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Résumeé

Les antidiabétiques agissent par le biais de divers mécanismes tels que I'inhibition de la
production hépatique de glucose, la stimulation de la sécrétion d'insuline, l'augmentation de la
sensibilité des récepteurs de l'insuline et le retard de la digestion des sucres. Certains
médicaments comme 1’lrys (Glimépéride), Diamicron (Gliclazide) et Novoformine
(metformine) sont connus par leur pouvoir antidiabétique en agissant par des mécanismes
différents que l'acarbose qui inhibe I'a-glucosidase et I’a-amylase. Ce dernier effet permet de

réduire de la glycémie postprandiale.

Du fait, I'objectif de la présente recherche est d'évaluer I'efficacité de ces médicaments
pour inhiber l'activité de 'a-amylase. Cette étude vise a fournir de nouvelles informations sur
un nouveau mécanisme d’action potentielle de ces médicaments qui sont déja disponibles sur

le marché.

Cette approche est réalisée in vitro sur l'activité de I'a-amylase porcine. La recherche a
utilisé deux approches différentes, l'une impliquant une période de pré-incubation entre le
médicament et I'enzyme, tandis que l'autre a omis cette étape de pré-incubation. L’acarbose a

été utilisé comme médicament de référence.

Les résultats ont révelé un effet inhibiteur plus puissant des médicaments sans
préincubation (I1Cso pour Irys = 0,077 mg/ml ; 1Cso pour I'acarbose = 0,176 mg/ml ; 1Cso pour
le gliclazide = 0,515 mg/ml et ICso pour la novoformine = 7,746 mg/ml) par rapport a la
technique préincubation dont les IC50 sont : 0,07 mg/ml, 0,35 mg/ml, 0, 368 mg/ml et 7,74

mg/ml pour Irys, le gliclazide, I'acarbose et la novoformine respectivement.

D’aprés ces résultats, nous avons suggeré que le meédicament Irys présente des propriétes

inhibitrices importantes contre 1’a-amylase par rapport aux autres médicaments

Mots clés : a-amylase, inhibition, I’hyperglycémie postprandiale, médicaments antidiabétiques

oraux.



Abstract

Antidiabetics agents act through various mechanisms such as inhibition of hepatic
glucose production, stimulation of insulin secretion, increased sensitivity of insulin receptors
and delayed digestion of sugars. Some drugs such as Irys (Glimeperide), Diamicron (Gliclazide)
and Novoformin (metformin) are known by their antidiabetic power by acting by different
mechanisms than acarbose which inhibits a-glucosidase and a-amylase. This last effect reduces

postprandial blood sugar.

Therefore, the objective of this research is to evaluate the effectiveness of these drugs
in inhibiting the activity of a-amylase. This study aims to provide new information on a

potential new mechanism of action for these drugs that are already available on the market.

This approach is performed in vitro on the activity of porcine a-amylase. The research
used two different approaches, one involving a pre-incubation period between the drug and the
enzyme, while the other omitted this pre-incubation step. Acarbose was used as a reference

drug.

Results showed more potent inhibitory effect of non-preincubation drugs (IC50 for Irys
= 0.077 mg/ml; IC50 for acarbose = 0.176 mg/ml; 1C50 for gliclazide = 0.515 mg/ml and IC50
for novoformin = 7.746 mg/ml) Compared to the pre-incubation technique with IC50 values of
0.07 mg/ml, 0.35 mg/ml, 0.368 mg/ml and 7.74 mg/ml for Irys, gliclazide, acarbose and

novoformin, respectively.

Based on these results, we suggested that Irys has important inhibitory properties against

a-amylase compared to other drugs.

Keywords: a-amylase, inhibition, postprandial hyperglycemia, oral antidiabetic drugs.
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Introduction générale

Le diabete sucré est un trouble endocrinien persistant qui affecte le métabolisme des
glucides, des protéines et des lipides. Elle englobe un ensemble de maladies métaboliques
caractérisées par une hyperglycémie, en raison d'une production insuffisante d'insuline par le
pancréas ou d'une insensibilité des cellules a I'insuline sécrétée (Benmansour, 2024). Du fait,
cing grandes classes d'antidiabétiques oraux (ADO) sont couramment utilisées pour la prise en
charge du diabete de type 2 dont la majorité est prise par voie orale, a I'exception de I'insuline
(Okechukwu et al., 2020).

Ces medicaments agissent par le biais de divers mécanismes tels que la suppression de
la production hépatique de glucose, la stimulation de la sécrétion d'insuline, I'augmentation de
la sensibilité des récepteurs de l'insuline et le retard de la digestion des polysaccharides(Baud
et al., 2018).Ce dernier mécanisme constitue une stratégie thérapeutique efficace pour gérer le
diabete en reduisant I'nyperglycémie postprandiale. Cet objectif peut étre atteint en supprimant
I’activité des enzymes hydrolysant les glucides telles que l'a-amylase et l'a-glucosidase
(Okechukwu et al., 2020).L'a-amylase, une enzyme digestive, joue un role central dans le
processus complexe de digestion des glucides dans le corps humain permettant ainsi la
décomposition des polysaccharides complexes en sucres plus simples, facilitant ainsi leur
absorption et leur utilisation ultérieures dans le tractus gastro-intestinal. L'inhibition de l'a-
amylase, que ce soit par des mécanismes de régulation endogénes ou par des inhibiteurs
exogenes, a eté impliquée dans des stratégies thérapeutiques potentielles pour la prise en charge
de maladies telles que le diabete sucré, mettant en évidence I'interaction complexe entre cette

enzyme et les troubles métaboliques (Nair et al., 2013).

Certains médicaments comme 1’lrys (Glimépéride), Diamicron (Gliclazide) et
Novoformine (metformine) sont connus par leur pouvoir antidiabétique en agissant par des

mécanismes différents que I'acarbose qui inhibe 1'a-glucosidase et I’a-amylase (Halimi, 2021).

La metformine est le médicament le plus utilisés par les diabétiques. Ses mécanismes
d’action sont tres diversifiés. On pense actuellement qu'elle réduit la concentration sanguine de
glucagon et diminue la glycémie, en réduisant la production de glucose par le foie (en diminuant
la gluconéogenése), en augmentant sa consommation par les tissus périphériques (en
augmentant la glycolyse) et en réduisant I’absorption de glucose par l'intestin (Foretz et Viollet,
2014).Les effets secondaires causés par les ADO qui varient de I’hypoglycémie, troubles
digestives et hépatotoxicité constituent toujours 1’objectif de plusieurs études scientifiques
(Arbouche, 2022).



Introduction générale

Dans le présent travail, nous visons a Vérifier in vitro D’effet inhibiteur de trois

médicaments ADO, trés utilisés par les diabétiques, sur I’activité de 1’a-amylase porcine.

