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Introduction

L’acide urique est le produit final du métabolisme des purines, dont I’enzyme clé est la
xanthine oxydoréductase qui catalyse I’hydroxylation oxydative de I’hypoxanthine en
xanthine et la xanthine en acide urique (Parks et al., 1986). Son accumulation dans le sang
engendre I’hyperuricémie, facteur principal de la maadie de la goutte (Chalése, 2011,
Okamoto and Nishino, 1995)

Une des approches thérapeutique de cette maladie, est I’utilisation d’inhibiteur de la
xanthine oxydoréductase (Owen and Jonhs, 1999; Okamoto and Nishino, 1995).
L’allopurinol, est un puissant inhibiteur chimique cliniquement trés utilise, cependant, son
administration a long terme, s’accompagne d’un certain nombre d’effets secondaires
(Lin et al 2002; Massey et al., 1970).

L’implication de cette enzyme dans plusieurs cas pathologiques ainsi que la toxicité
provoquée par son inhibiteur chimique, aincité les chercheurs a trouver des substituts qui ne
retiennent que I’efficacité thérapeutique souhaitée. L’une de ces sources sont les plantes
meédicinale. Plusieurs études ont été entreprises dans le but d’évaluer [Iactivité
hypouricémiante des extraits de plante dans un but préventif ou curatif de la maladie de la
goutte et les pathologies qui lui sont associées (Huang, 2011; Zhao et al., 2006; Cos €t al.,
1998)

Notre étude a pour objectif de tester I’effet de I’extrait éthanolique de feuilles de
Fraxinus angustifolia sur les niveaux d’acide urique et les activites xanthine oxydoréductase
chez des souris non traitées et des souris hyperuricéemiques induite par I’oxonate de
potassium. A notre connaissance aucune investigation n’a été déja réalisée sur I’activité

anti-hyperuricémigue des feuilles de Fraxinus angustifolia.

]
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I. Originede I’acide urique

La production de I’acide urique est liee au catabolisme des acides nucléiques, et a la
purinosynthése de novo a partir des substances organiques (Chazerain and Ziza, 1999). Les deux
réactions finale d’oxydation des purines sont catalysées par la xanthine oxydoréductase (XOR)
(Parks et al., 1986).

[.1. La xanthine oxydor éductase (XOR)

La XOR est une molybdoflavoproteine, existant sous deux formes interconvertibles :
- La xanthine déshydrogénase NAD*-dépendante (XDH; EC 1.1.1.204) qui est la forme
dominante in vivo.
- la xanthine oxydase O,-dépendante (XO; EC 1.1.3.22) peut étre formée sous certaines
conditions pathologique (Komal et al., 2013).

La conversion de la XDH en XO génératrice de radicaux libres se fait par des modifications
qui sont soit réversibles (par oxydation des résidus sulfidryl) ou irréversibles (par protéolyse)
(Corpaset al., 2008).

[.1.1.Structure moléculaire XOR

XOR est un homodimer d’environ 300kd formé de deux sous unités, chague sous unité est
organisée en 3 domaines associés avec un cofacteur spécifique; e domaine N-terminal (aa 1-
165) est composee de deux sous domaines chacun avec un centre Fe,-S, coordonné a quatre résidus
cystéine. Un peptide linker le connecte au domaine intermédiaire (aa 226-531) qui détient une
profonde poche de liaison pour le FAD et qui positionne le cycle de la flavine a proximité d’un
centre Fe,-S,. Un autre peptide de liaison joint le domaine FAD avec le domaine C-termina
(aa 590 -1332) qui est le domaine le plus large, qui permet la liaison du cofacteur Molybdoptérine
(Mo) (Berry et al., 2004) (figure 1).
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Figure 1. La structure de la xanthine oxydoréductase bovine. (A) Les domaines contenant les centres fer-soufre sont
représentés en bleu et vert, Le domaine contenant le FAD en jaune, et les deux domaines molypdoptérines sont indiqués
en gris. (B) un gros plan d'un monomeére, avec I'agencement linéaire des quatre centres redox-actifs indiqués a droite.

Les distances entre les centres redox-centres sont données en angstroms (Hille et al., 2011).

[.1.2. Distribution et localisation dela XOR

La XOR est une enzyme qui existe chez la plus part des étres vivants, les bactéries
(Woolfolk and Downard, 1977), les végétaux et 'Homme (Kooij et al., 1992).

Le gene dela XOR est hautement exprimé dans le foie, I'intestin gréle et le lait ou I’activité XOR
est tres élevée (Parks and Granger, 1986; Wright et al., 1993).

Les méthodes de locaisation intracellulaire montrent que la XOR se trouve a fortes
concentrations dans le cytoplasme (Jarasch et al., 1981) au niveau de la membrane cdllulaire
(Rouquette et al., 1998).

S
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|.1.3.R0Ole physiologique

La XOR catalyse les deux dernieres étapes de la dégradation des purines. I’oxydation de
I’hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique (Figure 2).

Adénosine
5" l&osid
-nucléosidase désaminase

AMP eeeesssss——) Adenosine —eessssesssssssseml Inosine

H,O Pi H,O NH, it
nuclEosidase
D-ribose
Xanthine Xanthine
> oxydase . oxydase .

AC:.ICEB femem———— Xanthine ee————— Hypoxanthine

urigue
O  H;0.0 0 H0:0;

Ao P A0

Figure2: Production d'acide urique a partir de nucléosides puriques (Parks et al., 1986).

La plupart des mammiféres excepté I’Homme dégradent I’acide urique en ouvrant le cycle

gréce a I’uricase pour donner I’allantoine qui sera éliminé (Figure 3).

Uricase
——— Ha 0

Acide urique O+ H;O CO; Allantoine

Figure 3: Oxydation de I'acide urique en allantoine (Harper et al., 1982)
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|.1.4.R0le pathologique

L’accumulation de I’acide urique produit par la XOR conduit a I’hyperuricémie et a toutes les

pathol ogies secondaires a ce désordre métabolique.

L’hyperuricémie représente le facteur de risque majeur dans I’apparition de la maladie de la
goutte (Chales, 2011), elle est définie par un taux plasmatique d’urate supérieure a 420 pM
(7 mg/dl) qui correspond au seuil de solubilité de I'urate de sodium dans les conditions
physiologiques de pH et Température (Korng, 2011) conduisant ainsi a la formation des cristaux

d’urates monosodique dans les articulations (Mirriman and Dalbeth, 2010).

