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RÉSUMÉ 

Notre travail s’inscrit dans le courant de la recherche de nouveaux inhibiteurs de 

l’alpha amylase salivaire humaine cible thérapeutique validée pour le traitement des 

diabètes, pancréatite et obésité. À partir de ces approches, nous avons testé l’inhibition 

de l’alpha amylase salivaire humaine par quelques médicaments antihistaminiques et 

anti-inflammatoires. Nous avons évalué l’activité inhibitrice de nos médicaments en 

utilisant une nouvelle méthode de détection d’inhibition de l’alpha amylase humaine 

salivaire. Cette méthode a prouvé son efficacité, sa rapidité et sa sensibilité.  Les 

résultats ont montré que Bétaméthasone présente une inhibition (IC50= 709± 7 µg/ml) 

nettement supérieure à celle de la Loratadine (1033,1 ± 1,20 µg/ml), mais nettement 

inférieure à celle de l’Acarbose (5,7±0,10 µg/mL). Ces résultats sont accompagnés par 

l’étude bio-informatique en déterminant le mécanisme d’inhibition et les interactions 

effectuées avec les acides aminés du site actif des deux alphas amylases humaines 

(salivaire et pancréatique). Le docking moléculaire a donné les mêmes résultats que les 

études in vitro pour les molécules étudiées (Bétaméthasone, Loratadine). 

Les mots clés : α-amylase salivaire humaine, α-amylase pancréatique, inhibition, anti 

-histaminiques, anti-inflammatoires, acarbose, Docking moléculaire. 
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Comme la majorité des organes, le pancréas peut être atteint par différentes 

pathologies. La plus commune d’entre elles est le diabète qui se caractérise par un défaut 

dans la régulation de la glycémie. Ceci peut être provoqué par un déficit en insuline 

(diabète de type 1) ou une diminution de la sensibilité à l’insuline (diabète de type 2). Le 

pancréas peut aussi être atteint par une inflammation, appelée alors pancréatite, qui peut 

être aigüe ou chronique (Laverdet, 2013). 

Une approche thérapeutique efficace pour la gestion de ces maladies consiste à 

réduire l'hyperglycémie en retardant et en réduisant la digestion des glucides ingérés. 

L'inhibition des enzymes dégradant les glucides peut réduire de manière significative 

l’augmentation postprandiale du glucose dans le sang, l’une de ces enzymes est l’α-

amylase humaine (Ponnusamy et al., 2015). 

L'alpha-amylase est largement distribuée dans les plantes, les tissus de 

mammifères et les microorganismes (Haq et al., 2003 et Srinivasa Rao et al., 2004). Chez 

l’être humain, l'α-amylase est présente sous deux isoformes selon qu'elle est sécrétée par le 

pancréas, amylase pancréatique, ou par la glande parotide, amylase salivaire. Il catalyse 

l'hydrolyse des liaisons α-D- (1,4) glucosidiques des composants de l'amidon (amylose et 

amylopectine), le glycogène et divers oligosaccharides pour donner du glucose et du 

maltose (Keating et al., 1998). 

Les inhibiteurs de l’α-amylase ont un rôle thérapeutique et constituent un groupe 

de médicaments introduit dans la gestion du diabète et d’autres maladies. Parmi les 

inhibiteurs d’α-amylase actuellement utilisés en clinique « l'acarbose », qui empêche la 

digestion des glucides et permet un contrôle glycémique à court terme. L'inconvénient de 

cet inhibiteur est la non-spécificité dans le ciblage de différentes glycosidases ce qui 

aboutit également à l’apparition des effets secondaires (flatulence, dégitions difficile, 

augmentation des transaminases… etc), qui limitent leur utilisation en tant que médicament 

thérapeutique (Rahimzadeh et al., 2014). 

De cette approche, nous avons pensé d’explorer des anti-inflammatoires et 

antihistaminiques connus pour une activité bien déterminée et de savoir s’ils possèdent une 

activité inhibitrice sur l’alpha amylase dans le but d’explorer des remèdes efficaces avec 

moins d’effets indésirables. 

Dans notre étude, le choix des médicaments à étudier est effectué selon leurs 

structures chimiques, nous avons ciblés la présence des groupements fonctionnels comme 

hydroxyles, amines et soufres. Le choix s’est fixé sur des médicaments antihistaminiques 

et anti-inflammatoires. 

https://eurekasante.vidal.fr/lexique-medical/T.html#transaminases
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Les antihistaminiques sont des médicaments généralement administrés dans le 

cadre de traitement allergiques. Il en existe cependant deux types : les antihistaminiques 

H1 et H2. Alors que les anti-inflammatoires considérés comme des médicaments 

symptomatiques, qui n’agissent pas sur la cause. Ils sont indiqués quand l’inflammation, 

processus normal de défense contre les agressions, devient gênante, notamment à cause de 

la douleur (Ghibeche, 2016). 

 L'objectif majeur de cette étude est de mettre en évidence pour la première fois in 

vitro et in silico, l'effet inhibiteur de quelques médicaments antihistaminiques et anti-

inflammatoires sur l’alpha amylase salivaire humaine afin d’atteindre le but de trouver un 

traitement médical des syndromes métaboliques tels que le diabète de type 2, l'obésité et la 

pancréatite et de tester l’efficacité de la nouvelle méthode utilisée. Cette étude est achevée 

en utilisant une nouvelle méthode de détection d’inhibition, dont nous voulons prouver son 

efficacité, sa rapidité et sa sensibilité contre les différentes méthodes classiques déjà 

appliquées comme DNS.  

    Dans ce cadre, nous allons définir une stratégie de recherche commencera par 

une introduction générale. Dans la deuxième partie, nous avons décrit tous le matériel et 

les méthodes utilisés ainsi que l’outil bioinformatique et nous avons étudié le pouvoir 

inhibiteur de quelques médicaments contre l’amylase salivaire humaine. Ensuite, nous 

procédons à l’étude in silico de la fixation de l’inhibiteur dans le site actif des deux α-

amylases humaines (salivaire et pancréatique), par le docking moléculaire de ces molécules 

pures, suivi des résultats et leur discussion et se terminera par une conclusion générale et 

perspectives. 
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I. Les maladies liées à l’alpha amylase  

1. Diabète 

1.1    Définition  

Le diabète, c’est une maladie chronique due à une déficience, soit de la sécrétion, 

soit de l’action de l’insuline, ou des deux. Ce défaut provoque une augmentation de la 

glycémie (concentration de glucose dans le sang) qui conduit à son tour à des lésions 

affectant plusieurs appareils ou systèmes, en particulier les vaisseaux et les nerfs» (OMS, 

aide-mémoire no 139). 

L’insuline est une hormone produite par le pancréas, indispensable à la 

pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut, le taux de sucre 

augmente dans le sang, or l’organisme est très sensible à ces variations : la chronicité de 

l’hyperglycémie est responsable de complications à long terme touchant de nombreux 

organes notamment les yeux, les reins, les nerfs, le cœur et les vaisseaux
 
(Dubourg, 2014). 

 

1.2    Les types de diabète  

Il existe deux principaux types de diabète : le diabète de type 1 et le diabète de 

type 2 (Zerrouki, 2014), l’autres cas de diabète est le diabète gestationnel défini comme 

une intolérance au glucose débutante ou découverte la première fois pendant la grossesse. 

(Dubourg, 2014). 

