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Résumé



Le diabete sucré est 'une des pathologies métaboliques caractérisée par un déséquilibre de
taux de glucose sanguin. L’inhibition de I’a-amylase constitue une approche thérapeutique
permettant de ralentir la dégradation de I’amidon, réduisant ainsi 1’absorption intestinale du
glucose en contribuant a la diminution de I’hyperglycémie postprandiale.

Le but de cette étude est d’analyser I’effet inhibiteur de la propolis et de certains
médicaments, et I’association de la propolis et le médicament Irys sur 1’a-amylase porcine. Les
médicaments utilisés sont : Larmiel 50 mg (Acarbose), Irys 3 mg (Glimépiride), Valens 10 mg
(Dapagliflozine).

L’extrait aqueux de la propolis a montré une activité inhibitrice faible sur 1’a-amylase
(ICso= 21,50 mg/ml), comparée a Larmiel (0,68 mg/ml), Irys (0,02 mg/ml) et Valens (0,04
mg/ml), qui ont présenté des effets beaucoup plus puissants. Cela suggere un potentiel
antidiabétique limité pour 1’extrait aqueux de la propolis. Cependant, Irys et valens montent effet
inhibiteur important sur I’a-amylase.

L’association de la propolis avec le médicament Irys a été étudiée selon deux méthodes.
Lorsque la concentration de la propolis est maintenue constante et celle d’Irys est variable
(Propolis-Irys), la valeur de ICs0=0,03 mg/ml. Et lorsque la concentration d’Irys est constante et
la propolis qui varie (Irys -Propolis) la valeur ICs0=0,14mg/ml. L’effet d’inhibition de la Propolis-

Irys est meilleur que celui Irys -propolis.

Les résultats obtenus montrent un effet inhibiteur de propolis sur I’a-amylase et aussi

I’amélioration de I’effet de la propolis par I’Irys utilis¢ dans ce travail.

Mot clés : Diabéte sucré, a-amylase, propolis, glimépiride, dapagliflozine



Abstract

Diabetes mellitus is one of the metabolic disorders characterized by an imbalance in blood
glucose levels. The inhibition of a-amylase is a therapeutic approach that helps slow starch
degradation thereby reducing intestinal glucose absorption and contributing to a decrease in
postprandial hyperglycaemia.

The aim of this study is to analyze the inhibitory effect of propolis and certain
medicatuins.as well as the combination of propolis and the drug Irys, on porcine amylase. The
medications used are: Larmiel 50 mg (Acarbose), Irys 3mg (Glimpiride), and valens 10 mg
(Dapagliflozin).

The aqueous extract of propolis showed weak inhbiory activity on a-amylase (ICso= 21,50
mg/ml) compared to Larmiel (0.687mg/ml), Irys (0.028 mg/ml), and Valens (0.047 mg/ml), which
showed significantly stronger effect. This suggests a limited antidiabetic potential for the aqueous
extract of propolis. However, Irys and Valens demonstrated a strong inhibitory effect on a-
amylase.

The combination of propolis with the drug Irys was a studied using two methods. When the
concentration of propolis was kept constant and Irys is varied (propolis-Irys), the ICso value was
[C50=0.0307 mg\ml. when the Irys was constant and the propolis is varied (Irys-propolis), the
ICso was 0.147 mg/ml. the inhibitory effect of the Propolis-Irys combination was better than that
of the Irys-Propolis one

The results obtain show an inhibitory effect of Propolis on a-amylase, and an enhancement

of the effect when combined with Irys.

Keywords : Diabetes mellitus, a-amylase, propolis, glimepiride, dapagliflozin.
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Le diabéte sucré est un groupe de trouble métabolique chronique caractérisé par une
hyperglycémie due a une sécrétion insuffisante d’insuline ou a une résistance a I’insuline. Il se
divise principalement en trois catégories : le diabéte sucré de type 1, le diabéte sucré de type 2
et le diabete gestationnel (Chen et al, 2020). De plus des complications aigues du diabéte, telles
que I’hyperglycémie, I’acidocétose et le syndrome hyperosmolaire, I’hyperglycémie chronique
peut entrainer des complications dégénératives, plus ou moins graves, touchant le cceur, les

vaisseaux sanguins, les yeux, les reins et les nerfs (Fehchaima, 2017).

Un grand nombre des médicaments sont employées dans le traitement du diabéte sucrée,
notamment ’insuline et les antidiabétiques oraux (ADA, 2019). Il y a déférentes catégories de
traitements qui fonctionnement grace a divers mécanismes, qui peuvent étre utilisés seuls ou en
combinaison, le diabéte de type 2 est généralement traité par des médicaments oraux visant a
assurer un bon controle glycémique sur long terme. Plusieurs classes sont utilisées, notamment

les sulfonylurées, les biguanides, les inhibiteurs du SGLT2 ... (Feinglod et al., 2021).

L’a-amylase est une enzyme digestive clé dans la dégradation des glucides complexes en
sucres simples, facilitant leur absorbation intestinale. Son inhibition, naturelle ou
médicamenteuse, constitue une approche thérapeutique prometteuse dans le traitement du

diabéte sucré soulignant son role dans les déséquilibres métaboliques (Nair et al., 2013).

Depuis les temps les plus ancien, I’étre humain s’est intéressé aux abeilles et aux produits
qu’elles générent, notamment le miel, le pollen, la cire, le venin, la gelée royale, et plus
récemment, la propolis. Des recherches ont démontré que certains extraits végétaux, en
particulier la propolis, présentent une efficacit¢é comparable a celle des traitements
antidiabétiques conventionnels, tout en étant dépourvus d’effets secondaires notables, de
diminution d’efficacité avec le temps et de risques des complications chroniques liées au diabete

(Kim et al., 2006).

Diverses recherches ont proposé que la propolis pourrait jouer le role d’inhibition des
enzymes digestives, y compris 1’a-amylase, méme si les processus spécifiques et la
performance en comparaison avec des médicaments pour traiter le diabéte méritent d’étre

davantage explores.

Dans cette étude, nous avons cherché a évaluer I’impact de la propolis et de certains
médicaments sur 1’activit¢ de 1’o-amylase, afin de mieux comprendre leurs effets sur le

catabolisme et I’absorption des sucres in vitro. Le document se divise en deux grandes parties :
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e La premicre est une revue bibliographique portant sur trois thémes principaux : Le
diabete sucré, I’a-amylase et la propolis.

e Tandis que la seconde présente 1’étude expérimentale ainsi que les résultats obtenus.

L’objectif de cette étude est d’examiner et de juxtaposer 1’effet inhibiteur de la propolis
et de quelques traitements antidiabétiques sur 1’activité de 1’a-amylase, dans le but

d’approfondir notre compréhension du potentiel de la propolis dans le traitement du diabéte.
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Chapitre 1 Diabéte sucré

1 Introduction

L’histoire du diabéte remonte au XVlIle, principalement grace a Thomas Willis. I1 a été 'un
des premiers a observer la présence de glucose dans I'urine des personnes atteintes de cette
maladie. Willis a également distingu¢ deux formes de diabéte : le diabéte sucré, que I’on

appelle « mellitus », et le diabéte insipide, dénommé « insipide » (Stuart et al., 2011).

2 Diabéte sucré

Le diabéte sucré (DS) est une pathologie métabolique qui se caractérise par une
augmentation anormale chronique de la glycémie, causée par un dysfonctionnement de la
sécrétion d’insuline (Della-Valle, 2021). Cette maladie regroupe un ensemble de maladie qui
touchent le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. Elle se manifeste par une
hyperglycémie constante due a des anomalies dans la sécrétion d’insuline, ou dans 1’action de
cette hormone, ou bien les deux (Karamanou et al.,2016).

L’insuline, une hormone cruciale, est sécrétée par le pancréas. Son rdle est de faire passer
le glucose du sang vers les cellules du corps, ou il est transformé en énergie (glycogeéne) ou
stocké (dans le foie et dans le muscle) (FID, 2017). Est une hormone peptidique constituée de
deux chaines peptidiques A et B : la chaine A contenant 21 résidus d’acides aminés et la chaine
B comprenant 30 résidus d’acides aminés li€es entre elles par liaisons disulfures (Castaing et

al., 2002).

3 Epidémiologie
Dans le monde

Le DS est un trouble li¢ au métabolisme qui se divise en plusieurs types, chacun ayant des

causes différentes responsables de I’hyperglycémie, qui est le principal symptome de la maladie.

Prés de 5 % des cas sont classés comme diabéte de type 1, tandis que 90 % sont identifiés
comme diabete de type 2 et le reste en tant qu’autres sous-types. Au cours des 30 dernieres
années, incidence et la prévalence du diabeéte ont connu une augmentation mondiale (Mekala

&Bertoni.,2020).