Cette contribution est réalisée au niveau du laboratoire de recherches Antibiotiques,

Antifongiques, Physico Chimique, activité biologique et synthese, de la Faculté des sciences de
la nature et de la vie, université de Tlemcen.
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1 Diabeéte sucré

Le diabéte est caractérisé comme une affection dans laquelle la régulation du
métabolisme des glucides et des lipides est mal contr6lée par I'hormone pancréatique, I'insuline,
ce qui entraine une augmentation de la glycémie. Le type de diabéte le plus courant est le
diabete non insulinodépendant. La prise en charge du diabéte de type 11 est complexe en raison
de divers facteurs inhérents a la maladie, I'hyperglycémie postprandiale (HGPO) étant
identifiée comme un facteur de risque. Les taux de HGPO sont augmentés grace a l'activité des
glucosidases, des enzymes responsables de la décomposition des glucides complexes en sucres
plus simples tels que le maltose et le glucose. Les inhibiteurs de l'a-amylase, un type
d'inhibiteur de la glucosidase, jouent un role crucial dans le contrdle des taux de HGPO chez
les personnes diabétiques (Bhat et al., 2011).

La maladie se manifeste de différentes maniéres d'un individu a l'autre. Afin de
simplifier les choses, les médecins classent depuis longtemps les affections diabétiques en deux
groupes principaux : le diabéte « insulinodépendant », qui nécessite des injections d'insuline,
et le diabéte « non insulinodépendant », qui peut étre traité avec des médicaments non
insuliniques (Monnier, 2018).

L'hormone responsable de la réduction de la glycémie est connue sous le nom
d'’hormone hypoglycémiante. La proinsuline, qui est le précurseur de l'insuline, est libérée en
méme temps que le peptide C.

Le mécanisme d'action de ces hormones repose sur leurs propriétés anabolisantes. La
suppression de leur activité résulte d'une augmentation de la glycémie et de l'activation de

certaines hormones gastro-intestinales (Benberkane et Sahnoune, 2013).

2 Epidémiologie

Le diabete est une maladie évolutive qui contribue de maniére significative a la mortalité
dans la société contemporaine. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) reconnait
I'existence de ce probléme.

La prévalence mondiale du diabéte, a la fois globale et dans des régions spécifiques,
chez les personnes agées de 20 a 79 ans, a été documentée pour les années 2017 et 2024 :
En 2015, 415 millions de personnes ont été touchées par cette maladie.
Il est prévu que d'ici 2045, le nombre de personnes diagnostiquées avec le diabéte augmentera
considérablement pour atteindre le chiffre impressionnant de 642 millions (IDF, 2017).

En Algérie, la pathologie du diabéte occupe la deuxieme place dans le classement des

maladies chroniques, apreés I'hypertension (FID, 2018).
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La prévalence du diabéte dans la population de Bab El Oued était considérable ; toutefois, cette
occurrence ne présentait aucune variation significative en fonction du sexe.
Néanmoins, elle augmentait considérablement avec I'age, allant de 2,3 % chez les personnes

de moins de 45 ans a 33,1 % chez les personnes agées de 65 ans ou plus (Mehenni et al., 2022).

3 Criteres de diagnostique
11 est définit par I’un des critéres suivants :
e Glycémie a jeun>=1,26 g/l (7m mol /1)
e HbALC >=6,5% (critere validé, mais non applique partout dans le monde en raisons de
la standardisation de la technique de dosage, cout, ct.)
e Glycémie >=2g /I avec des symptdmes classiques de diabete (polyurie polydipsie)
(ADA, 2010).

4  Classification

4.1 Diabéte de type 1 (diabete insulino-dépendant ou diabéte juvénile)
(Destruction des cellules b du pancréas, conduit a un déficit absolu en insuline)

a. Auto-immun
b. Idiopathique (diabete de type 1b)

4.2 Diabéte de type 2 (diabéte non insulinodépendant ou diabéte de I’adulte)
(Résistance a I’insuline, déficit relatif en insuline) Formes intermédiaires de diabete

a. Latent autoimmunediabetes in adults (LADA)
b. Ketosis prone diabetes (KPD) (Vionnet, 2015).

4.3 Le diabete gestationnel
La survenue de certains changements physiologiques chez les femmes pendant la

grossesse peut étre attribuée aux hormones sécrétées par le placenta. En fait, ces hormones
provoquent un état de résistance a l'insuline semblable a celui du diabéte de type 2(Goldenberg
et al., 2013).

4.4  Le diabéte secondaire
Peut résulter d’une endocrinopathie par le biais d’un excés d’hormones (acromégalie,

syndrome de Cushing, glucagonome, phéochromocytome, etc.), d’une atteinte du pancréas
(pancréatite chronique, pancréatectomie, mucoviscidose, etc.), dans le contexte de syndromes
génetiques ou encore médicamenteux (glucocorticoides, thiazides, agonistes b-adrénergiques,
etc.)(Vionnet, 2015).
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Tableau 1: Quelques différences entre le diabete de type 1 et 2 (Gariani et al., 2018).

Diabéte de type 1 Diabéte de type 2
Age du diagnostic Enfance et adolescence Adulte
Début Rapide, aigu Variable, souvent
Obésite
Non Fréquente
Diabete
Insulinosensibilité Normale Diminuée
Insulinothérapie Indispensable 20% des cas
Complications chronique Pas avant 5 ans dévolution. Déja présente 30% des cas au

Complications a prédominance moment du diagnostic

Micro angiopathique. Complications a prédominance

macro-angiopathique

5 Facteurs de risque du diabéte

Les causes exactes du diabéte de type 1 sont inconnues. Il est généralement convenu que
le diabéte de type 1 résulte d’une interaction complexe entre des facteurs génétiques et
environnementaux,

Le risque de diabete de type 2 est déterminé par I’interaction de facteurs génétiques et
de facteurs métaboliques, L'existence d'un excés de masse grasse, qui constitue un indicateur
complet de divers aspects de I'alimentation et de I'activité physique, représente le principal

facteur de risque associé au diabéte de type 2 (OMS, 2016).

6 Complications du diabéte

6.1 Complications métaboliques aigués du diabéte

Les deux complications hyperglycemiques du diabéte, a savoir I'acidocétose diabétique
(ACD) et le syndrome d'hyperglycémie hyperosmolaire (SHH) (anciennement connu sous le
nom de « coma hyperosmolaire »), sont généralement distinguées Il convient toutefois de noter
que la physiopathologie de ces deux affections est trés similaire et que leur traitement repose

sur des principes comparables.
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6.2 Complications chroniques

Les complications chroniques comprennent les micro-angiopathies (néphropathies,
rétinopathies et neuropathies) et les macro-angiopathies (maladies coronariennes,
artériopathies et accidents vasculaires cérébraux), ainsi qu'un risque d'infection élevé
(Yardley et Colberg, 2017)

7  Traitement

7.1 Diabete type 1

L’insulinothérapie : Les insulines couramment utilisées sont des analogues de I'insuline
rapides, a action intermédiaire et a action lente. Les analogues rapides de I'insuline sont préférés
aux insulines rapides ordinaires en raison de leur action plus rapide dans la réduction de

I'nyperglycémie postprandiale et de I'hypoglycémie nocturne (Beltrand et Polak, 2016).

Régime alimentaire, arrét du tabac, éducation thérapeutique, maintien d'une activité

physique suffisante.

