ml/kg)

120

100

80 -

60 4

HZ

40 -

20 4

:39
( / 3 ) CCL4
.( / 800 MP /500 Cl)
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( / 800 MP /500 cl) -3-V

MDA ~1-3-V
MDA
( / 3) ccL,
/ 800 MP /500 cl
(42 41 40)
MDA
CCLy, P< 0.001 P< 0.01
(n mol/ g(92.27 +3.40 86.13 +7.49 83.97+2.84) ( / 3
(n(54.20t 6.92 59.42+1.24 58.29 +0.34) weight tissue)

mol/ g weight tissue)
P< 0.01 P< 0.001
50.1143.74 57.5+0.45 46.22+1.92)

+ 4.08 72.27+4.08 50.22+0.22) (n mol/ g weight tissue)  (58.86+1.13
(61.35+1.59 60.22
2681 +1.36 69.31+2.27 45.67+3.17) (n mol/ g weight tissue)
(31.81 +2.04
/ 500 Cl / 500 Cl) (n mol/ g weight tissue)
/ 800 MP / 800 MP / 3 CCL,4
CCL. ( /I 3 CCL.

(nmol/ g weight tissue)(92.27 +3.40 86.13 +7.49 83.97+2.84)

73



Liver TBARS (n mol/ g wet tissue)

Kidney TBARS (n mol/ g wet tissue)

Control I coLa @ mikg) I ci (500 mg/kg)

CI (500 mg/kg +3 mi/kg)  MP (800 mg/kg) MP (800 mg/kg + 3 ml/kg)

100 -

80 4
70 4
60 1
50 4
40 -
30 4
20 1
10

0,

/

ns ns
H#H HHH

*%
%
*
B T T T
w’r
1

MDA :40
/ 3 CCL4

ns

800 MP /500 Cl

I control I' ccL4 3 miikg) F ci (500 mglkg)

CI (500 mg/kg + 3 mi/kg) MP (800 mg/kg) MP (800 mg/kg + 3 mi/kg)

120 -
100 4
80 4
60 -
4(_) a1

20 -

*kk

*%
Liaid ns
b P S

.
' ‘ . T
1
MDA 41
/3 CCLy4

/800 MP /500 Cl

standard error of themean SEM +
(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P"""<0.001
P#<0.05, P#<0.0l, P##<0.001
:ns
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I control I' ccLa 3 mikg) I ci (500 mgrkg)

ClI (500 mg/kg + 3 ml/kg) MP (800 mg/kg) MP (800 mg/kg + 3 ml/kg)|

100 4
90 +
80 4
70 4

Kok
S
'l' *
60 A o *k E
50 | T Hih
o
40 ~
30 ~
20 A
10 A
0
1

MDA 42
/ 3 CCL4

*k
#
T

Heart TBARS (n mol/g wet tissue)

/800 MP / 500 Cl

Catalase -2-3-V
Catalase
( / 3) CCL4
800 MP /500 Cl
.(43:44:45) /
P< Catalase
0.01
/ 3 P< 0.05

(UI/G weight tissue)(34.375+1.335 129.645+3.355 168.225+10.025)
(UI/G weight tissue)(23.44+1.030 103.345+3.645 74.86+2.930)
24 Catalase
.Catalase
Catalase
(23.44+£1.030 103.345+3.645 74.86+2.930)
( ) (UI/G weight tissue)
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(Tukey-

Liver CAT ( UI/G wet tissue)

200
180
160
140
120

80
60
40
20

Kidney CAT (Ul/g wet tissue)

~ control ™ ccL4 (3 miikg) ™ 1 (500 mg/ kg)

Cl (500 mg/ kg + 3 ml/ kg) MP (800 mg/ kg) MP (800 mg/ kg + 3 ml/kg)
7 *
| 5 || #it ns 5
#it
2 - ns
ns HH#
il Hit# -
5 | =
il
Catalase 143
/ 3 CCL4
/ 800 MP /500 Cl
~ control ~ ccL4 (3 milkg) ™ c1 (500 mg/ kg)
Cl (500 mg/ kg + 3 ml/ kg) MP (800 mg/ kg) MP (800 mg/ kg + 3 ml/kg)|
140 - 3
, ns
120 6
I a ns
i Hit
100 + .
— e W
80 | r
.
60 -
40 A
20 +
0
1
Catalase 44
/ 3 CCL4
/ 800 MP /500 Cl

standard error of the mean SEM +

(ANOVA)
.Kramer multiple comparisonstest)

P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P##<0.001
‘ns
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~ control = ccL4 3 milkg) ™ CI (500 mg/ kg)

CI (500 mg/ kg + 3 ml/ kg) MP (800 mg/ kg) MP (800 mg/ kg + 3 ml/kg
40 -
*x
%355
o ns
%30 #
k) g ns ns =
(S e
35 20 . i e
|_ |
O
=210
@
) ‘
I 5 |
0
1
Catalase :45
/ 3 CCL4

/800 MP /500 Cl

standard error of the mean SEM +

(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple comparaisonstest) -
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P#<0.001

-ns
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/200 MP / 100 Cl) -4-V

(
MDA -1-4-V
MDA
( / 3)cCCLs
/ 200 MP / 100 Cl
.(46¢47:48) / 033 Quercetin
MDA
CCL.4 ( P< 0.01) (P< 0.001)
(n(87.835 +1.475 111.7 +3.070 88.18+1.590) / 3
49.54 +1.820) mol/gweight tissue)
(68.745+ 0.795 75.56+2.840
P< 001 P< 0.001 : (n mol/g weight tissue)
/ 033 Quercetin
(n mol/ g(57.61+1.480  49.315+1.135 57.495+0.905 )
((n mol/ g 69.585+1.315 66.585+0.6850 66.585+2.955) weight tissue)
(n mol/ g weight 78.85+1.760  82.835+1.935 80.11+1.250) weight tissue)
/ 100 Cl / 033 Quercetin ) tissue) (
/ 3 CCL4 /200 MP / 3 CCL4
+1.475 111.7 +3.070 88.18+1.590)CCL 4 (

(n mol/ g weight tissue) (87.835
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" control " ccL4 (3 mllkg) ™ Qr (0,33 mg/ kg)
C1 (100 mg/kg + 3 mifkg) MP (200 mg/kg + 3 ml/kg)
100
= 00 =
)
? 80 -
;2
5 70 1 ns ns
2 it ns Hith
280 - o &
o
EFarfo ORS - =
Lz
o 40 - I I
(g
%30
£
o 20
=
=L 50
0
il
MDA 46
( / 3)CCL,
Cl
/200 MP /100
/ 033 Quercetin
" control L CCL4 (3 ml/kg) - Qr (0,33 mg/ kg)
Cl (100 mg/kg + 3 ml/kg) MP (200 mg/kg + 3 ml/kg)
100
& 903 g
% IT ns 3
VB80S ns #t
o e H#HH#
19
O S0 P < % F
2 60 - I
g
< 50 4
e 40 4
;_@ 30 4
g 20 -
=
o
ZE 0 s
0
1.
MDA A7
( / 3) CCL,
100 Cl
Quercetin / 200 MP
/ 033

standard error of the mean SEM +

(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple compar aisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P"""<0.001
P#<0.05, P#<0.0l, P##<0.001
:ns
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" cControl " ccL4 (3 mikg) " 0r (0,33 mg/ kg)

CI (100 mg/kg + 3 ml/kg) MP (200 mg/kg + 3 mi/kg)

140 ~

120 ox

100 - I
80 - ¥, - e
60 ' I

40 -

ns

%3
%3
i

Heart TBARS (n mol/g wet tissue)

20 A

MDA 48
( / 3) CCL,
Cl
/200 MP /100
/ 033 Quercetin

Catalase -2-4-V
Catalase
( / 3) CCL
/200 MP / 100 Cl
.(49:50) . [/ 033 Quercetin
P< 0.01 Catalase
( / 3)CCL, P< 0.001
(UI/G weight tissue)(77.42¢1.080  92.215+2.215)
(UI/G weight tissue)(107.925+1.925  111.365+2.695)
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Liver CAT (Ul/g wet tissue)

= Control = CCL4 (3 ml/kg) = Qr (0,33 mg/ kg)
Cl (100 mg/kg + 3 ml/kg) MP (200 mg/kg + 3 ml/kg)
140 ~ e e P
#it H#iH it
120 - - - -
-
100 - A
—
80
60 -
40 +
20 | . .
0
1
Catalase 149
/ 3 CCL4
Cl
/200 MP /100
/ 033 Quercetin
&= Control == CCL4 (3 ml/kg)
= Qr (0,33 mg/ kg) Cl (100 mg/kg + 3 ml/kg)
MP (200 mg/kg + 3 ml/kg)
120 - 5 ns
& - it *k ##
S£ 100 = # a
7]
€0 -
@ 80 4 A
=
=
i 60 -
<
O 40 +
>
Q
=
; o8 . . I
4
0
1
Catalase :50
/3 CCL4
100 Cl
0.33 Quercetin /200 MP

standard error of the mean SEM +
(ANOVA)
.(Tukey- Kramer multiple compar aisonstest)
P'<0.05, P"<0.01, P""<0.001
P#<0.05, P##<0.01, P##<0.001
:ns
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TR RN (RYT

(ROS)
(OH") (H202) (02)
.(Landmessen & Drexler, 2006 ; Bierl et al., 2006)
(Cadenas & Davies, ( )
(Zangar et al., 2004) Psso 2000 ; Cadenas, 2004)

( Kinnula & Crapo, 2003) (SOD)

(Yuan & Yankner., 2000 ; Klaunig &
Kamendulis., 2004)
.(Giordano, 2005 ; Rolo & Palmeira., 2006 ; Jaeschke, 2000 ; Bokov et al., 2004)

.(Albano, 2002 ; Amin & Hamza., 2005 ; Jaeschke et al., 2002)

( Gutteridge, 1993 ; Pessayre, 1995
.Ses, 1991)

(GSH) (GPx) (CAT) (SOD)
(E.C,A)

.(CCLJ)

( Recknagel, 1967 ; Recknagel et al., 1989)
.(Rubin & Poper,1967)( )
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(Gastro & Diaz-Gomez, 1972 ; Diaz-

(Comporti et al., 1965; Ghozal &

24 %86 )

.(Mc collister et al., 1951)

.(Cawthorne et al., 1970)

1961 Bulter

Ghoshal & Recknagel

. Il( ) n
Phospholipase A,
(Ca™)

Endonucleases Proteases

1966

Lipases

Gomez et al., 1973)
.Recknagel, 1965 ; Recknagel, 1967)

.(Paul et al., 1963) (

1948 Hove
1956 Rouiller & Oberling

1966

Slater

1987 Van Kuijk

1992 Orrenius



(System of the Endoplasmic Reticulum )(SER)
.(Brattin et al., 1985)

