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Rapport sur le travail
présenté par Monsieur A, BEAUVILLAIN
en vue de l'obtention du grade

de Docteur es-Sciences naturelles

par M, P, BOULANGER

Le travall de Monsieur BEAUVILIAIN porte & la fols sur
les propriétés physico-chimiques et physioclogiques de 1'in-
suline, Dans la premiére partie, llauteur fait une revue
générale critique_trés compléte de l1l'ensemble des travaux
réalisés sur les propriétés et la structure de 1l'insuline.

I1 insiste particuliérement sur 1l'insuline cristallisée et
son activité physiologique, C'est ce point qul est repris
dans la deuxiéme partie, ol 11 est montré que dans certaines
circonstances, on peut obtenir des cristaux d'insuline d'ac-
tivité sensiblement plus élevée que les préparations-étalons,
Cette constatation intéressante est & rapprocher d!observa-
tions récentes parmi lesquelles on peut citer les travaux
sur le principe hyperglycémiant d'origine pancréatique.
L'auteur est ainsi amené dans sa troisiéme partie a mettre
au point une teckmique d'étalonnage reposant sur l'action
"convulsivante" de 1l'insuline chez la souris, Un travail
extrémement consciencieux, méthodique et rigoureux conduit

& une méthode trés satisfaisante et d'une réalisation commode,

Enfin, la quatriéme partie du travall, est une étude de



o T

1l'absorption de 1'insuline par voie digestive; des expériences
systématiques chez le lapin ont montré que ltabsorption était
rapide dans certaines portions du tube digestif, et notamment
au niveau du rectum, L'actlion de 1'insuline ainsi introduite
est l; précoce et ltactivité peut atteindre le tiers de celle
de 1l'insuline administrée par vole endo-veineuse, Monsieur
BEAUVILLAIN apporte une contribution précisuse & ce chapitre
important de la physiologie de l'hormone pancréatigue,

En conclusion, 1'intéret et 1l'originalité du travail de

Monsieur Beauvillain justifient pleinement sa présentation

comme thése de Doctorat és-sciences naturelles,
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INTRODUPTION

L*'insuline a déj& fait l'objet de nOMbreu&es mises au point
revues et monographie, éerites par les plus grands spécialistes. le :
but de ce chapitre ne sera pas tant de présenter 1’ensemble_des innoﬁ%
brables travaux qui se repportent a4 la physico¢himie de cette hofmoﬁe%f

\‘n;l
‘et dont on trouvera la bibliographie ci-jointe, que de soullgner la s

place pr1V11é31ée qu'elle occupe parmi les sécrétions endocrines et

parml les protides & activité blologlque en général. Les travaux quL

e?(

ont été effectués sur elle peuvent servir de modele pour nombre d au=

tres composés naturels.

GENERALITES . S e S 5 |

] & Sy ek g : _
créas chez le chien observe un diabdte expérimental trés atténué,
sécrétion endocrine du pancréas ne cesse de susciter un puissant cou-

rant dfidées. ‘ 7 ‘ B 3T s 3

ports avec le pqncréas. Elles s'étendent ensulte petit h petit & "ana

tomie et & 1'histophysiologie de cette glande. Elles aboutissent versv
1869 & 1la description par LANGERHANS (2) des i16ts des cellules fonc—
tlonalles dé jA soupgonnées par LAGUESSE.,

Pendant ce. temps de nombreux auteurs tentent 1la demonstratlon

s ~ff¢;&;!£=‘.““7')-"%lu st

expérimentale des raoports entre pancréas et diabéte. C'est en IBEY- y
1890 que Von MERING J. et MINXKOWSKI 0. (3), les premiers, réuss1ssent i
3 obtenir un diabdte experlmental vrai par l'ablation du pancréas é
des chiens. :

Une nouvelle série de Qavants parmi lesquels le frangals

HEDCN (6) confirme 1'ex1stence d'une secretlon endocrlne du ¢ancréas.'




Dés lors possédant la preuve de son existence et Te lieun de

sa formation les auteurs s attaquent 3 son isolement chimique.

On note alors un nombre important de tentatives d'opothérapie

pancréatique et de séparatiOn du principe actif, mais ce n'est qu'en

Aot 1921 qu'un groupe de physiologistes Canadiens : BANTING et BEST
(7) d'abord, puis COLLIP, MNac LEOD,NOBLE...(8) réalisent la prépara=-
tion d'extraits actifs. Ces auteurs reprenant 1'idée de LAGUESSE (9)

et de GLEY (IO), obtiennent des préparations actives vis-a-vis du .