7.2 Diabete type 2
Il est basé sur deux moyens : Non médicamenteux (régles hygiéno-diététiques) et

médicamenteux (antidiabétiques oraux et dans certains cas 1’insuline).
7.2.1 Régles hygiéno-diétetique (non medicamenteux)

Basé sur un régime alimentaire riche en fibre pauvre en glucides et lipides,
L’activité physique : le sport permet I’amélioration de la sensibilité a I’insuline ainsi que la

réduction de poids et I’augmentation de la masse musculaire et osseuse (Congres SFD, 2018).

7.2.2 Traitement par antidiabétiques oraux (médicamenteux)

Les traitements oraux contre le diabete visent a atteindre deux objectifs principaux :
L'objectif initial est d'améliorer les symptomes liés a I'hyperglycémie, notamment la fatigue, la
miction excessive, la soif intense, l'augmentation de I'appétit, la perte de poids involontaire,
I'irritabilité et les étourdissements.

L'objectif suivant est datténuer ou de limiter les risques de complications
microangiopathiques, macroangiopathiques et neuropathiques associées au diabete (coulibaly,
2023).
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Sulfonylurées Inhibiteurs des
& glinides alpha-glucosidascs
1 insulinosécrétion | absorption des glucides

Glitazones
Inhibitcurs de la DPP-4 1 insulinosensibilité

T insuline 3 | glucagon

CONTROLE
GLYCIEMIE

Inhibiteurs ¢
SGLT2

1 glucosurice Metformine

1 production de glucose

GLP-1 | insulinorésistance

1 satiété

Figure 1:Principaux antidiabétiques oraux et son mécanismes d’action (Coulibaly, 2023)

On distingue les antidiabétiques qui ont une action sur :

7.2.2.1 L’insulinorésistance
Biguanides, thiazolidinediones, principalement indiqués chez les patients diabétiques obeses,

» Lametformine (1,1-diméthylbiguanide) est un biguanide dérivé de la galégine, extraite
du lilas francais (Galega officinalis) selon la figure 2, Il inhibe le complexe 1 de la
chaine respiratoire, modifiant ainsi I'équilibre énergétique cellulaire. Cela entraine une
réduction de la disponibilité de I'ATP et une augmentation des taux d'’AMP cellulaire,
inhibant ainsi la production de glucose. L'activation de 'AMPK en augmentant le
rapport AMP/ATP réduit la lipotoxicité et améliore la sensibilité a I'insuline, permettant

ainsi de contréler la gluconéogenese par I'insuline selon la figure 3(Viollet et al., 2012).

H IHH

/ C NH,
Hso @ Metformine

Figure 2:(A) Galega officinalis, (B) structure de la metformine (Viollet et al., 2012).
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Figure 3:Inhibition de la production hépatique de glucose par la metformine

AMPK: AMP-activated protein kinase;
Glut2 : Glucose transporter 2; LKB1 : Liver kinase B1 ;

OCT1 : organic cation transporter 1(Viollet et al., 2012).

Le chlorhydrate de pioglitazone est un antidiabétique thiazolidinediones. Son action
repose sur la présence d'insuline. Il réduit la résistance a I'insuline dans les zones
périphériques et dans le foie, ce qui entraine une augmentation de I'élimination du

glucose et une diminution de la production hépatique de glucose (ULC, 2019).

-

NH JHQ

*Asymmetric cecnter

Figure 4:La structure chimique de la molécule pioglitazone (ULC, 2019).



Synthese bibliographique  Chapitre 1 : le diabéte et les antidiabétiques

7.2.2.2 L’insulinosecrétion
Sulfamides, glinides, indiqués en premiére intention chez les patients présentants une obésité

peu sévere,

Le gliclazide est un hypoglycémiant oral de la classe des sulfonylurées qui améliore la

sécrétion d'insuline par les cellules béta du pancréas. Il améliore la sécrétion d'insuline

et améliore sa dynamique.

R S e

Figure 5:La structure chimique de la molécule pioglitazone (Harper et al., 2013).

Le répaglinide (REP), connu chimiquement sous le nom dacide 2-éthoxy-4- [2-

[[(1S)-3-méthyl-1- [2- (1-pipéridinyl) phényl] butyl] amino] -2-oxoéthyl] benzoique :

J\ COOH
H;C _ 0

/A\CHg

NH

H

Figure 6:structure chimique du médicament répaglinide (Zhu et al., 2014).

Le mécanisme d'action de la REP consiste a se lier a des récepteurs spécifiques des
cellules béta des ilots pancréatiques, a provoquer la fermeture des canaux potassiques, la

dépolarisation de la membrane cellulaire et, finalement, a la sécrétion d’insuline (Zhu et al.,

2014).

7.2.2.3 Les inhibiteurs de I’a-glucosidase
Indiqués chez les patients présentants des glycémies a la limite supérieure
« L’acarbose et le miglitol sont des pseudotetrasaccharides d'origine bactérienne, Ces

analogues structuraux des oligosaccharides alimentaires inhibent de fagon compétitive

et réversible les a-glucosidases de la bordure en brosse de I'intestin gréle (glucoamylase,
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maltase, isomaltase et sucrase). Les inhibiteurs des a-glucosidases intestinales jouant le
r6le de faux substrat retardent I'nydrolyse enzymatique des glucides complexes en mono
et disaccharides qui sont alors absorbés dans I'iléon. L'absorption du glucose aprés un
repas est ainsi retardée dans le temps. Les inhibiteurs des oa-glucosidases sont

essentiellement actifs sur I'hyperglycémie postprandiale (Lysek et al., 2006).

HOH,C

OH

HO
HO
"o OH H,C OH
HO N
HO/\/
HOH,C N

HO
T~oH

Acarbose OH HOHzc\/o Miglitol

0 \A/OH
HO

OH

Figure 7: structure chimique du médicament inhibiteur de I’a glucosidase (Lysek,
2006).
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(=) Polysoccharides
OO Acorbose

oo %g\.lw? ®

L

Microvilli

Smoll Intestine
Enterocyte

Figure 8:L’inhibition compétitive de I’a- glucosidase par I’acarbose (Bischoff., 1991).

Donc les ADO agissent par ;

— Stimulation de la sécrétion d’insuline : Sulfamides, glinides ;

— Diminution de la production hépatique de glucose : Metformine ;
— Augmentation de la captation musculaire du glucose : Glitazones ;

— Diminution de I’absorption intestinale des sucres alimentaires : inhibiteurs de I’ a-glucosidase

— Diminution de I’insulinorésistance : Sulfamides, glinides, glitazones et metformine ;

— Potentialisation de 1’action de I’insuline au niveau musculaire : metformine.