CCLs
.(Packer et al., 1978) (Trichloromethyl peroxy radical)(CCL300)
.(Mico & Pohl, 1983) CCL3’
CCL300
CCLs CCL300
(Forni et al., 1983) (PUFA)
.(Muridl, 1997)

GSH

.( Ramaiah, 2007 ; Meyer et al., 2004)

.(Hoffman et al., 1994 ; Amacher, 2002)

(ALP, AsT , AIT)
(AST , AIT)
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.(Zimmarman & Seeff, 1970 ; Recknagel et al., 1989,1991)
(ALP)
- (Gaskill et al., 2005)

.(Holley & Cheeseman, 1993) DNA

.(Holley & Cheeseman, 1993)

(Pater et al., 1992)

(Maellaro et al., 1990; Mohamed et
.al., 1999)

(MP) Matricaria pubescens (Cl) Centaurea incana

DPPH in vitro
Cl MP
DPPH

.( Frankel, 1998) 11
(hydroperoxide radical )
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.(Dapkevicius et al., 1998)

Oyaizu, ) DPPH
DPPH .(1986
.(Soares et al., 1997)

Sl7 DPPH
DPPH
Matricaria Centaurea incana
Centaurea incana: DPPH pubescens
Matricaria pubescens > ( /  0.34) >( / 0.361) >( / 0369
.( / 0.058) >( [/ 0.162)
.(28 )
/ B
Tepe)
(et al., 2005 Tepe et al., 2005
.Mata et al., 2007)
Matricaria pubescens Centaurea incana
29 8
(%96.04) BHT / 2 %100.25 %97.05

.(Agrawal, 1989 Agrawal, 1989)
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Matricaria pubescens Centaurea incana
Centaurea incana (1 7
5327 27.11 Matricaria pubescens
Shahidi & Wanasundara, )
.(1992
.(Hatano et al., 1989 Hatano et al., 1989)

Rice-)
.(Evanset al., 1996
Matricaria Centaurea incana
Centaurea incana (1 7 pubescens
20.00 117 Matricaria pubescens
43.44 24.46

Bors et al. 1995; Castelluccio et al., ) (in vitro)
.(1995, Rice-Evans et al., 1996
4 3

.(Castelluccio et al., 1995, Salah al., 1995; Hirano et al., 2000)
Brown et )
@l., 1998; Morel et al., 1998 Brown et al., 1998; Morel et al., 1998
.(Tournaire et al., 1993 Tournaire et al., 1993)
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.(Schoeter et al., 2002)

Centaurea incana

/ B

Matricaria

. BHT

Centaurea incana

Matricaria Centaurea incana

Ruch et al,) H,O H,0,
Fe®t
Matricaria pubescens
Matricaria Centaurea incana
-

DPPH

Centaurea incana

MP Cl

89

1960-1950

pubescens

Matricaria pubescens
DPPH

pubescens

(1984

Fe** Fe*

pubescens

24



in vitro

in vivo

(Bessel et al., 2001;
.Larrey, 2000; Lee, 2003)

()

.(Basu, 2003; Higuchi & Gores, 2003; Kaplowitz, 2002; Nelson, 1990)

24 )
(Ko et al., 2006; Jeon et al., 2002; Oh et al., (
.2002)

.(Stacey et al., 1993)
- AIT AsT

AIT AsT
(Wills & Asha, 2006; Gopal &
.Sengottuvelu, 2008; Nakahira et al.,2003; Young et al., 2008)
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(Alkalin Phosphatase (ALP))

.(Zimmerman, 1978) (Cholestatic)

(Very Low

( Smuckler et

( Brattin et

. CYP2E1
CYP2E1

ALP
( - ) AIT AsT

(Hoffman et al., 1994 ; Amacher, 2002)

(TG)

Density Lipoproteins) VLDL
.(Brattin et al., 1985)

.(Brattin et al., 1985 ; Ohta & Sahashi2002).

.al., 1962)
.al., 1985)
CCL4
C-Cl (CYP2EL)P4s0
(Spes et al., 1977)
CCL4 CCL4
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.(Dai et al., 1995)
. CCL4 CYP2E1

.(Smuckler et al., 1962 ; Brattin et al., 1985)

.CCL300’
MDA (Maondiadehyde)

MDA

.(Raja et al., 2007; Wen et al., 2006; Wu et al., 2007)

(GPx) (CAT) (SOD)

(E,C,A)
.(Aust & Svingen, 1985 ; Guemouri et al., 1991)(GSH)

Centaurea incana .CCL,4 Trichloromethyl

Matricaria pubescens
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Matricaria Centaurea incana

pubescens
MP / 500 Cl
/ 800
( )
MDA
Centaurea

.Matricaria pubescens incana

CAT
(Dwivedi et al., 2005 ; Padhy
.t a., 2007)
24
Centaurea
Centaurea iberica Trev. )
Centaurea iberica) {Centaurea drahifolia Sm) (Ex Sprengel

(Trev. ex Sorengel, Centaurea virgata Lam., pterocaula Centaurea Trautv
Centaurea calcitrapa L., Centaurea iberica Trev. ex Sorengel, Centaurea jacea L.,)

(Centaurea solstitialis L. ssp. solstitialis) (Centaurea solstitialis ssp. solstitialis

.(Yesilada, 2002)
Centaurea
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Kaij-AKamb et al., 1992; Farrag) ( )
(etal., 1993; Barrero et al., 1997; Orallo et al., 1998
Centaurea uniflora

(Wei et al., 1997)

Negrete et al.,) Centaurea chilensis
Centaurea ornate .(1984, 1993; Sepulveda et al., 1994
Centaurea sinaica .(Bastos et al., 1994; Vazquez et al., 1997)

(Al-Easa et al., 1992)

Centaurea Centaurea

Centaurea aspera, Centaurea {Bastos et al., 1994; Vazquez et al., 1997) Ornato
(Kamanz et al., 1983; Chucla et al., 1988) seridis var. maritima et Centaurea melitensis

Centaurea
Centaurea pallascens (Kamanz et al., 1983) Centaurea melitensis
Centaurea sinaica (Ali et al., 1987 Ali et al., 1987)

.(Al-Easa et al., 1992)

Centaurea sinaica

(Al-Easa et al., 1992)

Centaurea
(Rodriguez et al ., 1976 ;
(Lee et al., 1977; Giordano et Robles et al., 1995)
.(Yesilada al., 2004) al., 1992; Akbar et al., 1995).
Centaurea aladagensis Centaurea

.(Bilent et al ., 2007)
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2.8 guercetine

Fe** quercetine

‘4 '3 dihydroxy
'5-hydroxy C '4-Carbonyl  '3-hydroxy B
LA ‘4-Carbonyl

invitro

1992

Centaurea incana

=  Methoxy-6 Quercetine,
= Methoxy-6 Apigenine,

= Methoxy-6 Luteoline,

= Methoxy-6 Kaempferol,

Methoxy-6 Quercetine
3-2 B Cathecol
5 3 4-0x0
Centaurea incana
MDA

CAT

(Dwivedi et al., 2005 ; Padhy
.etal., 2007)

24
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Matricaria pubescens
Matricaria discoidea

(Prosovskii & Oleshko, 1986) luteolin

Matricaria recutita
. (al., Avallone et 2000; Fidler et al., 1996)

rutin  gallic acid, quercetin
.( Pereiraet al., 2008) DPPH
Matricaria 2007 Zaiter

chamomilla

Centaurea

Matricaria pubescens

Matricaria pubescens

.Matricaria

%60 Centaurea incana %79.80

MDA

Centaurea

Matricaria pubescens  incana
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=-VIlI

/ 3 -
) 24
.MDA ( TGP TGO

/ 100 / 500 Centaurea incana

/200 / 800 Matricaria pubescens

/ 3

)
CCLs
(

Centaurea incana -

/ 800 Matricaria pubescens / 500
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Matricaria pubescens Centaurea incana

Matricaria pubescens Centaurea incana

uv
RMN

Q9






(ROS)

02~ (H202)
H,0, OH’
.(Landmesser & Drexler, 2006)

Paso

.(Giordano, 2005 ; Rolo & Palmeira., 2006 ; Jaeschke, 2000 ; Bokov et al., 2004)

.( Albano, 2002 ; Amin & Hamza., 2005 ; Jaeschke et al., 2002)

.( Gutteridge, 1993 ; Pessayre, 1995 ; Ses, 1991)

(SOD)
(E,CA) (GSH) (GPx) (CAT)
(CCLy)
) ( Recknagel, 1967 ; Recknagel et al., 1989)
.(Rubin & Poper,1967)(
(Gastro & Diaz-Gomez, 1972 ; Diaz-Gomez et al., 1973)
.(Comporti et al., 1965 ; Ghozal & Recknagel, 1965 ; Recknagel, 1967)
Rouiller & ." " 1948 Hove
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1956  Oberling
1961  Bulter
1966  Ghoshal & Recknagel

Bulter
CCLs 1966  Sater
II( ) n
GSH
thiobarbituric GSH GSH-Px SOD CAT
Maritim et al., 2003; Johansen et al., 2005; ) (TBARS)

.(Valko et al., 2007

.(Ould El Hadj et al., 2003; Maiza et al., 1993)
Matricaria pubescens Centaurea incana
Aclinou et al., )
(1982

(Cl) Centaurea incana

(MP) Matricaria pubescens

.M. pubescens C. incana
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(butylated (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH

.Tween 4 -B hydroxytoluene) BHT
Trichloroacetic Thiobarbituric .(H20y)
.Sigma (CCL,)
(in vitro)
1,1-diphényl-2-)
.(Cuendet et al., 1997; Burits & Bucar , 2000) (picrylhydrazyl (DPPH)
Matricaria pubescens Centaurea incana
50 . DPPH
%0.004 DPPH 5
517 30 °25
DPPH
DPPH Scavenged (%) =2 199
Acont :
. Atest
/ IC50 . 1C50
DPPH %50
/ - B
/ - B
1 0.5 -B .(Adan et al., 2006)
200 25 °40
2500 : 100 .Tween 40
2 350
(BHT) : 48 o
490
BHT
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Matricaria Centaurea incana

(1977)Butler  Price (Prussian bleau) pubescens
0.1 : (1992 Graham
( 0.002) FeCl3 1 . 3
%85 %1 ) 5 . 15
700 (1 3:11

Centaurea incana

Matricaria pubescens

Matricaria Centaurea incana
1 . (Boharun et al., 1996) pubescens
430 (%2) 1
Centaurea . 10
Matricaria pubescens incana
-110 (wistar abino rats)
. 30-25 (albino mices) 130
( )
. °25

(Centaureaincana Matricaria pubescens)

/| 3 CCL,
v . | 500 C. incana 11
/| 3 CCL, / 500 C. incana
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/800
CCL4
24

1
/| 3  CCL4
/200

0.33 Vv

(Autoanalyser)