A I’heure actuelle, le diabéte se classe troisiéme parmi les causes de mortalité mondiales,
juste apres 1’hypertension artérielle (HTA) et le tabagisme. Ce dernier est estimé a 8,5 % de la

population mondiale, et ce pourcentage est en augmentation (Al-Husseina et al., 2021).
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En 2019, plus de 463 millions de personnes dans le monde étaient atteintes de diabete,

avec preés de 59 millions de ces cas situés en Europe (Saeedi et al., 2019).
Dans Algérie

A I’instar des autres nations du Maghreb en pleine croissance économique, I’ Algérie a fait
face a une augmentation considérable du nombre de personnes atteintes de diabete au cours des
derniéres années. En effet, selon la fédération internationale du diabéte (FID, 2019), on comptait

quatre (4) millions de diabétiques en Algérie en 2019.

Prés de trois millions d’algériens souffrent de diabéte, ce qui en fait un véritable enjeu de
sant¢ publique, puisque c’est la maladie la plus courante en Algérie apres les maladies

cardiovasculaire (Abed et Zerazaihi, 2017).

4 Diagnostique
Selon une méthode agrée par le comité d’experts en diabétologie en Algérie, 2015.

- Une glycémie a jeune > 1,26g /1 (7 mmol/l) aprés au moins 8heures de jeline, confirmer
par deux dosages successifs.

- Une glycémie > 2 g/l (11,Immol/l) a n’importe quel moment de la journée en présence
de symptomes cliniques tels que polyurie ou polydipsie.

- Une glycémie >2g /I (mmol/l) 2heures apres une charge orale 75 g de glucose (HGPO).

- Un taux d’HbAlc >6,5%, correspondant au bilan glycémique de ces 3 derniers mois

5 Classification

Le DS est généralement class¢ en 4 types selon I’étiologie et la présentation
clinique (figure 1) : le diabéte de type 1(DTI1), le diabete de type 2 (DT2) et le diabéte
gestationnel (DG). D’autres types de diabete moins courants sont le MODY et le diabéte
secondaire (Goyal et Jialal, 2022).
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Diabéte gestationel
Diabéte de type 1
Autres diabétes

ECMODY ~— \. (

Diabéte de type 2 (90%)

Figure 1: Classification du diabéte selon L’OMS (Tenenbaum et al., 2018).
5.1 Le diabéte type 1

Le diabete de type 1 se définit par un manque d’insuline (OMS, 2020) ou une absence
totale de production d’insuline a cause d’une maladie auto-immune qui détruit les cellules béta
du pancréas (American Diabetes Association, 2004). Ce type de diabéte, anciennement connu

sous le nom de diabéte insulinodépendant (DID) ou diabéte juvénile.

5.2 Le diabete type 2

Le diabéte de type 2 (DT2), autrefois dénommé « diabéte non insulinodépendant DNID
» ou «diabéte de D’adulte », se distingue par une insuffisance relative en insuline et
dysfonctionnement des cellule f du pancréas et résistance a ’insuline au niveau des organes

cibles (Chatterjee et al., 2017 ; ADA,2022).

5.3 Le diabéte gestationnel

D’aprés 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), le diabéte gestationnel (DG) est une
complication de grossesse. Il est défini comme « Un trouble de la tolérance au glucose menant
a une hyperglycémie d’intensité variable, qui commence ou est diagnostiquée pour la premicre
fois durant la grossesse, indépendamment du traitement requis et de son évolution apres

I’accouchement » (OMS, 2013).
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5.4 Autres types

MODY (Maturity On set Diabetes of the Young)

Ce diabete héréditaire hétérogéne se caractérise par une dysfonction de la sécrétion
d’insuline par les cellules B, due a une mutation génétique. Cette mutation affecte des génes
codant pour des facteurs de transcription ou des enzyme, telles que la glucokinase

(Anonyme,2020 ; Gariani et al.,2009).

6 Les principaux signes cliniques

e Une polydipsie (une soif excessive).

e Une polyurie (qui se manifeste par un besoin fréquent d’uriner).
e Une perte de poids sans explication

e Une polyphagie (faim excessive).

e Des troubles de la vision.

e Une fatigue intense (Tenenbaum et al., 2018).

e Laprésence de corps cétonique dans les urines, ce qui indique un métabolisme lipidique

accru (Yaél, 2022).

7 Complications du diabéte

7.1 Complications aigues (a court terme)

Elles comprennent trois complications hyperglycémiques : I’acidocétose diabétique, le
syndrome d’hyperglycémie hyperosmolaire et 1’acidose lactique. Ces complications sont plus
fréquentes chez les personnes atteintes de diabete de type 1 que chez celles atteintes de diabéete

type 2 (Azzi, 2013).

7.2 Complications chroniques (a long terme)

Les complications chroniques du diabéte touchent les arteres et les vaisseaux sanguines, et se

divisent en deux types : micro-angiopathiques et macro-angiopathiques (Grimaldi, 2009).

e Complication de la microangiopathie : neuropathie et rétinopathie, dont le principal
facteur de risque est I’hyperglycémie (Michael et Fowler, 2008).
e Complications de la macroangiopathie : les maladies cardiovasculaires leurs facteur de

risque incluent I’hyperglycémie, la résistance a I’insuline, un déficit en insuline, la
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dyslipidémie, I’hypertension, I’hyperlipidémie ainsi que I’inflammation (Monnier et

Thuan, 2007).

8 Traitement de diabéte
8.1 Traitement non médicamenteux

8.1.1 Régime alimentaire

Chez le diabétique, le but de la diététique n’est pas de priver, mais de limiter les glucides
inadaptés. La diététicienne guide le patient a construire des repas variés, contenant des glucides
mieux adaptés a la journée, ou un régime hypocalorique s’il est en surpoids, sans sucres rapides.

L’essentiel reste I’équilibre, la diversité et la régularité des repas (Abd Elkebir, 2004).

8.1.2 Activité physique

Un programme régulier d’exercice peut aider a mieux contrdler la glycémie. En générale,
pendant une séance d’exercice modéré, on remarque que les niveaux d’insuline dans le sang
augmentent, ce qui meéne a une augmentation de la production de glucose sanguine et permet de
maintenir cette production dans des niveaux normaux. Des études récentes ont montré que la
glycémie ne diminue que légerement apres une heure d’exercices ou qu’elle reste presque

identique si I’on fait de 1’exercice a jeun (Wilson, 2006).

8.2 Traitement médicamenteux

Dans le domaine de la diabétologie, le but principal de tout traitement est d’éviter et de
limiter les complications liées a la maladie, mais aussi d’améliorer la qualité de vie des patients
(Pillon et al.,, 2014). La figure 2 englobe les médicamentes d’action des principaux

antidiabétiques oraux (ADO).

8.2.1 Insulinothérapie

L’insulinothérapie est une méthode de traitement cruciale pour le diabéte de type 1 et type
2. Récemment, elle a beaucoup progressé grace a 1’utilisation de I’insuline a action rapide et
lente. Ces nouvelles insulines imitent mieux la sécrétion naturelle de 1’insuline dans le corps.
De plus, elles offrent une pharmacocinétique plus avantageuse par rapport aux anciennes

insulines d’origine animale et humaine (Paquot et al., 2019).
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8.2.2 Les antidiabétiques oraux

La majorité des patients souffrant de DT2 sont traitée par médicaments pour obtenir un
traitement efficace du diabéte ou pour maintenir un bon contrdle glycémique d’une maniére
durable. A I’heure actuelle, de nombreuses classes de médicaments oraux pour le DT2 sont
disponibles, notamment les sulfonylurées, les biguanides, les thiazolidinediones (TZD), les
inhibiteurs de la protéine du transport sodium-glucose 2(SGLT2) ...etc. (Feingold et al.,
2024).

8.2.2.1 Médicaments inhibant la digestion des glucides

A. Inhibiteurs de I’a-glucosidase (acarbose, miglitol, voglibose)

Les inhibiteurs des a-glucosidase, tels que 1’acarbose (Glucor) et miglitol (Diastabol),
agissent localement dans D’intestin gréle en inhibant de facon compétitive et réversible les
enzymes a-glucosidase présentes dans la bordure en brosse de I’intestin (ACD, 2014). Elle
transforme les polysaccarides en monosaccarides. Et leur inhibition ralentit la digestion des
glucides, réduisant ainsi la glycémie postprandiale se I’'HbAlc (Figure2) (Cheng et Fantus,
2005 ; Henquin, 2005).

OH
o WOH
Y OH OH
w0 HO,, wOH
“UOH OH
HO, OH
HO™ M OH OH
HN Voglibose
Miglitol
Ho” Y YoH
OH
Acarbose

Figure 2: Structures chimiques d’inhibiteurs I’a-glucosidases (Acarbose,
Miglitol, Voglibose) (Dirir et al., 2022).

