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INTRODUCTION

Introduction

Depuis longtemps, des remedes traditionnels a base des plantes ont été employés sans
savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. Il est évident que l'effet thérapeutique est
la conséquence de leur composition aussi bien organique que minerale. Les plantes sont
depuis toujours une source essentielle de médicament. Aujourd’hui encore une majorité de la
population mondiale se soigne uniquement avec des remédes traditionnels & base des plantes.
Récemment de nombreux travaux ont montré que les plantes issues de la médecine
traditionnelles et qui ont été testées sont efficaces dans les modeles pharmacologiques et

quasiment dépourvues de toxicité.

Les composés phénoliques (flavonoides et tannins) qui sont présents chez toutes les
plantes sont largement utilisés en thérapeutique comme anti-inflammatoires, antitumoraux et
antioxydants. A partir des années quatre vingt, c'est la découverte du réle des radicaux libres

dans les processus pathologiques qui a relancé I'intérét pour ces molécules.

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une enzyme qui catalyse 1’hydroxylation de
I’hypoxanthine en xanthine et cette derniére en acide urique. La capacité du NADH d’agir
comme un substrat réduisant la XOR a été élucidé depuis longtemps (Hunt et Massey, 1994).
L’activit¢t NADH oxydase a récemment généré un intérét considérable dans le terme de son

réle postulé dans les lésions post-ischémiques par production de radicaux libres.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’effet de deux plantes médicinales
locales Galium mollugo et Clématis flammula sur I’activit¢ NADH oxydase de la xanthine
oxydoréductase. Ces plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter plusieurs
pathologies comme I’inflammation, 1’ulcére et celles qui sont dues apparemment & la XDH

tels que la goutte.
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I-La xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase(XOR) est un complexe molybdoflavoprotéine, qui catalyse
I’hydroxylation oxydative des pyrimidines, ptérines et aldéhyde (Truglio et al., 2002). La
xanthineoxydoréductase(XOR) est une enzyme impliquéedans la dégradation de
I’hypoxanthine en acide uriquequi est le produit final du catabolisme des purines chez
I’Homme.En outre, cette réaction est accompagnée de la production du superoxyde et du
peroxyde d’hydrogéne, d’ou le role attribué a la XOR dans le stress oxydatif (Parks et al.,
2005).(Figure 1).
La XOR intervient aussi sur un autre aspect en utilisant le NADH comme substrat. En effet, la
XOR catalyse la transformation du NADH en NAD" tout en produisant des radicaux libres
telque le superoxyde (Atmani et al., 2005).

La xanthine déshydrogénases a été considérée pendant longtemps comme étant une
aldéhyde oxydase, jusqu’a ce que Scardinger découvre en 1902 qu’elle était codé par un géne

différent de celui de I’aldéhyde oxydase (Enroth et al., 2000).

En effet, la XDH est un complexe métalloflavoprotéique constitué de quatre centres redox
actifs qui sont: une molybdénopteérine, deux centres fer-soufre et une flavine adénine
dinucléotide (FAD).

——
N
| —
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Figure 1 : structure moléculaire du dimere de la XDH. (Truglio et al., 2002).

Rouge : centre Fer-soufre ; Vert: domaine FAD ; Bleu : domaine Mo-pt ; Marron : domaine
de liaison du co-facteur FAD au co-facteur Mo-pt ; Jaune : domaine de liaison du centre Fe-S

au co-facteur FAD
I-1-La structure de la XOR

Toutes les XOR isolées a partir d’animaux différents en des poids moléculaire et une
composition en centre d’oxydoréduction similaire (Hille, 1996).Elles sont constituées

d’environ 1330 acides aminés et sont trées homologues (Hille et Nishino, 1995).

La XOR est un homodimeére (a2) de 300 KDa. Composés de deux sous unités identiques et
catalytiguement indépendantes, chaque sous unité contient : un centre FAD, un centre Mo-Pt
et deux centre Fe-S non identique (Nishino., 1994).La protéolyse par la trypsine de 1’'une de
ses sous unités, la clive en trois fragments qui reste fortement liés et ne sont pas dissocié que
sous des conditions de dénaturation telle que les fortes concentrations de guanidine
hydrochloride (Yamasaki et al., 1990).

Par la détermination de la séquence d’acides aminés N-terminal de chaque fragment :

-Le fragment N-terminal de 20 KDa correspond aux deux centres Fe-S, contient 8 résidus

cystéine localisés dans un environnement hydrophobe.

——
w
| —
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-Le fragment intermédiaire de 40 KDa, correspond au domaine FAD.

-Le fragment C-terminal de 85KDa, correspond au domaine Mo-Pt
I-2-Le gene de la XOR

Le géne de la XOR est trouvé chez I’Homme au niveau du chromosome 2. Il est situé
sur le locus 2p22, environ 60 Kb et il est constitué de 36 exons (partie codante) (Xu et al.,
1994).

Dans divers type de cellules les niveaux de la XOR sont régulés par différents
stimulateurs comme les cytokines (TNF, INF gamma, IL-6 et IL-1) (Page et al., 2000), et

certaines hormones comme les glucocorticoides et la prolactine (Kurosaki et al., 1995).

I-3-Conversion de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase

La XOR existe sous deux formes: type D et type O. La forme dominante de la XOR
quise trouve in-vivo est le type D (Della Corte et al., 1969; Stirpe et Della Corte, 1969; Waud
et Rajagopalan, 1976a). Chacune des deux formes préfere un accepteur d'électrons différent
de celui de l'autre forme. Le type D préfere la réduction du NAD+ et le type O préfere
laréduction de 1'O, (Harrison, 2002).(Figure 2).

20 KD¢ 40
20 40 KDa
y KDa [ KDa {
7
\_/ \_/
Fe/ FA Fe/
S D s FA
D
S S
H
L J\ ) Protéase ou _
— oxydation
L/
Mo S deS SH Mo S
-P H P
85 85
c KDa KDa
XDH X0

Figure 2 : Model structural de la conversion de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase
(Nishino, 1994).
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La conversion de la XDH en XO se fait via différentes voies; la premiere est di a u
traitement de la XDH par les protéases, comme la trypsine, la chymotrypsine ou
laponcréatine, elle est donc irréversiblement transformée en XO (Della Corte et al., 1969;
Stirpe
et Della Corte, 1969; Nishino et Tamura, 1991). Ces enzymes provoquent unemodification
dans le groupe d'acides aminés (Phe 549, Arg 335, Trp 336, Arg 427) et doncl'interaction
entre Phe 549 et Trp 336 est rompue, ce qui change la structure du site actif FADet celui-ci
devient inaccessible au NAD+. Ce changement structurale forme un canal facilitantle
rapprochement de 1'O; au site FAD (Kuwabara et al., 2003).