(TBARS)
. 1979
thiobarbituric
15 °95

.MDA

(

M. pubescens Vv
/ 800 M. pubescens VI
4 . /3
. °20- CCL,4
5
I
/ 3 CCL4
/ 100 C. incana
M. pubescens v
/ 3 CCL,4
/ 3 /
AST,ALT
(AsT) (AIT)
AsT AIT .CCL,4
(Architedt c system)
TBARS
(MDA) Malonyldialdehyde TBARSs
thiobarbituric
Okhawa /
(1 %10) 500
(05 %20) trichloroacitic ( 1 %0.67)
-n 4
15 / 3000 -n
530
(MDA) Malonyldialdehyde
50 .(Clairborne, 1985)
19 ) H,O, cuvette
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120 240 H,0, .(50mM , PH 7.0)

/ /
CCL4
CCL4
(means + SEM) + (Data)
. (ANOVA)[ (One way analysis of variance )]
0.05 P . Tukey- Kramer ( test) -
.(Oyaizu, 1986) DPPH
DPPH
DPPH .(Soareset al., 1997)
o517
DPPH
Matricaria pubescens Centaurea incana

> (/ 0.369) Centaurea incana : DPPH

0.058) >( / 0.162) Matricaria pubescens > ( / 0.34) >( / 0.361)
28 ) (1
/ B
(Tepe et al., 2005 Tepe et al., 2005)
Mata et al., )
Matricaria Centaurea incana .(2007
29 8 pubescens
(%96.04) BHT /| 2 %100.25 %97.05
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.(Agrawal, 1989 Agrawal, 1989)

Matricaria pubescens Centaurea incana
Matricaria pubescens ~ Centaurea incana (1) v
53.27 27.11
.(Shahidi & Wanasundara, 1992)
.(Hatano et al., 1989 Hatano et al., 1989)

.(Rice-Evanset al., 1996)

Matricaria pubescens Centaurea incana
Matricaria pubescens ~ Centaurea incana (1) 7
43.44 24.46 20.00 117

.(Bors et al. 1995; Castelluccio et al., 1995, Rice-Evans et al., 1996) (in vitro)
4 3
-4

Castelluccio et al., )
.(1995, Salah al., 1995; Hirano et al., 2000
Brown et al., 1998; Morel et al., 1998 Brown et )
Tournaire et al., 1993) @l., 1998; Morel et al., 1998
.(Tournaire et al., 1993

1960-1950

Schoeter et )
.(al., 2002
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Matricaria pubescens Centaurea incana
/ B DPPH
. BHT
Matricaria pubescens Centaurea incana
Centaurea incana DPPH

Matricaria pubescens

.(RUCh et al., 1984) H,O H>,0,
Fe?" R

Matricaria pubescens Centaurea incana

Matricaria pubescens Centaurea incana
CCL4 Matricaria pubescens Centaurea incana
(xenobiotic)

(CCLs)
.(Brant & Rumack, 1993)

Matricaria pubescens Centaurea incana

.(Bessdl et al., 2001; Larrey, 2000; Lee, 2003)

(Basu, 2003; Higuchi & Gores, 2003; Kaplowitz, 2002; ()
.Nelson, 1990)

(Ko et al., 2006; Jeon et al., 2002; Oh et
.al., 2002)
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.(Stacey et al., 1993)

AIT AsT
CCL4
.CCL,4 AsT AIT
AsT Matricaria pubescens Centaurea incana
(33 32 CCL,4 AIT
CCL4 AsT AIT
Matricaria pubescens Centaurea incana
.CCL,4 AsT AlIT
/ 800 Matricaria pubescen / 500 CCentaurea incana
AsT AIT
MDA (42 41 40)
2.7 CCL4
Matricaria pubescens Centaurea incana AsT AIT
MDA 4
24 .CCL4
CCL,4
AIT AsT
(Alkalin Phosphatase (ALP))
.(Zimmerman, 1978) (Cholestatic)
ALP
- ) AIT AsT
(

(TG)
(Very Low Density
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Lipoproteins) VLDL
.(Brattin et al., 1985)
.( Smuckler et al., 1962)

.(Brattin et al., 1985)

Holley & )
(Pater et al., 1992) (Cheeseman, 1993
(Stacey et al., 1993)
.(Mae€llaro et al., 1990; Mohamed et al., 1999)
.MDA CCL4
CCL4
CCL4 .MDA
.CCL,4
Matricaria pubescens Centaurea incana
Centaurea incana
CCL,4 Matricaria pubescens
Centaurea MDA
Matricaria pubescens incana

(AsT, AIT)

Matricaria pubescens Centaurea incana
CCL4
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Introduction :
Reactive oxygen species (ROS) encompass a variety of diverse chemica species,

including both free radicals (containing highly reactive unpaired electrons), such as
superoxide (O,") and hydroxyl radicals (OH), and other molecular species, such as
hydrogen peroxide (H,0,). Accordingly, some of these species, such as O, and OH’, are
extremely unstable, whereas others, like hydrogen peroxide, are freely diffusible and
relatively long-lived. (Landmesser & Drexler, 2006). These ROS have a causal
relationship with oxidative stress. They are produced during normal intracellular
metabolism, e.g mitochondrial metabolism, and the action of P cytochromes and
superoxide oxidase. Oxidative stress is the inappropriate exposure to ROS and results from
the imbalance between prooxidants and antioxidants leading to cell damage and tissue
injury. ROS generation is increased in many pathological situations, including heart
disease, diabetes, liver injury, cancer, aging etc. (Giordano, 2005; Rolo & Palmeira.,,

2006 ; Jaeschke, 2000 ; Bokov et al., 2004).

Recent studies indicated that oxidative stress might be a pivotal originating in the
pathogenesis of the liver diseases including drug-induced hepatic damage, alcohol hepatitis
and vira hepatitis or ischemic liver injury (Albano, 2002; Amin & Hamza., 2005;
Jaeschke et al., 2002).

Over production of free radicals are toxic to hepatocytes and initiate reactive oxygen
species mediated cascade causing hepatocyte death, leading to acute hepatic damage
(Gutteridge, 1993 ; Pessayre, 1995 ; Ses, 1991).

Maintaining the balance between ROS and antioxidants especialy superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX), glutathione (GSH), vitamin A, C
and E, flavonoids and polyphenols is there fore crucial, and could serve as a mgjor
mechanism in preventing damage by oxidative stress, this balance has been suggested to

play an important role in drug toxicity, such as carbon tetrachloride (CCL 4).

CCL, is a classicaly known compound that causes hepatotoxicity by an acute exposer
(Recknagel, 1967 ; Recknagel et al., 1989) and it induces cirrhosis after chronic exposer
(Rubin & Poper,1967). It prometly reacts to the organs mainly the liver through its

chemical reactivity properties to the surrounding molecules basically (Gastro & Diaz-
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Gomez, 1972 ; Diaz-Gomez et al., 1973). Through covalent binding of the compound to the
microsomal lipids and membrane protins and through lipids peroxidation (Comporti et al.,
1965 ; Ghozal & Recknagel, 1965 ; Recknagel, 1967).

Hove (1948) first proposed that CCL4 was a “Prooxidant”. Oberling & Rouiller (1956)
demonstrated early pathological involvement of the endoplasmic reticulum and suggested
that CCL, is activated by a microsomal process. Bulter (1961) shawed that CCL4 was
metabolized to chloroform invivo in the absent of molecular oxygen. Recknagel &
Ghoshal (1966) suggested that primary biochemical lesion involved in CCL, toxicity is
lipid peroxidatin. Following Bulter (1961), they consider that CCL4 is converted, by a
microsomal process, in to free radicals, wich then catalyse chains of autoxidation in the
structural lipid of microsomes and mitochondria, resulting in fatty accumulation and
cellular necrosis. Sater (1966) has also postulated that CCL, is converted in to
microsomes to CCLs radicals that initite lipid peroxidation, which, he considers, may

promote necrosis by a“diffusion,” process and fat accumulation by a“ localized” process.

It isimportant to point out that lipid peroxidation my produce injury by compromising the
integrity of membranes and by covaent binding of reactive intermediates to important
biological molecules like GSH; finally the process leads to necrosis and liver damage in
general. The effects of antioxidants on oxidative stress are mainly measured through
certain observable biomarkers, including the enzymatic activities of catalase, SOD, GSH-
Px, and GSH-reductase, as well as thiobarbituric acid reactants (TBARS) levels, an
indirect measurement of free-radical production (Maritim et al., 2003; Johansen et al.,
2005; Valko et al., 2007).

Herbal drugs play a major role in the treatment of hepatic disorders. In Algeria, a number
of medicinal plants and their formulations are used to cure hepatic disorders in traditional
systems of medicine (Ould El Hadj et al., 2003; Maiza et al., 1993).

Centaurea incana and Matricaria pubescens are used in traditional medicine, plant of
family compositea. The first is a wild plant. The rhizomes are ethnomedicinally useful in
the treatment of hepatic diseases ( Aclinou et al., 1982). But the second is used in the case

of intern and extern inflammations,
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The main objective of the study was to evaluate the hepatoprotective activity of Centaurea
incana and Matricaria pubescens to verify tribal or folk claims in using this herb against
liver disorders. In the present investigation, the antihepatotoxic activity of Centaurea
incana and Matricaria pubescens Methanolic extract was conducted in acute liver injury

model against carbon tetrachloride in preventive treatments.

Materials and methods

Reagents and chemicals products

The DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) from Sigma Chemical, the antioxydant
agent BHT (butylated hydroxytoluene), linoleic acid, - carotene and tween 4, rutin,
quercetin et gallic acid, hydrogene peroxyde (H»0), thiobarbituric acid and trichloroacitic
acid, Carbon tetrachloride.

Study carry out in vitro:

Deter mination of freeradical scavenging sctivity

The free radical scavenging activity of the extracts, based on the scavenging activity of the
stable 1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl (DPPH) free radical, was determined by the method
described by (Cuendet et al., 1997; Burits and Bucar, 2000). The free radical scavenging
activity of the Centaurea incana and Matricaria pubescens extract was measured in terms of
hydrogen donating or radical scavenging ability using the stable radical DPPH. The assay was
carried out with aliquots of 50uL of each sample added to 5 mL of a methanol solution of 2.2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH) 0.004% and the mixture was incubated at a temperature of
25°C for 30 min and the absorbance of each solution was determined at 517 nm. The
scavenging effect of the radical of each sample was calculated and compared with the
scavenging effect of quercetine, rutin and gallic acid. All the tests were conducted in triplicate.