[1. Lestraitements anti-hyperuricémique

Il existe trois catégories d’hypo-uricémiants: Les uricolytiques, les uricosuriques et enfin les

inhibiteurs de la synthese de I’acide urique (inhibiteurs de la xanthine oxydoréductase).
[1.1.Lesuricolytiques

Les uricolytiques correspondent a I’urate oxydase (Uricase); qui transforme I’acide urique en
allantoine, enzyme inactive chez I’Homme suite a une mutation (Dubost et al., 2011). Son
administration par voie intraveineuse montre un puissant effet hypouricémiant, cependant sa demi

vie est bréve moins de 24h.

La fréquence des réactions allergiques, ainsi que le développement d’anticorps dirigés contre

I’urate oxydase limitent fortement I’usage de cette molécule (Richette et al., 2011).
I1.2.Lesuricosuriques

Les uricosuriques sont des acides organiques fortement fixés aux protéines plasmatiques
(probenicide, benzbromarone). Ils exercent leurs effets hypouricémiant en inhibant le transporteur
d’anions (URAT1) (Dubost et al., 2011).
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I1.3.Lesinhibiteursdela xanthine oxydor éductase

Comme la XOR est impliquée dans les étapes finales de production d’acide urique des inhibiteurs
de cette derniere sont utilisés pour prévenir I’hyperuricémie et traiter la maladie de la goutte
(Okamoto and Nishino, 1995).

[1.3.1.Lesinhibiteurs de synthéses

Les inhibiteurs de la XOR peuvent étre des analogues de substrats puriniques ou des molécules
n’ayant aucune relation structurale avec les substrats biologiques de I’enzyme, ils réagissent au

niveau du site Mo.

» Allopurinol
L’allopurinol ou 4-hydroxypurazolo [3,4-d] pyrimidine est I’inhibiteur le plus prescrit pour la
prévention des crises d’arthrite goutteuse. C’est un analogue de structure vue son analogie avec la
xanthine et I’hypoxanthine (Figure 4), et est donc un inhibiteur compétitif de cette derniére, a des

concentrations élevées il agit comme étant un inhibiteur non compétitif (Owen and Johns, 1999).

[ “ [
N
N N N)‘\/
N> N
N SN N 0 N N
Allopurinal Hypoxanthine Xanthine

Figure 4 : Structure chimique d’allopurinol, hypoxanthine et de la xanthine (Takano et al., 2005).

L allopurinol agit au niveau du site molybdéne de I’enzyme, sa fixation & ce dernier empéche
la liaison de I’enzyme avec les purines et forment un complexe abortif ayant une longue demi vie
(Pelmont, 1993) (figureb).
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Figure 5: Modée moléculaire de la liaison de I’allopurinol (en vert) au site actif de la xanthine
oxydase (Linetal., 2002).

Cependant cette substance engendre de séveres effets secondaires comme les hépatites, les

néphropathies et les réactions allergiques (Takano et al., 2005).

» Feboxostat (TEI 6270)

Un nouvel hypouricémiant le feboxostat (figure 6), est un inhibiteur séectif non purinique de la

xanthine oxydoréductase récemment mis sur le marché (Peng et al., 2013).

Les effets indésirables liés au feboxostat les plus fréquemment rapportés sont les désordres
métaboliques montrés notamment par une augmentation de la concentration des enzymes
hépatiques (les transaminases), des diarrhées, des céphalées, des nausees et des éruptions cutanés
(Pascdl et al., 2011).

CMN
Ao
OH
Feboxostat

Figure 6 : Structure chimique du feboxostat (Burns and Robert, 2011).

Malheureusement, la médication conventionnelle pour la goutte n’est pas toujours efficace
et peut causer des effets secondaires inconfortables, ceci en a pousse les chercheurs a trouver

d’autres alternatives qui retiennent la méme efficacité que leur homologues synthétiqgues mais

Ly

exempt d’effet secondaires.
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[1.3.2.Les inhibiteurs naturels d’origine vegétale

Depuis des siecles I’Homme cherche inlassablement a étudier les extraordinaires vertus des
plantes, incluant entre autre des activités antioxydantes, antivirales, antibactériennes et plusieurs
effets sur différentes enzymes tel que la XO (Huang, 2011). Ces différents effets thérapeutiques ont
été attribués aux composés phénoliques (Owen and John, 1999).

11.3.2.1.Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ils constituent une famille de molécules trés
largement répandues dans le regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines
jusqu’aux fruits (Ali et al., 2001; Huang and Ferraw, 1991).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl coenzyme A et de
phénylalanine par deux voies d’aromagenese qui permettent la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu particulier...

» Classification des polyphénols

On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part sur le nombre

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure du squelette de base (Harborne, 1980).
Parmi les composes phénoliques dont plus de 8000 structures sont connus :

les acides phénoliques,
les flavonoides,

lestannins

o O O O

les coumarines et d’autres classes existent en nombres considérables.

a- Lesacides phénoliques

Les acides phénoliques sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes

peuvent étre distingués (Figure 7) :

- Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont I’acide salicylique et I’acide gallique,
- Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique et I’ acide férulique.
(Bruneton, 2008).
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Rym R:m]] Acide p- hydroxyvbenzoigue
Riy=(OH, Ra= [ Acide protocatechigue
R, ={CH; Ra= [ Acide vanillique
R, =R, = () Acide galligue
R = R:mOCH: Acide syringigue

i R=l Acide sallicylique

i R = (1 Acide gentisique
A
Rim=R:m Ry =i Acide cinnamigue
* R,=R:=H, R:=0H Acide p-coumarique
R, =R.m(i, K=l Acide caféigue
Ri = OCH:, R:=0H, Ra=H  Acide férulique
F,=F ;= CHy , B =(E Acide sinapique
R 2,

Figure 7: Exemples d’acide phénoliques (Ribereau, 1968).
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b- Lesflavonoides

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composes naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils constituent un groupe de substances caractérisés par un squelette
carboné a 15 atomes de carbones repartis selon la séquence CsC3Cs (Baasundram et al., 2006)
(figure 8).