 

Figure 1 : La physiopathologie des deux types de diabètes (Type I et Type II) 

(Dubourg, 2014) 
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1.2.1 Le diabète de type 1 

Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune où le système immunitaire 

attaque les cellules du pancréas, en les détruisant ou en les détériorant. Il correspond à une 

production insuffisante, voire inexistante d’insuline par le corps, ce qui entraine une 

carence insulinique qui conduit à son tour à l’hyperglycémie. L’étiologie exacte de cette 

maladie reste inconnue, mais une susceptibilité génétique combinée à des facteurs 

déclencheurs environnementaux, tels qu’une infection virale, des toxines ou certains 

facteurs alimentaires sont impliqués. Comme les cellules du pancréas qui sécrètent 

normalement l'insuline sont détruites, une personne atteinte de diabète de type 1 devra 

recevoir de l'insuline toute sa vie, grâce à des injections par stylo ou une pompe à insuline 

(Ribot, 2015). 

 

1.2.2   Le diabète de type 2 

Le diabète de Type 2 ou diabète non insulinodépendant est la forme la plus 

courante de la maladie, se développe en général chez les adultes d’âge moyen ou les 

personnes âgées pouvant déjà souffrir d’un syndrome métabolique (obésité, dyslipidémie, 

hypertension...). Dans cette forme de diabète, l’hyperglycémie est le résultat
 

d’une 

résistance accrue des tissus périphériques à l’action de l’insuline, on parle alors d’insulino-

résistance, et une carence de sécrétion d’insuline par les cellules β du pancréas
. 
? Son 

apparition est lente : il peut évoluer avec un degré d’hyperglycémie suffisant pour 

engendrer des atteintes organiques et fonctionnelles dans de nombreux tissus mais sans 

symptôme clinique et donc sans diagnostic pendant plusieurs années (Ribot, 2015). 

Parmi les traitements médicaux des diabétiques type II, les inhibiteurs de l’alpha 

glucosidases notamment l’acarbose, un pseudo tétra saccharide qui exerce entièrement son 

activité anti-hyperglycémiant grâce à l'inhibition des alpha-glucosidases digestives. Il en 

résulte une diminution de l'augmentation de la glycémie postprandiale, avec une moindre 

réponse insulinique (Creutzfeldt, 1982).  

1.2.3 Le diabète gestationnel 

                 Ce diabète apparaît lors d’une grossesse d’une manière temporaire et disparaît 

après l’accouchement. Il se développe une intolérance au glucose due à une sécrétion 

insuffisante d’insuline dans le cadre d’une résistance à l’action de celle-ci augmentée 

durant la grossesse (Grissa, 2010).  
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2. Pancréatite 

2.1  Définition  

La pancréatite est une inflammation du pancréas causée par un certain nombre de 

facteurs, notamment l'obstruction du canal pancréatique, l'alcoolisme et la mutation du 

gène trypsinogène cationique qui aboutit à la destruction progressive de pancréas 

.Le pancréas est une glande située derrière l’estomac, près du foie, qui produit des enzymes 

nécessaires à la digestion et des hormones qui aident à la régulation du sucre (glucose) 

dans le sang.(Klein et al., 2002). 

2.2  Types de pancréatite  

2.2.1 Pancréatite aigue 

La pancréatite aiguë est un processus inflammatoire aigu du pancréas, résultant 

d’une activation des pro-enzymes pancréatiques qui aboutit à une auto digestion 

glandulaire avec libération d'enzymes protéolytiques et lipolytiques dans la loge et les 

canaux pancréatique (Buscail et Escourroi., 2009). Sur le plan clinique, elle va se définir 

par une douleur abdominale en général de localisation épigastrique associée à des nausées 

et des vomissements. Sur le plan biologique, les trois enzymes sécrétées par les cellules 

acineuses pancréatiques (amylase, lipase et le pro-enzyme trypsinogène) ont été testées en 

tant que marqueurs biochimiques de la pancréatite aiguë (une élévation du taux sanguin de 

l’amylase ou de la lipase plus de trois fois la normale) (Benmeziane et Sekfali., 2017). 

2.2.2 Pancréatite chronique 

       La pancréatite chronique se définit comme une inflammation chronique du 

pancréas aboutissant à une fibrose progressive du parenchyme pancréatique entraînant une 

destruction de la glande pancréatique. Ce processus affecte d’abord le tissu exocrine, 

responsable de la sécrétion enzymatique pancréatique, puis le tissu endocrine, responsable 

de la sécrétion d’hormones destinées à la glycorégulation. Au stade initial, la maladie est 

caractérisée par des poussées de pancréatite aiguë, et par des douleurs récidivantes et 

chroniques qui représentent la principale traduction clinique de la maladie (CDU- HGE, 

2015). 
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3. L’obésité 

 

L'obésité est une maladie chronique dans le monde entier principalement défini 

comme un état d'excès de graisse. Il survient lorsque nous avons un déséquilibre entre 

l'apport énergétique et l'énergie dépenses, c’est-à-dire quand une personne mange plus que 

le corps se dilate, Outre l'alimentation, l'activité physique et les prédispositions génétiques, 

peuvent évidemment jouer un grand rôle dans cet excès de poids.
 
(Benarous et al., 2018). 

Pour ces derniers, ils se sont penchés sur le gène AMY1 de l’amylase salivaire qui 

présent de manière répétée chez l'espèce humaine et pouvant varier de une à vingt copies 

en fonction des individus. C'est ce gène qui détermine le taux d'amylase présent dans la 

salive. il aurait un impact important sur les risques de devenir obèse
 
(Jalinière., 2014). 

Selon une étude internationale, plus le nombre de copies de gènes  est faible et plus les 

risques de devenir obèse sont importants (Jalinière., 2014). 

 

Figure 2 : Schéma présente la relation entre les  copies des génes AMY1 et l’obesite 

(Jalinière., 2014)
 

II. Alpha amylase  

1. Définition  

L’alpha amylase est une enzyme ubiquitaire, synthétisée dans tous les genres de la 

vie (Janecek, 1994). Elle appartient à la classe des protéines globulaires, dont le rôle 

biologique est de catalyser l’hydrolyse de l’amidon et du glycogène (Scriban, 1993 ; 

Wallach, 1997). Elle hydrolyse de façon aléatoire les liaisons alpha (1-4) D-glucose  et 

conduit à la formation d’oligosaccharides linaires et dextrines. (Janacek, 1994). 

https://www.sciencesetavenir.fr/auteurs/hugo-jaliniere_22/
https://www.sciencesetavenir.fr/auteurs/hugo-jaliniere_22/
https://www.sciencesetavenir.fr/auteurs/hugo-jaliniere_22/
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2. Nomenclature de l’ α- amylase 

 

 Nom codifié : E.C.3.2.1 

 Nom commun : α-amylase. 

 Nom systématique : 1,4 - α - D-glucane-4-glucano hydrolase. 

 D'autres nom (s): glycogénase, endoamylase, Taka-amylase A, maxilase.     

( Schamburg et Slzmann, 1991 et Dauter et al., 1999) 

3. Les iso-enzymes de l’ α-amylase  

Chez les mammifères, l'α-amylase est présente principalement dans les sécrétions 

salivaires et pancréatiques. Elles sont très homologues en termes de séquence primaire et 

ne diffèrent que par 15 résidus d'acides aminés sur 496, bien que certains se trouvent dans 

le site actif (Gaspar, 2015). 

Tableau 1 : La différence entre les deux iso-enzymes de l’α-amylase 

 α-amylase salivaire α-amylase pancréatique Références 

Organe producteur Glandes salivaire Pancréas 

 

 

Demers, 2010 

Sécrétion Salive Suc pancréatique 

Lieu d’action Cavité orale Intestin grêle 

Substrat amidon Amidon, dextrines 

Produits obtenus Disaccharides,dextrines Maltose, Maltriose,dextrines 

Code génétique AMY1A AMY2A 

DrugBank 

Poids moléculaire 57767 Da 57707 Da 

pH optimum pH= 7 PH= 8 

Panchal, 1990) 

T° optimal (C°) 40 37 
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4. Structure de l’ α-amylase 

L’α-amylase a une structure tridimensionnelle capable de se lier au substrat et 

assure la rupture des liaisons glycosidiques par l'action des groupes catalytiques hautement 

spécifiques (Mouas, 2016).  Elle est composée de 496 acides aminés dans une seule chaîne 

polypeptidique (Gary et al., 1995). 