8.2.2.2 Médicaments stimulant la sécrétion d’insuline (insulinosécréteurs)

A. Sulfonylurées (glyburide, gliclazide, glimépiride)
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Font partie des antidiabétiques oraux (ADO) les plus anciens, utilisés depuis plus d’un
demi-siécle. Elles agissent en se liant a un récepteur spécifique (SUR1) situé sur les cellules 8
du pancréas, associé a un canal potassique sensible a I’ATP(K-ATP). Ce couplage induit la
fermeture du canal, provoquant une déploration de la membrane, I’ouverture des canaux
calcique et I’influx de calcium, ce qui conduit a la sécrétion d’insuline (Figure3) (Scheen,

2002 ; Tielmans et al., 2007).

Glyburide Glipizide

Figure 3: Structure chimique du glyburide, glipizide, glimépiride (Evans et al., 2010).

B. Méglitinides (Répaglinide et Natéglinides)
Ses effets sont exercés sur plusieurs récepteurs des cellules B du pancréas mais ils
partagent le méme mode d’action en régulant les canaux potassiques sensibles a 1’adénosine
triphosphate ATP dans les cellules ce qui conduit a une augmentation de la sécrétion d’insuline

(Figure 4) (Rosenstock et al., 2002).
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0O O
>Illu-©—4 OH O
N
H O\l /WLOH
N 0
H

Nateglinide Repaglinide

Figure 4: Structures chimiques du Natéglinide et Répaglinide (Kamal et al., 2022).
8.2.2.3 Médicaments améliorant la sensibilité a ’insuline (insulinosensibilisateurs)

A. Les biguanides (Metformine)

Tels que la metformine, est un antidiabétique oral (ADQO) ancien des biguanides, toujours
utilisé dans le traitement du diabéte chez le sujet obése diabétique de type 2 (ACD, 2014). Son
mode d’action se distingue par sa spécificité extra-pancréatique, par laquelle elle réduit la
résistance a I’insuline, diminue la production hépatique du glucose et améliore 1’utilisation
périphérique du glucose (Wens et al., 2007). La metformine stimule 1’action de protéine kinase
activée par 1’adénosine monophosphate a I’intérieur du foie L’AMPK, diminuant ainsi la
gluconéogenese et la lipogenese, augmentant 1’absorption musculaire du glucose (Gerson,
2006). Généralement bien tolérée, elle peut toutefois entrainer des effets indésirables gastro-
intestinaux et reste contre-indiquée chez les sujets 4gés ou ceux atteints de pathologies rénales,

hépatiques ou cardiovasculaires (Figure5) (ACD, 2014).

10
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H ﬁ” |F|'H CH,
N|—C —NH—C—N , HCI
4 \
| CH,

Mlonil guandine

Figure 5: Structure chimique chlorhydrate de metformine (Imounachen, 2010).

B. Thiazolidinediones (Rosiglitazone, Pioglitazone)

Thiazolidinediones (TZD) (Figure 6) est un insulinosensibilisateur qui active les
récepteurs nucléaire PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma). Cette
activation permet d’améliorer la sensibilit¢ a 1’insuline au sein des tissu périphériques,
notamment le tissu adipeux et hépatique, d’augmenter I’absorption du glucose et diminue sa

production hépatique (Boyle, 2002 ; Girard, 2001 ; Guillausseau, 2003).

O

R

- . CH,CH
Pioglitazone 3 2\©\
—
CH:CH 2=
B
Rosiglitazone = _ CH,CH,—
1
CH,

Figure 6: Structures chimiques de la Rosiglitazone et la Pioglitazone (AL-
Ziaydi & Ramana, 2015).
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8.2.2.4 Médicaments agissant par I’effet incrétine (incrétinomimétiques)

A. Les analogues du GLP-1 (L’exénatide et le Liraglutide, Sémaglutide).

Les analogues du GLP-1 (Figure 7) sont des peptides modifiés qui conservent une activité
agoniste sur le récepteur du GLP-1. Parmi eux, on trouve I’exénatide et le liraglutide. Ces
molécules imitent 1’action des incrétines, hormone intestinales naturelles qui stimulent la
sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas, inhibent la libération de glucagon et
ralentissent la vidange gastrique, sont utilis€ uniquement par la voie injectable, les effets
indésirables les plus fréquents sont des troubles digestifs, surtout des nausées, et leur prix est

¢levé car ce sont des traitements récents (Berdi et al., 2020).

Liraglutide
C16 y-Glu
O
H
N
\/\/\/\/\/\/\/Y NH
I r}\
Q H
1 N-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLY RGRG-cooR

Semaglutide

C16 diacid ‘(-('Iu bis-aminodiethoxyacetyl

0. 0
Jk/\/\/\/\/\/\NY N/\/ \/\0 N=Aib
°\/\ /\,"“
OH
NH H;N

[+]

HN-HXEGTFISDVSSYLEGQAAKEFIAWLVRGRG-coon

Figure 7: Structures chimiques du Liraglutide et Sémaglutide (Knudsen & Lau,
2019).

A. Inhibiteurs de la DPP-4 (sitagliptine, saxagliptine, vidagliptine, linagliptine,
algoliptine)

Les inhibiteurs de la DPP-4 (Figure 8), également connus sous nom de gliptines, inhibent
I’enzyme di peptidyl peptidase 4 (DPP-4), ce qui prolonge les effets du peptide glucagon-like
GLP-1. Cela stimule la production d’insuline, et réduit le taux de glucagon, plus ralentit la
vidange gastrique et diminuant la glycémie (Scheen, 2012). Ces médicaments sont bien
acceptés, simples a administrer, sans danger d’hypoglycémie, et ne provoquent pas

d’augmentation de poids (Halimi et al., 2008).
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Figure 8: Structures chimiques de Vildagliptine, Saxagliptine,
Denagliptine, Algogliptine, Sitagliptine, Linagliptine (Mathur et al.,
2023).

8.2.2.5 Médicaments augmentant I’élimination rénale du glucose

A. Inhibiteurs de SGLT (I’empagliflozine, Dapagliflozine, Canagliflozine).

Ces médicaments inhibent le transporteur sodium-glucose 2 (SGLT-2) dans les tubules
proximaux des glomérules rénaux, ce qui réduit la réabsorption de 90% du glucose. Et provoque
une glycosurie chez les personnes diabétiques, ce qui abaisse le taux du glucose plasmatique

(Figure 9) (Scheen et al., 2014).
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Dapagliflozin

Figure 9: structure chimique du I’empagliflozine, Canagliflozine, Dapagliflozine

(Chrysant, 2017).

8.2.2.6 Meédicaments agissant sur le rythme circadien

A. Cycloset (Bromocriptine)
Il s’agit d’un agoniste des récepteurs de la dopamine D2 sympatholytique qui remet en
place le rythme circadien hypothalamique, possiblement perturbé par 1’obésité. Cela provoque
I’invention de la résistance a I’insuline et la réduction de la production de glucose (Figure 10)

(De Lima, 2014).

Figure 10: structure chimique de la bromocriptine

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Bromocriptine
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Diabete sucré

La figure 11 regroupe les mécanismes d’action des principaux ADO.
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Figure 11: Mécanisme d'action des médicaments antidiabétiques (Barau et al., 2016)
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Chapitre 2 a-amylase

1 Généralité

Les enzymes sont des macromolécules qui appartiennent a la catégorie des protéines.
Elles se composent de plusieurs acides a-aminés de série L, reliés entre eux par une liaison
résultant d’une condensation entre le groupe carboxyle d’un acide aminé et le groupe amine
d’un autre acide amin¢, permettant ainsi de former une liaison amide. Les enzymes sont des
polypeptides ayant des masses moléculaires considérables, variant entre 10 et 1000 kDa, ou les
acides aminés sont disposés, formant ce qu’on désigne comme la structure primaire des

protéines (Vincent, 1996).

2  a-amylase

Les a-amylases, connues sous le nom d’a-1,4-glucanohydrolases EC (3.2.1.1), font partie
de la famille des hydrolases et constituant une enzyme endogene. Elles hydrolysent
aléatoirement les liaisons osidiques présentes dans I’amylose, I’amylopectine de I’amidon, le
glycogéne, ainsi que d’autre polysaccharides comportant plus de trois liaisons a (1,4) D-glucose

(Keating et al., 1998).

Les glandes pancréatiques et salivaires chez I’Homme sécrétent de 1’a-amylase. Sur le
chromosome 1, on trouve cinq genes de I’a-amylase : trois sont dédies a 1’a-amylase salivaire

et deux a | a-amylase pancréatique (Corkovi¢ et al., 2022).

3 Nomenclature de I’a-amylase

e Nom systématique : 1-4-0-D-glucane-4glucacno hydrolase
e Nom codifié : EC (3.2.1.1)
e Nom commun : a-amylase

e Autre nom : Glycogénase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A....(Olempska,

2004).