— Les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase-4 potentialisant I’activité de 1’incrétine (Moumou
et Braik, 2018)
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Tableau 2:Les médicaments antidiabétiques oraux “ADOs ” anti hyperglycémiants (Lalau et al.,

2015).
Classe Mécanisme Mécanisme Médicament | Métabolisme Dose
d’action cellulaire /hom /Elimination habituelle
(mg)
Biguanides Réduction de la Activation de | Metformine | Filtre et sécrété 500-2550
production I’AMPK inchangé dans 1’urine
hépatique de hépatique
glucose

Sulfamides Stimuler le Fixation  sur | glibenclami | 100 % Métabolisme 2,5-15

Hypoglycémian | pancréas pour la protéine SURL | de hépatique en

ts sécrétion d'insuline | du canal métabolites

potassique des faiblement actifs
cellules béta excrétés dans l'urine
pancréatiques (50 %) et la bile/ les
selles (50 %)
Gliclazide 99 % de métabolisme | 30a 120
hépatique a 8
métabolites inactifs
excrété dans l'urine
(80%) et la bile (20%)
Glinides Stimule la sécrétion | Fixation sur la | Répaglinide | 100% Métabolisme 0,2-12
de I’insuline protéine SUR1 hépatique aux
du canal métabolites inactifs
potassique. excretes dans l'urine
(10 %) et les selles
(90 %)

Inhibiteurs du Potentialisation de | Inhibition de | Vildagliptin | Seulement 25 % du 250

dipeptidyl I’insulinosécrétion | la dégradation | e médicament est

peptidase 4 des incrétines excrété par les reins.

(DPP-4) (GLP-1, GIP) La principale voie
d’élimination est le
métabolisme

Thiazolidinedio | améliorer la activer le Pioglitazone | Métabolisme 15-45

nes sensibilité a facteur de hépatique étendu ;

l'insuline. transcription métabolites actifs;

- nucléaire excrete dans l'urine
ligand pour le PPAR-8 (15%) et les selles
récepteur PPAR-8- (85%)

Inhibiteurs des | Retard de | Inhiber a- Acarbose Prés de 100 % du 75-300

a-glucosidases | I’absorption glucosidase métabolisme du

Intestinales intestinale du | intestinale tractus gastro-

glucose intestinal
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Tableau 3:les avantages et les inconvénients des médicaments (Lalau et al., 2015).

Médicaments Avantages Inconvénients Codt
classes
Biguanides .COté gastro-intestinal effets : diarrhée, crampes | Faible
Pas d’hypoglycémie abdominales
) ) .Risque d'acidose lactique (rare)
Pas de prise de poids .Carence en vitamine B12
.Contre-indications multiples : IRC, hypoxie,
déshydratation, choc, insuffisance hépatique
sulfonylurées Hypoglycémie Faible
Une vaste expérience Prise de poids
. o Attenue le pré conditionnement ischémique
%llj/lécprg g/)asculalre risque myocardique
Faible durabilité
Glitinides JPostprandial Hypoglycémie Haut
excursions en glucose .Gain de poids
. Emoussé le myocarde ischémique
Flexibilité de dosage pré conditionnement
.Dosage fréquent calendrier
DPP-1V inhibiteurs | Pas d’hypoglycémie Geénéralement modeste Haut
Efficacité HbAlc
Bien toléré
Urticaire/angio-cedéme
Pancréatite
Thiazolidinediones | Pas d'hypoglycémie Gain de poids Haut
Durabilité (Edéme/insuffisance cardiaque
THDL-C Fractures osseuses
| Triglycérides 1 Cancer de la vessie (pioglitazone)
(pioglitazone)
Inhibiteurs de la Pas d'hypoglycémie Généralement modeste Efficacité HbA1C Modéré

Glucosidase

Postprandial

Coté gastro-intestinal effets (flatulences,

13
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excursions en glucose

Non systémique effets

diarrhée)

Dosage fréquent calendrier

7.2.3 Traitement du diabete sucré par les plantes médicinales

Les plantes sont historiqguement utilisées a des fins thérapeutiques. Diverses herbes,

épices et parties de plantes sont utilisées dans le monde entier pour le traitement des maladies

et la régulation du métabolisme des glucides.

Environ 1 200 espéces de plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour le

traitement du diabéte. Le traitement consiste a utiliser des plantes sous différentes formes,

comme la décoction, I'infusion et la macération (Holaly et al., 2017).
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1 Déefinition

Les o-amylases (o - 1,4-glucane-4-glucanohydrolases, EC 3.2.1.1) appartiennent a la
famille des hydrolases et constituent une endoenzyme. Il hydrolyse de fagon aléatoire les
liaisons osidiques de I'amylose, de I'amylopectine, de I'amidon, du glycogéne et d'autres
polysaccharides contenant plus de trois liaisons a (1,4) D-glucose (Keating et al., 1998).
Les glandes salivaires et pancréatiques produisent de I'a-amylase chez I'nomme. Il existe cing
genes de l'a-amylase sur le chromosome 1, trois pour l'a-amylase salivaire et deux pour 1'a-

amylase pancréatique (Corkovié et al., 2022).

2 Nomenclature
Nom commun : a-amylase.
Numéro de commission enzymatique: EC 3.2.1.1.

Nomenclature scientifique: (1,4 — a-D-glucane, 4glucano hydrolase).
Autres nom (s):glycogénése, a-amylase; endoamylase Taka-amylase (Lee et deMan, 2018).

3  Caractéristiques structurelles de I’a- amylases

La structure des a-amylases d'insectes et de mammiféres englobe trois domaines (Figure9)
(a) le domaine central catalytique A, qui se compose d'un barillet (B/a),

(b) le domaine B, caractérisé par une boucle étendue provenant du troisiéme brin et de la

troisieme hélice,

Et (c) le domaine C, une unité globulaire distincte située a I'extrémité C-terminale.

Figure 9: Structure cristalline du complexe substrat a-amylase pancreatique(PPA).
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Ou les rubans rouges indiquent le domaine A, les rubans jaunes indiquent le domaine B,

les rubans bleu indiquent le domaine C, la sphére bleu indique lion calcium et la sphére jaune.

Les domaines A et B jouent un réle crucial dans la définition de l'architecture des trois
principaux sites fonctionnels de I'enzyme, a savoir le site actif, le site de liaison au calcium et le
site de liaison au chlorure. Les ions calcium et chlorure jouent un réle essentiel dans le maintien

de I'intégrité structurale et le déclenchement de I'activation des amylases (Payan, 2004).

Les sites de liaison de 1'a-amylase fonctionnent comme un site allostérique en raison de
leur proximité avec une molécule d'eau, qui serait impliquée dans l'initiation du clivage du
substrat (Kaur et al., 2014).

4  Mode d’action de I’a- amylase

Les a-amylases présentent généralement de multiples modes d'action en fonction de
diverses conditions telles que la température, le pH, la taille du substrat et la structure. L'enzyme
peut utiliser différents mécanismes ou une combinaison de ceux-ci en fonction des conditions
specifiques.

e L'attaque aléatoire fait référence a l'hydrolyse de toute liaison a- (1-4), initiée par
I’extrémité réductrice, conduisant a la production de glucose, de maltose et de D-
dextrine.

e L'o-amylase a tendance a cibler des liaisons glycosidiques spécifiques au sein du
substrat, ce que I'on appelle attaque préférée.

e Lors dattaques multiples ou réepétitives, I'enzyme se déplace le long de la chaine du
substrat, hydrolysant en continu les liaisons glycosidiques sans se détacher du substrat.

e Le mécanisme a chaine unigue consiste a dégrader une chaine avant de passer a la
suivante. Lors de la formation d'un complexe actif avec le substrat initial, I'enzyme
catalyse la réaction et retarde la formation d'un autre complexe actif avec d'autres
substrats jusqu'a ce que la dégradation de la premiére chaine soit compléte.

e Enrevanche, le mécanisme multichaine entraine une dégradation simultanée de toutes
les chaines (Khadraoui, 2021).