 

Figure 3.  Structure tridimensionnelle de l’α – amylase pancréatique humaine réaliser par 

logiciel Pymol.  

Les trois domaines, ainsi que les ions de calcium et de chlorure sont représentés : domaine 

A de couleur bleu cyan (site active des résidus Asp 197, Glu 233 et Asp300), domaine B 

en jaune (site de liaison du calcium) et domaine Cen violet (structure β-antiparallèle 

associé de manière lâche aux domaines A et B). L'ion de calcium (sphère bleue) et l'ion de 

chlorure (sphère jaune). 
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L’amylase humaine composée de trois domaines structurels, dont le plus long est 

le domaine A qui renferment le site actif et le site de fixation du substrat. Il contient les 

résidus de site actif importants comprenant deux résidus d'Aspartate (Asp197, Asp300) et 

un résidu de glutamate (Glu 233). Le domaine A contient également un ion Cl
-
 lié 

(Mobiniet, 2012). Le domaine B borde la région du site actif et contient un ion Ca
+2

 lié qui 

sont nécessaires à l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la structure en 

acides aminés d’enzyme. Le domaine C au niveau de la région N-terminale de la molécule 

semble peu susceptible de jouer un rôle direct dans le mécanisme catalytique. Il est moins 

fermement associé aux domaines A et B (Brayer et Withers., 1995 et Gregor et al., 

2001). 

5.   Mode d’action  

En générale, l’α-amylase peut agir par différents modes d’action. Selon les 

conditions (température, pH, taille et structure du substrat) (Mazur et Nakatani., 1993 et 

Nielson et al., 2001). 

 Attaque aléatoire ou au hasard : hydrolyse aléatoire les liaisons glucosidiques (1-

4),  libérant deux fragments qui seront séparément attaqués. (Scriban, 1999). 

 Attaque préférée : l’α-amylase montre une préférence pour certaines liaisons 

glucosidiques dans le substrat (Berry et Paterson, 1990). 

 Attaque multiple ou répétitive : elle implique le déplacement de l’enzyme tout au 

long de la chaîne du substrat et l’enzyme hydrolyse les liaisons glucosidiques sans 

se dissocier du substrat (Kandra et al ,. 1997). 

6.   Mécanisme d’action  

L’activité catalytique de l’α-amylase implique la participation des trois acides 

aminés du site actif (figure 4) Asp 197 (nucléophile catalytique), Glu 233 (donneur 

catalytique de l’hydrogène) et Asp 300 (l’aide de catalyse). 

En effet, la réaction catalytique est réalisée en trois étapes (Figure 4) : 

 Protonation de l’oxygène glucosidique par le proton donneur de Glu 233 suivi 

d’une attaque nucléophile sur C1 du résidu du sucre en position 1 par Asp 197 et le 

départ de l’extrémité réductrice du substrat. 

 Activation d’une molécule d’eau, vrai semblablement par le maintien du Glu 233 

déprotonné. 
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 Régénération de l’état initial et libération de l’autre fragment du substrat, par 

hydrolyse du lien covalent entre l’oxygène nucléophile de l’Asp 197 et le C1de 

résidu du sucre en position 1 (Davies et al., 1999 ; Nielson et al., 2001) 

 

 

 
 

Figure 4: Mécanisme catalytique de l’α-amylase (Gaspar P. Pinto et al., 2015) 

III.       L’inflammation 

L’inflammation est un processus biologique de défense et de réparation tissulaire 

provoqués par des traumatismes physiques, produits chimiques nocifs ou agents 

microbiens (Gy et al., 2008). Cependant, cette réaction se manifeste par des symptômes 
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plus ou moins pénibles comme : rougeur, chaleur, douleur et gonflement. Ces 

manifestations peuvent inciter le praticien à prescrire un anti-inflammatoire. La finalité 

d’un processus inflammatoire est triple : détruire l’agent agresseur, détruire les tissus lésés 

et réparer les dégâts. Sa mise en œuvre est le résultat d’une intervention coordonnée de 

cellules effectrices (polynucléaires, macrophages, lymphocytes cytotoxiques) et de 

substances solubles (médiateurs chimiques), sécrétées et chargées de téléguider les cellules 

sur le site de l’agression (Muster, 2005). 

Les médiateurs chimiques les plus importants de la réaction inflammatoire sont : 

Les Prostaglandines (PG) et les Leucotriènes (LT). Ce sont des médiateurs lipidiques 

synthétisés à partir de l’Acide Arachidonique libéré des phospholipides membranaires sous 

l’action de la Phospholipase A2 (PLA2) (Figure 5). Ces médiateurs clés peuvent activer 

des cascades de signaux de transduction (Bagora, 2015). La prostaglandine est synthétisée 

par l’action des deux types de cyclo-oxygénases (COX1 et COX2) (Grandin, 2013). 

 

 

Figure 5 : Schéma récapitulatif de la synthèse des médiateurs chimiques de l'inflammation 

(Grandin, 2013) 

 

1.  Les anti-inflammatoires 

Les anti-inflammatoires sont des médicaments symptomatiques, qui n’agissent 

pas sur la cause de l’inflammation. Ils appartiennent à des classes chimiques différentes les 

unes des autres et sont souvent doués en outre d’une activité antipyrétique et antalgique 
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périphérique (Muster, 2005). Ils sont répartit en deux groupes : les anti-inflammatoires 

non stéroïdiens et les anti-inflammatoires stéroïdiens. 

1.1 Anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS)   

   Les AINS sont des inhibiteurs réversibles de l’activité des COX1 et/ou 2, ils ont 

des propriétés pharmacologiques différentes, notamment une action anti-inflammatoire par 

inhibition de la COX2, action antalgique, antipyrétique et anti-agrégante plaquettaire pour 

certains (Grandian, 2013). 

 

 

 
 

Figure 6. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires non stéroïdiens (Grandian, 2013) 
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3.1.2. Anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS) 

Les anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS) sont des dérivés du cortisol, une 

hormone secrétée par les glandes surrénales à partir du cholestérol (Louis, 2010). Le mode 

d'action de ces médicaments est assez complexe. Leurs effets sont perceptibles au niveau 

presque de tous les organes. Pour simplifier, après avoir pénétré dans les cellules, les AIS 

vont entrer dans le noyau pour se fixer directement sur l'ADN. Au niveau de cette molécule 

géante contenant notre patrimoine génétique, leurs actions sont très diverses, ils peuvent 

réduises la production des facteurs inflammatoires et immunitaires, une activité hormonale, 

concernant principalement les régulations métaboliques ou exercent un effet freinateur sur 

l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Muster, 2005). 

4. Allergie 

L`allergie se définit comme une réaction de défense excessive du système 

immunitaire en réponse à des allergènes. Caractérisée par une libération de médiateurs due 

à une stimulation antigénique. Ces médiateurs sont principalement : 

l’histamine (Monassier, 2001). L'histamine est un médiateur chimique sécrété par 

l'organisme notamment lors de réactions allergiques. Sa principale fonction est de détruire 

les substances étrangères (Ghibeche, 2016). 