4 Différentes origines de I’a-amylase

Les régnes (bactérien, fongique, animal et végétale) possedent une forte activité d’alpha-
amylase, et les diverses origines n’affectent en rien 1’activité amylolytique. Son isolement a été
réalisé par extraction des tissus végétaux et animaux par fermentation a 1’aide de cellules

microbiennes (Nouadri, 2011).
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4.1 Origine animale

L’a-amylase provenant des animaux est souvent obtenue a partir du pancréas de
mammifeéres comme les porcs et les veaux et aussi de la salive humaine (chatterton et al.,
1996). Chez les humaines, on trouve cette enzyme dans la salive et dans les sécrétions du

pancréas (Coolbear et al., 1992).

4.2 Origine végétale

L’a-amylase joue un essentiel dans le métabolisme des glucides chez les plantes, en
hydrolysant I’amidon et en produisant des sucres réducteurs tels que le glucose et le maltose.

Elle se développe pendant la germination des graines (Brown et al., 1993).

4.3 Origine microbienne

On distingue les a-amylases fongiques et bactériennes

> Les a-amylase fongiques : les a-amylase fongique se distinguent des amylases
bactériennes par leur sensibilité a la température (par inactivation), leur capacité élevée
de saccharification et un pH optimal relativement bas (4-5) (Costes, 1982).

» L’o-amylase bactériennes : ce genre d’enzyme est exo-cellulaire, généralement obtenu

a partir de la fermentation bacillacée (Mctigue et al., 1995).

5 Caractérisation générale

> Poids moléculaire : Le poids moléculaire de la-amylase differe selon sa source et la
catégorie d’enzyme. En générale il oscille entre 40 000 et 90 000 Da (Schombury et
Salzmann, 1991).

> pH optimal : en générale, les a-amylase montrent une bonne stabilité dans une gamme
de pH de 5 a 8. Pour amylase pancréatique, le pH idéal se suit aprés de 7,2. d’autre part,
la variation du pH pour I’amylase salivaire est plus large, mais il se situe souvent entre
6,7 et 6,9. En ce qui concerne les a- amylase provenant de champignons, leur pH optimal
est habituellement autour de 5 (Khacheba, 2008 ; Ishikawa et al., 1993).

> Température optimale : les amylases, qu’elles soient salivaires ou pancréatique,
fonctionnement le mieux a des température qui varient entre 25 et 70 (Park et al., 1997).

» Effecteurs : I’amylase nécessite au moins un ion calcium pour maintenir sa structure,
mais une concentration trop élevée de cet ion agit comme un inhibiteur pour cette

enzyme le méme (Kolli et Zatout, 2015 ; Boel et al., 1990).
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6 Structure

L’a-amylase possede une forme en trois domaines, qui lui permet de fixer au substrat.
Elle est responsable de la dégradation des liaisons glycosidiques grace a I’intervention de

groupes catalytiques tres précis (Figure 12) (Mouas, 2016).

» Domaine A : comprend la partie n-terminale qui contient le site catalytique. Cette
région présente une structure trés symétrique, comportant 8 brins paralléles de type J3,
agences en forme de tonneau, entoures par 8 hélices alpha

» Domaine B : dispose d’une grande partie des liaisons en fonction de la spécifie de
substrat. Ce domaine entoure les domaines a et ¢ grace a des liaisons disulfures.

» Domaine C : constitue la partie C-terminale, qui se présente sous forme de feuilles 3
antiparalleles.il est essentiel pour la reconnaissance et la fixation du substrat Ca2 : se
trouve entre les domaines A et B jouant un réle crucial dans la stabilisation de I’enzyme,

grace a 4 acides aminés (His, Glu, Asp, Asn).

Domain C

Figure 12: Domaine de structure de I’a-amylase (Zhang et Xiao, 2017 ; Ben-
Abdelmalek et al., 2009)

7 Mécanisme d’action

La réaction catalytique (Figure 13) se déroule en trois phases, impliquant de nombreux
groupements chargés, parmi lesquels se trouvent trois acides aminés indispensables a I’activité

de a-amylase : Asp 231, Glu 261 et Asp 328.
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a. Le processus commence par la protonation de 1’oxygeéne glycosidique par Glu 261, le
donneur de proton. Ensuite, une attaque nucléophile se produit sur le carbone C1 du sucre par
Asp 231, ce qui entraine le départ de la partie aglycone (Chatterjee et al., 1997).

b. Une molécule d’eau est ensuite activée, probablement grace a la présence de Glu 261
qui reste déproton¢ (Nielsen et al., 2001).

c. La derniére étape est I’hydrolyse de la liaison covalente entre 1’oxygeéne nucléophile de
Asp231 et le carbone C1 du sucre, ce qui permet le bon déroulement du cycle catalytique

(Nielsen et al., 2001).

Gla 261
n % I e m e
(- - wrl ' -
{:F - | H

L e O O
Asp 231 '

Figure 13: Mécanisme catalytique d’enzyme d’a-amylase (Merabti, 2006).

8 Mode d’action de I’a-amylase

» Attaque aléatoire ou au hasard : toutes les liaisons sont hydrolysées depuis I’extrémité
réductrice. Cela amene a la production de glucose, de maltose et surtout de D-dextrine
(Scriban, 1999).

> Attaque préfére : I’a-amylase a une tendance a cibler des liaisons glycosidiques
spécifique dans le substrat (Berry et Paterson, 1990).

» Attaque multiple ou répétitive : elle implique le déplacement de I’enzyme tout au long
de la chaine du substrat et I’enzyme hydrolyse les liaisons glycosidiques sans se
dissocier du substrat (Kandra et al., 1997).

» Attaque uni-chaine : I’enzyme dégrade une chaine avant de passer a I’autre. Une fois
que I’enzyme forme le complexe actif avec le premier substrat, elle catalyse la réaction
et ne forme pas un autre complexe actif d’autres substrats jusqu’a 1’achévement de la
dégradation de la premicre chaine (Berry & Paterson, 1990).

» Attaque multi-chaine : toutes les chaines sont dégradées parallelement (figurel4)

(Pazur et Marchetti, 1992).
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Figure 14: Différents modes d’action de I’a-amylase (Bijtebier, 2008).

9 Inhibition

Les inhibiteurs sont souvent des molécules dont la structure est voisine du substrat, qui
ne provoquent pas de réaction ou réagissent bien plus lentement que le substrat. L’analyse de
I’influence des inhibiteurs sert a comprendre le mécanisme catalytique d’une réaction
enzymatique, a approfondir la connaissance de la spécificité¢ d’une enzyme et a recueillir des
informations physique et chimique relatives au site actif de I’enzyme (Garrett et Grisham,

2000).

Ainsi, les ions Cu?*, Fe?*, et Hg?" agissent comme des inhibiteurs compétitifs, étant des
analogues structuraux aux activateurs. Les ions Ca’?* et Mg?" agissent comme des activateurs
de I’a-amylase puisqu’ils constituent une partie essentielle du site actif, contribuant ainsi a la

stabilité structurale de I’enzyme (Mercier, 1985).

10 Implication des inhibiteurs de I’a-amylase dans le traitement du diabéte sucré

L’a-amylase est une enzyme impliquée dans la digestion de I’amidon et du glycogene.
Son inhibition représente une approche thérapeutique utile dans le traitement des troubles li¢e

a I’absorption des glucides, comme le diabéte sucré et I’obésité (De Sales et al., 2012).
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Des inhibiteurs de 1’a-amylase et de 1’a-glucosidase tels que ’acarbose, miglitol, le
voglibose, la nojirimycine, ont été développés pour contrdler I’hyperglycémie post-prandiale

chez les patients atteints de diabéte de type 2 (Oboh et al., 2014).

11 Application industrielle

Tableau 1: Différentes applications des a-amylases (Chaudhry et al., 1995).

Industries Application

Biscuiterie et purification Dans le but d’améliorer la qualité de pain tout
en maitrisant le processus de fabrication.
Cette action favorise la création d’une mie

tendre en boulangerie.

Détergent Des taches a base d’amidon produit des
oligosaccharides et des dextrines qui sont
solubles, rendant ainsi le processus physique

de décomposition tache plus facile.

Papeterie Liquéfaction de I’amidon, pour préparer des
sauces de couchage permettent d’éliminer les

irrégularités superficielles de la feuille.

Industrie pharmaceutique Traitement de diabete de I’obésité comme
agent anti-inflammatoire en soutenant le

traitement par des antibiotiques ou comme un

aide digestif.
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1 Historique

La propolis était autrefois moins connue que le miel. Pourtant, elle était utilisée a des fins

médicinales depuis des milliers d’années (Donadieu, 1981).

La propolis, connue pour ses propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques,
¢tait déja utilisée dans I’Antiquité. En Egypte ancienne, elle faisait partie des substances
employées dans le processus de momification afin de ralentir la décomposition des tissus et
assurer la conservation des corps. Cette utilisation repose sur sa richesse en composés bioactifs
capables d’inhiber la croissance microbienne, ce qui en faisait un agent naturel idéal pour la

préservation des momies (Castado & Capasso, 2002).