-

diabdte expérimental en traitant d° 'abord des pancréas dégénérés, ré-
duits aux flots de Langerhans, pUIS des pancréas de foetus bovins,

puis enfln des pancréas d' anlmaux adultes dont dls 1nact1vent la try

* gine en opérant en milieu alcoollque acide., L'insuline est neée,

C'est au tour des chimistes & s'attaguer & ce sujet pleln de
pfomesses. la purification avance de plus en plus et en I926 ABEL (1
et ses collaborateurs (I2) obtiénnent une protéine cristallisée gu'i
considérent comme 1'insuline bure. ' )

‘La possibilité de travalller sur des"cristaux de protélne"

phénoméne extraordinaire A l'époque, et la facilité avec laquelle SG

(13) en 1934 en rend aisée la fabrication en grand suscite un trés 4
grand nombre de travaux parml toutes les disciplénes : physiologie, .
pharmacologle, chimie, physique.

O en est actuellement le probléme de 1'1nsu11ne ?7 Bt d” abordgs
pourquoi cet enthousiasme ? :

I1 suffit d'avoir vu une seule fois au.microscope un champ de

- ges magnifiques cristaux rhomboédriques pour comprendre que 1'on é
. sous la main un matériel de choix pour 1'étude, non seulement de 1'1n—

suline mais des protides crlqtalllsés en général,

Dés que ces formes crlstallographlques treés pures ont pu étre =

S volonté et facilement reprodultes, les travaux se sont multlollés

pureté, constltutlon_chlmlque, structure. physique, propriétés opthu,r
autant de aomaines explorés par 1es_pius graﬁds savants. Et débordah
ra;idement du cadre de 1'interét pour i'insuline en soi, ces recherc
s'élévent & la généralisation en facilitant 1'étude de la structure

~intime des protides.




Mais 1a science est fertlle en rev1rements imprévus et, pour‘

d'autreﬁ crlstalllsés (la pepsine par exemple ), des savants ont obf

en guestion. Depuis, les nombreux cas de syncrista7lisation observé »

~ dans ce domaine ont éclaireci gquelque peu 1e probléme.

L'insuline n'a pas échappé & ce. débat. Et si ses cristaux

‘X
~sont actuellement généralement considérés comme l'hormone pure ‘il n‘

en reste pas moins un certain nombre d'observatlonq difficiles & ex
pllquer et dont nous reparlerons plus loin.

LES SOURCES D'INSULINE

/

Trouvée tout a?t abord dans le pancréas, ll'lnsullne fut ensuitn
recherchée dans une quatité innombrable d'organes animaux et vegétauu
C'est ainsi que 1l'on prépara des produits & activité hypogljcémiaﬁtg,
& partir de : pancréas de mammiféres, de poissons,(flots de RENNIE);X_
de reptilgs. Capsules surréhalés, foie, mugueuse gastrique, thyroide,
glandes sous-maxillairés, cerveau,-placenta, poumons eté:.., sapg gt;
urine, pour le régne animal. : AR

Dans le rdgne végétal une foule de tissus ont été prospectési
et ont donné de nombreux produits hypoglycémlants, mais en réalité laﬁ_
ﬁﬁ;ﬁéﬁ-tout au moins son assiociation avec le zlnE;> "

l’activ1té de 1la m&%ﬂg@;;;&rttv de ces préparati-ns ne rappel

que de loin celle, bien qpec1f1que de 1°' 1nsu11ne.




IES NATIERES PRE&IERES INDUSTRIELLES DE
L'INDULINE :

i
.

e BEn réalité, les pancréas de mammiferes représentent & peu
preés /les matidres premiéres industrielies de 1'insuline.

PANCREAS de BOVINS :. = = ey | |
les- panCréas de boeuf pésent en moyenne de 200 & 300 gramme

#ls sont assez peu colorés et forment la maJeure partie des matléres
premiéres de 1'insuline. ﬁeur rlchesse est tres varlable sulvant 1'

fge. Pour le boeuf adulte elle oscille entre 2.000 et 2.500 u.1./kgw

Ie tableau ci-dessous indique d'aprés FISHER et SCOTT (I4)

les teneurs en insuline des pahcréas de bovidés ( par FISHER et SQO%;

Méthode & 1'alco01-acide( : $
: : 3 4 $ _---‘f-- i .
e Animaux £ Age '+ Unités internalionales par
- : y % gramme de tissu
3 : g I i :
S o e o e o —_—
.;‘Foetus de veaui.....: 5 mois i '29,2 - 38,8 -
' : ol n " .-Qc.: 7 mOiS . 21,1“’2‘4 9
‘ ‘VeauXOocmo ® s 8 8 8 & 0 2 @ -: 8 Semaines : 10,4 -' 12 8
BEE 4 BOVidéS SRR PR R R - ; 2 ans H 3’ 9 e i 6’ I
.: » 3-6101.';(--c' oc: ¥ agés : I,? by 2;3