4.1 Antihistaminiques  

Les antihistaminiques sont  des médicaments généralement administrés dans le 

cadre de traitement allergiques  et des inhibiteurs des récepteurs de l'histamine. Ils 

n'affectent donc pas sa production, mais visant à réduire ou éliminer les effets de 

l’histamine. Il en existe cependant deux catégories de récepteurs spécifiques : les 

antihistaminiques H1 et H2 (Monassier, 2001). 
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1. Matériels biologique  

La salive totale est prélevée le matin, 2 heures après le petit déjeuner à partir 

d’une personne saine. Le volontaire doit boire un verre d’eau 15 minute avant le 

prélèvement. 100 µl de salive totale sont prélevés dans un tube stérile. Cet échantillon 

salivaire est ensuite diluée 1000 fois avec un tampon phosphate salin de pH 7 (constitué de 

gomme arabique (1g), K2HPO4 (0,87g), KH2PO4 (0,68g) et KCl (9g) dans 1L d’eau 

distillée) pour les dosages de l’activité. 

2. Matériels chimiques  

Pour l’évaluation de l’effet inhibiteur sur l’alpha amylase salivaire humaine, nous 

avons utilisé quelques médicaments anti-inflammatoires et antihistaminiques. Les 

médicaments liquides sont utilisés directement alors que les médicaments solides sont 

dissous dans le tampon afin d’achever une concentration finale de 1g/L pour tous les 

échantillons.   

Les médicaments sont classés par familles dont chacune est associée à une 

spécialité médicale, les figures (7) et (8) regroupent les structures 2D des médicaments 

utilisés dans notre travail. 

 

Figure 7. Structures 2D des médicaments anti-inflammatoires utilisés (ChemSpider) 

 



 

 

18 

 

Figure 8. Structures 2D des médicaments antihistaminiques utilisés (ChemSpider) 

 

3. Etude in vitro 

3.1. Test de l’activité de l’α- amylase  

L’activité de l’α- amylase salivaire humaine a été testée par l’ajout d’un volume 

de 20µl de substrat avec un volume de 20 µl de l’enzyme dilué dans le tampon phosphate à 

pH 7. Après une incubation à 37 C˚ pendant 30 min, le facteur de dilution de l’extrait 

enzymatique brut a été fixé avec une absorbance équivalente proche du 1. 

3.2. Principe du réactif du dosage  

Nous avons utilisé un réactif de dosage employé dans les diagnostiques cliniques 

des maladies du pancréas ou de la vésicule biliaire. Le dosage implique l'utilisation d'un 

substrat chromogène, le 2-chloro-4-nitrophénol lié avec du maltotriose, selon le schéma 

réactionnel qui est présenté dans la figure (9). 
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Figure 9. Schéma réactionnel de l’hydrolyse de l’α-maltotrioside-2-chloro-4-nitrophényle 

(CNPG3) par l’α- amylase humaine 

 

 

L' α -amylase hydrolyse l’α-maltotrioside-2-chloro-4-nitrophényle (CNPG3) pour libérer le 

2-chloro-4-nitrophénol (CNP) et former du 2-chloro-4-nitrophényl-α-D-maltoside 

(CNPG2), du maltotriose (G3) et du glucose (G). Le taux de formation de 2-chloro-4-

nitrophénol peut être détecté par spectrophotomètre à 405 nm pour donner une mesure 

directe de l'activité de l' α -amylase dans l'échantillon. 

3.3. Test de l’activité inhibitrice de la réaction catalysé par l’α-amylase  

Dans le but d’étudier l’effet de ces médicaments sur l’α-amylase salivaire 

humaine et de déterminer le paramètre d’inhibition IC50 : la concentration nécessaire de 

l’inhibiteur pour inhiber 50 % de l’enzyme ou diminuer 50% de l’activité enzymatique, 

nous avons adopté une nouvelle méthode optimisée pour la première fois et aucune étude 

préalable n’a été trouvé dans ce contexte. 

Après avoir testé l’activité inhibitrice des médicaments utilisés pour une 

concentration  (1 mg/ml). On s’est intéressé par les inhibiteurs qui ont donné une inhibition 

importante (> 50%) et pour lesquels nous avons procédé à la détermination du paramètre 

IC50. Nous avons testé l’activité inhibitrice de nos médicaments à l’aide d’un lecteur à 

microplaque à 96 puits, après plusieurs essais afin de déterminer les concentrations 

nécessaires de l’inhibiteur, dont le volume final du milieu réactionnel égale à 190µl. 
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Un volume de 20 µl de l’enzyme diluée dans le tampon est ajouté à 20 

µl de l’inhibiteur (les médicaments dilués avec 8 concentrations croissantes), ce 

mélange est pré-incubé pendant 15 min à 37°C. La réaction enzymatique est déclenchée 

par l’ajout de 150 µl de substrat (CNPG3) à 1g/l, le mélange est incubé à 37°C pendant 3 

min, la lecture est effectuée à 405 nm dans le lecteur de microplaque (ELx800uv). Le 

blanc de la plaque est dépourvu du substrat et de l’inhibiteur. 

La valeur de IC50 a été déterminée de la représentation graphique I % = f (I) tel 

que I% est déterminée suivant cette relation : 

1001% 
























control

médicament

A

A
I

 

Avec : 

- I % : le pourcentage d’inhibition. 

- A médicament : l’absorbance de l’activité enzymatique en présence d’inhibiteur. 

- A control : l’absorbance de l’activité enzymatique en absence d’inhibiteur. 

3.4. Analyse statistique  

 

Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel statistique Microsoft 

office Excel2013. Toutes les expériences ont été faites en triplet ou plus, les résultats ont 

été présentés par la moyenne avec son écart type (n=3 ou plus) pour chaque cas. 

4. Etude in silico 

4.1. Alignement des séquences 

L’alignement est une opération qui consiste à comparer deux séquences (de 

nucléotides ou d’aminoacides) en maximisant la coïncidence des symboles qui les 

composent. Ce qui signifie qu’avec l’alignement on cherche à découvrir la similitude « 

biologique » des séquences. En plus, après l’alignement, on aura un pourcentage d’identité, 

un score d’alignement qui confirme si les séquences sont homologues ou non (Benarous, 

2014) 

4.2. Docking moléculaire  

       Toutes structures spatiales des molécules utilisées ont été obtenues de la base de 

données PubChem, elles ont été assemblées avec le logiciel Discovery Studio visualiser 
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v4.0. Les structures 3D de l’alpha amylase (α-amylase salivaire humaine avec PDB ID: 

3DHP et α-amylase pancréatique humaine avec PDB ID: 1B2Y) ont été obtenues à partir 

de la banque de données sur les protéines (PDB). Pour effectuer le Docking, nous 

préparons les deux iso-enzymes de l’ α-amylase humaine en éliminant toutes les molécules 

d’eau à l’exception de celles qui sont impliquées dans la réaction d’hydrolyse, et n’importe 

quels ligands à l’aide de logiciel Discovery Studio v4.0. 

AutoDock Vina est un outil bioinformatique utilisé pour effectuer « in silico » la fixation 

de protéines avec un ligand. Pour réaliser l’amarrage avec ce logiciel, nous sommes 

besoins de : Fichiers Pdbqt de la protéine et du ligand, fichier de configuration et fichiers 

de grille. Les calculs d'amarrage ont été effectués avec le programme AutoDock Vina. 

Comme il utilise des boîtes rectangulaires pour le site de liaison, le centre de la boîte a été 

défini et la boîte d'ancrage affichée à l'aide d'AutoDock Tools. L'amarrage était spécifique 

avec une boîte de grille de 22 x 20 x 18 et des points de grille séparés de 1 Å, positionnés 

au centre de l’enzyme avec ces coordonnées x= 6,865; y= 46,779; z= 19,324 pour 3DHP. 

La boîte de grille de 1B2Y était de 22 x 22 x 24 avec des points de grille (x = 15,04; y = 

6,124; z = 48,393). 