L’activité catalytique de I’enzyme implique la participation des trois acides aminés du
site actif : Asp. 231(nucléophile catalytique), Glu 261 (donneur catalytique de ’hydrogéne) et
Asp. 328 (I’aide de catalyse).

Le mécanisme catalytique des hydrolases glycosidiques se décompose en trois étapes :

1. Protonation de I'oxygéne glycosidique par le donneur de proton Glu 261.
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2. Attaque nucléophile sur C1 du résidu du sucre en position 1 par Asp 231 et départ de
I'extrémité réductrice du substrat.

3. Activation d'une molécule d'eau par le maintien du Glu 261 déprotonné, régénération de I'état
initial et libération de I'autre fragment du substrat par hydrolyse du lien covalent entre I'oxygene
nucléophile de I’ Asp 231 et le C1 de résidu du sucre en position 1(Davies et al., 1999 ; Nielson
etal., 2001).

Glu 261
I S Il PN 1) S

! "ol e
Mom B
N ,

Oscz ./ 0, O
Asp 231

Figure 10:Mécanisme catalytique des hydrolases glycosidiques (Nielsen et al., 2001).

5 Problémes associés aux amylases hautement actives

Les enzymes actives decomposent les amidons riches en calories en sucres simples, qui
régulent I'appétit par le biais de divers signaux. L'exces d'énergie sous forme d'hyperglycémie
entraine une augmentation de I'apport calorique par rapport a la dépense

De tels déséquilibres ou fluctuations du carburant énergétique de l'organisme (apport
énergétique par rapport a la dépense énergétique) peuvent entrainer un risque accru d'obésité
(prise de poids), qui est a son tour associé au développement de diverses maladies chroniques
et de troubles métaboliques tels que le diabéte, I'nypertension, I'nypercholestérolémie et les
maladies cardiovasculaires (Rosin, 2008).

Par conséquent, la régulation de l'activité de I'amylase est cruciale, car des niveaux
incontrolés de cette enzyme peuvent entrainer des dysfonctionnements importants. Ces
problemes peuvent étre résolus par la dégradation des enzymes ou l'utilisation d'inhibiteurs

enzymatiques, tels que les inhibiteurs de 1'a-amylase (Shamki et al., 2012).

6 Les inhibiteurs de I’a- amylase
L’a- amylase est une cible thérapeutique bien connue pour le traitement et le maintien
des ¢élévations postprandiale de la glycémie. Divers inhibiteur enzymatique tels que I’acarbose

le miglitole et le voglibose, se sont réveéles efficaces pour cibler cette enzyme (Navjot et al.,
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2021),L'inhibition qui en résulte entraine une réduction de la quantité de glucose absorbée par
I'intestin (Bochra et Baouta, 2023).

L’acarbose a non seulement un impact crucial et direct sur I'absorption des glucides des
aliments dans la circulation sanguine, mais joue également un rdle indirect dans I'amélioration
du métabolisme du glucose tout au long de la journée en influencant I'adaptation de la sécrétion
d’insuline (Rosak et Mertes, 2012).

En inhibant I’a-amylase et a-glucosidase, il se produit un retard d'absorption du glucose,
réduisant ainsi la glycémie postprandiale selon lafigure 11,

Il convient de noter que les plantes contiennent d'abondants composés phénoliques qui
présentent des propriétés inhibitrices de l'a-amylase, ce qui peut réduire efficacement la

glycémie sans provoquer d'effets secondaires indésirables (Gandhi et al., 2020).

Amidon

(de l'alimentation) Therapie

alternative
Plantes
ayurvédigues

Inhibition alpha- a‘-amylase selectionnees
3 exposant

amylase v pancréatique

>50% d "alpha-
amylase

pancréatique
inhibition

ex: Acarbose maltose,

moglitol Maltotriose Intestin
oligoglucanes

Inhibition alpha- | 3 a-glucosidase
glucosidase “

Glucose

|

HEPO

Figure 11:inhibition de a-amylase pancréatique par des médicaments comme mécanisme
antidiabétiques potentiel. Les doubles barres indiquent une inhibition de 1’activité de
I’amylase conduisant a une réduction de la concentration de maltose, d’oligosaccharide et de
maltose, d’oligosaccharide et de glucose et diminue par la suite le taux de glycémie

(Ponnusamy et al., 2011).
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7 Origine de ’amylase

Les a-amylases sont omniprésentes dans divers taxons, notamment les animaux, les
plantes et les microorganismes. Bien que I’a-amylase de différentes origines ait tres peu de
séquences d'acides aminés identiques, leur structure tridimensionnelle et I'organisation de leur
site actif sont similaires (Nouadri, 2011).

Le niveau de production de l'a-amylase varie selon le genre, I'espéce et la souche de
microbes

Les a-amylases produites par voie microbienne, dérivées de champignons et de
bactéries, sont largement utilisées dans diverses recherches scientifiqgues et domaines
industriels. L'efficacité de la production microbienne d'a-amylase est influencée par les
techniques de fermentation et par une série de variables, telles que la température, le pH, ainsi
que les sources d'azote et de carbone. Certains microorganismes ont la capacité de générer des
a-amylases qui présentent une stabilité thermique, résistant ainsi a des conditions

environnementales difficiles (Sundarram et al., 2014).

Tableau 4:Différentes origines de ’amylase (Khacheba, 2008)

Enzyme d’origine Exemples pH optimal Température
optimales (C°)

Animale Salive humaine 6,9 40
Pancreéas de porc 6,9 37

Végétal Malt d’orge 47-54 50 -55
BIé 4,6 60- 66

Microbiobienne Bacillus coagulans 5,2 57
Aspergillud oryzae  5,5-6,9 40

8 Lastabilité des a-amylases
Les a-amylases sont stables a des pH compris entre 4 et 11, a quelques exceptions pres
pour des plages de stabilité étroites.
La température optimale pour l'activité de l'a-amylase est liée a la croissance des
microorganismes, Divers facteurs tels que le calcium, le substrat et les stabilisants influencent

lesthermostabilités.
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1 Les médicaments testés
1.1 Acarbose

Commercialisé sous le nom commercial LARIMEL 50 mg

» Classe thérapeutique : inhibiteur de 1’a- glucosidase

* Substance : acarbose

» Excipients : amidon de mais modifié, cellulose microcristalline, silice colloidale
anhydre, magnesium stéarate.

* Meécanisme d’action : Il agit en inhibant de maniére compétitive les a-glucosidases
intestinales, diminuant ainsi la dégradation des glucides en monosaccharides facilement

absorbables.

1.2 Novoformine

Commercialisé sous le nom de Novoformine 500 mg

» Classe thérapeutique : Insulinosensibilisateur périphérique

» Substance : metformine chlorhydrate

» Excipients : povidone K30, cellulose microcristalline, amidon de mais prégélatinisé,
saccharine sodique.

*  Mécanisme d’action : il agit en augmentant la sécrétion d’insuline par le pancréas, ce

qui permet de réduire le taux de sucre dans le sang.