PAKCREAS D'EQUINS ' _ : v
Ie p01d du Pancréas de cheval se situe entre 250 et'300 gra

" mes. Ces organes ont une texfure différente de celle des paﬁcréas d
boeuf. Ils contiennent des graisses plus fluides et sout en général
colores par des eubstanceq qu'il est nécessaire et difficile- d'élini
ner au cours de la’ fabricatlon de 1'insuline. feur richesse est égél
ment variable et va de 2.000 & 3 OOO e ogot: e R




. PANCREAS DE PORCINS

(S

P

.-pancréas mais 1es protéines constltutlves elles mémes sont touchees.

.rose , une des industries blologlques modeéles. les. nombreuses étapes

en bois Evaporateur 1noxydab19 sous vide et é basse température

la récolte du pancréas du porc, organe qui pése 70 grammes en‘
v1ron est plutSt m01n pratiquée dans nos pays. Sa rlchesse.estvv01$i
ne de celle des autres. : ‘ :
En réallte c'est donc surtout au pancréas de bovidés que l'on
3 recours en France pour la fabrication industrielle de . 1° 1nsu11ne.,
Cela tlent partie & 1a fa0111té de son traitement, partie aux condi-
tions géographiques d'abattage. Certaines firmes, grfce & des techni- 3
ques spé01ales, utlllsent cependant ‘le pancréas de porc et celul de |
cheval
5 |ﬂgls 1'état de la matidre premidre a une 1mportance con31dé'
rable sur le travail, le rendement, et en partlculler sur la derniére
phase de la purification : 1la cristallisation, sur 1aque11e nous re-_;
viendrons plus tard. C'est que le pancréas exocrlne est rlche en. fer;r
ments protéolythues qui, d&s la mort de 1'animal, attaquent les dlve
constituants organlques. Sleat 1! ‘autolyse. ILe domma e est que non se@

lement I'insullne est aitelnte, ce qui fait balsser la rlchesse du

Ce qui donne une, série de composés de dégradation extrémement génant
par la suite et qu1 diminuent encore le rendement.

. FABRICATION INDUSTRIELLE DE L'INSULINE.

\

)

La fabrlcatlon de l'insuline est malntenant parvenue & un
degré de perfectlonnement trés élevé qui en fait, avec celle du sacc

qu telle néce381te utilisent toutes les ressources de l'équlpement in'

dustrlel moderne - Centrlfugeuses A panler caoutchouté 3 flltres-preau“

machlnes frlgorlflques ete. .




1

phases : 3 : ;i P i %5w

L/ Fabrlcatlon de 1'1nsu11ne brute tltrant de 2 & 5.u, /mgQﬁﬁ
Z/ Obtentlon de .l'insuline purlflee tltrant de 20 & 22u. i /m
3/'Préparat10n de 1'1nsu11ne pure crlstalllsee titrant de o G

N

22 2 24 u.i./ng ‘ . g

/

4/ Nise sous forme pharmaceutique..

Nous ne nous occuperons pas de la quatrléne phase qui qortt—?

;a:bﬂﬂkﬁmukdu cadre de cgﬂ Nfﬁmn;r <h6vwvu@ : -u/—g

kR a% Fabrication de 1'Insuiine brute : :
| : Il y a lieu d'inclure dﬂns ce chapltre leq conditions de ré’i”
‘colte qui ‘sont extremement 1mportantes pour la suite des opérations

La flxatlon des pancréas doit av01r lieu an moins de T heufb

1/2 & deux heures au max imum aprés la mort de: l'animal..xes procédés‘

travanl des glandes.

Divers moyens ont été préconlsés': ;
: - Liquide flxateur £ alcool-a01de, alcool-benzéne, ac;;'i
deg. .. | | ,_
: L i=<Mguiek freezing® ¢ en réalité la congelation rapide :
ou "quick fr9921ng” est encore le moyen le plus efflcace pour flxez‘r
et surtout conserver en bon état cette matidére premlére extremementfq

fragite. | 4 o G };
; Ia préparatlon ‘industrielle a fait 1! obget d'un certaln nom~;§
¥ bre de revues. la trouvefﬂ résumée dans celle de ROMANS :

(R G. )-SCOTT (D.A.) et FISHER A, M.) {15 ?
Le_pr1n01pe sur ‘equel s appule la premlére phase de la fa-lﬁ{

brication de 1'Insulin§ est de soustralre 1'hormone & l'action des_-ff

» o ferments protéolytique, trygsine en particulier. ' ‘, :.%
8 GLEY (I0), le premler, semble y &tre parvenu en utlllsant desx
pancréas dégénérés par ligature des conduits pancréatiques (pli ca- |

cheté deposé en I905 & la société de biologie et ouvert en dccembre‘

1922 devant cette méme société.) Rals c'est & BANTING et BEST que re4£

£l vient le mérite 4! av01r faitl passer sur 19 plan pratique ces donnéesfﬁ
‘*Wwﬂ(vuqtm¢¢muw A el ﬂpu&
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expér1mentales. Aus31t6t d'ailleurs, ils abandonnent cette matlére

‘premlére peu commode pour tenter comme nous 1'avonq dit plus haut 1'

inactivation de 1la trypsine en m1]1eu a01de.