       Les paramètres par défaut ont été utilisés. Le nombre de tour de docking s’est fixé sur 

50 tours. Le nombre des solutions obtenus est égal à 50 conformations. Toutes ces 

solutions sont très bien traitées. Les conformations privilégiées étaient celles de plus faible 

énergie de liaison au sein du site actif. Enfin, les résultats de docking générés étaient 

directement chargés dans Discovery Studio visualizer v 4.0. 
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1. Résultats in vitro 

1.1   L’activité inhibitrice de la réaction catalysée par l’α-amylase  

D’après une étude bibliographique sur la fonction physiologique de l’alpha 

amylase humaine et le rôle de ses inhibiteurs dans le traitement de plusieurs maladies 

notamment la pancréatite et le diabète non insulinique, nous avons évalué le pouvoir 

inhibiteur de nos médicaments sur l’activité de cette enzyme dans le but de trouver des 

nouveaux inhibiteurs efficaces avec moins effets indésirables. 

Le tableau (2) exprime les pourcentages d’inhibition des médicaments (1 mg/ml) 

ayant une valeur positive, ceux qui ont des valeurs négatives sont éliminés. 

 

Tableau 2. Pourcentages d’inhibition des médicaments utilisés 

 

Inhibiteurs % d’inhibition 

Aspégic 9,69 

Loratadine 53,18 

Migrazéne 17 

Physiolone 13,96 

Nopain 15,68 

Ibuproféne 13,48 

Bétaméthasone 36,91 

Acide niflumique 10,21 

 

Au regard du tableau précédent, nous remarquons que seuls les deux inhibiteurs 

(Bétaméthasone et Loratadine) dont les concentrations 1 mg/ml et 0,5 mg/ml 

respectivement, présentent un pouvoir d’inhibition important vis-à-vis l’alpha amylase 

comparant aux autres médicaments et pour lesquels nous avons procédé à la détermination 

du paramètre IC50. 

Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition 

I% en fonction des concentrations des inhibiteurs exprimées en mg/ml, nous avons 

déterminé la concentration inhibitrice à 50 % (IC50) de chaque échantillon (les courbes 

sont présentés dans la figure (10), (11), (12). Ces représentations graphiques nous a permis 

de déterminer les valeurs des IC50 ou les valeurs sont enregistrés dans le tableau (3). 



 

 

24 

 

Figure 10 : Représentation graphique de l’effet inhibiteur de Bétaméthasone sur l’alpha-

amylase salivaire humaine 

 

 

Figure 11 : Représentation graphique de l’effet inhibiteur de Loratadine sur l’alpha-

amylase salivaire humaine humain 

 

L’Acarbose est utilisé comme molécule de référence pour contrôler l’inhibition de 

l’alpha amylase. Les pourcentages obtenus sont schématisés sur la figure (12). Cette 

molécule est plus efficace et elle présente des pourcentages élevés pour de très faibles 

concentrations. 
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Figure 12 : Représentation graphique de l’effet inhibiteur de l’Acarbose sur l’alpa-

amylase salivaire humaine (contrôle positif) 

Tableau 3 : Evaluation des valeurs des IC50 de Loratadine, Bétamétasone et de l’Acarbose 

Inhibiteurs Loratadine Bétaméthasone Acarbose 

IC50 (mg/ml) 1,0331 ± 0,0012 0,71±0,007 0,0057±0,0001 

IC50 (µg/ml) 1033,1 ± 1,2 709± 7 5,7± 0,1 

IC50 (µM) 2698,56 1806,54 8,828 

 

Dans notre travail, nous avons testé l’activité inhibitrice des deux médicaments 

sur l’alpha-amylase salivaire humaine. Nous remarquons que Bétaméthasone présente une 

inhibition (IC50=709± 7 µg/ml) nettement supérieure à celle de la Loratadine (1033,1 ± 

1,20 µg/ml), mais nettement inférieure à celle de l’Acarbose (5,7± 0,1 µg/mL). Si nous 

comparons ces valeurs avec l’Acarbose qui est un médicament antidiabétique, nous 

pouvons dire que nos inhibiteurs sont beaucoup moins efficaces que l’Acarbose. 

Des recherches scientifiques ont été réalisées pour évaluer les effets inhibiteurs de 

quelques médicaments afin d’atteindre le but de trouver un traitement médical des 

syndromes métaboliques sans effets secondaires. Dans cette étude, nous avons fait la même 

chose et nous voulons comparer nos médicaments avec des molécules pures par des 

travaux antérieurs qui sont regroupés dans le tableau (4). 



 

 

26 

Selon l’étude de (Taha et al., 2019), le thiazole est plus efficace  avec une valeur 

IC50  (1.763± 0.03µM) par rapport au Héspertine, Lutéoline, Quercétine selon  (Martinez 

et al., 2018) avec des valeurs IC50 (20.10± 0.70µM), ( 18.00± 1.00µM),( 12.70± 1.20µM) 

respectivement. Ces molécules ont une activité inhibitrices forte que la Catéchine de 

l’amylase salivaire humaine (Yilmazer et al., 2015)  avec une valeur (160 ± 67µM). Ces 

derniers sont plus  efficaces que  les molécules pures comme Quercétine , Curcumin, 

catéchine  de  la source Bacillus sp avec des valeurs d’IC50 (500± 2 µM ),( 130± 7.7µM) et  

(380± 2.6µM) respectivement (Hung Jhong et al., 2015). 

Thiazole est le meilleur inhibiteur par rapport à nos inhibiteurs. Nous constatons 

que nos médicaments possèdent une inhibition moins importante que celle d’autres 

molécules pures vis-à-vis des alpha amylases des différentes sources : Bacillus sp 

(quercetine , catechine, Curcumin), salivaire humaine (catéchine), d’origine microbienne 

(thiazole) et l’alpha amylase pancréatique humaine (Héspertine, Lutéoline, Quercétine). 

Rappelons que cette comparaison est faite juste pour savoir le pouvoir général de nos 

inhibiteurs mais il faut mentionner que notre méthode est nouvelle, sensible, rapide et 

efficace par rapport à méthodes utilisées in vitro dans ces travaux antérieurs qui se 

représentent principalement dans la réduction des sucres par l’acide dinitrosalicylique 

(DNS) ou la néocuproine.   

A  partir  du tableau (4), l’acarbose  est l’inhibiteur de l’alpha amylase le plus 

puissant, rappelons que c’est la première fois en utilisant cette  méthode. La valeur  IC50 

d’acarbose  égale à 8,828 µM, en comparant cette valeur avec d’autres méthodes  utilisées 

dans ces références  bibliographiques. En revanche, selon (Hung Jhong et al., 2015)  

l’Acarbose reste le meilleur avec une valeur d IC50 (1000 µM) avec l’α-amylase de 

Bacillus sp, cette valeurs est nettement supérieure par rapport à celle trouvé par : (Taha et 

al., 2019)avec une valeur d IC50  (1.637µM),  (Martinez et al., 2018) avec une valeur d 

IC50  (14.60 µM)  et celle trouvé chez (Yilmazer et al., 2015) une valeur d IC50   (10.68 

µM). Cette différence des valeurs des IC50 est due à l’origine de l’alpha amylase et la 

méthode utilisée dans l’étude. 

A travers ces résultats, nous pouvons dire que nos inhibiteurs Loratadine et 

Bétaméthasone sont moins puissants que les molécules pures présentées dans des travaux 

antérieurs qui sont déjà mentionnées. L’Acarbose est connu comme un bon inhibiteur de 

l’alpha amylase. En se basant sur ce control positif, nous pouvons dire que notre méthode 

est la meilleure par rapport aux autres. 

https://www.hindawi.com/96568943/


 

 

27 

Tableau 4: Les valeurs IC50des molécules pures. 

Molécules 

pures 

IC50 (µM) 

 
Source d’amylase Références 

Thiasole 1 1.763± 0.03 
microbienne 

Taha et al., 2019 

 Acarbose 1.637±0.153 

Quercétine 500± 2 

Bacillus sp. 