La deuxiéme conversion de la XDH est réversible, elle est di a l'oxydation
desgroupements thiols de la Cys 535 et la Cys 992 (Nishino and Nishino, 1997) dans des
conditions d'incubation a 37 °C (Della Corte et Stirpe, 1972), exposition aux
agentssulphydryls (Waud et Rajagopalan, 1976b) et I'exposition aux conditions
anaérobiques(Della Corte et al., 1969). Quelques composés, tel s que l'oxygéne, le 4,4-
dithiodipyridine et le phydroxymercuribenzoate, provoquent I'oxydation de 14 groupements
sulphydryls libres (SH) dans le type D de I'enzyme XOR en formant des ponts disulfures
(Waud et Rajagopalan, 1976a). Ce changement de conformation du site catalytique de
I'enzyme type D le rend de type O. Ensuite les ponts disulfures sont réduits par des composés
réducteurs des groupements sulphydryls tel que le dithiothreitol (DTT) (Parks et al., 1988).

I-4-Localisation et distribution de la XOR

Elle se fait au moyen de plusieurs méthodes: biochimiques, enzymatiques,
histochimiques et immunohistochimiques ; il a été démontré que la XOR est largement
distribuées entre différentes especes allant de bactéries aux plantes a 1’étre humain (Parks et
al.,1986). La localisation cellulaire chez certaines especes est résumée dans le tableau

suivant :

——
o1
| —
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Tableau | : Localisation de I’activité de la XOR dans les différents tissus de certaines especes
(Moriwaki et al., 1999).

Espéces Localisation cellulaire

Homme | Cerveau, thymus, foie, glandes mammaires, placenta, pancréas, cceur, vessie,

rate, ovaire, prostate, muscle squelettique, cesophage, estomac et jéjunum.

Rat Foie, peau, utérus, cesophage, estomac, rate, intestin, duodénum, reins et

muscle squelettique.

Bovin | Cceur, foie, muscle squelettique, glande mammaires et poumon.

Cheval | Muscle.

Sourie | Intestin et foie.

poulet | Foie, pancréas et intestin gréle.

I-5-Rdles de la XOR
I-5-1-Réle physiologique

Enzyme clé du catabolisme des purines, elle catalyse ainsi les deux derniére réaction

(figure 3) en convertissant I’hypo xanthine en acide urique via la xanthine (Enroth et al.,
2000).

L’oxydation de la xanthine se fait au niveau du centre molybdopterine (Mo-Pt) et les
électrons introduits sont rapidement distribués aux autres centres par transfert d’électrons
intramoléculaire (Kooij et al., 1994). Pendant ce temps, le substrat naturel NAD oxydant est
réduit a travers le FAD.(Figure3)

Le rble de la XDH est connues, le catabolisme des purines, ses autres fonctions restent
obscures et font I’objet de nombreuses hypotheses. L’une des implications de la XDH serait la
lutte bactéricide favorisee par la production des radicaux superoxydes (Bgork et al., 1979). En

effet, la localisation de 1I’enzyme autour des bactéries laisserait penser qu’elle participerait
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dans la protection antibactérienne en coopération avec les cellules immunitaires dont elle
induirait la prolifération et la différentiation. (Kawakami et al., 1997).En aérobiose, la XDH
utilise la nicotamide adénine dinucléotide (NAD) comme accepteur d’électron, et non une
molécule d’oxygene, évitant ainsi la formation d’oxygene superoxyde. En anaérobiose, la
XDH est convertie en XO (Nielssen et al., 1996). La transformation de la XDH en XO se fait
soit par un mécanisme réversible d’oxydation, soit par un mécanisme irréversible de
protéolyse.

La production d’urate, qui est un puissant antioxydant, proférerait de ce fait ce role a
la XDH (Peden et al., 1990).L’enzyme jouerait aussi un rdle important dans 1’absorption du
fer dans I’intestin gréle et sa mobilisation dans le foie (Pasquier et al., 1992).La distribution
de la XDH dans les tissus constitue la bases sur laquelle les suggestions de ses roles possibles
sont émissent. Sa localisation est limitée chez I’homme au foie et I’intestin sauf cas
pathologique, mais s’étend chez 1’animal a d’autres organes comme le pancréas, rein, rate,

ovaires, testicules, poumon...etc. (Rythkonen et al., 1994).

Hypoxanthine Xanthine

Xanthine Urate

0, H,0,

NAD* )
NADH

0,

NADH B
NAD'

Figure3: Schéma de I’oxydation de la xanthine et I’hypoxanthine au niveau du site Mo, et du NADH
au niveau du site FAD. Et la réduction du NAD+ ou de 1’0, au niveau du site FAD (Harrison, 2002).
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La XOR catalyse aussi la réduction du nitrate avec une production de 1’acide nitrique

(NO) et ce sous des conditions d’anaérobie (Millar et al., 1998).
I-5-2-Rdles pathologique

En plus du role bénéfique dans le catabolisme des purines, la XO est supposée étre
impliqué dans de nombreuses pathologies telle que : la goutte, 1’athérosclérose,le cancer, le
vieillissement, 1’inflammation (Cos et al., 1998.,Chiang et al.,1994) I’arthrite, la xanthinurie
(Ichida et al.,1997), I’ischémie réperfusion, le rhumatisme, 1’Alzheimer et la parkinson
(Squadrito et al.,2000.,Hooper et al.,2008,Granger et al.,1981) et également dans 1’induction
de la prolifération et la différentiation cellulaire (Kooij et al.,1992).

Il a été établi que la XDH est impliquée dans différents états pathologiques comme la goutte,
elle est la source biologique des radicaux libres. En outre, I’intérét de la XO a augmenté a la
derniere décade a cause du role important de cette enzyme dans les 1ésions de tissus [1’intestin
(Granger et al., 1981), le foie (Harisson et al., 2002), le cceur (Heahse et al., 1985), le muscle

(Rythkonen et al.,1994) durant la réperfusion apres une ischémie.