1.3 Gliclazide

Commercialisé sous le nom de Diamicron 30 mg

» Classe thérapeutique : insulinosécrétoire

» Substance : gliclazide

« Excipients : hypromellose, magnésium stéarate, maltodextrine, silice colloidale
anhydre.

* Mécanisme d’action : Le gliclazide se lie a des récepteurs spécifiques sur la cellule béta,

ce qui entraine une augmentation de la sécrétion d’insuline.
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1.4 Irys

Commercialisé sous le nom de Irys 2 mg

» Classe thérapeutique : insulinosécrétoire

» Substance : glimepiride

» Excipients : cellulose microcristalline, sodium carboxyméthylamidon, povidone K 30,
magnésium stéarate.

*  Meécanisme d’action : la glimépiride stimule la sécrétion d’insuline par le pancréas, ce

qui permet de diminuer 1’excés de sucre dans le sang.
2 Evaluation de I’effet inhibiteur des médicaments sur I’a-amylase

2.1 Préparation des reactifs
2.1.1 Solution de tampon phosphate (pH=6,9 ; 0,02 M)

La solution tampon est formulée par la combinaison de deux solutions, a savoir l'acide
(A) et la base (B). La solution A est caractérisée comme monobasique (NaH2PO.) avec une
masse molaire de 119,98 g/mol, tandis que la solution B est classée comme dibasique
(Na2HPO4) avec une masse molaire de 141,96 g/mol ; les deux sont préparés séparément a une

concentration de 0,02 M, ensuite mélangés jusqu’a I’obtention d’un pH final de 6,9.

2.1.2 Solution d’a-amylase
L’enzyme utilisée est ’a-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas du porc (PPA) sous
forme lyophilisée (Fluka), son poids moléculaire est de 13000 Da, avec une activité spécifique
de 13 Ul/mg, conservée a + 4°C. 6 mg de PPA sont solubilisés dans 20 ml de solution
tampon phosphate (pH= 6,9 ; 0,02 M), la solution obtenue contient une activité a-amylasique
de 3,9 Ul/ml. L’optimum de D’activité a-amylasique d’origine porcine est a pH=6,9 pour

une température de 37C°.

2.1.3 Solution de substrat
Le substrat de cette catalyse est I’amidon soluble. 1 g d’amidon est solubilis¢ dans
100ml de Tampon phosphate additionné de Na Cl a 6mM. Le tout est chauffé jusqu’a ébullition
sur plaque chauffante agitatrice. Apreés 10 min, la solution est refroidie et le volume est de

nouveau ajusté a 100ml.

2.1.4 Reéactif de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)
Dans un bécher, 1g de DNSA est dispersé dans 40 ml d’eau distillée. La solution obtenue

est de couleur jaune opaque. 30 g de tartrate double de sodium et de potassium sont ajoutés sous
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agitation. Apres, 20ml de NaOH (2N) doivent étre additionnés au mélange. Le réactif devient
limpide avec une couleur orange. Le volume final est ajusté a 100 ml avec de I’eau distillée. Le

réactif obtenu est conservé a 1’abri de la lumiére et a +4°C.

2.1.5 Les médicaments testes
2.1.5.1 Solution de Larimel (Acarbose)
L’acarbose « LARIMEL®50 » est utilisé dans cette expérience comme molécule de
référence, afin de comparer son activité vis-a-vis de I’a-amylase par rapport a celle des autres

médicaments.

Pour le préparer, un comprimé de 50mg a été dispersé dans 50 ml de tampon phosphate
(pH=6,9 ; 0,02 M). La solution obtenue constitue la solution mére a partir de laquelle

différentes solutions filles sont préparées par dilution en cascade.

2.1.5.2 Solution de Novoformine

Un comprimé de 500 mg a été préparé dans 50 ml de tampon phosphate (pH=6,9 ; 0,02
M) pour avoir une solution mere

2.1.5.3 Solution de Gliclazide

Dans le cas de ce médicament, un comprimé de 30 mg a été préparé dans un 50 ml
tampon phosphate (pH=6,9 ; 0,02 M). C’est la solution mére.
2.1.5.4 Solution d’Irys

Du fait que la dose de ce médicament est faible par rapport aux autres, un comprimé de
2 mg a été préparé dans un 10 ml de tampon phosphate (pH=6,9 ; 0,02 M) formant ainsi la
solution mere d’Irys.

2.2 Mode opératoire
Cette approche est exécutée conformément aux directives procédurales établies par
Thalapaneni et al., (2008), bien qu'avec des modifications de la quantité, en remplacant 0,2ml
par un volume augmenté de 0,5 ml. Un spectre de concentrations est organisé par dilution en
cascade, suivie de I'évaluation de I'impact des concentrations individuelles du médicament sur

l'activité de l'a-amylase.

Deux méthodologies ont été utilisées, I'une impliquant la pré-incubation et l'autre sans pré-

incubation.
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2.2.1 Méthode sans incubation

e Tube blanc (pour le

controle) : 1 ml

solution tampon +0,5ml

solution d’amidon.

*  Tube blanc (pour

médicament) : 0,5 ml

solution tampon  +0,5ml

solution de médicament

+0,5 ml Photo 1:préparation des tubes a essai (Photo

solution d’amidon. prise au laboratoire)

* Tube contréle : 0,5 ml

solution  tampon  +0,5

ml d’amidon + 0,5 ml de solution enzymatique.

*  Tube essai : 0,5 ml solution d’amidon +0,5 ml solution de médicament +0,5 solution

enzymatique.
» Agiter les tubes et incuber pendant 15 minutes a 37C°.

* Apres incubation, on ajoute 1 ml de DNSA et on place les tubes dans un Bain

marie bouillant pendant 8 minutes a 100 C°, pour stopper les réactions Enzymatiques.

* Afin de stopper la réaction entre le produit et DNSA on posséde a un choc thermique

en déposant les tubes dans un bain d’eau glacée.
* Mesure les densités optiques au spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm.

Le calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait ou d’acarbose
par rapport au controle (sans inhibition) se fait selon la forme suivante :

% d’inhibition d’a-amylase = [(A controle-A échantillon)/A contréle] x 100
y

A controle : absorbance contrble ; A échantillon : absorbance échantillon

*I’ICspestla  concentration inhibant 50% de [1’activité enzymatique. Elle est
calculée graphiquement.
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2.2.2 Meéthode par préincubation

L’organigramme sur la figure 13 résume les étapes de notre travail :

* Tube blanc(pour le contrdle): 1ml solution tampon .

* Tube blanc(pour les extraits): 0,5ml solution tampon + 0,5ml solution de médicament .
* Tube contréle: 0,5ml solution tampon + 0,5ml solution enzymatique .

* Tube essai: 0,5ml solution de médicament + 0,5ml solution enzymatique .

0,5ml Amidon

Amnl DNSA
Incubation a 100°C

Refroidissement

Lecture a
540nm

b

Fiaure 12 : oraaniaramme schématisant la méthode avec préincubation
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3  Objectif

Le travail expérimental que nous avons réalisé a été effectué au sein du laboratoire de
recherche Antibiotique, Antifongiques ; Physico-chimie, Synthése et Activité biologique
LAPSAB de la faculté des sciences de la nature et de la vie, sciences de la terre et de ’univers,

université AbouBekr Belkaid, Tlemcen.