The capability to scavenge the DPPH radical was calculated using the following equation:
(Acon(-Arest)

Ahcont

DPPH Scavenged (%0) = =100

Where Acont is the absorbance of the control reaction and Atestis the absorbance in the presence
of the sample of the extracts. The antioxidant activity of the extract was expressed as |Cso. The
| Cso value was defined as the concentration (in mg/ml) of extracts that inhibits the formation of
DPPH radicals by 50%.
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p-carotenée/linoleic acid assay

The antioxidant activity of the extracts was evaluated using a 3 -carotene/linoleate model
system. by (Adan et al., 2006) method. A stock solution of B- carotene-linoleic acid mixture
was prepared as follows: A solution of - carotene was prepared by dissolving 0.5 mg of -
carotene in 1 mL of chloroform. After chloroform was rotary evaporated at 40 °C under
vacuum, 25 pl of linoleic acid, 200 mg of Tween 40 were added. The volume of the resulting
mixture was completed up to 100 mL with distilled water saturated with oxygen was added
with vigorous shaking. 2500 pl of this reaction mixture was dispersed to test tubes and 350 pl
portions of the extracts prepared in methanol at 2 mg/ml concentrations were added and the
emulsion system was incubated for up to 48 h at room temperature. The same procedure was
repeated with the positive controls, (BHT). After this incubation period, absorbance of the
mixtures was measured at 490 nm. Antioxidative capacities of the extracts were compared with
BHT at the same concentration.

Deter mination of total phenolic content and flavonoids:

Total soluble phenolics in the methanol extracts of Centaurea incana and Matricaria
pubescens were determined with Prussian bleau according to the method of Price and
Butler (1977), with slight modifications of Graham (1992), using gallic acid as a standard
compound. 0.1 ml of methanol extract was diluted with 3 ml of distilled water and the
content mixed thoroughly. 1 min later , 1 ml of Fecl3 (0.002 N) was added and the mixture
was alowed to stand for 15 min. 5 ml of stabilisant solution ( 1% gomme Arabic, 85%
phosphoric acid and distilled water; 1:1:3 V:V:V). The absorbance of the solution was
read at 700 nm in spectrophotometer with reagent blank. The concentration of total
phenolic compounds in the methanol extracts of Centaurea incana and Matricaria

pubescens was determined as ug of gallic acid equivalent / weight dry plant.

The flavonoids content in the methanol extracts of Centaurea incana and Matricaria
pubescens was determined by ( Boharun et al., 1996) method using quercetin and rutin as a
reference compound. One millilitre of methanol extract was mixed with 1 ml aluminium
trichloride Alcl3 (2%). The absorbance at 430 nm was read after 10 min. The concentration
of total flavonoid compounds in the methanol extracts of Centaurea incana and Matricaria

pubescens was determined as mg of quercetin and rutin equivalent / weight dry plant.
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Experimental animals
Adult male abino rats weighing 110-130 g and mice weighing 25-30 g were used in the

experimental present study. The animals were bred in plastic and metallic cages (six to
eight animals in each cage) with fed food and water ad libitum. The room housing of
temperature, average of 25°c.

Animal treatment
For study of preventive effect of extract methanolic of CI and MP on CCL,4 —induced

hepatotoxicity, our study carry out on two models of animals as follows:

Study carry out on rats:
The animals were randomly divided into six different groups comprising 5 to 7 animals

each. Group | served as controls and received an injection of vehicle (olive oil) aone;
Acute liver injury in rats was induced by a single intraperitoneal injection with CCl,
dissolved in an equal volume of olive oil at a dose of 3 mL/kg body weight, group II,
which is well documented to induce hepatotoxicity. Group Il was administered
Methanolic extract of CI at a dose of 500 mg/kg alone. In group IV was administered
Methanolic extract of ClI at adose of 500 mg/kg and was injected by CCl,i.p, at adose
of 3ml/kg body weight. Group V was administered Methanolic extract of MP at a dose of
800 mg/kg aone. In group VI was administered Methanolic extract of MP at a dose of
800 mg/kg and was injected by CCl, i.p, a adose of 3ml/kg body weight. After 4 weeks
of treatment, All of the animals were sacrificed 24 h after administration of CCl,, and
blood was collected, serum separated and stored at —20 -C.

Study sell out on mice:
The animals were randomly divided into five different groups comprising 8 animals each.

Group | served as controls and received an injection of vehicle (olive oil) alone; Acute
liver injury in rats was induced by a single intraperitoneal injection with CCl, dissolved in
an equal volume of olive oil at a dose of 3 mL/kg body weight, group 1. Group Il was
administered Methanolic extract of Cl at adose of 100 mg/kg and was injected by CCl,4
I.p, at adose of 3ml/kg body weight. In group 1V was administered Methanolic extract of
MPat adose of 200 mg/kg and was injected by CCl,i.p, at adose of 3ml/kg body weight.

Group V was administrated 0.33 mg/kg of quercetin as reference molecule.

Estimation of serum AST, ALT, level
Alanine amino transferase (ALT) and aspartate amino transferase (AST). As a quantitative

measure of liver injury by CCl,. The activities of ALT and AST in the serum were

measured by using Auto analyzer (Architedt ¢ system).
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Estimation of thiobarbituric acid reactive substances (TBARYS)
The TBARS level, an index of malonyldialdenyde (MDA), the last product of lipid

breakdown caused by oxidative stress, was evaluated by the thiobarbituric acid reactive
substances method (TBARS) and was expressed as nmol/g wet tissue production was
determined by the method of Ohkawa et al. (1979).

Briefly, an aliquot of 500ml of tissue homogenates (10%, w/v) was mixed thoroughly with
aqueous solution of thiobarbituric acid ( 0.67% , 1ml ) and trichloroacitic acid ( 20% , 0.5
ml ) and heated at 95 -C for 15 min in a water bath. The suspension was then cooled to
room temperature. After cooling, 4 ml n- butanol were added and mixed vigorously. The n-
butanol layer was separated by centrifugation at 3000 r/min for 15 min. the absorbance of
the pink coloured supernatant was taken for spectrophotometry measurement at 530 nm for
MDA assay. The result was compared to a standard curve of malondialdehyde (MDA) and

results are expressed as nanomoles MDA per gram wet weight of tissue.

Catalase activity
Catalase (CAT) activity was measured by the method of (Clairborne, 1985). An aliquot of

homogenate supernatants (50ul) was added to a quartz cuvette and the reaction was started
by the addition of freshly prepared H,O, (19mM) in phosphate buffer (50mM, pH 7.0).
The rate of H,O, decomposition was measured spectrophotometrically at 240 nm during

120 s. The activity of CAT was expressed as mmol H,O,/g wet tissue/min.

Body weight measurement
The body weight of the rats after CCl, administration was measured and compared with

that of the control animals.We measured the body weight of the rats in the groups before
and after CCl, administration and compared the changes in weight in each group.

Statistical analysis
Results are expressed as Means £ SEM and all statistical comparisons were carried out by

means of one-way ANOVA test followed by Tukey-Kramer multiple comparisons test.
The difference showing a P level of 0.05 or lower was considered to be statistically

significant.
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Results and discussion

DPPH is usually used as a reagent to evaluate free radical scavenging activity of
antioxidants (Oyaizu, 1986). DPPH is a stable free radical and accepts an electron or hydrogen
radical to become a stable diamagnetic molecule (Soares et al., 1997). The reduction
capability of DPPH radical is determined by the decrease in absorbance at 517 nm induced by
antioxidants. Quercetin, rutin and gallic acid are the reagents used as standards. The extracts
are able to reduce the stable radical DPPH to the yellow-coloured diphenylpicrylhydrazine.
The scavenging effect of methanol extracts of Centaurea incana and Matricaria pubescens
and standards with the DPPH radical is in the following order: Centaurea incana (0.369
mg/ml)> rutin (0.361 mg/ml)> quercetin (0.34 mg/ml)> Matricaria pubescens (0.162
mg/ml) > gallic acid (0.058 mg/ml). The experimental data of these species reveal that these
extracts have the effect of scavenging free radical. From Fig. 28.

In the B-carotene/linoleic acid assay the antioxidant capacity is determined by measuring the
inhibition of the organic compounds and the conjugated diene hydroperoxides arising from
linoleic acid oxidation (Tepe et al., 2005). This assay has been used to simulate the oxidation
of the membrane lipid components in the presence of antioxidants inside the cell (Mata et al.,
2007). The results obtained from extracts of Centaurea incana and Matricaria pubescens are
presented in Table 8 and Fig.29. Samples of Centaurea incana and Matricaria pubescens
shows high inhibition of peroxidation 97.05 % and 100.25 % respectively in a concentration of
2 mg/mL, higher than BHT (96.04 %) in the same concentrations.

The systematic literature collection, pertaining to this investigation indicates that the plant
phenolics constitute one of the major groups of compounds acting as primary antioxidants
or free radical terminators. Therefore, it is worthwhile to determine their total amount in
the plants chosen for the study. Flavonoids as one of the most diverse and widespread
group of natural compounds, are likely to be the most important natural phenolics
(Agrawal, 1989). These compounds possess a broad spectrum of chemical and biological

activitiesincluding radical scavenging properties.

The total amount of phenolic content present in Centaurea incana and Matricaria pubescens
was shown in table 7. In the Centaurea incana and Matricaria pubescens (1g), 27.11 and
53.27 mg gallic acid equivalent of phenols respectively was detected. Phenolic compounds are

known as powerful chain breaking antioxidants (Shahidi & Wanasundara, 1992). Phenols are
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very important plant constituents because of their scavenging ability due to their hydroxyl
groups (Hatano et al., 1989). The phenolic compounds may contribute directly to
antioxidative action. Phenolic compounds are one of the most widely distributed plant
secondary products. The ability of these compounds to act as antioxidants has been well
established. Polyphenols are multifunctional by acting as reducing agents, hydrogen donating

antioxidants and singlet oxygen quenchers (Rice-Evans et al., 1996).

The total flavonoid contents present in Centaurea incana and Matricaria pubescens was
shown in table 7. In the Centaurea incana and Matricaria pubescens (1g), 11.70 and 20.00
mg quercetin  and 24.46 and 43.44 mg rutin quivalent of flavonoids / weight dry plant
respectively was detected.

There has been considerable interest in recent years in the cytoprotective and
hepatoprotective effects of flavonoids, especially in the context of their modes of action as
antioxidants. The electron-donating properties of flavonoids are well defined to explain
their antioxidant propertiesin vitro (Bors et al. 1995; Castelluccio et al., 1995; Rice-Evans
et al., 1996). Structurally important features defining the reduction potential of flavonoids
are the hydroxylation pattern, a 3',4’-dihydroxy catechol structure in the B-ring, the
planarity of the molecule and the presence of 2,3-unsaturation in conjugation with a 4-oxo
function in the C-ring. Many studies have described the antioxidant efficacy of flavonoids
in inhibiting the lipid peroxidation (Castelluccio et al., 1995; Salah et al., 1995; Hirano et
al., 2000). In addition, their ability to act as antioxidants in vitro is based on metal-
chelating capacity (Brown et al ., 1998; Morel et al., 1998) and on the quenching of
singlet oxygen (Tournaire et al., 1993). However, athough flavonoids react rapidly with
ROS/RNS in chemical systems in vitro, their reactions in vivo will be dependent on the
form that is bioavailable to cells and tissues. Although the pool of data demonstrating the
in vitro effects of flavonoids as antioxidants or modulators of protein functionsis extensive,
only little is known about the antioxidant potential and bioactivity of in vivo flavonoid
metabolites. This is surprising since early investigations in the 1950-1960s in mammals
already indicated that most of the flavonoids are conjugated and metabolized mainly in the
liver or degraded by the colonic microflora ( Schoeter et al., 2002).