2 Définition

La propolis (Figure 15), également connue sous le nom de colle d’abeille, est une matiere
résineuse, gommeuse et balsamique produite grace a la salive des abeilles et a la résine collectée
sur les coniféres ainsi que sur les bourgeons d’un grand nombre d’arbres tels que les chénes,

peupliers, orme, saules, bouleaux et pruniers (Russo et al., 2004).

Le mot pro signifiant « devant » et polis signifiant « la cité » (Bogdanov et al., 2016).

Figure 15: 1a propolis récoltée par I’homme a partir de la ruche (Ait Soura et al., 2017).

3 Origines de la propolis

Des études scientifiques démontrent que les composants de la propolis provenaient de

trois sources distinctes :
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3.1 Végétale

Chez plusieurs especes végétales, les 1€sions produisent des substances lipophiles, telles que
des résines ou des colles. Les abeilles collectent ces exsudats de plantes comme, pin, bouleau,

chataigne et érable secrétent des résines (Donadieu, 2008).

3.2 Animale

Substances sécrétées par les abeilles (la cire, la salive) (Ghedira et al., 2013).

3.3 Matiéres secondaires

Matieres accessoires introduites lors de la production de propolis (pollen, nectar ou le miel)
(Ghedira et al., 2013).
La flore algérienne, permet la production de propolis d’origine en pin (Pinus sp) qui occupe les
régions semi arides : chéne (Quercus suber et Quercus canariensis), chataignier, cypres,

peuplier, et casuarina se trouve dans le nord- est du pays (Debab et al., 2016).

4 Composition

En général, la propolis se compose de 50% a 55% de résines et baumes, de 30% de cires
et acide gras, de 10% d’huiles essentielles, de 5 % de pollen et de 5% d’autres substances
organiques et minérales (ElI-Guendouz et al., 2018). Parmi ces derniers figurent un grand
nombre de flavonoides et dérivés phénoliques ainsi que leurs esters, des composés aromatiques
volatils, des minéraux tels que le fer, le calcium, le zinc, le cuivre et le manganese ainsi que des

vitamines telles que la C, E et du groupe B (figure 16) (Burquez et al., 2018)

Matidnes - .
diverems Composition de la propolis

Huiles valatiles 5%
ou essentielles
LS

Figure 16: Composition de la propolis

http://www.info-propolis.fr/propolis_composition.htm
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5 Caractéristiques physico-chimiques de la propolis
5.1 Caractéristiques physiques

5.1.1 Consistance

La propolis a une consistance qui peut changer selon la température : a 15 °C elle est dure
et se fissure facilement a 30 °C. Elle est coulante et gluante entre 30 °C et 60 °C, fluide et

visqueuse. Jusqu’a ce qu’elle se liquéfie généralement a environ 60-70 C° ou méme plus.

5.1.2 Couleur

D’apres Sauvager (2018), sa coloration peut varier du jaune a 1’orange, au vert, au violet, au

brun ou encore au noir, mais elle n’est jamais de couleur bleue (Figure 17).

Figure 17: Différentes couleurs de propolis (Anonyme, 2008).
5.1.3 Saveur

Elle présente fréquemment un gout apre et parfois amer (Donadieu, 2008).

5.1.4 Odeur

Selon sa provenance botanique, elle est variée généralement un parfum agréable et sucre,
associe a celui du miel, de la cire et d’autre substance cannelle, vanille, etc. Lorsqu’elle est mise
a bruler elle dégage une senteur délicate et fortement appréciée grace aux résines aromatiques

qu’elle contient.
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5.2 Propriétés chimiques

5.2.1 Solubilités

La propolis ne se dissout pas dans I’eau a température froide. Néanmoins, elle est en partie
soluble dans 1’acétone, 1’alcool, ’ammoniaque, le benzene, le chloroforme et certaines autres
substances. Il est a noter que la propolis a une solubilité bien supérieure dans une solution de

soudre caustique a 2 %.

5.2.2 Point de fusion

Il possede un point de fusion approximativement a 70 °C. En étant chauffée au bain-
marie, elle se sépare en deux sections, une portion visqueuse qui se dépose au fond du
conteneur, et une partie liquide nommée cire de propolis qui demeure a la surface, avec de

multiples applications dans le secteur apicole.

5.2.3 Densité :

La propolis a une densité de 1,2 ce qui supérieur a celle de I’eau (Donadieu, 2008).

6 Récolte de la propolis

La récolte de la propolis commence d’abord par un petit groupe d’abeilles ouvrieres
butineuses. Grace a leurs antennes, elles détectent un morceau de propolis, puis elles en
détachent a I’aide de leurs mandibules un morceau qui sera ensuite transporté vers la ruche en
s’aidant de leurs pattes. L’Homme intervient pour la récolte de la propolis en utilisant plusieurs

méthodes de récolte, comme celles décrites par Bauot-Flurin (2010).

6.1 Par Grattage

Cette méthode traditionnelle consiste a gratter la propolis qui est présente sur les parois

intérieures de la ruche ainsi que sur les cadres (Figure 18).
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Figure 18: Récolte de la propolis par grattage des cadres (Journée de NAMUR, 2016).

6.2 Par les Grilles

C’est une méthode plus moderne et efficace qui donne une trés bonne qualité de propolis,
elle consiste a placer des grilles avec de nombreux petits interstices, que les abeilles vont
remplir, avant que les apiculteurs ne récoltent le tout. Ces grilles sont positionnées sur le dessus

des cadres a I’intérieur de la ruche (Figure 19).

Figure 19: Récolte de la propolis par la grille (Anonyme, 2008).

7  Propriétés biologiques de la Propolis
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Les propriétés biologiques de la propolis ont été examinées en profondeur par les
scientifiques. Parmi ces propriétés, on trouve les effets antitumoraux, antimicrobiens, anti-
inflammatoires, antioxydants et immunomodulateurs (Sforcin, 2016). En raison de ces
avantages, la propolis est fréquemment utilisée dans les aliments et les boissons pour améliorer
la santé et prévenir des maladies comme les maladies cardiaques, le diabéte et le cancer

(Kumazawa et al.,2004).

7.1 Activité antidiabétique

La propolis est un produit naturel riche en flavonoides, acides phénoliques et autres
composés bioactifs, qui lui conférent une activité antidiabétique intéressante. Elle agit
notamment par I’inhibition des enzymes digestives telles que I’a-amylase et I’a-glucosidase, ce
qui permet de ralentir la dégradation des glucides complexes et réduire 1’hyperglycémie

postprandiale (Fuliang et al., 2005).

7.2 Activités antioxydante et antitumorale

Les propriétés antioxydantes de la propolis contribuent a protéger les cellules B des ilots
de Langerhans contre les dommages induits par le stress oxydatif, améliorant ainsi la section
d’insuline et la sensibilité des tissus périphériques a cette hormone (Al-Hariri, 2019 ; Sforcin,
2016 & Bankova, 2011). Ces effets font de la propolis un candidat prometteur comme

complément naturel dans la prise en charge du diabete de type 2.

La propolis a montré une activité antioxydante trés puissante, principalement grace a sa
composition chimique. Elle est riche en flavonoides et en polyphénols, deux types de composés
bien connus pour leurs fortes propriétés antioxydantes (Nagaoka et al., 2003), attribuée a divers
compos¢s antioxydants : vitamine E, C et polyphénols. L’EPAC (ester phénéthylique de I’acide
caféique) présente le plus grand pouvoir antioxydant parmi les composants de la propolis

(Cardinault et al., 2012).

De plus, la propolis a une action antitumorale (Cadinaultet et al., 2012). Ces processus
d’action se basent sur ’arrét du cycle cellulaire, le blocage des métalloprotéinases matricielles

ainsi que la lutte contre les métastases et I’invasion (Sforcin, 2016).

7.3 Activité antimicrobienne

De nombreuses activités antimicrobiennes existent, parmi lesquelles se trouve 1’activité
antibactériennes de la propolis. Cette activité se divise en deux niveaux ; le premier concerne

I’action directe sur le microorganisme, qui inclut des effets tels que la modification de la
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perméabilité de la membrane cellulaire, une perturbation du potentiel membranaire, et une
altération de la production d’adénosine triphosphate (ATP), ainsi qu’une réduction de la
mobilité des bactéries. Le second niveau est li¢ a la stimulation du systtme immunitaire

(Przybylek et Karpinski, 2019).

7.4 Activité antivirale

Des recherches ont démontré que la propolis et/ou ses composants étaient efficaces contre
divers virus tels que le myxovirus, le poliovirus, le coronavirus, le rotavirus et I’adénovirus. De
ce fait, la propolis et certains de ses constituants (apigénine, chrysine) ont un effet préventif

contre le virus de la grippe, en réduisant les symptdme grace a une action antineuraminidase.

La propolis provenant des peupliers et un de ses composés principaux, 1’ester
phényléthyque d’acide caféique (CAPE), montrent un potentiel contre le VIH en tant qu’agent

anti-intégrase pour le virus (Cardinault et at., 2012).