Le but de ce travail pratique est la recherche d’éventuel effet inhibiteur de quelques

médicaments antidiabétiques sur I’a- amylase.

Le principe de cette recherche repose sur 1I’évaluation de la capacité de ces médicaments a
bloquer ou retarder ’activité de I’enzyme a-amylase. Cette enzyme est responsable de la
dégradation de I’amidon en sucre. Ce mécanisme permet de diminuer la glycémie postprandiale

chez les diabétiques.

Certains médicaments tel que 1’acarbose ont été développés spécifiquement pour inhiber 1’a-

amylase et réduire 1’absorption du glucose pour un bon contréle glycémique.

Dans ce travail, deux méthodologies ont été utilisées, I'une impliquant la pré-incubation entre

le médicament et I’enzyme pendant 5 min et I'autre sans pré-incubation.
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1 Inhibition de I’a-amylase par la méthode sans pré incubation

o Inhibition par ’acarbose (controle positif)

D’aprés les résultats résumés sur la figure 14, nous pouvons remarquer une augmentation
relativement importante des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations
croissantes de I’acarbose. Nous remarquons qu’a la concentration de 0,1mg/mll’Acarbose

provoque une inhibition de 1’ordre de 28,5%.

Effet d'acarbose
80

70
60
>0 . y = 281,27x + 0,4267
40 R? = 0,9737

30
20

Pourcentage d'inhibition %

10

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentration en (mg/ml)

Figure 13 :Effet inhibiteur d’acarbose sur I’a-amylase

o Inhibition par Irys

Sur la base des résultats présentés dans la figure 15, une augmentation substantielle des
pourcentages d'inhibition est observée avec l'augmentation des concentrations d'lrys. Il est

évident qu'a une concentration de 0,1 mg/ml, I'lrys induit un taux d'inhibition d'environ 65,4 %.
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100

80

60

40

20

Pourcentage d'inhibition

0 0,02

-20

Effet d'irys

y =677,96x - 2,4081
: R* =0,9485

0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

concentration mg/ml

Figure 14 : Effet inhibiteur d’Irys sur I’a-amylase.

o Inhibition par Gliclazide

Sur la base des résultats présentés dans la figure 16, une augmentation notable des

niveaux d'inhibition est observée avec I'augmentation des concentrations de gliclazide. Il est

observable qu'a la concentration de 0,1 mg/ml, ce médicament induit un taux d'inhibition

approximativement équivalent a 22,4 %.

%]
o

e
[=]

]
[=]

Pourcentage d'inhibition
w
=

=
=]

o]

Effet de Gliclazide

= y = 66,364x + 15,785
R* =0,9972

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentration (mg/ml)

Figure 15 : Effet inhibiteur de Gliclazide sur I’a-amylase.
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o Inhibition par Novoformine

La Figure 17 regroupe les résultats obtenus avec Novoformine ; une augmentation
progressive des pourcentages inhibiteurs est perceptible avec I'augmentation des concentrations

de Novoformine. A la concentration de 2 mg/ml, il provoque une inhibition d'environ 13,1 %.

Effet de Novoformine
45

40

35

30 y = 6,4142x + 0,3133
25 . R? = 0,9983

20

15

10

Pourcentage d'inhibition

0 1 2 3 4 5 6 7
Les concentrations
Figurel6 : Effet inhibiteur de Novoformine sur I’a-amylase.

2 Inhibition de ’a-amylase par la méthode pré incubation
o Inhibition par I’acarbose

D’apres les résultats résumés sur la figure 18, nous pouvons remarquer une augmentation
relativement importante des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations
croissantes d’acarbose. Nous remarquons qu’a la concentration de 0,1 mg/ml Irys provoque

une inhibition de 1’ordre de 11, 3 %.
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100 - Effar A'Ararhnaca ]
Figurel? : Effet inhibiteur d’acarbose sur I’a-amylase préalablement
incubé
.8
B -
2 60 - e y = 143,92x - 3,011
£ " 2 _
s R? =0,9833
o 40 -
[:1:]
i
o
g 20 -
=
[+] )
0 e - T T T T T T 1
j} 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
20
La concentration

o Inhibition par Irys

La figure 19 montre une augmentation considérable des pourcentages d'inhibition est
avec l'augmentation des concentrations d'lrys. Nous remarquons une inhibition d'environ 65,5

% est induite par Irys a une concentration de 0,1 mg/ml.

Effet d'irys

Uy~ 00 WD
o o o O O

y =647,92x + 0,7064
R*=0,99

Pourcentage d'inhibition
= MW s
o o o o O

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Les concentrations

Figure 18 : Effet inhibiteur d’Irys sur I’a-amylase préalablement incubé

o Inhibition par Gliclazide
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Sur la base des résultats présentés dans la figure 20, il est clair qu’il existe une
augmentation modérée des niveaux d’inhibition correspondant a des concentrations croissantes

de gliclazides ; I’inhibition est d’environ 14,9 %pour une concentration de0,1 mg/ml.

Effet de gliclazide

90
80 -
70 -

60 -
50 - y = 134,92x + 1,5043

2 _
40 - R*=0,9945

30 -
20 -
10 A
0 . . . . . . ]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Les concentration

Pourcentage d'inhibition

Figurel9 : Effet inhibiteur de Gliclazide sur I’a-amylase

préalablement incubé

o Inhibition par Novoformine

Selon les résultats présentés dans la figure 21, une lente augmentation des taux
d'inhibition peut étre observée avec l'augmentation des concentrations de Novoformine. 1l a été

observé qu’il produisait une inhibition d'environ 13,1 % a une concentration de 2 mg/mL.

32



Partie expérimentale Résultats et discussion

Effet de Novoformine
45

40

35

30 y = 6,4142x + 0,3133
25 R? = 0,9983

20

15

10

Pourcentage d'inhibition

0 1 2 3 4 5 6 7
Les concentrations
Figure20 : Effet inhibiteur de Novoformine sur I’a-amylase

préalablement incubé

Notre étude a examiné l'effet de trois ADO connus par d’autres mécanismes d’actions
sur lI'a-amylase en utilisant deux méthodes différentes. Dans un premier temps nous avons
vérifié ’effet recherché sans donner un temps d’interaction enzyme-inhibiteur ou les réactifs
sont mélanges au méme moment. Cependant, pour la deuxiéme technique nous visions a évaluer
si une préalable interaction (5 min) entre I’enzyme et I’inhibiteur pourrait modifier I’efficacité
de la molécule dite inhibitrice. Les tableaux 5 et 6 résument les valeurs d’IC50 obtenus ; en

rappelant que plus elle petite plus I’inhibition est importante.
Tableau 5:valeurs d’1Cso des médicaments sur I’a-amylase sans préincubation

Médicament Larimel Irys Gliclazide Novoformine
(Acarbose)
ICs0 (mg/ml) 0,176+ 0,0159 0,077+0,0174 0,515+0,004 7,746+1,08

Le tableau 5 montre que I’Irys est plus puissant que Larimel, médicament de référence
(Acarbose). Cette différence est statistiguement significative avec p=0,003. En comparant Irys
avec les autres médicaments (Gliclazide et Novoformine), nous trouvions une variation
hautement significative (p=0,0003 ; p= 0,008).