Figure 8: Structure chimique d’un flavonoide (Balasundram et al., 2006)

Des variations dans des modéles de substitution dans le cycle C a pour résultats les principales
classes des flavonoides, c'est-a-dire les flavones, les flavonols, les flavanes, les flavanones, et les
anthocyanidines, dans les quelles: les flavones et les flavonols sont les plus répondus et

structuralement diverses (tableau 1).

Des substituants des cycles A et B donnent naissance a des composes différents a I’intérieures
de chaque classe de flavonoides. Ces substitutions peuvent impliquer I’oxygénation, alkylation, la

glycolysation, I’acylation et la sulfatation (Balasandram et al., 2006).
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Tableau |: Structure chimique des flavonoides et quelques exemples (Aruomaet al., 2003)

Classe

Structure chimique

Exemple

Flavanomes

Flavones
€

lsoflavones

Flavonols
Ok _

MMavanols

Anthoeyaniding

OH

R=R'=H, R""=R'"''"=00H: Naiingenin
R—OIT, R 1T, RIT—RUTI 11 Tiriadyearial
E_R! Ol RI'_RM Ol 5Ol I-Criodyctial

R=R'=H. Apigenin
R=0H, R'=H; T .utealin
R—R!I—OCT1s: Tricetin

R=(H; Genistein

B=H;: Daidzein

R=R'=H; Kaempterol
R=0H, R'=H; Quercctin
R=R!'=0H; Myricctin

R=011, R'= II; (—»LCpicatechin
R=R'=0I1; (—)Cpigallocatechin
R=0I1. R!'=II: (+)—Catechin
R=R'=0I1; (+}—Gallocatechin

R=011, R'= 11; (4)—l picatechin
R—R!'—=OH; (+)Epigallocatechin
R=0H, R'=H; (—)—Catechin
R=R'=0H; (=)—Ciallocatechin

R—OH, R'= H: Cyunidin
R=R'=0H, Deiphinidin
R—R!=0CH;:; Malvidin
R=R1=H; Pelargonidin

R=1T; Peonidin

R=0OH; Petunidin
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c- Lestannins

IIs représentent un groupe hétérogene, on se référe souvent a une distinction entre tannins

hydrolysables et tannins condensés.

» Tannins hydrolysables: ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus
souvent) esterifiée par I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou

valonique). Ils sont facilement hydrol ysables par voie chimigue ou enzymatique.

* Tannins condensés: ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (Catéchines) et
flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines).

Ils sont aussi désignés sous le nom de « tannins catéchiques » et ne sont hydrol ysables que dans

des conditions fortement acide (Macheix, 1996).
d-L es coumarines

Les coumarines sont des substances phénoliques issues de la fusion du benzéne et du noyau
a-pyrone. Rattachée aux acides cinnamiques, ils sont constitués par un éément Cs-Cs, dans lequel

lachaine C3 est sous forme d’hétérocycle oxygéné (Li et al., 2011) (Tableau Il).

Tableau Il : Structure de quelques coumarines (Chang and Chiang, 1995).

R1 R2 R3
Ombdlliférone H OH H
Esculétine OH OH H
Scopolétine O-CH3 OH H
Fraxetine OCH3 OH OH
Fraxine OCHj3 OH | O-Glu
Esculine O-Glu OH H
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[11. M écanisme anti-hyper uricémique des composes phénoliques

L hyperuricémie peut étre secondaire a une production endogéne accrue de I’acide urique au
cours de certaines enzymopathies. Elle est habituellement secondaire a une diminution de
I’excrétion rénale. Les agents hypo-uricémiants, agissent par diurese ou par I’inhibition de la

xanthine oxydoréductase.
[1.1. Inhibition de la xanthine oxydase

Les phénomeénes d’interactions polyphénols-protéines ont été largement étudiés in vitro,

particulierement dans le cas des flavonoides, tannins, coumarines (Havesteen, 2002).

Outres les effets antioxydants, ces interactions, qui sont encore a valider in vivo, sont

vraisemblablement ala base des effets bénéfiques de ces métabolites secondaires (Monien, 2006).

L’inhibition de la production des EOR (especes oxygenées réactives) par les polyphénols, peut
procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe des
EOR (Dargles and Dufour, 2008).

Cette action est bien illustrée dans le cas de la xanthine oxydase, cette enzyme est considérée
comme une source biologique importante de radical superoxyde. Hansaki et ses collaborateurs ont
montré que les polyphénols peuvent agir sur I’activité de la xanthine oxydase et par consequent,
peuvent prévenir la maladie de la goutte; en réduisant a la fois les concentrations de I’acide urique
et celles du radica superoxyde dans les tissus humains (Karmella et al., 2011,
Hansaki et al., 1994).

Plusieurs études ont confirmé les résultats de Hansaki, et ont établi les relations entre la
structure chimique des polyphénols et leur capacité a inhiber la formation du superoxyde par

inhibition de la xanthine oxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur).
[11.1.1.lesflavonoides

Les études relation structure-activité anti-xanthine oxydase ont montré que la structure

du cycle C est importante.

1. Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols n’ont aucun effet sur I’activité

xanthine oxydase (cycle C non plan).

5,
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2. Les flavonols comme la quercétine et les flavones comme I’apégenine ont la capacité
d’inhiber la XO grace au groupement C,, C3 qui maintiennent la structure plane des flavonoides
ainsi qu’aux groupements hydroxyles Cs, C; et au groupement carbonyle en C4 qui contribuent
favorablement aux liaisons hydrogenes et aux interactions é ectrostatiques entre les inhibiteurs et le
site actif molybdoptérine delaXO (Middleton et al., 2000; Lin et al., 2002).

3. Les groupements hydroxyles en Cs et /ou C; sont essentiels pour I’inhibition de la XO
(DaSilvaet al., 2004), I’hydroxyle en Cz n’est pas important pour cette activité car les flavones ne

possedent pas d’activité anti-XO.

4. Les flavonoides glycosylés sont moins actifs que leurs homologues glycosylés
(Lin et al., 2002) (Figure 9).

[11.1.2.Lescoumarines

La présence de groupement 7-hydroxyle ainsi que la double liaison dans la structure des
coumarines jouent un réles prépondérant dans I’activité inhibitrice de ces composées sur la XO
alors que le groupement 6-hydroxyle amplifie cet effet, et toute substitution en position Cs ou C;
réduit cette activité inhibitrice, cette réduction dépend de la nature des substitutions (méthyle ou

glycosyle) (chang et al., 1995).