 
 

Hung Jhong et al., 2015 

Acarbose 1000 ± 1.0 

Curcumin 130± 7.7 

Acarbose 1000 ± 1.0 

Catéchine 380± 2.6 

Acarbose 1000 ± 1.0 

Héspertine 20.10± 0.70 

Pancréatique humaine Martinez et al., 2018 

Acarbose 14.60± 1.70 

Lutéoline 18.00± 1.00 

Acarbose 14.60± 1.70 

Quercétine 12.70± 1.20 

Acarbose 14.60± 1.70 

Catéchine 160 ± 67 
 

 salivaire humaine 

 

 

Yilmazer et al., 2015 

Acarbose 10.68 

2. Résultats in silico 

2.1  Composition et alignement des séquences des acides aminés des deux 

amylases 

Après le téléchargement des séquences protéiques des deux amylases (format 

FASTA), nous avons les étudié avec le logiciel BioEdit afin de déterminer la composition 

en acides aminés (AA) des deux protéines (figure 13). L’alignement des acides aminés des 

deux amylases (figure 14) montre une forte ressemblance en acides aminés, 8 acides 

aminés similaires avec un % de similarité 95,76%. L’amylase salivaire humaine se diffère 

de la pancréatique par la présence des résidus Ser4, Ala134, Cys171, Ala204, Glu244, 

https://www.hindawi.com/96568943/
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Ala276, Ala284, Ala316, Tyr347, Lys352, Thr367, Ala388 et Asn396 au lieu de Phe4, 

Trp134, Glu171, Trp204, Ala224, Tyr276, Trp284 , Trp216, Gln347, Asn352, Ile367, 

Trp388 et Ile396, respectivement, tandis que les deux amylases partagent 476 résidus 

d’acides aminés identiques. Les deux enzymes se diffère seulement dans 13 AA de site de 

fixation et possèdent la même triade catalytique (Glu et deux résidus Asp), cette 

homogénéité est due à appartenance des deux protéines à la même source (humaine). 

 

 

Figure 13: Alignement des acides aminés des deux amylases humaines : 

amylase salivaire et amylase pancréatique (acides aminés identiques en bleu, acides aminés 

similaires en jaune). 

 

2.2 Docking moléculaire 

Dans notre travail, le Docking moléculaire est utilisée pour modéliser l'interaction 

entre l’enzyme et l’inhibiteur au niveau atomique, ce qui nous permet de caractériser le 

comportement de ce dernier dans le site de liaison des protéines cibles ainsi d'élucider les 

processus biochimiques fondamentaux. 
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A cette approche, une simulation d'amarrage des médicaments étudiés a été 

réalisée en ciblant le site actif de la structure cristalline des deux amylases (PDB ID: 3DHP 

et 1B2Y) afin de définir la nature des interactions entre les inhibiteurs et les enzymes en 

utilisant le programme AutoDock Vina (Benarous et al., 2018). Nous avons sélectionné la 

meilleure pose d'amarrage pour chaque inhibiteur, en fonction du nombre de répétitions et 

du type d'interaction existant dans 50 solutions (Serseg et Benarous, 2018). 

A travers cette étude, nous détaillerons le type d'interactions pour les médicaments 

inhibiteurs: Bétaméthasone et Loratadine et Acarbose  avec l’α-amylase salivaire (Figures 

14, 15, 16) et l’α-amylase pancréatique (Figures 17, 18, 19). Les résultats de Docking 

(tableau 5) liés au nombre de solutions obtenues montrent que les deux médicaments ont 

une activité d'inhibition de l’alpha amylase, ce qui confirme les résultats expérimentaux. 

Rappelons que l’alpha amylase contient deux sites : un site catalytique et un site 

de fixation dont le site catalytique est constitué par : Glu233, Asp  (300, 197) (colorés en 

vert), le site de fixation constitué par :Trp59, His299, Glu240, Arg195, Lys200 et His201 

pour l’alpha amylase salivaire, Arg195, Lys200, Ile230, His305, Gln63, His299, His201 et 

Trp59 (colorés en bleu). 

Les trois inhibiteurs testés ont été intégrés dans le site actif de l'enzyme Amylase 

salivaire cible (pdb: 3DHP). 

Bétaméthasone (C22H29FO5, 392.199 g/mol, 9-fluoro 11,17-dihydroxy-17-(2-

hydroxyacetyl) -10,13,16-trimethyl-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 dodecahydro-3H-

cyclopenta[a]phenanthren-3-one), est composé de trois cycles aromatiques et un groupe 

cyclopentyle. La conformation présentée dans la figure 15 est la plus répétée avec un taux 

de 86%. Il a été trouvé que l’inhibiteur avait des interactions hydrophobes de type π-alkyle 

avec les acides aminés His305, Tyr62, Trp58 et deux liaisons avec Trp59. De plus, une 

autre interaction de même type a été observé entre le groupe cyclopentyle et Ile235. Le 

Bétaméthasone présente des liaisons hydrogènes, l’une entre le cyclopentyle et His201 

dont la distance interatomique égale à 3,72A
°
, et deux autres ont été observés cette fois 

avec les molécules d’eau HOH576 et HOH554.  

Loratadine (C22H23ClN2O2, 382,888 g /mol, ethyl 4-(8-chloro-5,6-dihydrobenzo 

[1,2] cyclohepta[2,4-b]pyridin-11-ylidene)piperidine-1-carboxylate), dont sa structure est  

montrée dans la figure (16), est composé de benzyle, cycloheptyle, pyridol et pipéridyle 

avec des groupes carboxyle. Le mode de fixation adopté par cette molécule permet aux 

groupes benzène, pyridone et pipéridynede se déposer dans une cavité limité de résidus 

d'acides aminés hydrophobes représentés par Leu162, Trp59, His3015 et Leu165. Ces deux 

http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Carbone/fr-fr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Hydrog%C3%A8ne/fr-fr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Fluor/fr-fr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Fluor/fr-fr/
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derniers groupes interagissent avec les interactions hydrophobes face à alkyle. De plus, la 

Loratadine forme une autre interaction hydrophobe de type π-sigma entre le groupe 

pipéridine et Leu162, deux liaisons π-π T-shaped entre le groupe pyridone et Trp59. La 

conformation présentée est la plus répétée avec un taux de 96%. Aucune molécule d’eau 

n’a été détectée dans ces interactions. 

Acarbose de la structure cristalline (ID : 3DHP), ( C25H43NO18, 645,608 g/mol, 

3,4-dihydroxy-6-methyl-5-[4,5,6-trihydroxy-3-(hydroxymethyl)cyclohex-2-en-1-yl]amino] 

oxan-2-yl]oxy-3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-6-(hydroxymethyl)oxane-

2,3,4-triol), composé de cyclohexanyl, chonduritol et trois unités de glucoses ce qui lui 

permet de former des interactions avec les acides aminés de site actif de l’alpha amylase 

(figure 17). Le mode de fixation adopté par cette molécule permet à l’oxygène de glucose 

(GLC) de former une liaison hydrogène avec Trp59 dont la distance interatomique est 

2,82A°. De même, le glucose (AGL) forme trois liaisons hydrogènes, deux entre Glu233 et 

l’atome de l’oxygène (2,67A°) et l’azote (2,79A°), et une entre (O-His201) avec une 

distance égale à 2,7A°. L’autre glucose (GLC) permet de former 3 interactions hydrogènes 

qui sont (O2- Lys200= 2,98A°), (O3- Lys200= 2.92A°) et (O- Glu240= 2,7A°). Dans le 

cas de chonduritol (HMC), on observe cinq liaisons hydrogènes avec les atomes 

d’oxygènes de HMC, deux liaisons avec Asp300 (2,65A° et 2,62A°) et les trois avec 

His299 (2,96A°), Arg195 (2,87A°) et Asp197 (2,75A°). 