In general, the methanol extracts of Centaurea incana and Matricaria pubescens showed
strong antioxidant activity, DPPH radical and p-carotene/linoleate when compared to
standards such as quercetin, rutin, gallic acid and BHT. The antioxidative effect of
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Centaurea incana and Matricaria pubescens extracts is may be due to the phenolic
components. Thus, the DPPH radical scavenging activity of Centaurea incana and
Matricaria pubescens extracts may be mostly related to their phenolic hydroxyl group. The
concentration of hydrogen peroxide in water may vary according to the phenolic
compounds. Since phenolic compounds present in the extract are good electron donors,
they may accelerate the conversion of H,O,—H,0 (Ruch et al., 1984). Asthe good €electron
donors, they show reductive capability on reducing Fe** to Fe** .

Thus, the Centaurea incana and Matricaria pubescens found to contain a
noticeable amount of total phenols and flavonoids and can play a major role in exhibiting
antioxidant potential. The results of this study indicated that Centaurea incana and
Matricaria pubescens can be used as easily accessible source of natural antioxidants and as

apossible utilisation in pharmaceutical industry. .

Effects of Centaurea incana and Matricaria pubescens on CCl4-induced hepatotoxicity
The single intraperitoneal injection with CCl, caused severe hepatotoxicity in rats, as

evidenced by the significant elevation of serum AST and ALT activities after the
administration of CCl,. The protective effects of pre-treatment with Centaurea incana and
Matricaria pubescens on the CCls-induced elevation of serum AST and ALT activities are
presented in Fig. (32, 33). The activities of serum AST and ALT in the CCl4 group were
much higher than those in the control group. However, pre-treatment with Centaurea
incana and Matricaria pubescens significantly prevented the elevation of serum AST and
ALT activitiesinduced by CCl, treatment. So the pre-treatment with Centaurea incana at a
dose of 500 mg/kg and Matricaria pubescens at a dose of 800 mg/kg partialy prevented
the elevation of AST and ALT levels.

As shown in Fig. (40, 41, 42), the concentration of MDA, an end product of lipid
peroxidation, in the rats treated with CCl, was increased 2.7-fold when compared with the
vehicle control rats. Consistent with the serum AST and ALT activities, pre-treatment with
Centaurea incana and Matricaria pubescens for 4 weeks to the rats and 1 week to the mice
resulted in a significant decrease in the concentration of hepatic MDA when compared
with the CCl4 group. In addition, at 24 h, catalase Activity was increased in the rats treated

with CCl4 when compared to control levels.
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Carbon tetrachloride is the best characterized system of xenobiotic-induced hepatotoxicity
and is frequently employed as a model to study antihepatotoxic. It is metabolized in the
body to a highly reactive trichloromethyl radical (CCls) which attacks membrane
phospholipid stimulating lipid peroxidation and cell lysis.

The aim of the present study was to investigate the potential antioxidant and
hepatoprotective effects of Cl and MP on the free radical damage of liver caused by carbon

tetrachloride in rats and mice.

Liver iswell known to be the major organ responsible for the metabolism of drug and toxic
chemicals, and there fore is the primary target organ for nearly all the toxic chemicals
(Bessel et al., 2001; Larrey, 2000; Lee, 2003).

Various pharmacological or chemical substances are known to cause hepatic injuries, such
as CCL,. Excessive dose exposure to these hepatotoxins may induce acute liver injury
characterized by abnormality of hepatic function, and degeneration, necrosis or apoptosis
of hepatocytes (Basu, 2003; Higuchi & Gores, 2003; Kaplowitz, 2002; Nelson, 1990).

Our results showed that CCL 4 administration caused sever acute liver damage in rats and
mice, demonstrated by decreased of body weight and significant elevation of relative liver
weight (Ko et al., 2006; Jeon et al., 2002; Oh et al., 2002).

Hepatocytes contain many enzymes that may be released in to the blood if the cell
membranes are damages (Stacey et al., 1993). Because of their high concentrations and
ease liberation from the hepatocyte cytoplasm, AIT and AsT are very sensitive indicators
of hepatocellular lesions within the liver. Severa researchers reported the elevation in
serum transaminases following administration of toxic doses of CCL4 in rats and mice.

Our results showed that a significant increase in the activities of AIT and AsT in CCL4
treated rats. The increase in the activities of these enzymes in plasma suggests enhanced

hepatocellular damage by CCL 4.

Elevated serum ALP has been classified to reflect cholestatic injury more selectively than
parenchymal injury (Zimmerman, 1978), as ALP is usually found in bile duct epithelium.
ALPisaso present in bane, intestinal and kidney cells.

In the present investigation, serum ALP levels was found to be not significantly elevation

in CCL 4 induced group as copared to the other groups.
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Hepatocyte secretion of triglycerides (TG) is rapidly inhibited by CCL 4. the TG secretory
mechanism involves intracellular traffic and ultimate exocytosis of very low density of
lipoproteins (VLDL), processes that depend on structural and functional integrity of
components of the cytoskeleton (Brattin et al., 1985). Hepatocyte protein synthesis is also
rapidly depressed by CCL, (Snuckler et al., 1962). In this case, structural and functional
integrity of the endoplasmic reticulum is compromised. Eventually lysosome, the
mitochondria and the plasma membrane sustain irreversible injury (Brattin et al., 1985).

In our study, hepatocyte secretion of TG and protein synthesis were found tobe

significantly decrease in CCL 4 induced group as compared to the other groups.

Lipid peroxidation is often the first parameter to which researchers' turn when they wish to
prove the involvement of free radicals in cell damage. It is of particular significance as a
damaging reaction consequent to free radicals production (Holley & Cheeseman, 1993),
due to its occurrence in cell membranes (Pater et al., 1992) , the autocatalytic nature of the
process once initiated (Stacey et al.,, 1993) and the observation that hepatic lipid
peroxidation and necrosis were found to occur in ultimate consequence (Maellaro et al.,
1990; Mohamed et al., 1999).

Here we examined the degree of oxidative stress induced by CCL, by determination of
MDA concentration. The results showed that CCL 4 administration caused sever acute liver
damage in rats and mice, demonstrated by significant elevated of MDA contents. More

over, antioxidant enzyme catal ase activities was increased by CCL 4 in mice and rats.

For the therapeutic strategies of liver injury and disease, we postulate that it isimportant to
find antioxidant compounds which are able to bloke liver injuries through trichloromethyl
free radical generated by CCL,4. There fore, we strongly speculated that Centaurea incana
and Matricaria pubescens can protect against diseases which are caused by free radicals,
because it has aradical scavenging activity.

In our study, we indicated for the first time that Centaurea incana and Matricaria
pubescens treatment have a potent protective effect aganst oxidative stress induced by
CCL4inrats and mice, as revealed by remarkable decrease in MDA contenent, additionally,
methanolic extract of Centaurea incana and Matricaria pubescens could ameliorate acute
liver damage to a high degree, as demonstrated by reduction of serum AsT, AIT levels.
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In conclusion, our investigation provided convincing data that Centaurea incana and
Matricaria pubescens have an impressive hepatoprotective effects on acute liver injuries
induced by CCL4. The mechanisms underlying hepatoprotection of the methanolic extract
of Centaurea incana and Matricaria pubescens may be related to both its radical
scavenging properties and indicate effects as a regulator of antioxidative systems, which
might be considered to be therapeutic in clinical situations, but more studies should be

carried out in the future.
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I ntroduction
Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) englobent une variété d'especes

chimiques diverses, y compris les radicaux libres (contenant des électrons non appariés trés
réactif), comme I’anion superoxyde (02 ") et les radicaux hydroxyles (OH °), et d'autres
espéces moléculaires, tels que I'hydrogeéne peroxyde (H2O,). En conségquence, certaines de
ces espéces, comme O2 ~ et OH *, sont extrémement instables, aors que d'autres, comme
le H,O,, sont librement diffusables et relativement ont une longue durée de vie.
(Landmesser & Drexler, 2006). Ces ERO ont une relation de causalité avec le stress
oxydatif. Ils sont produits au cours du métabolisme intracellulaire normale, par exemple le
métabolisme mitochondrial, sous I'action des cytochromes Paso €t 1a superoxyde oxydase.
Le stress oxydatif issue de |'exposition inappropriée aux radicaux libres et le résultat d’ un
déséquilibre entre les antioxydants et les prooxidants conduisant a des Iésions cellulaires et
tissulaires. La génération des ERO est augmentée dans de nombreuses situations
pathologiques, y compris les maladies cardiaques, le diabéte, les Iésions hépatiques, le

cancer, vieillissement, etc. (Giordano, 2005 ; Rolo & Palmeira., 2006 ; Jaeschke, 2000 ;

Bokov et al., 2004).

Des études récentes ont montré que le stress oxydatif pourrait étre un pivot originaire de la
pathogenése des maladies hépatiques y compris les médicaments induites des dommages
hépatiques, une hépatite d'alcool et les hépatites virales ou de Iésions du foie ischémique
(Albano, 2002 ; Amin & Hamza., 2005 ; Jaeschke et al., 2002).

La surproduction de radicaux libres est toxique pour les hépatocytes. Elle est responsable
a I'initiation d’'une cascade intermediaire des especes réactives de I'oxygene causant la
mort des hépatocytes, conduisant a une dégradation hépatique aigué (Gutteridge, 1993 ;
Pessayre, 1995 ; Ses, 1991).

Le maintenir de I'équilibre entre les ERO et les antioxydants, en particulier la superoxyde
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPX), glutathion (GSH),
vitamine A, C et E, les flavonoides et les polyphénols est-il donc cruciale, et pourrait servir
comme mécanisme majeur dans la prévention des dommages provoqués par le stress
oxydatif, cet équilibre a éé suggéré de jouer un réle important dans la toxicité des

médicaments, tels que | e tétrachlorure de carbone (CCL ,).