Cela laisse conclure que ce médicament de la famille des insulinosécrétagogue est un puissant

inhibiteur de 1’a-amylase porcine.
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Tableau 6: valeurs d’1Cso des médicaments sur 1I’a-amylase avec incubation préalable

Médicament Larimel Irys Gliclazide Novoformine
(Acarbose)
ICs0 (mg/ml) 0,368+0,0195 0,076+0,002 0,350,004 7,74+ 0,862

Le tableau 6 englobe les résultats d’inhibition aprés une préincubation des médicaments
avec I’enzyme. En observant ces valeurs, nous pouvons conclure que 1’Irys reste toujours le
médicament le plus efficace comme inhibiteur. Toutes les différences sont significative a

I’exception celle entre I’ Acarbose et le Gliclazide.

Dans ce qui suit, nous comparons entre les deux techniques, ou il est remarquable que
la deuxieme méthode améliore significativement I’effet du Gliclazide (p=0,000002) et réduit
significativement I’efficacité de I’acarbose (p=0,0002).

Bien que le mécanisme antidiabétique d’Irys soit différent car il stimule la sécrétion
d'insuline, nous pouvons observer une augmentation notable de I'ampleur des taux d'inhibition
d'Irys.

Le mécanisme d'action de la novoformine differe en ce qu'il améliore la réactivité des
tissus périphériques a l'insuline. Une amélioration notable de I'efficacité inhibitrice de la

novoformine est évidente.

Lorsque nous examinons nos resultats par rapport a ceux d'autres études de recherche,
nos résultats sont plus efficaces particuliérement de I’Irys que ceux de Tedjani et al., (2023)
qui ont étudié I’effet inhibiteur des mucilagesd'Astragalus gyzensissur l'activité de 1'a-amylase
avec une ICso de 0,8 = 0,005 mg/ml pour, par rapport a lI'acarbose avec une 1Cso de 0,295 +
0,006 mg/ml.

Aussi, les résultats obtenus restent intéressants comparés aux résultats de Khan et al.,
(2023)dans leur étude, ou ils ont identifié une valeur 1Cso d'environ 0,85 mg/ml lors de
I'évaluation du mucilage brut du d’okra Abelmoschus esculentuspar rapport & l'acarbose, qui
présentait une inhibition complete dans les conditions spécifiques de leur expérience.

De méme, les résultats de I'expérience Irys démontrent une valeur de 1Cso de 0,077
mg/ml, soit un niveau d'efficacité comparable a celui de I'étude menée par Shirosaki et al.,
(2008).Leur recherches ont révélé que I'extrait obtenu a partir d'Actinidia présentait une activité

inhibitrice de l'o-amylase dépendante de la concentration, en particulier dans I'extrait au

34



Partie expérimentale Résultats et discussion

méthanol, avec une valeur d’ICso de 0,0429 mg/ml. Cette valeur montre une efficacité plus

importante que celle de I’Irys qui est le médicament le plus puissant dans notre étude.

Examinons un autre aspect en comparant nos résultats avec ceux de molécules pures.
Plusieurs auteurs ont étudié 1’effet inhibiteur du resvératrol (Composé phénolique) et de ses
dérivés de synthése sur I’a-amylase comme effet antidiabétiques. Les résultats sont tres
intéressants (Taslimi et Gulcgin, 2017 ; Catinella et al., 2019; Mattio et al., 2019). Le
viniférine est un polyphénol de la famille des stilbenes exerce un effet de la méme grandeur que

I’acarbose.

Okechukwu et al., (2020) ont étudié I’effet du Glimépiride, Metformine et Acarbose
sur I’a-amylase. Les résultats obtenus montrent une efficacité tres remarquable du Metformine.
Ce dernier est significativement plus puissant que I’acarbose et le Glimépiride qui a un effet
important mais faible par rapport a celui de I’acarbose. Ce résultat ne concorde pas avec le nétre

ou le Glimépiride est le plus efficace.

Une étude in vivo réalisée sur des diabétiques de type 2 montre que le Gliclazide corrige

I’hyperglycémie post-prandiale et stimule la sécrétion d’insuline (Salman et al., 2000).

Cependant, la metformine est connu par son effet potentialisateur d’insuline dont les
mécanismes restent trés diversifiés et en continuelle investigation (Arbouche, 2022). De plus,
il peut inhiber I’absorption du glucose au niveau du tube digestif (Ikeda et al., 2000). Ce
mécanisme est a I’échelle de la cellule intestinale ou il réduit du coté apical 1’expression des
transporteurs au glucose (Zubiaga et al., 2023). Récemment, Kelly et al. (2023) ont montré

que la metformine inhibe les protéases chez la souris.

Il reste difficile de confirmer et/ou d’expliquer ces résultats qui montrent un second
mécanisme d’action de quelques ADO engendrant un effet qui peut étre qualifi¢é comme toxique
ou bénéfique. Pour cela, d’autres études sont nécessaires pour la bonne lecture des résultats

obtenus

35



Conclusion generale




Conclusion générale

Certains médicaments comme I'lrys (glimépéride), le diamicron (gliclazide) et la
novoformine (metformine) sont reconnus pour leurs propriétés antidiabétiques en raison de
leurs mécanismes d'action distincts de I'acarbose, qui agit en inhibant I'a-amylase.

Le but de cette recherche était donc d'évaluer l'efficacité de ces médicaments pour
inhiber l'activité de lI'a-amylase, dans le but de découvrir un nouveau mécanisme d'action
potentiel pour ces médicaments.

Les résultats ont révélé un effet inhibiteur plus puissant des médicaments sans
préincubation (1Cso pour Irys = 0,077 mg/ml ; 1Cso pour I'acarbose = 0,176 mg/ml ; 1Cso pour
le gliclazide = 0,515 mg/ml et ICso pour la novoformine = 7,746 mg/ml) par rapport a la
technique de préincubation dont les I1Cso sont : 0,07mg/ml, 0,35 mg/ml, 0,368mg/ml et 7,74

mg/ml pour I'Irys, le gliclazide, I’acarbose et Novoformine, respectivement.

Bien qu'il soit recommandé d'utiliser les médicaments en association avec d'autres
traitements, les résultats de cette recherche indiquent que le glimépiride peut étre utilisé comme
option thérapeutique autonome pour les patients en raison de son double mécanisme d'action.
Cependant, il est important de noter que cette étude in vitro a révélé une probabilité accrue
d'effets secondaires.

En résumé, nos résultats ouvrent des perspectives pour :

» Le développement de nouvelles stratégies de thérapie antidiabétique basées sur I’inhibition
de ’a-amylase.

» Des expériences sur des animaux suivies par d'autres essais cliniques sont nécessaires pour
évaluer Defficacité et la sécurité¢ de ces médicaments antidiabétique oraux lorsqu’ils sont
pris seuls ou en association par des diabétiques.

* Analyser les stratégies pour gérer les hypoglycémies, comme ’adaptation des doses des
médicaments et la surveillance des patients.

* La réalisation d’étude in silico afin de se rapprocher du mécanisme par lequel agit le

médicament sur 1’a-amylase et 1’a-glucosidase.
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