Le mécanisme catalytique de l’alpha amylase implique une réaction d’hydrolyse, 

ce qui nécessite l’intervention des molécules d’eau. L’orientation du mode de liaison de 

l’acarbose montre la formation d’une liaison hydrogène entre glucose (AGL) et HOH554 

et quatre liaisons entre glucose (GLC) et HOH576, HOH717, HOH868 et HOH867. 

L’Acarbose de l’α-amylase salivaire a prouvé un nombre d’interaction des 

liaisons hydrogènes atteint jusqu’à 17 liaisons (cinq d’entre eux avec les acides aminés de 

site actif, sept avec les résidus de site de fixation et le reste a été établis avec les molécules 

d’eau), par rapport au Bétaméthasone (une seule liaison) et Loratadine (aucune liaison). 

Donc l’Acarbose c’est le meilleur inhibiteur. 

Les trois inhibiteurs testés ont été intégrés dans le site actif de l'enzyme Amylase 

pancréatique cible (pdb: 1B2Y). 

Bétaméthasone prend une position bien observée au sein du site actif. Il est bien 

entouré par les acides aminés du site actif formant une cavité, ce qui lui permet de faire une 

liaison hydrogène avec Glu 233avec des distances de 2,88 Å entre l’oxygène de Glu 233 et 

l’hydrogène de Bétaméthasone et une autre   liaison a été observée avec la molécule d’eau 
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HOH 610. Notre inhibiteur forme cette fois 3 interactions hydrophobes de type π-alkyle 

avec Trp59, Trp 58, His305. La conformation présentée dans la (figure 18) est la plus 

répétée avec un taux de 100%.  

La conformation de Loratadine présentée dans la figure (19). L’inhibiteur a fait 

des interactions avec les acides aminées du site actif de l’alpha amylase pancréatique. Le 

groupe benzyle interagit avec Leu 162 par interaction de type π-alkyl, et une liaison de 

type liaisons π-π T-shaped entre le groupe pyridone et Tyr 62. Une liaison hydrogène de 

3, 72 A° a été enregistré entre l’atome d’azote de la His305 et l’atome hydrogène du 

groupement carboxyle de l’inhibiteur et deux autres liaisons ont été observés cette fois 

avec les molécules d’eau HOH610 et HOH 930. La conformation est la plus répétée avec 

un taux de 100 %. 

Acarbose de la structure cristalline (ID : 1B2Y), ( C25H43NO18, 645.608 g/mol, 

3,4-dihydroxy-6-methyl-5-[4,5,6-trihydroxy-3-(hydroxymethyl)cyclohex-2-en-1-yl]amino] 

oxan-2-yl]oxy-3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-6-(hydroxymethyl)oxane-

2,3,4-triol), est composé de cyclohexanyl, acide pyroglutamique et trois unités de glucoses 

ce qui lui permet de former des interactions avec les acides aminés de site actif. La figure 

20 montre le mode de liaison de l’inhibiteur. Cinq liaisons hydrogénes ont été formés entre 

cyclohexanyle (AC1) et les acides aminés de site actif, le résidu Glu233 montre deux 

liaisons  (O-Glu233=2,75A°) et (N-Glu233=2,92A°), alors que les résidus His201, Arg195 

et His299 présentent des liaisons avec l’oxygène dont les distances sont de l’ordre de 

2,63A°, 2,77A° et 2,7A°, respectivement. Il a été trouvé également des liaisons hydrogènes 

entre l’acide pyroglutamique (PCA) et Ile230 dont la distance est 2,90A°, entre Lys200 et  

les deux atomes d’oxygénes du glucose BGC (O2- Lys200= 2,45A° et O3- Lys200= 

2.87A°) et aussi entre Gln63 et l’atome oxygène de glucose G6D avec une distance 

interatomique 2,96A°, ce dernier forme à son tour un contact hydrophobe de type π-alkyle 

avec Leu165. 

D’autre interactions hydrogénes ont été établis cette fois avec le Glucose G6D et 

la molécule d’eau HOH800, ainsi les oxygènes O2, O3 de cyclohexanyle sont impliqués 

dans une liaison hydrogène avec la molécule HOH610, et O5 avec HOH930. 

L’Acarbose de l’α-amylase pancréatique a prouvé un nombre d’interaction des 

liaisons hydrogènes égale à 18 liaisons (quatre d’entre eux avec les acides aminés de site 

actif, dix avec les résidus de site de fixation et le reste a été établis avec les molécules 

d’eau), par rapport au Bétaméthasone (une seule liaison avec un AA de site actif) et 

Loratadine (une liaison). Donc l’Acarbose est toujours le meilleur inhibiteur. 



 

 

32 

 

 

 

Figure 14. Représentation de la meilleure pose de docking de Bétaméthasone avec l’alpha 

amylase salivaire avec les acides aminés du site actif 

 

 

 

Figure 15 : Représentation de la meilleure pose de docking de Loratadine avec l’alpha 

amylase salivaire avec les acides aminés du site actif 



 

 

33 

 

Figure 16 : Représentation des interactions de l’Acarbose avec l’alpha amylase salivaire 

avec  les acides aminés du site actif obtenue de la structure cristalline (PDB ID : 3DHP) 

 

 

 

 

Figure 17 : Représentation de la meilleure pose de docking de  Bétaméthasone avec 

l’alpha amylase pancréatique avec  les acides aminés du site actif coloré en vert 
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Figure 18 : Représentation de la meilleure pose de docking de Loratadine avec l’alpha 

amylase pancréatique avec les acides aminés du site actif 

 

Figure 19 : Représentation des interactions de l’Acarbose avec l’alpha amylase 

pancréatique avec les acides aminés du site actif obtenue de la structure cristalline (PDB 

ID : 1B2Y) 
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Tableau 5 : Résumé des études d'amarrage moléculaire des inhibiteurs (médicaments) dirigés contre le site actif de l'alpha amylase. 

 

Enzymes 

 

Inhibiteurs 

 

% de 

répétition 

L’énergie 

de liaison 

libre (kcal 

mol−1) 

 

AA l’interaction 

 

Interactions 

hydrophobi

ques 

 

Liaisons 

hydrogènes 

 

Longueur (Å) 

α-amylase 

salivaire 

3DHP 

Bétaméthasone 86 -9.1 

His305 

Trp58 

Trp59 

Tyr62 

Ile235 

π-alkyle His201 3.72 

 

Loratadine 

 

96 

 

-8.3 

 

His305, Leu165 

 

Leu162 

 

Trp59 

 

 

π-alkyle 

π-sigma 

π- π-T-

shaped 

 

/ 

 

/ 

Acarbose 
 

/ 

 

/ 
/ / 

Trp59 

His299 

Asp300 

Glu240 

Glu233 

Asp197 

Arg195 

Lys200 

His201 

2.82 

2.96 

(2.65, 2.62) 

2.70 

(2.79, 2.67) 

2.75 

2.87 

(2.98, 2.92) 

2.70 
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α-amylase 

pancréati

que 

1B2Y 

Bétaméthasone 100 -9.5 

His305 

Trp58 

Trp59 

π-alkyle Glu233 2.88 

 

Loratadine 

 

100 

 

-7.8 

         Leu162 

 

Tyr62 

π-alkyle  

 

π-π-T- 

shaped 

 

His305 

 

3.72 

 

Acarbose / / Leu165 π-alkyle 

Arg195 

Lys200 

Ile230 

His305 

Asp300 

Glu233 

Asp197 

Gln63 

His299 

His201 

Trp59 

2.77 

(2.45, 2.87) 

2.90 

2.95 

2.66 

(2.92, 2.75) 

2.83 

(2.96, 2.92) 

2.70 

2.63 

2.51 
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La prévalence des maladies métaboliques ne cesse d'augmenter, surtout dans les 

dernières années. La prise en charge et le traitement de ces pathologies représentent un 

coût humain lié à l'augmentation de la mortalité associée à ces maladies. Des nombreux 

travaux sont dirigés dans le cadre de l'inhibition des enzymes qui sont impliqués dans la 

physiopathologie de ces maladies. L'inhibition de l’alpha amylase est considérée comme 

l'une des plus stratégies importantes pour traiter les patients atteints à des syndromes 

métaboliques notamment le diabète type II et la pancréatite. 