La déficience de I’activité de la XDH due a une mutation du gene de la XDH est associée a la
xanthinurie qui est une maladie autosomale récessive bénigne (Ichida et al., 1997; Yamamoto
et al., 2001). Cette déficience est caractérisé par un syndrome lié a la disposition des caillots

de la xanthine dans I’appareil urinaire (Kusick., 1993 dans ; Rytkonen et al., 1994).

I-5-2-1-Génération des radicaux libres par la xanthine oxydoréductase

La XOR est également une source importante de radicaux libres (superoxyde) ; elle
produit I’O7; et le H,0,. Ces deux espéces oxygenées peuvent étre par la suite des précurseurs
des autres espéces réactives de 1’oxygene (ERO) ou d’azote (ERN) qui sont impliquées dans
les grands dommages cellulaires. Ces especes réactives peuvent induire un changement
structural des molécules biologiques ; les lipides, les protéines et I’ADN. La XOR joue un
réle important dans différentes formes de pathologies humaines telles que les maladies
inflammatoires, les lésions post-ischémiques, les dommages tissulaires et vasculaires et les
maladies cardiaques chroniques (Pacher et al., 2006).

Le systéme enzymatique xanthine / xanthine oxydase intervient aussi dans la production

du superoxyde au cours de I’oxydation de la xanthine en acide urique. La production

——
0o
| —



CHAPITE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

d’especes réactives de 1’oxygene par la xanthine oxydase est faible en condition basale, mais
jouerai un réle important lors de 1’ischémie-réperfusion (Ling, 2001).

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de I’hypoxanthine en acide urique en condition
de forte demande en ATP et déficit en oxygene, notamment lors d’ischémie-réperfusion
oud’hypoxie. Pendant cette réaction, 1’oxygéne moléculaire agit comme un accepteur

d’¢électron produisant ainsi 1’0, (Garait, 2006).

I-5-2-2-La goutte

C’est uneaffection trés douloureuse, provoquée par un trouble du métabolisme de
I’acide urique entrainant I’augmentation de son taux dans le sang (hyperuricémie).La goutte
touche ’Homme vers 40 ans. L’hérédité, les habitudes alimentaires jouent un rdle important
puisque 50 % des goutteux présentent un exces de poids. Néanmoins, certains cas elles sont

secondaires a une intoxication par le plomb (saturnisme) ou a une hémopathie maligne.

La goutte se manifeste, d’une part, par des accés aigus inflammatoires touchant les
articulations, d’autre part par des affections chroniques dues a la surcharge dans les tissus de

dépéts uratiques. (Philippe et al., 1989).
I-5-2-3-R0le de la XOR dans I’ischémie / réperfusion

Granger et ses collaborateurs (1981), ont lancé leur hypothese qui dit que les ERO
produits par la XOR provoquent les Iésions ischémiques di au catabolisme de I'ATP pendant
I'hypoxie, ce qui conduit a I’augmentation de concentration de I’hypoxanthine (Figure 4).
Lorsque la concentration intracellulaire de L'ATP est diminue, il se produit undéséquilibre
dans le gradient ionique de part et d'autre de la membrane plasmique conduisantainsi a I'entré
de Ca*a l’intérieur de la cellule. L’augmentation de la concentrationcytoplasmique en Ca2+
provoque l'activation des protéases Ca>dépendantes (Granger et al.,1981; Mc Cord, 1985) qui
catalysent la conversion irréversible de la XDH, prédominante invivo, en XO (Figure 4)
(Della Corte et Stirpe, 1968; Granger et al, 1981; Kooij et al., 1992).

Dans la réperfusion, la Xanthine oxydase oxyde I'nypoxanthine accumulé en xanthine,
et la xanthine en acide urique, et réduit 'O, en Oy- et H,O, (Figure 4) (Hille and Massey,
1981a). L'interaction entre ces deux espéces par la réaction de Haber—Weiss produit le radical

hydroxyle, provoquant ainsi des Iésions tissulaires (Huang et al., 2001).

——
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Figure 4: Mécanisme de génération des ERO par la XOR dans les tissus lors du processus

d’ischémie / réperfusion (Granger et al., 1981).
I-6-Inhibiteurs de la xanthine oxydoréductase
I-6-1-Inhibiteurs synthétiques
1-6-1-1-L’allopurinol

L’allopurinol est un analogue de I’hypoxanthine, dans lequel les atomes N et C en
position 7 et 8 sont interchangés (Iwata et al., 1998), considéré comme inhibiteur compétitif
de la xanthine oxydase (Chang et al., 1994).( Figure 5 : B)

1-6-1-2-Salicylate

Le salicylate est un inhibiteur compétitif de la XO, et interagit avec plusieurs acides aminés
du site actif (Arg 880, Phe 914, Thr 1010 et Glu 1261) ( Danny et al., 2002).

——
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Figure 5: A: Structures des substrats puriniques de la XOR. B: Structures des inhibiteurs de
la XOR analogues de substrats (Truglio et al., 2002).

1-6-2-Inhibiteurs naturels de la XOR
1-6-2-1-L’acide urique

L’acide urique est un inhibiteur compétitif de la XOR grace a son analogie au substrat.

Il favorise la réoxydation de la XOR (Radi et al., 1992).

1-6-2-2-Les composés phénoliques

Acide Gallique, et I’acide ellagique (Rebereau, 1992).

Flavonoides : les Flavonols (le kaempferols, la la quarcétine). (Aucomp et al., 1997).
Coumarines : Esculetine. (chang et al., 1994).

Quinones : L’alizarine (Sheu et al., 1997).

——
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I-7-Les composés phénoliques
I-7-1-Définition

Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées, utiliser en phytothérapie
(Hennebelle et al., 2004). Ce sont des métabolites secondaires qui se trouvent dans toutes les
plantes et dont les vertus thérapeutiques de ces dernieres sont attribuées (Balasundram et al.,
2006). Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés chez les végétaux.
Bien qu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles libre ou engagées dans une autre

fonction chimique (ester, osidique).

Leurs poids moléculaires varient de 500 a 3000 Dalton (Macheix et al., 2005). Les
différentes propriétés, notamment antioxydantes des plantes médicinales sont essentiellement
dues a leurs composés phénoliques. Ils sont étudiés dans le but de trouver de nouvelles
structures modeéles pour le développement de médicaments thérapeutiques ou protecteurs
(Bossokpi, 2003).