Le groupement OH sur le Cs du 7-hydroxycoumarine donne naissance a I’esculetine
(6,7-dihydroxycoumarine) qui montre une inhibition plus forte vis-a-vis de la XO, tandis que la
méthylation du groupement OH en Cg qui donne la scopoletine, réduit I’action inhibitrice.
L’inhibition de la XO est influencée par le type de substitutions a la position Cz, C, Cs,
du 7-hydroxycoumarine qui réduit cette activité inhibitrice (Lin et al., 2008).

L’esculetine est un inhibiteur compétitif ; sa fixation au niveau du centre Mo lui confére laforte
action inhibitrice sur laXO (Chan et al., 1995) .
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(Coset al., 1998)

s ]




Synthése bibliographique

[11.1.3. Lestannins

Les tannins possedent une activité inhibitrice de la XOR, qui varie selon le type de tannin;
les tannins hydrolysables monomériques inhibent fortement I’activité de la XO et cette inhibition
augmente proportionnellement avec I’augmentation de leurs poids moléculaire, qui est
accompagnée d’une augmentation dans le nombre des groupements hydroxyles portés par le noyau
phenolique (Maicheix, 2005). Par ailleurs I’absence d’activité inhibitrice des tannins dimériques ne
est étroitement liée a I’augmentation de la rigidité de la molécule en raison des substitutions
(Shemeda-Hirshemann et al., 1996).

[11.2. Diurese

Les polyphénols peuvent aussi agir sur les paramétres de la diurése, en augmentant la sécrétion
de I’acide urique, selon différents mécanismes :

- Par I’amélioration des conditions hémodynamiques (Li et al., 2011).

- Augmentation de lafiltration glomérulaire.

- Inhibition de la réabsorption tubulaire distale (Enomoto and Endou, 2005)

- Augmentation du volume urinaire qui rehausse la solubilité de I'urate de sodium et autres
selsde cristallisation, ce qui va faciliter I’élimination des cristaux et réduire le risque
d'agrégation (Arafat et al., 2008).

Aucune investigation expérimentale in vivo n’a été entreprise, sur I’effet anti-hyperuricémique
desfeuilles de Fraxinus angustifolia, d’ou I’objectif de notre travail qui consiste en I’évaluation de

I’activité anti-hyperuricémique de I’extrait éthanolique de Fraxinus angustifolia (fréne).

=
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. Matérie
[.1. Matériel végétal
[.1.1. Description

Les feuilles de Fraxinus angustifolia ont éé choisies pour cette éude. Fraxinus
angustifolia communément appel ée fréne ou aslen en kabyle est une plante largement utilisée

en médecine traditionnelle locale.

Cette espece appartient a la famille des Oléacées commune des régions humides de toute
I’ Algérie septentrionale (Bruneton, 2005). C’est un grand arbre majestueux qui peut atteindre
20 metre de hauteur, ses feuilles sont imparipennées 7 a 13 folioles (Bernard, 1997)
(figurelO).

L=l B e B e I S B s

Figure 10: Feuilles de I'espéce Fraxinus
angustifolia

|.1.2. Classification

Reégne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Oleacée

Genre Fraxinus

Espéce Fraxinus angustifolia
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[.1.3.Constituants chimiques

Les feuilles de Fraxinus angustifolia contiennent des flavonoides, des tannins, des

coumarines (fraxine, esculetine...) et des sucres (Kostova and lossifova, 2007).

|.1.4.Effetsthérapeutiques

Le fréne est utilisé en médecine populaire, les feuilles en décoction sont efficaces contre
les parasites intestinaux, elles possédent des propriétés antirhumatismales et antigoutteuses,
ellesont auss un effet laxatif et diurétique (Beloued, 2001).

|.2.Matériel animal et conditions d’élevage

Pour évaluer I’activité anti-hyperuricémique et anti-xanthine oxydoréductase, in vivo des
extraits de la plante sélectionnée, nous avons utilisé des souris abinos males, d’un poids qui

varie entre (22-28) g avec une moyenne d’age (06) semaines.

Ces animaux proviennent du centre d’élevage de I’institut Pasteur d’Alger et
I’expérimentation a eté réalisee au niveau du laboratoire d’expérimentation animale de
I’université de Bejaia.

Pour respecter leur cycle biologique, les animaux ont été mis sous des conditions de
température ambiante de (23-25) °C et d’humidité de (60-70)%. Ils subissent un rythme
d’éclairage et d’obscurité 12h/12h. Les souris ont été nourries & volonté avec I’aliment a

bouchon et I’eau de robinet (Figure 11).

Figure 11 : Cage de souris
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| .3.Produits chimiques et appar eillages

Allopurinol, Oxonate de potassium, Xanthine, EDTA (CioH16N2Og), NaOH, NAD™, HCI,
Ethanol, Bleu de coomassi, KCl, kits de dosage de I’acide urique, CMC (CygH3oNagO27) et

Chloroforme. Tous les réactifs utilisés sont de type sigma.
Autres matériel

s Tamiseuse de type RETSCH.

% Une centrifugeuse de marque SIGMA.

+« Un agitateur de marque VELP.

+ Spectrophotométre de type SHIMACTZU relié aun ordinateur HP.
% Une balance de type RADWAG.

% Une é&uve de marque ECOCELL.

+« Un broyeur de marque KIKA.

+« Un pH métre de type HANNA.

+ Sonicateur de marque RAY PA.

% Vortex de marque VELP.

[I. Méthodes
[1.1.Préparation des extraits

v Récolte

Les feuilles de Fraxinus angustifolia ont été récoltées en juillet 2012 dans laforét Chemini
Sidi aiche, wilaya Bgjaia.

v Broyage et Tamisage

Les feuilles de Fraxinus angustifolia ont été séchées a une température ambiante dans un

endroit ombragé et aéreé, elles ont été ensuite broyées et tamisées jusqu'a I’obtention d’une

poudre fine de diametre 63um.
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v' Extraction

L’extraction des constituants des feuilles de Fraxinus angustifolia a été réalisée selon les

€étapes suivantes :

1. 200g de poudre des feuilles Fraxinus angustifolia ont été macérés dans de I’éthanol
avec un rapport de 1:4 (P/V).

2. Le mélange a été laissé sous agitation pendant 24heures, puis transféré dans une
€prouvette pour décantation pendant 24 heures.