7.5 Activité anti cholestérolémiant

La propolis, qui est un mélange d’acides phénoliques et de flavonoides, agit comme un
régulateur du métabolisme des graisses et des lipoprotéines. Elle a un impact direct sur la
réduction du cholestérol et la production de triglycérides dans le foie des rats des laboratoire

(Li et al., 2012 ; Fuliang et al., 2005).

7.6 Activité anti-inflammatoire et immun-modulatrice

Le processus inflammatoire découle de la libération de substance chimique (histamines,
cytokines) par les tissus endommagés (Araujo et al.,, 2012). La propolis a un effet anti-
inflammatoire via différents mécanismes : elle bloque 1’activation de certaines molécules du
systtme immunitaire (IL-6) ainsi que certaines enzymes qui jouent un rdle dans la
métabolisation de I’inflammation (cyclo-oxygéne, lipoxygénase, myélopéroxydase, NADPH-

oxydase, ornithine décarboxylase) (Cardinault et al.,2012).

Il y a des autres activités comme [’activité antiparasitaire, 1’activité anesthésique,
I’activité analgésique, 1’activité cicatrisante, 1’activité anti-oncotique, 1’activité protectrice de
muqueuse gastrique, ’activité hépato-protectrice, I’activité laxative, 1’activité anti-UV...

(Bouredjoul, 2012).
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Matériel et méthodes

1 Objectif

Cette ¢étude a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche LAPSAB Antibiotique,
Antifongique : Physico-chimie, Synthése et activité biologique, département de biologie, Faculté
des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de I’'univers-Université Abou Bekr
Belkaid-Tlemcen.

Dans cette étude, nous avons évalué l’effet de la propolis et des médicaments
antidiabétiques oraux sur 1’activité¢ de I’a-amylase une enzyme clé joue un réle dans la digestion
des glucides in vitro. Le travail expérimental est devisé en deux séries ; la premiére consiste a
¢tudier séparément 1’effet de la propolis et de certains médicaments utilisés dans le traitement du
diabéte ; alors que la deuxiéme a porté sur 1’association de la propolis avec le médicament ayant

montré la plus faible ICso, testé selon deux méthodes pour analyser 1’effet synergique.

2 Propolis

La propolis utilisée dans cette étude a été récolté durant I’ét¢ 2024, dans la région d’EL-

Kef, wilaya de Tlemcen (Algérie). Par la méthode de grattage (Figure 21).

- | d

Figure 20: 1a propolis (Photo prise au LAPSAB)

3 Médicaments testés

Trois médicaments antidiabétiques ont été utilisés dans cette étude ce sont des antidiabétiques
(figure 21). L’acarbose est connu par son effet inhibiteur de I’a-amylase alors que les autres ne

sont caractérisés par ce mécanisme pharmacologique.
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3.1 Larimel / Acarbos (Acarbose)

Nom commerciale : Larimel ou Acarbos

Substance active : Acarbose

e (lasse thérapeutique : Médicament antidiabétique par voie orale- inhibiteur des alpha-
glucosidases intestinales

e Excipient (s) : par exemple amidon, cellulose, silice, stéarate de magnésium, etc.

e Meécanisme d’action : ralentit la digestion des glucides complexes en inhibant les
enzymes intestinales (alpha-glucosidases), retardant ainsi I’absorption du glucose et

limitant I’hyperglycémie postprandiale.
3.2 Irys (Glimépiride)

e Nom commercial : IRYS

e Substance active : Glimépiride

e (lasse thérapeutique : médicament antidiabétique par voie orale, c’est un sulfamide
hypoglycémiant (sulfonylurée de 3°™ génération)

e Excipient (s) : varient selon le fabricant, mais souvent : lactose, amidon, stéarate de
magnésium...etc

e Mc¢écanisme d’action : stimule la sécrétion d’insuline par les cellules § pancréatiques
méme en I’absence d’hyperglycémie marquée. Il améliore également la sensibilité

périphérique a I’insuline.
3.3 Valens (Dapagliflozine)

e Nom commercial : Valens

e Substance active : Dapagliflozine

e (lasse thérapeutique : Antidiabétique orale — inhibiteur du co-transporteur sodium-
glucose de type 2 (SGLT2)

e Excipient (s) : souvent contient : lactose, cellulose microcristalline, silice colloidale, etc

e Meécanisme d’action : inhibe la réabsorption du glucose au niveau des reins (tubule

proximal), ce qui augmente I’excrétion urinaire du glucose et réduit ainsi la glycémie.
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ﬁ'ﬂj\\n’

I

LARIMEL®
Acarbose 50 mg

4”"

Figure 21: médicaments testées (Photo prise au LAAP SAB)

4 Evaluation de I’effet inhibiteur sur I’a amylase
4.1 Réactifs utilisés

4.1.1 Solution tampon phosphate (pH=6,9 ; 0,02M)

Pour préparer cette solution tampon phosphate, il faut mélanger deux solutions, qui sont
I’acide (A) et la base (B). La solution A est un acide monobasique (NaH>POj4). La solution B
est une base (Na;HPO4). Chacune des solutions est réalisée séparément a une concentration de

0,02M, puis elles sont mélangées pour obtenir un pH final de 6,9.

4.1.2 Solution de I’a-amylase

L’enzyme utilisée est I’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 ; 0,02M). La solution obtenue contient une activité a-amylasique de 3,9
Ul/ml. L’optimum de I’activité a-amylasique d’origine porcine & pH=6,9 pour une température

de 37°C.

4.1.3 Solution de substrat

Le substrat de cette catalyse est I’amidon soluble. 1g d’amidon est solubilisé¢ dans 100 ml
de tampon phosphate additionné de NaCl a 6mM. Le tout est chauffé jusqu’a ébullition sur
plaque chauffante agitatrice. Aprés 10 min, la solution est refroidie et le volume est de nouveau

ajusté a 100 ml.
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4.1.4 Réactif de DNSA (acide 3,5dinitrosalicylique)

Réactif de DNSA est dispersé dans 40 ml d’eau distillée, a cette solution 30 g de tartrate
double de sodium et potassium sont ajoutés sous agitation. La solution obtenue est de couleur
jaune opaque. L’addition de 20 ml d’une solution de NaOH 2N rend le réactif limpide avec une
couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée. Le réactif est conserveé

a 1’abri de la lumiére et a 4 C°.

4.2 Préparation de la propolis

1 g de propolis brute est dissous dans 10 ml de tampon phosphate. On agite 10 min sur
une plaque agitatrice, puis on laisse a température ambiante pendant 24 h afin de favoriser
I’extraction des composés bioactifs. La solution obtenue est ensuite filtrée a I’aide d’un papier

filtre, permettant de séparer la phase liquide des résidus solides.
4.3 Préparation des médicaments

4.3.1 Solution de Larimel (Acarbose)

L’acarbose « LARIMEL®50 mg » 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 cela, un comprimé de 50 mg a été dispersé dans 50 ml de tampon phosphate
(pH=6,9 ; 0,02M). La solution obtenue représente la solution mere a partir de laquelle diverses

solution filles sont préparées par une dilution en série.

4.3.2 Solution d’Irys

Un comprimé de 2 mg a été dissous dans 10 ml de tampon phosphate (pH=6,9 ; 0,02M),
constituant ainsi la solution meére d’Irys.
4.3.3 Solution de Valens

Un comprimé de 10 mg a été dissous dans 30 ml de solution tampon phosphate (pH=6,9 ;
0,02M).

4.4  Préparation des associations médicament-Propolis

4.4.1 Choix du médicament

Le choix du médicament s’est basé sur les valeurs d’ICso obtenues. Nous avons retenu le
médicament ayant présenté la meilleure activité, c’est -a-dire celui avec la plus faible ICso. Plus

cette valeur est faible, plus le médicament est considéré comme efficace.
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4.4.2 Association médicament-propolis

Nous avons suivi deux méthodes afin d’étudier 1’association entre la propolis et le

médicament :

e Dans la premiére méthode, nous avons fix¢é la concentration de la propolis et fait varier
celle du médicament choisi.
e Dans la deuxiéme méthode, nous avons fait I’inverse : nous avons fixé la concentration

du médicament et fait varier celle de la propolis.

5 Mode opératoire

Cette méthode a été réalisée en suivant le protocole de Thalapaneni et al. (2008). (Figure

23).

On a préparé une série de concentrations par dilution en cascade, puis on a testé 1’effet de
chaque concentration de 1’extrait sur I’activité de 1’a-amylase. Chaque concentration est répétée

trois fois.

e Tube blanc (pour le controle) :1 ml solution tampon +0,5 ml solution d’amidon.

e Tube blanc (pour médicament) : 0,5 ml solution tampon +0,5 ml solution de
médicament + 0,5 ml solution d’amidon

e Tube controle : 0,5 ml solution tampon + 0,5 ml d’amidon + 0,5 ml de solution
enzymatique.

e 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 la réaction enzymatique.