I-7-2-Biosynthése

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux voies de biosynthéses : la voie la
plus courante est la vois shikimate (I’acide shikimique). La premiére réaction est la
condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec 1’érythrose-4-phosphate pour former un
composé en ¢z, qui conduit aux acides aminés aromatiques et a leurs trés nombreux dérivés

(acide benzoique, acétophénones, lignines et lignanes, coumarines...etc.) (Bruneton,1999).

L’autre voie commence de ’acétate et conduit a des poly [-cétoesters (polyacétates)
qui engendrent, par cyclisation de différentes formes de composés phénoliques
(Bruneton,1999).

Les différences structurales des composes phénoliques due a cette double origines
(figure de la voie de synthése des composee phénoliques) est encore accrue par la possibilité,
tres fréquente, d’une participation simultanée du shikimate et de 1’acétate a I’¢laboration de

composés d’origines mixtes des deux voie (Bruneton, 1999).

12
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I-7-3-Classification

Selon leur structure de base, les composés phénoliques peuvent étre groupés en différentes
classes, les plus importantes sont :les phénols simples, les flavonoides et les tanins (Bennick,
2002).

I-7-4-Les phénols simples

Ce sont les formes phénoliques les plus simples qui présentent des structures chimiques allant
du simples phénol en cg aux acides hydroxycinnamiques (C6-C3) et a des molécules proches
(Macheix et al.,2005).

Les dérivés hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la structure de
base C6-C3 dérive de I’acide cinnamique, I’ensemble de ce groupe est souvent rapporté sous
la dénomination commune de phénylpropanoide. Ils sont les plus abondants des composés
phénoliques simple, et leur présence dans le régne végétal est, généralement a 1’état d’ester

avec d’autres molécules organiques tels que les glucides (Macheix et al., 2005).

Les coumarines sont des composés qui dérivent aussi des acides hydroxycinnamiques
par cyclisation interne de leur chaine latérale. Ils sont les moins répondus des deux premiers
et leur répartition dans la nature est assez limitée. Le composé le plus fréquent est
I’ombelliférone ( Bruneton,1999).

I1-8-Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 8 000 composés naturels, qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent les pigments responsables des

colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

IIs sont formés a partir de la phénylalanine et de, la tyrosine. La structure de base du
flavonoide est le noyau flavan, qui est composé de 15 atomes de carbone arrangé dans trois
noyaux (C6-C3-C6) (figure), qui se présentent par A, B, et C (Pietta, 2000).

A 1’état naturel, on trouve tres souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou

plusieurs de leurs fonctions sont alors glycosylés (Havsteen,2002).

La structure de I’hétérocycle central<<C >> et son degré d’oxydation, ainsi que les

positions des groupements hydroxyles sur les noyaux <<A>> et <<B>>, permettent de

13
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distinguer les différentes classes de flavonoides (Pietta, 2000 ;Macheix et al., 2005). On

distingue :

Flavonols, flavones, flavan-3-ols, isoflavines, flavanones, chalcones et les aurones.

TABLEAUII : Les flavonoides et les dérivés des polyphénols. (Hooper et al., 2008).

Les principaux | Structure Membres de la|Les sources
classes des famille alimentaires
flavonoides

Flavanones o ,Q Naringénine, agrumes, tomates

\’I‘['j hesperetine,
eriodictyole

Flavonols Y_Q Quercetine, Oignons,

CI;L'" myricetine, pommes,brocoli,
isorhamnetine, canneberges,
kaempferole, baies,raisins, le
pachypodole, persil,
rhamnazine épinards

Flavones = o £ Apigenine, Céleri, la laitue, le

O _ :

1 nobiletine, persil,
tangeritine, luteoline | agrumes, betteraves,
cloche
poivrons, les
épinards,
Choux de Bruxelles,
le thym
Flavan-3-ols Catechine, Thé, le vin rouge, le

epigallocatechine
gallate, epicatechine,

epicatechine gallate

cacao,
raisins, prunes, fruits,

légumineuses

Anthocyanidines Iy 0 Cyanidine, Vin rouge,
| @ -
AR delphinidine, canneberges,
[ 14
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peonidine, malvidine, | prunes,
pelargonidine les oignons, les

pommes de terre

rouges
Isoflavones S 8 Daidzeine, Les produits de soja,
T S
| ) . . N
(iso flavonoides) CY genisteine, tréfle rouge

glyciteine

1-9-Les tanins

Les tanins sont des composeés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000. Classiqguement on distingue deux groupes de tannins : les tannins
hydrosolubles comme 1’acide gallique et les tannins condensés comme la catéchine, qui
différent par leur structure et leur origine biogénétique. lls sont d'une extréme diversité dont
les propriétés tannantes sont basées sur le fait qu'ils précipitent de leurs solutions aqueuses
certaines protéines de la peau, en particulier la gélatine. Leurs solutions aqueuses ont un
caractére acide (Cuirs et peaux, 1947).La durabilité tient avant tout a la présence dans le bois
de matieres antiseptiques, soit naturelles telles que les tanins (chataignier, chéne), les résines
(pin maritime, cédre), les oléorésines (essences coloniales); soit artificielles telles que les sels
antiseptiques (Salunkhe et al.,199).

15
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JH. Low et al. / Industrial Crops and Products 69 (2015) 456-461

OH OH
OH OH
HO 0 O HO 0 O
‘ OH ‘ OH
OH
A.) Catechin, [M+Na]"=313.25 Da B.) Fisetinidin, [M+Na]*=297.25 Da
OH

OH HO
OH
o g
SO
OH
OH

C.) Gallocatechin, [M+Na]™= 329.25 Da  D.) Gallocatechin-3-O-gallate, [M+Na] = 481.35 Da

HO OH
OH

Figure6: la structure des monomeéres des tanins.(Low et al., 2015).
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I1-1- Matériels et méthodes
11-1-1-Matériels végétales
Clématis flammula

Description botanique

Tige sarmenteuse, grimpante, grete, presque glabre, feuilles bipennées, a 3-7 folioles

assez petites, ovales ou lancéolées, entieres ou rarement trilobées, a saveur brulante.

Fleurs blanches, en pénicule lache. La plante se trouve en générale dans des régions
méditerranéennes, Jusque dans la Drome et I’Aveyron. Sa floraison est entre le mois de Juin
et Aout.