3. Le surnageant récupéré a été centrifugé a 1500g durant 10min, puis transféré dans un

cristallisoir et laissé sous hote pour évaporation totale du solvant.

[1.2. Evaluation de [I’activité anti-hyperuricémique et anti-Xanthine

oxydase
[1.2.1.Leprincipe

Pour mettre en évidence I’activité anti-hyperuricémique et anti-xanthine oxydoréductase
de I’extrait éthanolique de Fraxinus angustifolia, un modéle expérimental d’hyperuricémie
induit par I’injection intrapéritonéale d’oxonate de potassium a été séectionné. L’oxonate de
potassium est un inhibiteur de I’uricase (enzyme qui dégrade I’acide urique) ce qui provoque

une hyperuricémie chez les animaux d’expérience.

L’extrait a effet anti-hyperuricémique va réduire les niveaux d’acide urique chez les
animaux hyperuricemiques, I’un des mécanismes d’action de I’extrait testé est I’inhibition de

la xanthine oxydase.
I1.2.2.Protocol expérimental

Latechnique utilisée est inspirée de la méthode décrite par De Souza et ces collaborateurs
(2012). Une solution d’oxonate de potassium (250mg/ml) fraichement préparée était injectée
par voie intra-péritonéale 1 heure avant I’administration intra-gastrique (a I’aide d’une sonde
gastro-cesophagienne) de la solution extrait (100, 200, 400 mg/Kg) ou la solution standard
(10mg/K g). Les solutions tests sont dissoutes dans du CMC a 0,8%.
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Un effectif de 60 souris méles ont été répartis en 10 groupes de 6 souris, mis a jeun 1h30
avant le début de I’expérimentation et traités quotidiennement pendant 3jours comme suit :
(Tableau I11).

Tableau |11 : Repartions des groupes et différents traitements.
Groupes lére administration 2eme administration
IP IG

Normal Nor mal Eau digtillé CMCO0, 8%
+ extrait 100 Eau distillé Extrait 100

+ extrait 200 Eau distillé Extrait 200

+ extrait 400 Eau digtillé Extrait 400

+ allopurinol Eau distillé Allopurinol
Hyperuricémique = Hyperuricémique Oxonate de potassium CMC 0, 8%
+ extrait 100 Oxonate de potassium Extrait 100

+ extrait 200 Oxonate de potassium Extrait 200

+ extrait 400 Oxonate de potassium Extrait 400

+ allopurinol Oxonate de potassium Allopurinol

IG : intra-gastrique, IP : intra-péritonéal

Administration intra-gastrique

Injection intra-péritonéale

Figure 12: Représentation des voies d’administration des solutions.
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Au troisieme jour du test et 1 heure aprés le dernier traitement, les animaux ont été
sacrifiés sous |égére anesthésie a la vapeur de chloroforme. Le sang collecté a partir de la
jugulaire et laisse pour coaguler pendant 1heure a été centrifugé a 5000 g pendant 10 min et le

serum est stocké a-20°C jusqu’a utilisation.

Le foie prélevé était lavé avec du KCI, et stocké a -80°C jusgu'a la préparation des

homogeénats de foie pour les tests d’activité XO/XDH et le dosage des protéines totales.

[1.2.3. Dosage del’acide urique
a)Principe

Le dosage de I’acide urique a été effectué en utilisant un kit commercial dont le principe
est basé sur laméthode Kabasakalian (1973) et Trivedi (1976).

L’acide urique est oxydé en allantoine par I’uricase avec production de peroxyde
d’hydrogéne (H.0,), H,O, réagit avec la 4-aminoantipyrine (4-AAP) et I’acide 2, 4,6-
Tribromo-3-hydroxybenzoique (TBHB) en présence de la peroxydase pour produire un
composeé coloré appelé quinoneimine, la modification de I’absorbance a 560 nm qui en résulte

est proportionnelle ala concentration d’acide urique dans I’échantillon (mg/dl).
b) Mode opératoire

Le mélange contenant 20ul d’étalon (standard) ou d’échantillon a analyser et 1000ul
de réactif est incubé pendant 10min a température ambiante.

L’absorbance de I’échantillon contre le blanc réactif a éé lue a 560nm a I’aide d’un
spectrophotométre.

La concentration de |’acide urique est déterminée :

DO echantillon

[Acide urique] mg/dl = =7

[Standard acide urique] = 8 mg/dl
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[1.2.4. Evaluation del’activité XO/XDH
a) Principe

La méthode est basée sur la production de I’acide urique en présence de la xanthine
comme substrat par la XOR présente dans I’homogénat de foie. L’apparition de ce produit

était suivie a 290nm par spectrophotomeétrie.
b) M ode Opératoire

Le foie des souris a été broyé a I’aide d’un mortier en porcelaine, homogénéisé dans 10%
(poids/volume) du tampon phosphate de 0,05M pH=7,5 ensuite centrifugé a 5000g pendant
10min.

La couche lipidique a été enlevée soigneusement, |e surnageant récupéré a été centrifugé a
5000g pendant 10min, le surnageant final était stocké a -80°c jusqu'a la réalisation des tests
d’activité XO/XDH.

c) Procédure

Le mélange réactionnel contient 3,5 ml de tampon phosphate (0,05M; pH=7.5), 0,1 ml
d’homogénat de foie et 1 ml d’oxonate de potassium pour éviter I’oxydation de I’acide urique
en allantoine (pour le dosage XDH, 0,5 ml NAD" est gjouté en plus au méange précédent).
La reaction a été initiée par I’addition de 1 ml de xanthine. Aprés 10min d’incubation, la
réaction a été stoppée par I’addition de 0,5 ml de HCI. Apres centrifugation a 5000g pendant
5min, I’absorbance a éteé lu a 290 nm caractéristique de I’absorbance de I’acide urique, produit

par la xanthine oxydoréductase.

Une unité d’activité XO/XDH est définie comme 1 nmole d’acide urique formée par min

par mg de protéine
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I1.2.5. Dosage des protéinestotales
a) Principe

Le dosage est réalisé en utilisant une méthode colorimétrique (la méthode de Bradford,
1976) basé sur le changement d’absorbance (465 — 595 nm) provoqué par le changement de
la couleur du bleu de coomassi apres interaction pigment-protéine qui s’effectue
essentiellement avec les résidus d’acides aminés hydrophobes et basiques présents dans la

protéine.
b) Mode opératoire

10ul d’une solution d’homogeénat de foie dilué ont été mélangé avec 90 ul d’eau distillée
et 5 ml de réactif Bradford. Le mélange est incubé a température ambiante et a I’obscurité
pendant 10 min, la densité optique est lue a 595 nm. La serum albumine bovine (BSA) a été

utilisée comme standard.