- Afin de stopper la réaction entre le produit et DNSA on possede a un choc thermique en
déposant les tubes dans un bain d’eau glacée.

- Mesurer les absorbances au spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm.

- Le calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait par rapport au

contrdle (sans inhibition) se fait selon la forme suivante :
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% d’inhibition d’a-amylase = [A controéle - A échantillon/A controéle] x100
A contrdle : absorbance de controle
A échantillon : absorbance d’échantillon
A contréle : absorbance de controle A échantillon : absorbance d'échantillon

- En détermine I'ICso la concentration qui inhibe 50% de [Dactivit¢ enzymatique

graphiquement.
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e Tube blanc (pour le contréle) : 1ml de solution tampon +0,5 ml de solution
d’amidon

e Tube blanc (pour le médicament) : 0,5 ml solution tampon + 0,5 ml d’amidon
+0,5 ml solution de médicament

e Tube contréle : 0,5 ml solution tampon + 0,5 d’amidon + 0,Sml solution
enzymatique

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

A

Incubation

enzymatique.

Ajoute de 1ml du DNSA

!

Incubation

!

Refroidissement

!

Lecture a 540 nm

Figure 22: Organigramme schématisant la méthode d’inhibition de I’a-amylase
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6 Etude statistique de la réaction par ANOVA

L’ANOVA (analyse de la variance) est une méthode statistique utilisée pour déterminer
si les moyenne de plusieurs groupes sont significativement différentes les unes des autres

(Montgomery, 2017).

Elle a été utilisée dans notre travail pour analyser 1’effet comparatif des différents
¢chantillons Acarbose, Valens, Irys, propolis et 1’association de la propolis et le médicament

sur ’activité enzymatique.
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Résultats et discussion

1 L'effet inhibiteur sur I'a-amylase

Apres avoir suivi le protocole expérimental, nous avons obtenu les résultats présentés

dans les tableaux et les courbes graphiques ci-dessous.

1.1 Propolis
Apres la diversité de ses propriétés thérapeutiques nous avons utilisé la propolis pour
déterminer I’effet antidiabétique de ce produit naturel. Les résultats obtenus sont supérieurs a

50% dans la linéarité de la courbe avec ICs50=21,50 mg/ml (figure 23).

60 - 4
Propolis
50 -
y = 2,2982x + 0,5854
40 - R?=0,9943 .

w
o

Effet inhibiteur %
N
o

[EY
o

0 5 10 15 20 25 30
Concentration de la propolis mg/ml

Figure 23: Effet inhibiteur de la propolis sur I’a-amylase

1.2 Médicaments testés

1.2.1 Larimel

Larimel a été utilis¢é comme molécule de référence dans cette expérience pour évaluer son
effet inhibiteur sur I’a-amylase. Les résultats présentés dans la figure 24 montrent une relation
linéaire entre les pourcentages d’inhibition, qui dépassent 70%, et les concentrations testées. La

valeur d’ICso, obtenue (0,659 mg/ml) confirme ’efficacité de Larimel sur 1’activité de I’a-

amylase (Figure 24).

38



Résultats et discussion
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Figure 24: Effet inhibiteur de Larimel sur I’a-amylase

1.2.2 TIrys

Les résultats présentés dans la figure 25 montrent que 1’augmentation de la concentration
d’Irys entraine une augmentation du pourcentage d’inhibition de I’enzyme. Ce pourcentage
dépasse 70%, ce qui montre une bonne relation entre la concentration et 1’effet inhibiteur. La

valeur d’ICso, estimée a 0,02 mg/ml, confirme que ce médicament posséde une activité

inhibitrice importante contre 1’a-amylase.

80 -
70 -

60 -

30

Effet inhibiteur
o
o

20

10

Irys
y = 1733,7x + 1,0506
R2=0,9987

0,01 0,02 0,03 0,04
Concentration mg/ml

0,05

Figure 25: Effet inhibiteur d’Irys sur I’a-amylase
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1.2.3 Valens

Sur la base des résultats présentés dans la figure 26, Valens a montré un effet inhibiteur

qui augmente avec la concentration. La valeur d’ICso a été déterminée a 0,04 mg/ml et le

pourcentage d’inhibition a dépass¢ 70%.

80
70
60
50
40
30

Effet inhibiteur %

20
10
0

Valens

y=91,437x + 6,2021
R>=0,9748

0 0,2

0,4

0,6

Concentration mg/ml

0,8

Figure 26: Effet inhibiteur de Valens sur I’a-amylase.

Apres I’analyse des résultats regroupés dans le tableau 2, il est remarquable qu’lrys et le

Valens exercent une activité inhibitrice plus puissante que les autres molécules testées, a

I’exception de la Propolis, qui présente une efficacité nettement faible. Cette derniére affiche

une action inhibitrice largement inférieure a celle de médicament de référence Larimel. Toutes

les différences observées sont statistiquement significatives (p <0,01).

Tableau 2: IC50 de la propolis et des médicaments testés séparément

Molécule

Larimel

Irys

Valens

Propolis

ICso (mg/ml)

0,68+0,36

0,02+0,001

0,04+0,03

21,50+ 2,56

1.3 Association Médicament -Propolis

Sur la base des résultats précédents, nous avons choisi d’associer le médicament Irys a la

propolis, en raison de sa bonne activité inhibitrice (ICs0=0,02 mg/ml).

40



Résultats et discussion

Dans la suite, les résultats de 1’association Propolis-Irys sont présentés sous deux courbes
montrant 1’effet inhibiteur sur 1’a-amylase. Dans la premiére courbe (Figure 27), la
concentration de la propolis est fixée, tandis que celle d’Irys varie. Dans la deuxiéme, c’est Irys

qui reste constant, tandis que la concentration de la propolis varie (Figure 28).

®
Propolis-Irys
120 - y = 1473,2x + 4,8232

© 100 - R2=0,9916

°7:-1

§ 80 -
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- 60 -
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Concentration de médicament pg/ml

Figure 27 : Effet inhibiteur de I’association Propolis-Irys sur I’a-amylase

o Irys-Propolis
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S 40 -
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-E 30 -
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S 20 -
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Figure 28: Effet inhibiteur de I’association Irys-Propolis sur I’a-amylase
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Nous remarquons une linéarité entre les pourcentages d’inhibition et la concentration
pour les deux associations Irys-Propolis et Propolis-Irys. Cependant, les valeurs d’ICso obtenues
sont nettement différentes ICs0=0,14mg/ml pour association Irys-Propolis (Figure 28), ce qui

est supérieur a celle de Propolis-Irys, dont I’'1Cs50=0,03 mg/ml (figure 27).

Tableau 3: les ICso (mg/ml) de ’association médicament -propolis de deux facons

Association Propolis-Irys Irys-Propolis

ICso (mg/ml) 0,030,002 0,140,005

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 3. L’analyse des valeurs d’ICso met

en évidence une différence significative (ANOVA) selon 1’association utilisée.

Les résultats montrent que ’association Propolis-Irys (Propolis fixe, Irys variable) est
nettement plus efficace pour inhiber I’enzyme a-amylase que 1’association Irys- Propolis (Irys

fixe, Propolis variable).

Cependant, dans cette premiere association, 1’effet inhibiteur n’est pas réellement
amélioré, car I’ICso d’Irys seul est de 0,02 mg/ml, ce qui est trés proche de celle obtenue dans
I’association. Par contre, dans la deuxiéme association, I’ajout de propolis en présence d’Irys
améliore nettement ’effet inhibiteur, puisque 1’ICso de la Propolis seule est de 21,5 mg/ml, et

diminue significativement dans 1’association.

Globalement, la méthode de combinaison des extraNits influence fortement I’efficacité

finale, soulignant I’importance de la stratégie d’association dans les formulations bioactives.

Nada et al. (2024) comparérent les métabolites des propolis égyptiennes avec I’acarbose
en utilisant une approche in silico et in vitro. Ils ont identifié I’aucubine (ICs50=2,37 mM) et la
kaempférol (ICs50=4,84 mM) comme inhibiteurs significatifs de 1’a-amylase. De plus, en
combinaison avec ’acarbose, la propolis a montré un effet synergique avec une réduction de
dose marquée a faible concentration. Dans notre étude, réalisée uniquement in vitro, nous avons
testé I’extrait brut de la propolis seul ICso=21,5mg/ml puis en combinaison avec le médicament

Irys, selon deux méthodes :

- Propolis-Irys ICso= 0,03 mg/ml
- Irys -Propolis = ICso= 0,14mg/ml

Selon une étude récente menée par Can et al. (2024), la propolis anatolienne posseéde une
activité inhibitrice significative contre I’enzyme a-amylase, souvent liée a son contenu élevé en
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composée phénoliques et flavonoides. Les auteurs ont évalué un extrait éthanolique de propolis
et ont obtenu une valeur d’ICso de 0,91 mg/ml, ce qui confirme une activité antidiabétique.
Cette inhibition est corrélée a la présence des molécules bioactives telles que la pinocembrine,
la chrysis et le cape, comme pour leur capacité a interagir avec les enzymes digestives des
glucides, par contre notre étude s’est basée sur un extrait aqueux (solution tampon) de propolis
sans identification des composés actifs. Cette différence d’extraction peut expliquer la valeur

¢levée d’1Cso obtenue pour la propolis seule dans notre travail (21,5 mg/ml).