CCL 4 est un compose classiquement connu comme agent hépatotoxique apres exposition

aigué (Recknagel, 1967 ; Recknagel et al., 1989) et il induit une cirrhose aprés exposition
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chronique (Rubin & Poper,1967). 1l réagit aux différents organes principalement le foie
grace a ses propriétés chimiques réactives aux mol écules fondamentalement environnantes
(Gastro & Diaz-Gomez, 1972 ; Diaz-Gomez et al., 1973), par des liaisons covalentes du
compose a des lipides microsomiques et |es protéines membranaires et par la peroxydation
lipidique (Comporti et al., 1965 ; Ghozal & Recknagel, 1965 ; Recknagel, 1967).

Hove (1948) le premier qui a proposé que le CCL, était un "pro-oxydant». Oberling &
Rouiller (1956) ont démontré une implication pathologique précoce du réticulum
endoplasmique et ont suggéré que le CCL,4 est activé par un processus microsomique.
Bulter (1961) a montré que le CCL4 a été métabolisé au chloroforme in vivo en absence
d oxygene. Recknagel et Ghoshal (1966) suggére que la primaire Iésion biochimique
contribue & la toxicité du CCL4 est la peroxidation lipidique. A la suite de Bulter (1961),
ils considerent que le CCL,4 est converti, par un processus microsomales, aux radicaux
libres, qui catalysent des chaines d'auto-oxydation des lipides microsomiques structurelle
et mitochondriale, entrainant une accumulation de gras et de la nécrose cellulaire. Sater
(1966) a également postulé que le CCL 4 est converti dans les microsomes au radical CCL3
ou I’initiation de la peroxydation lipidique alieu. Il estime, que la nécrose promouvoir par

le processus de "diffusion,” et I'accumulation des graisses par le processus de " localisés’.

Il est important de souligner que la peroxydation lipidigue peut produire des dommages en
compromettant l'intégrité des membranes et par l'intermédiaire réactifs des liaisons
covalentes aux molécules biologiques importantes comme GSH, enfin le processus mene a
la nécrose et |es |ésions hépatiques en général.

Les effets des antioxydants sur le stress oxydatif sont essentiellement mesurée a travers
certains biomarqueurs observables, y compris les activités enzymatiques de la catalase,
SOD, GSH-Px, et GSH-réductase, ains que les niveaux des réactifs dacide
thiobarbituriqgue (TBARS), une mesure indirecte de la production des radicaux libre
(Maritimet al., 2003, Johansen et al., 2005; Valko et al., 2007).

Les médicaments a base de plantes jouent un réle majeur dans le traitement des troubles
hépatiques. En Algérie, un certain nombre de plantes médicinales et leurs formulations
sont utilisées pour soigner les troubles hépatiques dans les systémes traditionnels de la
médecine (Ould El Hadj et al., 2003; Maiza et al., 1993).
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Centaurea incana et Matricaria pubescens sont des plantes utilisées dans la médecine
traditionnelle, elles appartiennent a la famille des compositea. La premiere est une plante
sauvage, leur rhizomes sont utilisés dans le traitement des maladies hépatiques (Aclinou et
al., 1982). Alors que la 2 ®™ est utilisée dans le cas des inflanmations internes et

externes,

L'objectif principal de cet étude était d'évaluer |'activité hépatoprotectrice de la Centaurea
incana et de la Matricaria pubescens pour conféermer la possibilité d utiliser ces plantes
meédicinal es dans les revendications populaires contre les troubles du foie. Dans la présente
enquéte, I'activité antihepatotoxique des extraits méthanoliques de la Centaurea incana
et de la Matricaria pubescens a été menée dans le modéele de Iésions hépatiques aigués

provogué par |e tétrachlorure de carbone dans | es traitements préventifs.

Matériels et méthodes

Réactifs et produits chimiques

Leradical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de la société de Sigma, I’ agent chimique
antioxydant BHT (butylated hydroxytoluene), acide linoleique, B- carotene et tween 4o,
rutine, quercétine et I'acide galique, I'hydrogene peroxyde (H20,), [I'acide
thiobarbiturique et I’ acide trichloroacitique et le Tétrachlorure de carbone.

Etude effectuéein vitro:

Déter mination de I'effet scavenger des radicaux
libres

I'effet scavenger des radicaux libres des extraits, fondée sur I'effet scavenger de 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical libre stable, a été déterminée selon la méthode
décrite par (Cuendet et al., 1997; Burits et Bucar , 2000). |'effet scavenger des radicaux
libres des extraits methanoliques de la Centaurea incana et de la Matricaria pubescens a
été mesurée en termes de donner I'hydrogene ou la capacité scavenger en utilisant le
radical DPPH stable. L'essai a été effectué avec des aliquotes de 50uL de chague
échantillon gjoutés a 5 ml d'une solution méthanolique de 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) 0,004% et le mélange a été incubé a une température de 25 ° C pendant 30 min et
I'absorbance de chaque solution a été déterminée a 517 nm. L'effet scavenger du radical de
chague échantillon a été calculé et comparé avec |'effet scavenger de la quercétine, la
rutine et l'acide galique. Tous les tests ont été réalisés en triple. La capacité de

récupération du radical DPPH a été cal cul ée selon I'équation suivante:
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(Acom -Arest)

Acont

DPPH Scavenged (%) = %100

Lorsque Acnt €st I'absorbance de la réaction de controle et Ay est I'absorbance en
présence de I'échantillon des extraits. L'activité antioxydante de I'extrait a été exprimée en
ICso. Lavaleur 1Cs a été définie comme la concentration (en mg / ml) d'extraits qui inhibe
laformation de 50% des radicaux DPPH.

B-caroténe/ acidelinoleique:

L'activité antioxydante des extraits a été évalué a l'aide d'un systéme modéle B -
carotene/linoleate. par la méthode de (Adan et al., 2006). Le mélange d’' une solution stock
de B-caroténe/acide linoléique a été établi comme suit: Une solution de p-carotene a été
préparée en dissolvant 0,5 mg de pB-caroténe dans 1 ml de chloroforme. Aprées
I’ évaporation rotatifs du chloroforme a 40 ° C sous vide, 25 ul d'acide linoléique, 200 mg
de Tween 4 ont été gjoutés. Le volume du mélange résultant a été achevé jusqu'a 100 mL
d'eau distillée saturée en oxygéne avec une forte agitation. 2500 microlitres de ce mélange
réactionnel a été dispersée a des tubes a essai et des portions de 350 microlitres des
extraits préparés dans le méthanol a2 mg / ml, ont été gjoutées et le systéme d'émulsion a
été incubées pendant 48 h a température ambiante. La méme procédure a été repétée avec
les contrdles positifs, (BHT). Apreés cette période d'incubation, I'absorbance des mélanges a
été mesurée a 490 nm. La capacité antioxidative des extraits ont été comparés avec le
BHT ala méme concentration.

Détermination du contenu total des phénols et desflavonoides:

Les composés phénoliques Total solubles dans I'extrait méthanolique de la Centaurea
incana et de la Matricaria pubescens ont été déterminées par la Bleau prussienne selon la
méthode du Price et Butler (1977), avec des modifications |égeres de Graham (1992),
utilisant de I'acide galliqgue comme composé du standard. 0,1 ml d'extrait méthanolique a
été dilué avec 3 ml d'eau distillée et le contenu mélangé a fond. 1 min plus tard, 1 ml de
FeCl; (0,002 N) a été gouté et le mélange est laissé au repos pendant 15 min. 5 ml de la
solution stabilisante (1% gomme arabe, 85% d'acide phosphorique et d'eau distillée; 1:1:3
V: V: V). L'absorbance de la solution a été lue a 700 nm dans le spectrophotomeétre avec
blanc de réactif. La concentration en composés phénoligues des extraits méthanoliques de
la Centaurea incana et de laMatricaria pubescens a été déterminée en mg équivalent de |’

acide gallique / plante en poids sec.
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La teneur en flavonoides dans les extraits méthanoliques de la Centaurea incana et de la
Matricaria pubescens a été déterminée par la méthode (Boharun et al., 1996) utilisant la
guercétine et rutine comme des composés de référence. 1 millilitre d'extrait méthanolique a
été mélangé avec 1 ml trichlorure d'aluminium AICI3 (2%). L 'absorbance a 430 nm a été
lue aprés 10 min. La concentration en composes flavonoides dans les extraits
méthanoliques de la Centaurea incana et de la Matricaria pubescens a été déterminée en

mg de quercétine et de rutine équivalent / plante en poids sec.

Animaux d’ expérimentation
Notre éude a été réalisée sur des rats wistar albinos méles pesant 110-130 g et sur des

souris wistar abinos males dont le poids est compris entre 25-30 g. les animaux sont
élevés dans des cages en plastiques et en métal (de six a huit animaux par cage) avec acces
libre a la nourriture et a I'eau. L’animalerie est maintenue a une température ambiante

d environ 25° c.

Traitements des animaux
Pour |’ étude de I’ effet préventif des extraits méthanoliques de ClI et MP sur la toxicité de

tétrachlorure de carbone, notre éude a été effectuée sur deux types d’animaux comme
suit :

Etude effectuée sur lesrats
Les animaux ont été répartis en six groupes différents comprenant de 5 a 7 animaux chacun.

Groupe | ont servi de témoins et a regu une injection du véhicule (huile dolive) seuls,
I'atteinte hépatique aigué chez le rat a été induite par une injection intrapéritonéale unique
avec CCl, dissous dans un volume égal d'huile d'olive a la dose de 3 mL / kg de poids
corporel, qui est bien documenté pour provoquer une hépatotoxicité, groupe I1. Groupe I11
a été administré I’ extrait méthanolique de CI a une dose de 500 mg / kg seul. Groupe IV a
été administré I’ extrait méthanolique de Cl a une dose de 500 mg / kg suivit par une
injection ip par le CCl4, a une dose de 3mi/kg poids corporel. Groupe V a été administré
I’ extrait méthanolique de MP a une dose de 800 mg / kg seul. Groupe V1 a été administré
I’ extrait méthanolique de MP a une dose de 800 mg / kg suivit par une injection ip par le
CCly, a une dose de 3ml/kg poids corporel. Apres 4 semaines de traitement, tous les
animaux ont été sacrifiés 24 h apres I'administration de CCly, et le sang a été recuelllis, le

sérum triés et conservés a-20 °c.
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Etude réalisée sur les souris
Les animaux ont été divisés en cing groupes comprenant 8 animaux chacun. Groupe | ont

servi de témoins et a regu une injection du véhicule (huile dolive) seuls, I'atteinte
hépatique aigué chez le rat a été induite par une injection intrapéritonéale unique avec CCl,
dissous dans un volume égal d'huile d'olive a la dose de 3 mL / kg de poids corporel,
groupe Il. Groupe |11 a été administré I’ extrait méthanolique de ClI a une dose de 100 mg /
kg suivit par uneinjection ip par le CCl,, a une dose de 3ml/kg poids corporel. Groupe 1V
a été administré |’ extrait méthanolique de MP a une dose de 200 mg / kg suivit par une
injectionip par le CCl4, & une dose de 3ml/kg poids corporel. Groupe V a été administré la
molécule de la quercétine a une dose de 0.33 mg/kg suivit par une injection ip par le CCl,,

a une dose de 3ml/kg poids corporel et prend comme molécule de référence.