[1.3.Analyse desrésultats

Les résultats des tests ont éé exprimés en moyenne + SEM. L’analyse statistique a été
réalisée en utilisant le logiciel Statistica, les moyennes ont été comparées par I’analyse de la
variance (ANOVA-MANOVA). Une différence significative est représentée par un p< 0,001.
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Il. Résultats

Les effets de I’extrait de feuilles de Fraxinus angustifolia sur les niveaux d’acide urique et
les activités XO/XDH hépatiques chez des souris non traitées et des souris hyperuricémiques
ont été déterminés en utilisant un modéle animal chez lequel une hyperuricémie a été
provoquée par I’injection intrapéritonéale de 250 mg/kg d’oxonate de potassium, un inhibiteur

de I’uricase.
I1.1 Dosage d’acide urique

L’acide urique sérique est I’indicateur d’une hyperuricémie, ainsi les niveaux d’acide
urigue chez les différents groupes ont éé mesurés en utilisant un kit de dosage. Le tableau
suivant représente les résultats obtenus.

Tableau |V: Effet de I’extrait éhanolique de F. angustifolia et de I’allopurinol sur les

niveaux d’acide urique chez des souris normales et des souris hyperuricémiques.

Groupes Taux d’acide urique (mg/dl)
Nor mal 3,34+0,38
Normal + extrait 100mg/K g 41+027"
Normal + extrait 200mg/K g 3,57+ 040"
Normal + extrait400mg/K g 356+0,5"
Normal + allopurinol 10mg/Kg 0,30 + 0,026"
Hyperurécimique 4,84 + 0,20
Hyperurécimique +extrait 100 mg/Kg 427+020"
Hyperurécimique + extrait 200 mg/K g 3+0,27
Hyperurécimique + extrait400mg/Kg 2,51+0,32"
Hyperurécimique+ allopurinol10mg/K g 0,34+ 0,026

Les valeurs sont la moyenne + SEM, n=6 dans chaque groupe. L’analyse statistique est
réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA (ANOVA-MANQOVA) suivie d’un test LSD.
# indigue P < 0,001 par rapport au groupe Normal, * indique P<0,001 par rapport au groupe

hyperuricémique.
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Le préraitement des souris pendant 3 jours avec |’oxonate de potassium
asignificativement (P<0,001) augmenté la concentration de I’acide urique (4,84 + 0,20mg/dl),
par rapport au groupe normal ayant recu de I’eau distillée (3,34 + 0,38mg/dl).

L’extrait testé a 100, 200 et 400mg/kg n’a montre aucun effet sur les niveaux d’acide
urique chez le groupe normal, contrairement a I’allopurinol qui a significativement (P<0,001)
diminué la concentration sérique de I’acide urique (0,30+£0,026 mg/dl) comparativement au
groupe normal (3,34 + 0,38mg/dl).

Par ailleurs, on a observé une réduction significative (P<0,001) du taux d’acide urique
chez les groupes hyperuricémiques traités avec I’extrait a 100, 200 et 400 mg/Kg (4,27+0,20;
310,27 et 2,51+0,32 mg/dl), respectivement, comparativement au groupe hyperuricémique
(4,84 £ 0,20 mg/dl). Aussi I’allopurinol a exercé une action hypouricémiante plus efficace que

celle enregistrée au niveau des extraits du fréne.
11.2. Test d’activité XO/XDH

Le foie représente une source importante de la XO/XDH, enzyme clé qui catalyse les
deux derniéres réactions du catabolisme des purines, générant I’acide urique. L’une des
approches thérapeutiques pour le traitement de I’hyperuricémie est I’utilisation des inhibiteurs
delaXOR, en bloguant |a biosynthese de I’ urate.

L’ évaluation de I’effet inhibiteur des extraits de F.angustifolia sur I’activité XO/XDH
hépatique a été réalisée en suivant I’apparition de I’acide urique, spectrophotomériquement a
290nm. Les résultats obtenus ont montré qu’aux doses 200,400 mg/kg I’extrait a
significativement (P< 0,001) inhibé I’activité XO/XDH, comparé avec le groupe normal et

hyperurécimique, d’une maniére dose dépendante comme le montre le tableau V.

De plus, I’alopurinol a efficacement inhibé les enzymes XO (5,66+0,0005 ; 8,97+0,001)
et XDH (5,99+0,003 ; 8,90+0,001) chez les groupes non traités et les groupes
hyperuricémiques, respectivements. Cette activité exhibée par I’allopurinol était
significativement (P< 0,001) plus importante gue celles enregistrées au niveau de I’extrait de
F.angustifolia a différentes concentrations.
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Tableau V: Effet inhibiteur de I’extrait F.angustifolia et de I’allopurinol sur I’activité

XO/XDH hépatique chez les souris normales et |es souris hyperuricémiques.

Groupes Activité (U/mg protéines) % d'inhibition
X0 XDH X0 XDH
Normal 25,5440,5% 25,1940,6* _ _
Normal + extrait (100mg/kg) 21,6410,004° 22,6+0,004 16 11
Normal + extrait (200mg/kg) 19,0040,001° 21,1+0,002° 26 17
Normal + extrait (400mg/kg) 15,6710,001" 17,73£0,002° 38 30
Normal + allopurinel (10mg/’kg) 5,6640,0005°  5,99+0,003° 78 77
Hyperurécimique 25,13+0,001° 28,910,002° . _
Hyperurécimique + extrait (100mg/kg) 22,2510,004* 17,540,001% 12 31
Hyperurécimique + extrait (200mg’kg) 15,2610,0007*  13,310,0009* 40 54
Hyperurécimique + extrait (400mgkg) 16,5240,002*  12,110,003° 37 57
Hyperurécimique+ allopurinol (10mg'kg) 8,9740,001°*  8,5040,001% £5 70

Les vaeurs sont la moyenne £ SEM, n =6 dans chague groupe. L’analyse statistique est
réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA (ANOVA-MANOVA) suivie d’un test LSD,
# indique P < 0,001 par rapport au groupe Normal, * indigue P<0,001 par rapport au groupe

Hyperuricémique.