D’apres Addad (2024), une étude a été réalisée pour évaluer I’effet inhibiteur de plusieurs
antidiabétiques oraux sur I’enzyme o-amylase, les tests ont été effectués avec et sans
préincubation, permettant d’évaluer la stabilité de 1’effet inhibiteur dans différentes conditions.
Le médicament Irys a montré une activité inhibitrice marquée, avec une valeur
d’ICs0=0,07+0,017 mg/ml sans préincubation et 0,07 + 0,002 mg/ml avec préincubation, ce qui
témoigne d’une efficacité élevée et constante, nos résultats ont montré que Irys seul est plus

efficace, avec une 1Cs50=0,02+0,001 mg/ml.

Okechukwu et al. (2020) ont évalué I’effet inhibiteur du Glimépiride, de la Metformine
et de I’Acarbose sur I’enzyme a-amylase. Leurs résultats ont révélé que la metformine était
I’inhibiteur le plus efficace. Ce dernier est significativement plus puissant que ’acarbose et le
Glimépiride qui a un effet important mais faible par rapport a celui de 1’Acarbose. En
comparaison, nos résultats expérimentaux montrent que le Glimépiride (Irys) est I’inhibiteur le
plus puissant avec une ICs0=0,02 mg/ml alors que 1’ Acarbose présente une 1Cso plus élevée de

0,68 mg/ml.

La metformine, comme antidiabétique oral, est reconnue pour son role de potentialisateur
de Dlinsuline, bien que ses mécanismes d’action soient multiples et encore en cours
d’investigation (Arbouche, 2022). Par ailleurs, elle peut également réduire 1’absorption de
glucose au niveau intestinal (Ikeda et al., 2000), en diminuant I’expression des transporteurs
du glucose sur la face apicale des cellules intestinales (Zubiaga et al., 2023). Plus récemment,

Kelly et al. (2023) ont rapporté que la metformine inhibe certaines protéases chez la souris.

I
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2 Teste ANOVA

2.1 Test ANOVA pour les médicaments et la propolis

Les résultats de ’ANOVA indiquent que les médicaments Larmiel, Irys et Valens
présentent une activité inhibitrice élevée et comparable sur 1I’a-amylase (groupe B), reflétant
une efficacité significative. En comparaison, la propolis affiche une valeur significativement

plus faible (groupe A) la propolis il est hautement différent aux trois médicaments (Figure 29)

Boxplot of Larimel, Irys, Valens, Propolis

/

154

Data

10

0- —_——

Lari'mel Iry'/s Valéns Pro;l)olis

Figure 29: Comparaison des moyennes par Anova entre : Larmiel, Irys, Valens et
Propolis

N Mean Grouping
Propolis 3 20,02 A
Larimel 3 0,73 B
Valens 3 0,32 B
Irys 3002 B

2.3 Test ANOVA pour I’association
L’association Propolis-Irys présente une moyenne significativement plus élevée (0,15
mg/ml), classée dans le groupe B, tandis que Irys-Propolis montre une valeur nettement

inférieure (0,03 mg/ml), classée dans le groupe A.

Ces résultats indiquent que seule 1’association Irys-Propolis a permis une amélioration
significative de I’activité inhibitrice de la propolis, suggérant que le mode de combinaison

influence fortement 1’efficacité (Figure 30).
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Boxplot of Propolis-Irys, Irys-Propolis
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Figure 30: Test ANOVA

N  Mean Grouping
Irys-Propolis 30,15 A
Propolis-Irys 30,03 B
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Conclusion Générale

L’¢évaluation de I’effet antidiabétique a été réalisée en laboratoire a travers 1’étude de
I’inhibition de I’enzyme a-amylase par différents médicaments antidiabétiques ainsi que par la

propolis in vitro.

Les résultats obtenus ont montré que 1’association médicament antidiabétique-propolis
permet une amélioration de 1’inhibition de I’activité de I’a-amylase par la propolis. Parmi les
composés testés la propolis également révele une efficacit¢é marquée, ce qui souligne son

potentiel comme agent antidiabétiques naturel.

L’association propolis-médicaments montre une synergie possible, renforgant 1’effet
inhibiteur de 1’a-amylase, ce qui pourrait contribuer a une meilleure gestion de la glycémie

postprandiale chez les patients diabétiques.

A la lumiére de ces résultats, nous proposons en perspective plusieurs axes de recherche

complémentaires :

Effectuer une étude de Docking moléculaire pour étudier les I’interaction entre les

composés bioactifs, médicaments et I’enzyme a-amylase.

Utiliser la dynamique moléculaire pour étudier la stabilité¢ des complexe ligand- enzyme

formés par les molécules de la propolis ou des médicaments oraux antidiabétiques.
Identifier les molécules actives issues d’autres extraits de la propolis.

Tester les effets combinés entre substances naturelles et traitement médicamenteux.
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Résumé

Le diabéte sucré est I’une des pathologies métaboliques caractérisée par un déséquilibre de taux de glucose sanguin. L’inhibition de 1’a-
amylase constitue une approche thérapeutique permettant de ralentir la dégradation de ’amidon, réduisant ainsi I’absorption intestinale du glucose
en contribuant a la diminution de I’hyperglycémie postprandiale.

Le but de cette ¢tude est d’analyser ’effet inhibiteur de la propolis et de certains médicaments, et 1’association de la propolis et le
médicament Irys sur I’a-amylase porcine. Les médicaments utilisés sont : Larmiel 50 mg (Acarbose), Irys 3 mg (Glimépiride), Valens 10 mg
(Dapagliflozine).

L’extrait aqueux de la propolis a montré une activité inhibitrice faible sur I’a-amylase (IC50= 21,50 mg/ml), comparée a Larmiel (0,687
mg/ml), Irys (0,028 mg/ml) et Valens (0,047 mg/ml), qui ont présenté des effets beaucoup plus puissants. Cela suggéere un potentiel antidiabétique
limité pour I’extrait aqueux de la propolis. Cependant, Irys et valens montent effet inhibiteur important sur 1’ a-amylase.

L’association de la propolis avec le médicament Irys a été étudiée selon deux méthodes. Lorsque la concentration de la propolis est
maintenue constante et celle d’Irys est variable (Propolis-Irys), la valeur de IC50=0,0307 mg/ml. Et lorsque la concentration d’Irys est constante
et la propolis qui varie (Irys -Propolis) la valeur IC50=0,147mg/ml. L’effet d’inhibition de la Propolis-Irys est meilleur que celui Irys -propolis.

Les résultats obtenus montrent un effet inhibiteur de propolis sur I’a-amylase et aussi I’amélioration de I’effet de la propolis par I’Irys
utilisé dans ce travail.

Mot clés : Diabéte sucré, a-amylase, propolis, glimépiride, dapagliflozine

Abstract

Diabetes mellitus is one of the metabolic disorders characterized by an imbalance in blood glucose levels. The inhibition of a-amylase
is a therapeutic approach that helps slow starch degradation thereby reducing intestinal glucose absorption and contributing to a decrease in
postprandial hyperglycaemia.

The aim of this study is to analyze the inhibitory effect of propolis and certain medicatuins.as well as the combination of propolis and
the drug Irys, on porcine amylase.The medications used are: Larmiel 50 mg (Acarbose), Irys 3mg (Glimpiride), and valens 10 mg (Dapagliflozin).

The aqueous extract of propolis showed weak inhbiory activity on a-amylase (ICsp= 21,50 mg/ml) compared to Larmiel (0,687mg/ml),
Irys (0,028 mg/ml), and Valens (0,047 mg/ml), which showed significantly stronger effect. This suggests a limited antidiabetic potential for the
aqueous extract of propolis. However, Irys and Valens demonstrated a strong inhibitory effect on a-amylase.

The combination of propolis with the drug Irys was a studied using two methods. When the concentration of propolis was kept constant
and Irys is varied (propolis-Irys), the ICs value was 1C5=0,0307 mg\ml. when the Irys was constant and the propolis is varied (Irys-propolis),
the ICsy was 0,147 mg/ml. the inhibitory effect of the Propolis-Irys combination was better than that of the Irys-Propolis one

The results obtain show an inhibitory effect of Propolis on a-amylase, and an enhancement of the effect when combined with Irys.

Keywords : Diabetes mellitus, a-amylase, propolis, glimepiride, dapagliflozi