Classification Phylogénétique
Regne : Plantae
Embranchement :Spermatophyta (Angiospremae)
Classe : Dicotyledones
Ordre : Ranales
Famille : Ranunculaceae
Genre : Clématis
Espéce : Clématis flammula
APPELATIONS INTERNATIONALES :
Nom Francais : Clématite flamme

English Name : Virgin’s-bower
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Figure 7 : Photographie des feuilles de la clématite
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Utilisation en phytothérapie

Les parties aériennes de diverses especes de Clématis sont en particulier
employées en Europe et I'Asie orientale comme diurétiques, anti malariques,
I'antidote dans des morsures de serpent, anti dysenterie, et dans le traitement de la
blennorragie, des maladies d'os, des désordres chroniques de la peau, de la goutte
et la douleur rhumatismale, de la fiévre, des infections d'eceil, des symptomes
varicosité (Gruenwald et al., 2000b). Dans la médecine folklorique, elle est
employé pour traiter des cloques, et comme cataplasme pour les blessures, et les
ulcéres (Gruenwald et al., 2000b). Les espéces de Clématis sont employées

couramment par le peuple chinois dans le traitement du rhumatisme.

En Chine, il existe quelques 155 espéces de plantes appartenant au genre Clématis,
parmi lesquelles 70 sont largement utilisées en médecine chinoise traditionnelle (Jiang et al.,
2006). En effet, Clématis chinensi, Clématis mandshurica et Clématis hexapetalla sont
communément utilisées comme analgésique, antibactérien, antidiurétique et anticancéreux. La
pharmacopée chinoise indique que les populations préparent les clématites en infusion des
tiges et des feuilles fraiches ou séchées dans 1’eau bouillante. Cette solution est ingérée aprés

refroidissement pour servir de reméde anti-inflammatoire et anticancéreux (Song et al, 2010).

Clématis flammula appelée Clématite odorante ou flammette est utilisée pour le
traitement des rhumatismes articulaires, des blessures superficielles et les brdlures, mais
lorsqu’elle est utilisée en doses excessives ou pendant une longue durée, elle provoque des
1ésions d’ou elle tient son nom de « Clématite brulante » (Marc et al., 2008). Plusieurs études
ont rapporté que les espéces appartenant au genre Clématis sont tres utilisées dans le
traitement de maladies inflammatoires, dans les affections respiratoires et le cancer. Revue
bibliographique 42 Dina Atmani-Kilani UAMB, 2011
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Galium mollugo

La plante sélectionnée pour cette étude est Galium mollugo (Figure N° a), il s’agit
d’une plante médicinale algérienne, retrouvée dans la région de Jijel et communément appelée
caille-lait blanc ou fouaoua. La partie de la plante utilisée pour cette étude est la sommité
fleurie (Figure N° b).

Classification :

Regne : Planta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Rubiales

Famille : Rubiaceae

Genre : Galium

Espéce : Galium mollugo

Nom commun : Gaille-lait, Caille-lait blanc, Gaillet mollugine, Mollugine
Nom vernaculaire Arabe : Mokhatiralhalib

Nom targui ou berbére : Fouaoua
Description botanique

Plante vivace et rampante de 20-80 cm a feuilles étroites d’un vert foncé en verticilles
et a minuscules fleures blanches disposées en touffes (80 cm de haut). La tige anguleuses et
plusieurs petites feuilles disposées en verticilles autour de cette tige. Elles sont cing fois plus

longue que large, les fruits sont assez gros, glabres (Rohfritsch., 1967).

Nt
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Habitat

Espéce euro-asiatique, commune dans toute 1’Algérie septentrionale, se rencontrant
dans les lisieres, les haies, les broussailles, chemins, prairies et pentes jusqu'a 2100 métre.
Aime les sols secs a mi- secs, alcalins et riches (Baba Aissa, 2000).

Elle est répondu en Europe et en Amérique du Nord, le gratteron pousse dans de
nombreuses autres régions tempérées, notamment en Australie, on la cueille a la fin du

printemps, juste avant la floraison (Rohfritsch,1967).
Principe actif

Parmi les principes actifs de la plante on a 1’Acides poly phénolique, les tanins, les
glucosides, 1’Acides oxalique, les alcaloides, les flavonoides, I’aspéruloside (Baba Aissa,
2000; Said et al., 2002).

Effets et usages médicinaux

Plante autrefois utilisée pour cailler le lait et comme teinture par 1’extraction d’un
colorant naturel rouge de ses racines (Lonchamp, 2000). Dans la médecine traditionnelle, la
plante est indiquée contre I'obésité (tisane) et I’épilepsie (Cazin, 1868 ; Cheref, 1999).

Diurétique efficace, le gaillet blanc est souvent prescrit en cas d’affection cutanée
comme la séborrhée, I’eczéma et le psoriasis, mais aussi contre les cedémes des glandes
lymphatiques. Sudorifique et antalgique et est utiliser pour soigner les calculs rénaux et
d’autres troubles urinaires. Autrefois, on la disait méme efficace contre le cancer. En
homéopathie, contre les gonflements des glandes et les enflures (John et Ogle, 1862). La

plante est antispasmodique, contre 1’épilepsie et I’hystérie (Perroti et al, 1999).
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Figure 8 : Galium mollugo(a) et ses sommités fleuris (b)

Composition chimique

La plante est riche en Iridoides (notamment de 1’aspéruloside, légerment laxatif),

anthraquinones (uniquement dans la racine), acides poly phénoliques, tanins et flavonoides.

Parmi les poly phénols et flavonoides, on trouve I’acide chlorogénique, acide caféique, acide
ferulique, acide coumarique, Rutine, acide Rosmarinique, Luteoline et quercetole (Danila et
al., 2011).
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Matériel

*Micro pipete

*Bain marie

*Vortex

*Plaque agitatrice
*Balance électronique de marque RADWAG.
*Colonne Séphadex Gys
*Spectrophotomeétre
*PH metre de marque
*Cuve en quartz
*Barreau magnétique
Réactifs :

*NADH

*KoHPO,

*DDT

*DMSO
*Polyéthylene glycol
*Hcl

* EDTA

*Eau distillée

*XDH

*Ethanol

Nt
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11-2-Méthodes :

11-2-1- Préparation de matériel végétale :

11-2-2-Récolte

Les échantillons de sommités fleuries de galium mollugo ont été récoltés au niveau de
la région d’ Azru n Bechar a Amizour wilaya de Bejaia entre Juin-Juillet 2014 et les feuilles de

Clématis flammula a Jijel juin 2014
11-2-3-Séchage

Les feuilles de Clématis flammula et les sommités fleuris de Gallium mollugo ont été

séchées a I’air libre et a température ambiante.
11-2-2-4-Broyage

Le broyage des feuilles et des fleurs a été réalisé avec un Broyeur électrique, pour

obtenir une poudre fine.
11-2-2-5-Tamisage

La poudre obtenue a été tamisée dans un premier tamiseur de 125 um de diamétre puis

par un deuxiéme tamiseur de 63 um de diamétre afin d’obtenir une poudre tres fine.