=



Discussion

L hyperuricémie caractérisée par des niveaux élevés d'acide urique dans le sang qui est a
I’origine de la maladie de la goutte, résulte d'un certain nombre de troubles provoquant une
surproduction ou dépréciés excrétion de |'acide urique (Huaet al., 2012; Hang, 2011 ; Kramer
and Curhan 2002). Le risque de la goutte augmente avec le degré et la durée de
I’hyperuricémie (Raju et al., 2012).

L approche thérapeutique principale de la goutte est l'utilisation de I’inhibiteur de la XO
comme l'alopurinol, un analogue de substrat, bloguant la derniere étape de la synthése de
I'acide urique a partir des purines (Sathishaet al., 2011;Massey et al., 1970). Cependant, il a
été observé que l'dlopurinol induit des effets secondaires tels que l'allergie cutanée, les
hépatites et néphropathies (Takano et al., 2005).

Une dternative a I'allopurinol est I'utilisation des plantes médicinales, les feuilles de
Fraxinus angustifolia sont fréquemment utilisées en médecine traditionnelle pour le
traitement de la goutte et les rhumatismes, ainsi dans le but de trouver une base scientifique a
I’utilisation traditionnelle de la plante sélectionnée, nous avons évalué I’activité
hypouricémiante d’un extrait préparé a partir de F.angustifolia en utilisant un modéle animal.
L hyperuricémie provoquée par I’oxonate de potassium chez les rongeurs est devenue un
modele excellent pour I’évaluation de I’activité anti-hyperuricémigue de plusieurs substances
(De Souza et al., 2012 ; Chen et al.,2011; Umamaheswari et al., 2007; Zhao et al., 2006;
Kong et al., 2004; Wang et al., 2004; Zhu et al., 2004).

Dans notre étude I’hyperuricémie est induite par I’injection intrapéritonéale de 250mg/kg
d’oxonate de potassium, agissant par inhibition de I’uricase, une enzyme présente chez les
mammiféres exceptée I’Homme ou deux mutations faux sens ont eu lieu au début hominidée
qui a rendu le géne uricase inactif (Supriya et al., 2012) et/ou par blocage du transporteur
d’acide urique (UAT) (Zhao et al., 2006).

Les résultats ont montré que I’administration de I’inhibiteur de I’uricase a entrainé une
élévation significative (P<0.001) de I’uricémie (4.84+0,20 mg/dl) comparé au groupe normal
(3,34£0,38). L’allopurinol a une dose de 10mg/Kg avait significativement (P<0,001) réduit la
concentration de I’acide urique (0,30+0,026 mg/dl) chez les lots normaux. Nos résultats
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s’accordent avec ceux rapportés par plusieurs études ayant montré que I’allopurinol est un

puissant hypouricémiant (Massey et al., 1970; Owen and johns, 1999).

L’absence de diminution significative (P<0,001) de I’'uricémie chez les animaux traités
avec différentes concentrations (100 mg/Kg, 200 mg/Kg et 400mg/Kg) d’extraits de
F. angustifolia, (4,1+0,2; 3,57+0,4; 3,56+0,5), respectivement, ont montré que les extraits
n’ont pas d’effet sur les niveaux d’acide urique ce qui est un avantage pour I’utilisation de
cette plante médicinale. Cette suggestion est soutenue par les travaux de plusieurs auteurs
(Haidari et al.,2011; wang et al., 2004). Cette propriéte exhibée par I’extrait, révéle que ce
dernier pourrait apporter moins d’effets secondaires que les traitements chimiques, car le

niveau basal d’acide urique est physiologiqguement important.

Il a été montré que I’acide urique est un puissant antioxydant, il empéche I’oxydation de
I’acide ascorbique dans le sang (Ames et al., 1981; Davies et al., 1985), il réduit I’anion
superoxyde et |e peroxynitrite (Becker, 1993) et il chélate |le fer (Davies et al., 1985). De plus
c’est un inhibiteur allostérique de la xanthine oxydase réduisant ainsi laformation des especes
réactives de I’oxygene (Radi et al., 1992). Des études récentes ont montré que I’acide urique
est un neuroprotecteur et peut prévenir la maadie de parkinson (Morelli et al., 2010;
Chamorro et al., 2004). De ce fait I’abaissement excessif du taux d’acide urique dans la

circulation sanguine pourrait étre contre-productif (Wang et al., 2004).

L’activité montrée par les extraits pourrait ére di a leur composition en polyphénols
(Kuo et al.,2012 ; Chen et al.,2011; Cos et al., 1998). Il a été rapporté dans la littérature que
certains composés phénoliques existants dans les différentes espéces du fréne notamment la
fraxine et I’esculetine ont un potentiel antioxydant élevé en inhibant la xanthine oxydase
Certains flavonoides tel que la rutine présente dans le fréne (Kostova et lossifova, 2007) a
exercé une activité anti-hyperuricémique, selon deux mécanisme, par inhibition de la XO et
par augmentation de I’adsorption de I’acide urique (Arafat et al., 2008). Cependant I’activité
anti-hyperuricémique de F. angustifolia qui demeure la plus exploitée dans la médecine

traditionnelle, n’a pas encore fait I’objet d’étude.

Ces résultats suggerent que I’extrait teste était capable de réduire I’accumulation des
purines dans le sang aprés une induction a I’oxonate. Il est probable que I’extrait réduisait la

concentration d’acide urique en inhibant I’activité XO/XDH.
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Bien que I’inhibition in vitro de la XO par F.angustifoliaa éé dga rapportée par
Berboucha et ces collaborateurs (2009), la fraction aqueuse de I’extrait éthyle acétate a inhibé
la XO de fagon dose dépendante (1C5,=58,83ug/ml). A notre connaissance, la présente étude
est la premiere démontrant I’action anti-hyperuricémique in vivo ainsi que la capacité a

diminuer les taux hépatiques de XO/XDH de I’extrait de F.angustifolia.

Ainsi plusieurs études in vitro ont suggéré que I’activité inhibitrice XO/XDH est du a la
composition phytochimique des extraits, essentiellement aux flavonoides (Da silva, 2004; Lin
et al., 2002 ; Cos, 1998 ; Hansiki et al., 1994) ; composeés structurellement similaires aux
substrats de la XOR.