Estimation destaux sériquede ALT, AST
Alanine amino transférase (ALT) et aspartate amino-transférase (AST) sont considérés

Comme mesure quantitative de |'atteinte hépatique provogqué par le CCl,. les activités de
I’ALT et AST dans le sérum ont été mesurées en utilisant 'analyseur automatique
(Architedt c Systeme).

Estimation des substances réactives dacides thiobarbiturique (TBARS)
Les niveaux TBARS, representent un indice de malonyldialdehyde (MDA), le dernier
produit de décomposition des lipides causés par le stress oxydatif, a été évaluée par la
méthode de I'acide thiobarbiturique des substances réactives (TBARS) et a été exprimée
en nmol / g de poids de tissue et a été déterminé par le méthode de Ohkawa et al. (1979).
Brievement, une aliquote de 500ml d'homogénats de tissus (10%, p / v) a é&é bien mélangé
avec une solution aqueuse dacide thiobarbiturique ( 0.67% , 1ml ) et dacide
trichloroacitique ( 20% , 0.5 ml) et chauffée a 95°c pendant 15 min dans un bain de I’eau .
La suspension est ensuite refroidie a température ambiante. Apres refroidissement, 4 ml n-
butanol ont été gjoutés et mélangés vigoureusement. La couche de n-butanol a été séparé
par centrifugation a 3000 tr / min pendant 15 min. I'absorbance du surnageant de couleur
rose a été prise pour la mesure de la spectrophotométrie a 530 nm pour le dosage de MDA.
Le résultat a été comparé a une courbe standard de malondialdéhyde (MDA) et les résultats
sont exprimeés en nanomoles MDA par gramme de poids frais de tissu.
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L’ activité de la catalase
L’ activité de la catalase (CAT) a été mesurée par la méthode de (Clairborne, 1985). Une

partie aliquote de surnageants homogénat (50ul) a été gjouté a une cuvette de quartz et la
réaction a été lancé par I'gjout de H,O, fraichement préparés (19mm) dans un tampon
phosphate (50 mM, pH 7,0). Le taux de décomposition de H,O, a éé mesuré par
spectrophotométrie a 240 nm pendant 120 s. L'activité de la CAT a été exprimée en H,0O;

mmol / g de poids de tissu / min.

Poids corporel
Aprées I'administration de CCl4, le poids corporel des rats a été mesuré et comparé au

groupe témoin. Le poids corporel des rats a été mesuré dans les groupes avant et apres

I"administration de CCl, et comparé le temps de changements de poids dans chagque groupe.

Analyse statistique
Les résultats sont exprimés en moyenne + SE M et toutes les comparai sons statistiques ont

été réalisees au moyen d'un test ANOVA suivie par Tukey-Kramer comparaisons multiples
essais. La différence présentant un niveau P de 0,05 ou inférieure a été considérée comme

statistiquement significative.

Résultats et discussion :
Le DPPH est habituellement utilise comme un réactif pour évaluer I'activité antioxydante

de I’ effect scavenger des radicaux libres (Oyaizu, 1986). Le DPPH est un radica libre
stable, capable d'accepte un éectron ou une radicale d hydrogene pour devenir une
molécule diamagnétique stable (Soares et al., 1997). La capacité de réduction du radical
DPPH est déterminée par la diminution de I'absorbance & 517 nm induite par les
antioxydants. La Quercétine, larutine et I'acide gallique sont des composés utilisés comme
standards. Les extraits sont capables de réduire le radicad DPPH stable au
diphenylpicrylhydrazine de couleur jaune. I’ effect scavenger des extraits méthanoliques de
la Centaurea incana et de la Matricaria pubescens et les normes avec le radical DPPH est
dans l'ordre suivant: Centaurea incana (0,369 mg / ml)< rutine (0,361 mg / ml)<
quercétine (0,34 mg / ml)< Matricaria pubescens (0,162 mg / ml)< L'acide gallique (0,058
mg / ml). Les données expérimentales de ces espéces révelent que ces extraits ont un effet

scavenger des radicaux libres (Fig. 28).
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Dans |le dosage de B-carotene/ acide linoleique, 1a capacité antioxydante est déterminée en
mesurant I'inhibition des composés organiques et le diéne conjugué hydroperoxydes issus
de I'oxydation de I'acide linoléique (Tepe et al., 2005). Ce test a été utilisé pour simuler
I'oxydation des composants des lipides membranaires dans la présence d'antioxydants dans
la cellule (Mata et al., 2007). Les résultats obtenus a partir d extraits méthanoliques de la
Centaurea incana et de laMatricaria pubescens sont présentés au tableau 8 et Fig.29. Des
échantillons d’extraits méthanoliques de la Centaurea incana et de la Matricaria
pubescens montre l'inhibition de la peroxydation lipidique élevé 97,05% et 100,25%,
respectivement, en une concentration de 2 mg / mL, soit plus que le BHT (96,04%) dans

|les mémes concentrations.

La collecte systématique de la littérature, se rapportant a cette enquéte indiquent que les
composés phénoliques végétaux constituent ['un des principaux groupes de composés
agissant comme antioxydants primaires ou radicale libre terminateurs. Par conséquent, il
est utile pour déterminer leur teneur total dans les plantes choisies pour |'étude. Les
Flavonoides sont susceptibles d'étre des composés phénoliques naturels les plus importants,
comme |'un des groupes les plus diversifié et large des composés naturels (Agrawal, 1989).
Ces composes possedent un large éventail d'activités chimiques et biologiques, notamment

les propriétés radical es scavenger.

La teneur totale du contenu phénolique présentée dans la Centaurea incana €t la
Matricaria pubescens a été montré dans le tableau 7. Dans (1g), de la Centaurea incana et
de la Matricaria pubescens, 27.11 et 53.27 mg de phénols équivalent d acide gallique,
respectivement, a été détectée. Les composés phénoliques sont connus en tant que
puissante chaine de rupture antioxydants (Shahidi & Wanasundara, 1992). Les phénols
sont des composeés trés importants de la plante en raison de leur effef scavenger a cause de
leurs groupes hydroxyles (Hatano et al., 1989). Les composés phénoliques sont contribués
directement a une action antioxydante. sont I'une des produits secondaires les plus
largement distribués dans les plantes. La capacité de ces composés a agir comme des
antioxydants a été bien établi. Les polyphénols sont multifonctionnels en agissant comme
agents réducteurs, des antioxydants donneurs d’hydrogene et des Quenchers de I’ oxygene
singulet (Rice-Evans et al., 1996).
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La teneur totale en flavonoides présents dans la Centaurea incana et la Matricaria
pubescens a été montré dans le tableau 7. Dans (1g), de la Centaurea incana et de la
Matricaria pubescens, 11,70 et 20,00 mg de flavonoides quivalent de quercétine et 24,46
et 43,44 mg de flavonoides quivalent de rutine / poids sec de la plante, respectivement, a
été détectée.

Il ya eu un intérét considérable ces dernieres années dans les effets cytoprotecteurs et
hépatoprotecteurs des flavonoides, en particulier dans le contexte de leurs modes d'action
comme antioxydants. Les propriétés des flavonoides comme des donneurs d'éectrons
sont bien définie pour expliquer leurs propriétés antioxydantes in vitro (Bors et al. 1995;
Castelluccio et al., 1995, Rice-Evans et al., 1996). |le potentiel de réduction important des
flavonoides est déterminé Structurellement par le modéle d hydroxylation, 3 ', 4-
dihydroxy catéchol dans la structure de I'anneau -B, la planéité de la molécule et la
présence de la liaison C2-C3 insaturée en conjugaison avec la fonction 4-oxo dans le

|'anneau —C.

De nombreuses études ont décrit I'efficacité antioxydante des flavonoides dans I'inhibition
de la peroxydation lipidique (Castelluccio et al., 1995, Salah al., 1995; Hirano et al.,
2000). En outre, leur capacité a agir comme des antioxydants in vitro est baseée sur la
capacité chélateur du métal (Brown et al., 1998; Morel et al., 1998) et sur I'extinction de
I'oxygéne singulet (Tournaire et al., 1993). Toutefois, bien gque les flavonoides réagissent
rapidement avec les ROS dans les systémes chimiques in vitro, leurs réactions, in vivo,

seront tributaires de laforme qui est biodisponible pour les cellules et les tissus.

Bien que les données démontrant les effets in vitro de flavonoides comme des antioxydants
ou des modulateurs des fonctions protéiques sont considérables, peu des informations sont
connu sur le potentiel antioxydant et la bioactivité des métabolites en flavonoides in vivo.
Ceci est surprenant puisque les enquétes dans les années 1950 au début des années 1960
chez les mammiféres déja indiqué que la plupart des flavonoides sont conjugués et
métabolisé principalement dans le foie ou dégradés par la flore colique (Schoeter et al.,
2002).

En général, I’ extrait méthanoligue de la Centaurea incana et de la Matricaria pubescens a
montré une forte activité antioxydante, le radical DPPH et -carotene/linoleate par rapport

a des standards tels que la quercétine, la rutine, I'acide gallique et le BHT. L'effet
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antioxydant de la Centaurea incana et de la Matricaria pubescens est di aux composants
phénoliques. Aing, |’ effet scavenger des extraits méthanoliques de la Centaurea incana et
de la Matricaria pubescens du radical DPPH sera essentiellement lié a leurs groupes
hydroxyles phénoliques. La concentration de peroxyde d'hydrogéne dans I'eau varient
selon les composés phénoliques. Etant donné que les composés phénoliques présents dans
I'extrait sont des donneurs bien d'électrons, ils accélerent la conversion de H,O, en H,O
(Ruch et al., 1984).

En tant que des bonnes donneurs d'éectrons, elles montrent la capacité réductrice sur la
réduction de Fe** en Fe?* . Ainsi, la Centaurea incana et la Matricaria pubescens contient
une quantité notable de phénols et des flavonoides et peut jouer un réle majeur dans
I'inhibition antioxydant potentiel. Les resultats de cette éude ont indiqué que la Centaurea
incana et la Matricaria pubescens peuvent étre utilisés comme source naturelle des
antioxydants facilement accessible et en tant que possible d'utiliser dans I'industrie

pharmaceutique.