I1-3-1-Préparation de la forme déshydrogénase de la xanthine oxydoréductase
La XOR a été incubée avec le dithiothreitol (DTT) (10mM), pendant 2H & 37°C avant

chaque expérience, puis passee a travers une colonne de sephadex G-25.
11-3-2- Préparation des solutions tests

10mg d’extrait brut dissous dans 1 ml de DMSO. Les extraits ont été préparés de la

méme fagon pour les deux plantes.

Nt
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11-3-3-Préparation de la solution tampon
Tampon phosphate (20 mM, pH : 7).
11-3-4-Préparation de la solution de substrat (NADH)
NADH a été dissous dans un volume de la solution tampon phosphate.
11-3-5- Etude de ’activité inhibitrice de la XOR par les extraits

L’activité de la XOR est mesurée par spectrophotométrie par la détermination de
I’absorbance a 340nm , L’effet inhibiteur sur ’activité XDH est déterminé par la diminution

de I’absorbance comparée au contrdle.

L’activité inhibitrice (%) de la XOR est déterminée par la mesure de la diminution de

I’absorbance a 340nm:
% d’inhibition = (1 — AA test / AA controdle), ou :

AA contréle : est le changement d’absorbance par seconde pour le test contrdle (sans

Inhibiteur)

AA test: est le changement d’absorbance par seconde pour I’échantillon test (avec

Inhibiteur).

11-4-Etude statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne + SD, analysés par le logiciel Graph Pad
Prism 5.3. L’analyse des variations a été effectuée par le test one-way ANOVA, P< 0.05 a été

considéré comme statistiquement significatif.

Nt
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I1-5-Résultats et discussion

I1-5-1-Testes d’activité anti-NADH oxydase des extraits de Clématis flammula

Depuis plusieurs années, de nombreuses études cinétiques ont essay¢ d’élucider le mécanisme
réactionnel et d’inhibition de la XOR car cette enzyme est la cible de plusieurs médicaments
(Silva et al, 1999).

Cette étude est réalisée sur cinq extraits de Clématis flammula sur I’activité anti NADH

oxydase. Les résultats obtenus sont présentes dans la figure 9.

100 -
rm:r
80 - 2 _
Ethanolique
;@ 5 - B Acetate d'éthyle
= E3 Agueux acétate d'ethyle
% Z Chloroforme
£ 401 —_— ] &N Aqueux chloroforme
B Rutine
20 -
0 - ?

Extraits (ug/ml)

Figure 9: Pourcentage d’inhibition de I’activitt NADH oxydase par les extraits des feuilles de
Clématis flammula.

D’aprés la figure 9, on remarque que tous les extrais exhibent une activité inhibitrices de
NADH oxydase dont I’activité la plus élevée est celle enregistré par ’extrait de la phase
organique d’acétate d’éthyle avec 94.22+4.0% a une concentration de 100ug/ml, qui est
Iégérement supérieure a celle exhiber par la molécule de référence la rutine ( 89,93 +
0,96%), suivi par I’extrait chloroforme (82.37 + 0.28%) et I’extraits ethanolique (64.60 *
4.08%). quand au extraits aqueux ils ont exhibé une activité significativement (p <0.001)
faible en comparaison a la rutine avec des pourcentage d’inhibition de 23.3 % 1.91% pour I’

aqueux d’acétate d’éthyle et 28.65 + 1.46% pour I’aqueux du chloroforme. Ceci peut étre

expliqué par la solubilité totale du composé inhibiteur dans les phases organiques.

A
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On observe que les meilleures inhibitions sont exhibées par les extraits organiques. Ceci peut
étre expliqué par la solubilité des composeés inhibiteurs tels que les polyphénols (flavonoides,
tanins et acides phénoliques) dans les phases organiques. Ce résultat est peut étre en accord
avec 1’étude de atmani et al., 2011, qui a montré la richesse des fractions organiques en
composés phénolique par rapport au fraction aqueuse (Tableau I11). On peut alors suggérer
que cette activité est due a la richesse de Clématis flammula en phénols et il existe une

corrélation entre la teneur en phénols et le pourcentage d’inhibition.

Tableaux 111 : corrélation entre le pourcentage d’inhibition et la teneur en phénols. (Atmani et al.,
2011).
Extrait % d’inhibition Teneur en Phénols
mg eq catéchine/g d’extrait.
Ethanolique 64.6%+4.08 80.14+20
Acétate d’éthyle 94.22%=4.01 23216
Aqueux acétate d’éthyle 23.32%+1.91 50.8+2.5
Chloroforme 82.37%+0.28 210.36+13
Aqueux chloroforme 28.65%+1.46 64+2.5

11-5-2-Testes d’activité anti-NADH oxydase des extraits de Galium mollugo

Une étude cinétique sur La disparition de NADH a 340 nm est réalisee aussi sur les extraits

aqueux des sommités fleuries de Galium mollugo (figure 10).
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100+
B3 Aqueux acétate d'ethyle

&N Agueux chloroforme
E= Aqueux hexane
Rutine

OO

*kk

*k%

AN NN NN N
N
N
>

Extraits (ug/ml)

Figure 10: Pourcentage d’inhibition de I’activité NADH oxydase par les extraits des sommités

fleuries de Galium mollugo.

D’apres les résultats obtenue dans la figure 10, on remarque une activité trés élevé par
I’extrait aqueux chloroforme avec 88.72 + 0,8% qui est presque la méme exhibé par la
molécule de référence la rutine (89,93 + 0,96%), suivie par I’extrait hexane avec 70.93 *
1.01% et une faible activité a été exhibé par I’extrait aqueux d’acétate d’éthyle avec 26.25% +
3.52, ils ont exhibé une activité significativement (p <0.001) faible en comparaison a la
rutine. On peut suggérer que la solubilité des composés phénoliques de cette plante est
dépendante du type de solvant utilisé pour I’extraction des composés phénoliques. En
comparaison avec une autre étude réalisée par Berboucha et al., 2010 ; Debbache et al., 2014

sur la XO a montré que I’extrait aqueux chloroforme exhibe une bonne activité.