Par conséquent, la propriété hypouricémiante des feuilles de fréne exhibée dans cette

étude pourrait étre expliquée au moins en partie par I’action inhibitrice XO/XDH.

D’autres mécanismes possibles, tels que I’inhibition du transporteur URAT1 peut étre
suggéree, car il est responsable de la réabsorption d’acide urique au niveau du tubule rénal
(Huaet al., 2012; Shi et al., 2012;).

Li et ses collaborateurs (2011), ont suggéré que F.angustifolia aurait un effet
uricosurique, des molécules présentent dans les especes de Fraxinus ont été testées sur un
model e hyperuricémique. Ces auteurs ont montré que I’esculetine et I’esculine ont exhibé une
activation de I’expression du transporteur d’anion organique rénal 1 (OAT1) et les
transporteurs organiques cationique et de carnitine (OCT1-2 et OCTN1-2), alors que la
fraxétine et la fraxine ont augmenté I’excrétion de I’urate en partie par I’inhibition de
I"'URATL.

De plus des actions sur dautres enzymes meétabolisant les purines attendent des
investigations complémentaires. En fait, il a été rapporté que certains composés phénoliques
hypouricémiants sont dépourvus de I’activité inhibitrice XO/XDH (Kong et al. 2004).
La réduction de I’acide urique s’opére par I’augmentation de I'activité de |'uricase ou en
améliorant la dégradation de I'acide urique (Kuo et al., 2012).

L'ampleur de la réduction d’activitt XO/XDH provoquée par allopurinol était
beaucoup plus éevée que celle observée avec F.angustifolia a la fois chez les groupes
normaux et hyperuricémiques suggérant que F. angustifolia ne pourrait étre une alternative a
I’allopurinol mais au moins étre dans une thérapie de combinaison afin de diminuer les effets

secondaire de I’allopurinol.




Conclusion et perspectives

Au terme de ce travail qui avait pour but d’évaluer les propriétés anti-hyperuricémique
et anti-xanthine oxydoréductase de I’extrait éthanolique de Fraxinus angustifolia, il ressort
que I’administration intra-gastrique de cet extrait a différentes doses a montré un effet
hypouricémiant chez des souris hyperuricémiques induite par I’injection intrapéritonéale

d’oxonate de potassium d’une maniere dépendante de la concentration.

L’extrait du fréne a arboré une activité inhibitrice sur la XOR qui n’est pas en relation
avec son action hypouricémiante cela a postulé que d’autres mécanismes sont impliqués
tel que, I’inhibition de transporteur d’urate au niveau rénal, ou encore I’action sur d’autres

enzymes métabolisant les purines.

Tenant compte de I’efficacité moindre de I’extrait testé par rapport a I’allopurinol nous a
permis de suggérer que F. angustifolia ne pourrait étre une alternative a I’allopurinol mais au
moins étre dans une thérapie de combinaison afin de diminuer les effets secondaire de

I’allopurinol.

Les résultats obtenus nous ont permis d’envisager :

- Le fractionnement de I’extrait qui permettrai de purifier des molécules qui a faible
concentration pourrait montrer une plus grande efficacite.

- De tester I’extrait Fraxinus angustifolia sur un model animal d’hyperuricémie avec un
temps de traitement plus long afin de préciser le mécanisme d’action au niveau des
reins.

- De déerminer le mécanisme d’action des composés actifs responsables de I’activité

7

testee.
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-Résumé -

Lebut de cette étudeest d'étudier I'effet de I'extrait defeuilles de Fraxinusangustifoliasur les
niveaux dacide urique sérique et de I'activitéxanthineoxydoréductasehépatiquechez les
sourisnormales ethyperuricémiques. Les données ont montrégue le prétraitementpar voie
oraleavec |'extraitn'a pas provoquéune réductionsignificative des niveauxd'acide uriquesérique
chez lessouris normales, mais a significativement réduit (p <0,001) le taux d'acideurique
sériquechez les sourishyperuricémiquesd'une maniéeredose-dépendante. Le traitement avec
I’extraita 400mg/kgpendant 3 jours, a réduit I'uricémieainsi que I'activitéXO/XDHchez |la
sourishyperuricémiques. Bien que I'effethypo-uricémiantsde ['allopurinol, uninhibiteur
potentielde la xanthineoxydoréductaseétait beaucoup plus élevé(P <0,001) que celui de
I'extrait. Par ailleurs,aucune corrélation n'a étéobservée entre les activitéss XO/XDH
hépatiques avecles niveaux d'acideurique sérique. Cependant,le mécanisme d'actionde I'extrait
deF.angustifoliaa été proposé parl'inhibition de laxanthineoxydaseet une augmentationde
I’excrétion de I’acide urique. Ces caractéristiques de I’extrait testé font de lui uncandidat
intéressantpour le traitement prophylactiquede I'hyperuricémie, a long terme.D'autres
investigationspour définirson efficacité cliniqueserait importantes.

Motsclés: xanthine oxydoréductase, acide urique, hyperuricémie, Fraxinus angustifolia.

-Abstract -

The aim of this study was to investigate the effect of Fraxinus angustifolialeavesextract on
serum uric acidlevels and hepatic xanthine oxidoreductase activity in normal and
hyperuricemic mice.Data showed that the oral pretreatment with extract did not cause any
significant reduction in the serum uric acid levels in norma mice, but significantlyreduced
(P<0.001) the serum uric acid levels of hyperuricemic mice in a dose-dependent manner.
Extract treatment at dose of400 mg/kg for 3days, reduce the serum urate levels as well as
XOIXDH activity in hyperuricemic mice. Although the hypouricemic effect of allopurinol, as
a putative inhibitor of xanthine oxidoreductase was much higher (P<0,001)than that of
extract.Moreover, no correlation was observed for liver XO/XDH activities with serum uric
acid levels. However, mechanism of action of F.angustifoliaextract as an antihyperuricemia
has been proposed by inhibition of xanthine oxidase and increased the excretion uric acid.
These features of tested extract make it an attractive candidate for the prophylactic treatment
of hyperuricaemia, particularly if it is to be taken on along-term basis. Further investigations
to defineits clinical efficacy would be highly desirable.

Keywor ds. xanthine oxidoreductase, uric acid, hyperuricemia, Fraxinus angustifolia.
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