Nous nous sommes intéressés dans ce travail à l’étude de l’effet inhibiteur de 

quelques médicaments anti-inflammatoires et antihistaminiques contre l’alpha amylase afin 

de les sélectionner pour une étude chimique approfondie accompagnée d'une modélisation 

par un outil bioinformatique en utilisant une nouvelle méthode. Le choix tactique de ces 

médicaments est basé sur quelques données pharmacologiques indiquant leur utilisation 

contre certaines maladies, en utilisant pour la première fois une nouvelle méthode de 

détection d’inhibition.  

À la lumière des résultats obtenus, seulement deux médicaments présentent un 

effet inhibiteur important qui sont confirmés par les valeurs des IC50. Nous avons 

enregistré que Bétaméthasone est le meilleur inhibiteur avec une valeur d’IC50 de 

709±7µg/ml par rapport au Loratadine qui présente une valeur de 1033.1±1.20 µg/ml mais 

toujours moins efficace que l’Acarbose 5.7±0.10 µg/ml. Après comparaison de la valeur 

d’IC50 du même alpha amylase humaine salivaire avec changement de méthode détection, 

nous avons prouvé que cette nouvelle méthode est rapide, sensible et efficace. 

Ces résultats sont accompagnés avec une étude bioinformatique en déterminant le 

mécanisme d’inhibition et les interactions effectuées avec les acides aminés du site actif de 

l’alpha amylase. Tous les résultats du Docking moléculaire ont confirmé l’étude in vitro.  

L’ensemble de ce travail a permis donc de mieux connaître l’intérêt de l’étude des 

nouvelles substances biologiques. De même, la modélisation par amarrage moléculaire 

présente une actualité importante vis-à-vis sa rapidité en le comparant avec les tests in vitro 

ou in vivo. 

L’objectif de cette étude ce n’est pas seulement de tester l’inhibition mais aussi de 

tester l’efficacité de la nouvelle méthode utilisée, Pour ce fait, on propose comme 

perspectives de ce modeste travail : De chercher et de tester autres médicaments, ainsi 

autres molécules extraites à partir des plantes qui peuvent inhiber l’alpha amylase ; et 

d’adopter cette méthode dans le cadre d’évaluer le pouvoir inhibiteur de ces molécules.   
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RÉSUMÉ 
Notre travail s’inscrit dans le courant de la recherche de nouveaux inhibiteurs de 

l’alpha amylase humaine cible thérapeutique validée pour le traitement des diabètes, 

pancréatite et obésité. À partir de ces approches, nous avons testé l’inhibition de l’alpha 

amylase salivaire humaine par quelques médicaments antihistaminiques et anti-

inflammatoires. L’évaluation de l'activité inhibitrice de nos médicaments s'effectue en 

utilisant une nouvelle méthode qui a prouvé son efficacité, sa rapidité et sa sensibilité.  Les 

résultats ont montré que Bétaméthasone présente une inhibition (IC50= 709± 7 µg/ml) 

nettement supérieure à celle de la Loratadine (1033,1 ± 1,20 µg/ml), mais nettement 

inférieure à celle de l’Acarbose (5,7±0,10 µg/mL). Ces résultats sont accompagnés par 

l’étude bio-informatique en déterminant le mécanisme d’inhibition et les interactions 

effectuées avec les acides aminés du site actif des deux alphas amylases humaines 

(salivaire et pancréatique). Le docking moléculaire a donné les mêmes résultats que les 

études in vitro pour les molécules étudiées (Bétaméthasone, Loratadine).                                                                                                                             

Mots clés : α-amylase salivaire humaine, α-amylase pancréatique, inhibition, anti -

histaminiques, anti-inflammatoires, acarbose, Docking moléculaire. 

Abstract  

Our work is part of the search for new human alpha amylase inhibitors; Validated 

therapeutic target for the treatment of diabetes, pancreatitis and obesity. From these 

approaches, we tested the inhibition of alpha amylase by some anti-inflammatory and anti-

allergy drugs. The evaluation of the inhibitory activity of our drugs is done using a new 

method this that has proved its sensitivity, quickness and effectiveness. The results showed 

that Betamethasone showed inhibition (IC50= 709± 7 µg/ml) clearly superior to that of 

Loratadine (1033.1 ± 1.20 µg/ml) but significantly lower than that of Acarbose (5.7±0.10 

µg/mL). These results are followed by the bioinformatics study by determining the 

mechanism of inhibition and the interactions performed with the amino acids of both active 

sites of both human alpha amylases (salivary and pancreatic). Molecular docking gave the 

same results as the in vitro studies for the studied molecules (Betamethasone, Loratadine). 

Key words: Salivary α-amylase, pancreatic α-amylase, inhibition, antihistamine, anti-

inflammatory, acarbose, molecular docking. 

 

 هلخص

 

ٌذخم عًهُب هذا فً طٍبق انبحث عٍ يثبطبث جذٌذة لأَشٌى الأنفب أيٍلاس انبشزي انذي ٌعخبز هذف علاجً يثبج فً 

بُكزٌبص و انظًُت. يٍ هذا انًُطهك ، اخخبزَب عًهٍت حثبٍظ الأنفب أيٍلاسانهعببً  يعبنجت ايزاض انظكزي، انخهبة ان

حى حمٍٍى انُشبط انخثبٍطً لأدوٌخُب ببطخخذاو ههٍظخبيٍٍ وانًضبدة نلانخهبببث. انبشزي ببطخعًبل بعط الأدوٌت انًضبدة ن

انبٍخبيٍثبسوٌ لبدر عهى حثبٍظ الاَشٌى بمًٍت طزٌمت جذٌذة انخً أثبخج فعبنٍخهب، طزعخهب وحظبطٍخهب. أظهزث انُخبئج أٌ 

يٍكزوغزاو / يم( ،  1.20±  1033.1يٍكزوغزاو / يم ( أعهى بكثٍز يٍ انهىراحبدٌٍ بمًٍت ) 9±  907حصم انى ) 

يٍكزوغزاو / يم(. وٌزافك هذِ انُخبئج دراطت بٍىيعهىيبحٍت يٍ  0.10± 7,9ونكٍ ألم بشكم يهحىظ يٍ الاكزبىس) 

نٍت انخثبٍظ وانخفبعلاث انخً أجزٌج يع الأحًبض الأيٍٍُت انًىجىدة فً انًىلع انفعبل نلأنفب خلال ححذٌذ آ

أيٍلاسانبشزي )انهعببً وانبُكزٌبطً(. ولذ اعطى الإرطبء انجشٌئً َفض انُخبئج كًب هى انحبل فً انذراطبث انًخبزٌت 

 نهجشٌئبث انًذروطت )بٍخبيٍثبسوٌ و نىراحبدٌٍ( . 

الكلواث الوفتاحيت : الأنفب أيٍلاس انهعببً؛ الأنفب أيٍلاس انبُكزٌبطً؛  حثبٍظ؛ يضبداث انهٍظخبيٍٍ؛  يضبداث 

.انجشٌئً إرطبء ؛الأكبربىس ؛الانخهبة  

 