L’ effet dela Centaureaincana et la Matricaria pubescens sur la toxicité hépatique
induite par le CCL4
L'injection intrapéritonéal e unique avec le CCl, causé une hépatotoxicité grave chez le rat,

comme en témoigne I'élévation significative des activités sériques des AST et ALT apres
I'administration de CCl,. Les effets protecteurs d'un prétraitement avec Centaurea incana
et laMatricaria pubescens sur I'élévation des activités sériques de AST et ALT induite par
le CCl, sont présentées dans lafigure (32, 33). On remarque que Les activités seriques des
AST et ALT dans le groupe de CCl, sont beaucoup plus élevées que ceux du groupe
témoin. Toutefois, le prétraitement avec Centaurea incana et la Matricaria pubescens
empéche considérablement I'élévation des activités sériques des AST et ALT induite par
le traitement de CCl4. En conséquent un prétraitement avec Centaurea incana a une dose
de 500 mg / kg et la Matricaria pubescens a une dose de 800 mg/kg empéche
partiellement I'élévation des AST et ALT.

Comme indiqué dans la Fig. (40, 41, 42), la concentration de MDA, un produit final de la
péroxydation lipidique, chez les rats traités avec le CCl, a augmenté de 2,7 fois en
comparaison avec les rats témoins. Compatible avec les activités sériques des AST et
ALT, un prétraitement avec Centaurea incana et la Matricaria pubescens pendant 4

semaines chez les rats et une semaine chez les souris a permis une diminution importante
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de la concentration de MDA en comparaison avec le groupe de CCl,. En outre, a 24 h,
L'activité de la catalase
est augmentée chez les rats traités avec le CCl, par rapport au groupe témoin.
le tétrachlorure de carbone est le mieux xénobiotique caractérisé par I'induction de
I'hépatotoxicité. 1l est frequemment employé en tant que modele pour étudier |’ effet
antihepatotoxique. Il est métabolisé dans I'organisme a un radical trichlorométhyl
hautement réactif (CCls) qui attague la membrane phospholipidique stimulant la

peroxydation lipidique et lalyse cellulaire (Brent et Rumack, 1993).

L'objectif de la présente étude était d'étudier les potentiels antioxydants et les effets
hépatoprotecteurs de Centaurea incana et la Matricaria pubescens sur les dégéts des
radicaux libres sur le foie provoqués par le tétrachlorure de carbone chez les rats et les

souris.

Le foie est bien connu pour étre I'organe principal responsable du métabolisme des
médicaments et des produits chimiques toxiques, il est donc le principal organe cible pour
presgue tous les produits chimiques toxiques (Bessel et al., 2001; Larrey, 2000; Lee, 2003).
Diverses substances pharmacol ogiques ou chimiques sont connus comme cause des |1ésions
hépatiques, tels que le CCl,. I'exposition a une dose excessive a ces hépatotoxines
provogque une atteinte hépatique aigué caractérisée par une anomalie de la fonction
hépatique, et une dégénérescence, une nécrose ou une apoptose des hépatocytes (Basu,
2003; Higuchi & Gores, 2003; Kaplowitz, 2002; Nelson, 1990).

Nos résultats ont montré que I'administration de CCL 4 chez les rats et les souris provoque
des dommages hépatiques aigués, a démontré par une diminution du poids corporel et
I'élévation significative du poids relatif du foie (Ko et al., 2006; Jeon et al., 2002; Oh et al.,
2002).

L’ hépatocytes contiennent de nombreuses enzymes qui sortiront dans le sang dans le cas
ou les membranes cellulaires sont endommagées (Stacey et al., 1993). En raison de leur
concentration élevée dans le cytoplasme des hépatocytes, ALT et AST sont des indicateurs
tres sensibles des Iésions hépato-cellulaire dans le foie. Plusieurs chercheurs ont signalé
I'élévation des transaminases dans le sérum aprés administration de doses toxiques de

CCL, chez lesrats et les souris.
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Nos résultats ont montré une augmentation significative de I'activité de I'ALT et AST chez
les rats traités par le CCL,4. L'augmentation de I'activité de ces enzymes dans le plasma

suggeére un renforcement des |ésions hépatocel lulaires induit par le CCl,.

Le sérum élevé de la PAL a été classe plus sélectivement pour refléter les dommages
cholestatiques q'une atteinte parenchymateuse (Zimmerman, 1978). Elle se trouve
généralement dans I'épithélium des voies biliaires. 1| est également présent dans les
cellules intestinales et rénales. Dans la présente enquéte, les concentrations sériques de
I’ALP a été jugée non significative élévation dans le groupe induite par le CCL,4 par

rapport aux autres groupes.

La sécrétion hépatocytaire des triglycérides (TG) est rapidement inhibée par le CCl,. le
mécanisme de la sécrétion des TG implique un trafic intracellulaire et exocytose ultime de
la densité tres faible de taux de lipoprotéines, les processus qui dépendent de I'intégrité
structurale et fonctionnelle des composants du cytosquelette (Brattin et al., 1985). La
synthese hépatocytaire des protéines est aussi rapidement déprimé par le CCl, (Smuckler et
al., 1962). Dans ce cas, l'intégrité structurelle et fonctionnelle du réticulum endoplasmique
est compromise. Finalement, les lysosomes, les mitochondries et la membrane plasmique
subir deslésionsirréversibles (Brattin et al., 1985).

Dans notre étude, on a été trouvé que la secrétion hépatocytaire des TG et la synthese
protéique diminuer de maniere significative dans le groupe induite par le CCL 4 par rapport

aux autres groupes.

La peroxydation lipidique est souvent le premier paramétre quand ils les chercheurs
veulent prouver I'implication des radicaux libres dans les dommages cellulaires. C est une
importance particuliere comme une réaction en conséquence dommageable a la production
de radicaux libres (Holley & Cheeseman, 1993), en raison de sa présence dans les
membranes des cellules (Pater et al., 1992), ou le processus autocatalytique naturel est
lancé (Stacey et al., 1993), et le constat que la peroxydation lipidique hépatique et la
nécrose ont été trouvés a se produire en consegquence ultime(Maellaro et al., 1990;
Mohamed et al., 1999).

Ici, on aexaminé le degré du stress oxydatif induit par le CCL4 par la détermination de la
concentration du MDA. Les résultats on éé montré que I’administration du CCL4

provogue des dommages hépatiques aigue severe chez les rats et les souris, démontré par
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I’élévation significative du contenu du MDA. On outre, I’activité de la catalase est

augmentée par le CCL,4 chez les souris et lesrats.

Pour des stratégies thérapeutiques des |ésions hépatiques et des maladies, nous postulons
quil est important de trouver des composes antioxydants qui sont capables de bloquer les
lésions hépatiques issues par le radical trichlorométhyl générés par le CCl,. nous avons
fortement spéculé que la Centaurea incana et la Matricaria pubescens peuvent protéger

contre les maladies qui sont causées par les radicaux libres, parce qu'il a une activité de

piégeage radical.

Dans notre étude, on a remarqué que le traitement par les extraits methanoliques de la
Centaurea incana et la Matricaria pubescens a un potentiel effet protecteur contre le stress
oxydatif induit par le CCL; chez les rats et les souris, ce traduit par une diminution
remarguable au niveau du MDA, on outre, les extraits methanoliques de la Centaurea
incana et la Matricaria pubescens peuvent améliorer les dommages hépatiques aigue a
haut degré, démontré par la réduction des niveaux des transaminases sériques des AsT et
AIT.

En conclusion, notre étude a été démontrée que la Centaurea incana et la Matricaria
pubescens ont un grand effet hépatoprotecteur sur les dommages hépatiques aigues induit
par le CCL,4. Les mécanismes sous-jacents hepatoprotecteurs de I'extrait méthanolique de
la Centaurea incana et de la Matricaria pubescens étre liée a ses propriétés et les effets de
balayage radicale indicat comme un régulateur des systemes anti-oxydants, ou on peut les
utiliser dan la thérapeutique des situations cliniques, mais d'autres études devraient étre

menées a l'avenir.
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Antioxidant activity and preventive possibility of Matricaria pubescens and
Centaurea incana on hepatic toxicity

SUMMARY

The Liver is atarget organ for the many chemical products. During normal cellular
activities, various processes inside of cells produce reactive oxygen species (ROS). Some
of the most common ROS are hydrogen peroxide (H2O,), superoxide ion (02°-), and
hydroxide radical (OH"). These compounds, when present in a high enough concentration,
can damage cellular proteins and lipids or form DNA adducts. Injection of carbon
tetrachloride (CCl,) intraperitoneally into model animals induces acute liver injury
mediated by trichloromethy! radical (CCL3) as reactive metabolites in hepatocytes. In this
study, the cellular process in this type of liver injury was analyzed from the aspect of liver
function and the antioxidant activity of methabolic extracts of Centaurea incana and
Matricaria pubescens. The results that we are obtained shows that the Carbon tetrachloride
on dose 3 mi/kg is responsible of hepatotoxicity. On the contrary, their association to
methabolic extracts cancels their toxics effects on the tissues, by the decrease of serum
transaminases levels (TGO, TGP), and reinfence the antioxidants capacities of defence by
decrease the cytosolic MDA, thiswill prove the preventive effect of methabolic extracts on
the toxicity of the CCL4.

Key-words: Carbon tetrachloride, hepatotoxicity, MDA, preventive, methabolic extracts,

antioxidants, serum transaminases, intraperitoneally, hepatocytes, reactive oxygen species.



L’ activité antioxydante et |la possibilité dela prévention par |a Matricaria pubescens et la
Centaurea incana sur latoxicité hépatique

RESUME

Le foie est I’organe cible pour plusieurs produits chimiques. Pendant les activités
cellulaires normales, differes processus produits les Espéces Réactives de I’ Oxygene
(ERO) a I'intérieure de la cellule. Les ERO les plus communes sont le peroxyde
d hydrogene (H202), I’anion superoxyde (O2°-), et le radical hydroxyde (OH®). Quand,
ces composants présents en concentrations suffisantes, les protéines cellulaires et les
lipides peuvent endommager ou peut former des adduits avec I"ADN. L’injection de
tétrachlorure de carbone (CCL4) par voie intrapéritoniale sur le model animal induit les
dommages aigues du foie par I'intermédiaire de radical trichloromethyl (CCL3°) comme
métabolite actif dans I’hépatocyte. Dans cette étude, le processus cellulaire dans ce type
des malades de foie est analysé par I’ exploration de la fonction hépatique et par I’ activité
antioxydante des extraits méthanoliques de la Centaurea incana et de la Matricaria
pubescens. Les résultats que nous avons obtenus ont montré que le CCL4 a la dose de 3
mi/kg est responsable de la toxicité hépatique. Par contre, leur association aux extraits
méthanoliques annule leurs effets toxiques sur les tissues, par la diminution des
Transaminases sériques ( TGO, TGP), et renforcent les capacités de défense antioxydants
par la diminution de I"'MDA cytosolique, ceci prouve |'effet préventif des extraits

méthanoliques sur latoxicité de CCLA4.

Mots clefs: tétrachlorure de carbone, toxicité hépatique, MDA, préventif, extraits
méthanoliques, antioxidants, Transaminases sériques, intrapéritoniale, hépatocyte, Espéces

Réactives de I’ Oxygéne.