Mersereau et Ditommaso , 2002 ont révélé la présence de flavonoides, coumarines et
acides phénoliques dans les extraits de Galium mollugo. D’apres Tamas et ces collaborateurs
en 2006, cette plante posséde deux flavonoides hétérosides. Une autre étude menée par Milic
et ses collaborateurs en 2012 a montré que les extraits de Galium mollugo ont une teneur
élevée en composés phénoliques et en flavonoides. Ces composés se concentrent au niveau
des phases aqueuses. Ainsi on peut suggérer que I’activité anti NADH-oxydase de ces extraits

est due a la présence des flavonoides et acides phénoliques.
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En 1994, Hanasaki et ces collaborateurs, ont montré que les flavonoides dont la rutine
fait partie agissent sur I’activité de la xanthine oxydoréductase en inhibant a la fois la
production de I’acide urique et celle du radical superoxyde. En 1998, Cos et coll. ont
confirmé ce résultat, et ils ont établi une relation entre la structure chimique de ces composés
et leur pouvoir inhibiteur.

11-5-3-L’inhibition de NADH oxydase en fonction des concentrations

Nous avons étudié I’inhibition de I’extraits ethanolique et I’extraits acétate d’éthyle de
Clématis flammula et I’extrait aqueux de chloroforme de Galium mollugo, ainsi que la rutine a

différentes concentrations d’extrait (25, 50, 75, 125). (figurell).
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Figure 11 : Pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de I’activité anti NADH oxydase
de la xanthine oxydoréductase par les extraits de Clématis flammula et Galium mollugo.

La figure 11 montre que I’inhibition de I’activitt NADH oxydase de la xanthine
oxydoréductase est dépondente de la concentration, dont les extraits aqueux chloroforme de
Galium mollugo, acétate d’éthyle et ethanolique de feuilles de Clématis flammula ainsi que la
rutine exhibent une bonne activité inhibitrice de NADH oxydase exprimant des valeurs ICsg

de I’ordre de 57.08, 50.56, 65.33, 40.20, respectivement.

29

——
| —



CHAPIIRE 11 RESULTATS ET DISCUSSION

Cette inhibition est remarqué méme a faible concentration 10ug/ml avec 30.80% = 0.89
33.40% + 0.97 ; 31.13% + 1.88 et 25.88%=2.

Apres comparaison entres les résultats obtenue pour les extraits des deux plantes, on
observe que I’extraits acétate d’éthyle de Clématis flammula exhibe une meilleur activiteé.

11-5-4-Détermination du type d’inhibition

La cinétique de I’enzyme en présence des I’extrait de Galium mollugo et Clématis
flammula a été étudiée en utilisant les parcelles doubles réciprogues de Lineweaver-Burk
(figure : 15).

Le type d’inhibition a ét¢ déterminé en testant ’extrait de Clématis flammula et Galium
mollugo en présence de différentes concentrations de NADH oxydase (25, 50, 75, 100, 125
pMM). (Figure 15)

¢ avecextrait

L2 M sans extrait

0,8 - R?=0,949

_0!4 -

-0,8 -

-1,2

Figure 15 : Représentation de lineweaver et burk de I’inhibition de I’activité anti NADH oxydase par

I’extrait aqueux chloroforme de Galium mollugo.
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Une inhibition de type mixte a été enregistrée par l’extrait aqueux chloroforme,
caractérisé par la liaison a la fois avec I'enzyme libre et avec I'enzyme liée au substrat, avec
des affinités différentes: K;# K;. On distingue deux types d'inhibitions mixtes :
I'inhibition compétitive - non compétitive (K; > K;) et [l'inhibition non compétitive -
incompetitive (K < Kj). Dans notre cas on peut suggérer que c’est I’inhibition compétitive -
non compétitive car selon Lin et son équipe (2002), les flavonoides tels que la quercetine,
myricetine et apigenine, présentent des modes d’inhibitions de type compétitif, donc nos
résultats peut étre due a la présence de I’une de ces molécules, ce qui est en accord avec une
étude mené par Milic et ses collaborateurs (2013) qui a montre la richesse du Galium mollugo

en cette classe de composés notamment la rutine.

D’aprés la figure 15, en peut suggérer que 1’inhibition compétitive exercée par les
flavonoides peut étre modifiée par d'autres composés présents en extraits de plantes par des
interactions non spécifiques, ainsi aboutissant a une inhibition de type mixte.

1/VUA/S
@ avecextrait

9 5 B sans extrait

Figure 16 : Représentation de lineweaver et burk de I’inhibition de I’activitt NADH oxydase par

I’extrait acétate d’éthyle de Clématis flammula.
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Figure 17 : Représentation de lineweaver et Burk de I’inhibition de I’activit¢t NADH oxydase par

I’extrait ethanolique de Clématis flammula.

L’extrait acétate d’éthyle (figurel6) et 1’extrait ethanolique (figure 17) de Clématis
flammula enregistrent une inhibition de type incompetitive dites aussi anti-compétitif ou
I’inhibiteur ne se fixe jamais a I'enzyme libre mais seulement a I'enzyme complexée avec le
substrat ES et empéche la formation des produits (complexe non productif). Généralement, la
liaison du substrat sur I'enzyme entraine une modification de la conformation de I'enzyme
par ajustement induit, révélant ainsi un site de fixation pour l'inhibiteur. L'inhibiteur, en

retour, modifie la conformation du site actif de I'enzyme, et empéche la réaction.

Les substances phénoliques sont connues pour leur affinité aux protéines, notamment
aux résidus prolines ; ceci peut étre a la base de I’inhibition de I’enzyme, car de telles
interaction peuvent modifier la conformation de 1’enzyme, affectant ainsi son activit¢ (Moini

et al., 2000).
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La richesse de nos extraits d’acétate d’éthyle et d’ethanolique en phénols totaux avec des
teneurs de 23246 mg eq catéchine/g et 80.14+20 mg eq catéchine/g d’extrait,
respectivement (Atmani et al., 2011).ce qui confirme nos résultats.