Ie véhicule d'extraction a fait 1' obJet d'un grand nombre de

recherches, BANTING et BEST puis COLLIP utilisent 1'alcool-acide.

D'autres auteurs ont étudié les conditions expérimentales d'extraction
Aleool-chlorhydrique, alcool-acétique, extraction & froid, & la tem—

_ pérature ambiante, 3 38°, extraction en milieu:alcalin (bicarbonatg;

de sodium).

ILa substitution de l'eau % 1'alcool a été également tentée
eau aciglflée par 1! 301de chlorhydrique, 1°' acide formlque, ltacide
sulfosalicylique 3 eau alcallne ( blcarbonate de qodlum), pxtractlon,
4 froid ou a chaud (75°). ,

~ Enfin certains auteurs, voulant éllmlner d'emblée une masse’ &’1
protéines inertes, ont mélangé dlrectement pulpe de pancréas et aci
picrique et en ont extrait 1'insuline par l'acétone. Car la'grocse '
dlfficulté dans cette préparatlon est bien de séparer 1'hormone d*un
fraction importante d'impuretéé de nature chimique voisine. C'est ain

que le défaut des extractions afqueuses, qu1 fournissent par ailleur4

de bons rendements, est de dounner des produits difficilement purlfla

bles. ;
A En définitive c'est donc surtout l'alcool—801de (ao1de chldh
rhydrlque ou a01de sulfurique) qui est utillsé industrlellement. ‘

On peut schématiser les opérations de la fagon suivante : le

liquide d'extraction est séparé mécaniquement des marcs dans des cend*

: trlfugeuses & panlers caoutchoutés. “Plusieurs sont nécessaires pour

obtenlr de bons rendements. \ ,
Les différentes liqueurs sont réunies et neutralisées & PH 8'
par 1'ammon1aque..0n les clar1f19¢ au filtre-presse sur toile. Pour
stablllser l'insuline au cours des opératlonq qui suivent, on réaeld
fie le liquide clair gf de couleur ambrée, par 1'ac1de qulfurlque._Il
faut alors chasser 1 alcool par dlstlllation dans un apparell 1noxy-'ﬁ

dable et sous un bon vide de telle sorte que la température ne dépasse

pas 20°C. Ie. concentrat se présente sous la forme d'une bouillie. on

en sépare une quantlté importante de 11p1des et de complexes 11popro
'téiques plus ou moins colorés, soit par f11trat10n, soit par eentri-




flnaI de 93° et récolte du pré01p1te formé Ce dernler eqt riche en :
insuline. ALV R : : g ".‘f

I"‘1eus on utlllse plus genéralement le relargage pdr les sels =
NaCI)So4Na} sot ()2,

, \ On obtient ainsi une 1nsuline brute de titre géneralement fai.

ble : 2 & 5 u.i/mg. On peut d'ailleurs ne pas sécher et enchainer av?
les autres étapes.

2 - Obtention de 1'insuline purifiée : : i
iy I1 s'agit ma intenant de séparer. 1'1nqu11ne des protélnes v01
sines. C'est la phase la plus dellcate. Elle necesq1te une sérle d o
pérations répétées chacunes 3 ou 4 f01s.
Tous les moyens clasclques de séparation des protélneq sont
utlllsék, seuls ou combinés entre eux.

Pré01p1tat10n sous_forme de sels s ' R

‘Ie précipité précédent est dissous dans 1'eau plus .
ou moins acidulée et repré01p1té par j;s a01des plcrlque,'o‘
: . flaV1an1que ou trichloracétique, ou oxalique etc..., 1'1nsu
line étant par la suite dégagée de ces combinaisons. '
 Précipitation par 1'alcool :

: On utilise 1! alcool ethyllque g différents titres et
en -faisant varier le pH. |

Précipitation au point isoélectrigue : ‘ :
Les précipités précédents’sont\dissous dans des sys-
teimes tampon divers : phosphate. , borate, oxalate, acétate,..‘

les produits et 1es auteurs.

Adsorptlon s L'lnqullne est dsorbee sur kaolln, charbon, aci=




































































































































































































































































































