1/VUA/S
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08 - >
04 & /m
ay
9« pmM
6 4 2 0 2 4 6
_.,v/
/) 0,4
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Figure 18 : Représentation de lineweaver et burk de I’inhibition de I’activit¢ NADH oxydase par la

rutine.

La rutine qui est un inhibiteur puissant de la xanthine oxydoréductase. Le mode
d’inhibition exhibé par ce flavonoide est de type incompetitive dit aussi anti-compétitif, ce
qui indique que la rutine réagit avec I’enzyme apres fixation du substrat (au complexe enzyme
substrat) pour donner naissance a un complexe non productif. Ce résultat est différent avec
les résultats obtenus par Lin et son équipe (2002), qui ont montrés que les flavonoides tels
que la quercétine, rutine, myricetine et apigenine, présentent des modes d’inhibitions de type

compétitif.

Des études menées par Aucamp et al. (1997) ainsi que ceux de Nagao et al. (1999) sur

le mode d’inhibition de la quercétine sur la XOR, ont apporté un type d’inhibition mixte.
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Ces résultats nous laissent suggérer que les flavonoides agissent d’une maniére

différente sur la XOR et la XDH.
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Conclusion

Conclusion

L’utilisation d’un protocole d’extraction sélectif, basé sur différents solvants, a
polarité variables, a permis d’obtenir cinq extraits de Clématis flammula et trois extraits
Galium mollugo qui ont exhibé des pourcentages d’inhibition différent sur I’activité de la
XDH. L’extrait aqueux chloroforme des sommités fleuries de Galium mollugo et d’acétate
d’éthyle des feuilles de Clématis flammula se sont révélé les plus actifs avec des pourcentages
d’inhibition de 88.72% = 0,8 et 94,22% + 4,0, respectivement.

L’effet inhibiteur de L’extrait aqueux de chloroforme des sommités fleurie de Galium
mollugo est dépendant de sa concentration 1C5,=57,08. Le tracé de Lineweaver et Burk a
montré une inhibition de type compétitive, suggérant que les composés actifs présent dans
I’extrait aqueux de chloroforme des sommités fleuries de Galium mollugo qui se lie avec des

affinités différentes a I’enzyme libre et I’enzyme liée au substrat.

Les résultats obtenus par notre étude nous ont permis de suggérer que les extraits de
Clématis flammula et Galium mollugo sont riches en composés phénoliques qui ont la
capacité d’inhiber I’activité de la XDH. Ce qui justifie I'utilisation des deux plantes dans la

médecine traditionnelle comme traitement de la goutte.

Des études complémentaires pourront étre réalisées dans le but de :
» séparer, caractériser et identifier des composés actifs présents dans les extraits qui
sont responsables de ’activité anti NADH oxydase,
» d’étudier la toxicité et la pharmacologie des deux plantes et la possibilité de les
utiliser comme médicament pour traiter les maladies qui nécessitent 1’inhibition de

la XOR.
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RESUME/ABSTRACT

RESUME

Clématis flammula et Galium mollugo, deux plantes largement utilisée en médecine
traditionnelle méditerranéenne dans le traitement de plusieurs états inflammatoires (C. flammula) et
dans I’obésité (G. mollugo). Cing extraits de feuilles de Clématis flammula et trois extraits des
sommités fleuris de Galium mollugo, ont été isolées par une méthode d’extraction sélective et leur
mode et capacité d’inhiber la XDH a été testé a différentes concentrations. Les résultats des extraits de
feuilles de C. flammula ont présenté une meilleure inhibition pour 1’extrait acétate d’éthyle avec
94.22+4.0% a une concentration de 100ug/ml, quant aux extraits aqueux ils ont exhibé une activité
significativement faible (p <0.001) en comparaison a la molécule de référence utilisé la rutine. Les
résultats des extraits de sommités fleuries de G. mollugo ont montré une meilleure inhibition pour
I’extrait aqueux du chloroforme avec 88.72 + 0,8% qui est presque la méme exhibée par la molécule
de référence la rutine (89,93 £ 0,96%). L’inhibition de I’activitt NADH oxydase de la xanthine
oxydoréductase est dépondente de la concentration, les extraits aqueux chloroforme de Gallium
mollugo, acétate d’éthyle et ethanolique des feuilles de C. flamula ainsi que la rutine exhibent une
bonne activité inhibitrice de NADH oxydase exprimant des valeurs IC (50) de 1’ordre de 57,08ug/ml,
50,56pg/ml, 65,33ug/ml et 40,20ug/ml, respectivement.  Une inhibition de type mixte a été
enregistrée par les extraits aqueux chloroforme et acétate d’éthyle des feuilles de C. flammula, alors
que larutine a présenté une inhibition de type incompetitive.

Mots clés : Clématis flammula, Galium mollugo, Xanthine déhydrogénase, NADH oxydase.

ABSTRACT

Clematis flammula and Gallium mollugo are two plants largely used in Mediterranean
traditional medicine in the treatment of several inflammatory diseases (C. flammula) and obesity (G.
mollugo). Five extracts of C. flammula leaves and three extracts of the flowering tops of Gallium
mollugo were isolated using a selective method of extraction. Their mode and capacity to inhibit the
NADH oxidase activity of the xanthine oxydoreductase (XDH) were tested using different extract
concentrations. The results obtained with Clematis flammula leaves showed a better inhibition for the
ethyl acetate extract with 94.22+4.0% at 100ug/ml, whereas the aqueous extracts showed a
significantly weaker activity (p <0.001) in comparison to the reference molecule rutin. On the other
hand, results concerning the flowering top extracts of Gallium mollugo showed a better inhibition for
the aqueous chloroform extract with 88.72 + 0.8% which is comparable to that of the reference
molecule, rutin (89.93 + 0.96%). The inhibition of all extracts as well as rutin were dose-dependent
with  IC (50) values about 57.08 pg/ml, 50.56pg/ml, 65.33ug/ml and 40.20ug/ml for aqueous
chloroform of G. mollugo, ethyl acetate and ethanol of C. flammula and rutin, respectively. Inhibition
of a mixed type was recorded in the aqueous chloroform and ethyl acetate extracts of Clematis
flammula leaves whereas rutin showed inhibition of an incompetitive type.

Keyswords: Clematis flammula, Galium mollugo, Xanthine dehydrogenase, NADH
oxidase



