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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&

Lonte e W pdindu . o Sof Aﬁw{fﬂ dww&, %mmw&é{sw%
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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=




ses 1mpuretés, elle est de moins en moins colorée, de plus fa

en plus active. bn aboutit finalement & une poudre blanche,;%

:
el

’ . amorphe, peu hygroscopique, titrant 20 & 22 u.i./mg.

3 - Préparation de 1'1nsu11ne crlstallisée : } : §
- En I926, au cours de 1'étude de 1 11berat10n de Ho8 qu1 ' g

~ accompagne 1'1nact1vatlon de 1'1n¢u11ne par les alcalis, gu1dés par. %
les travaux de SCOTT (16), et dlsposant d'une gquantité de substancegi
suffisante, ABEL (II) obtiént le premier des cristaux‘d'insuline.f;lw

| Son procédé qui n' a plus gqu'une valeur historique, utlllsalﬁ

tl\

l'acétate de brucine et la pyridine. Ia crlstalllsatlon était lente&
les rendements désastreux. Nais ABEL avait le premier réussi & obtqu
nir une protélne cristallisée et douéde d'une activité phySIOIOglquef@
pulssante. Cette: découverte devait av01r un retenthsement con31dé~'M
rable. i h R ' "' 3
D'autres auteurs GERLOUGH et BATES (17)= HARRINGTON et SCOTJ%
- (18), 1ui succédent, qui emplolent la qaponlne et la digitonine au

lieu de Ta brucine. ; : ’

' Mais e'est SCOTT (I3) Qﬁi en montfaﬁt le r8le fondamental

"du 2zinc dans la crlstalllsatlon a fourni & 1' 1ndustrle le moyen de‘g
préparer 1l'insuline crlstalllsée par grosse quantlté et avec des

rendements intéressants. Actuellement/la plupart des procédés de.

cristallisation‘industrieile sont basée sur les travaux de SCOTT.'ﬁ?

: _ On place l'insuline purifiée en hilieu,famponhé et en préegg{
sence d'un peu d'acétone pH5-6,2; Ce sont surtout les tampons de - =

phosphate gui.sont utilisés. Ie zinc est apporté & 1'éfat de chléf?;

I ou de sulfate. ;%
jg Ies crlstaux se déposent en méme temps gu' une petlte quantlé
2 té de substance amorphe. On élimine cette dernidre en répétant plu %
¢ sieur fois 1'opération. : : %%

L'obtention de cristaux abqolument purs de toute gangue %g

amorphe exige de présenter au milieu ‘de cristallisation des produit

',

L sl

dé ja suifisamment purifiés. ‘e rendement final dépend lui aussi

Vd




.Réactions de éaractérisation :

)

i

beaucoup de 1la natufe des produits mis initialement & cristaliiser.'

: Ies cristaux purs obtenus titrent généralement 22u.i./mg. _
Mais nous verrons plus loin qu'ils peuvent &tre parfois plus actifs. |
Ie tableau ci-dessous donne d'apres RONANS (R.G.) et ses colI. (I5)IQ

<iles rendements industriels de ces opératlons -

Insuline préparée & partir
de pancréas de boeuf.

\

" Iots . Insuline Insuline non i Total.

cristallisée ~eristallisée

At BRBE A L BONRs 000 Nh e ity e e R P e K

: B .'."0."..0& I.901.000 ..'.v.’.."’ 274;000 3.0'0‘0‘000-. 201?50000
'Cfo'o;-oo-'ooo 2-0420000 ¢ e et 2000 0@ =— 'l'o_co’o.o-2?00420000‘

Lx&b Chaque 1lot correspondant 4 1.089 kg de pancréas. *“es nombres .
sont exprlmés en U X A : :

- PROPRIETES -

Remargues : : 7
Quelle qu'en soit la source ; boeuf, bison, parc, agneau, po:

- son, homme etc... l'insuline présente toujours les mémes propriétés

physiques, chimique f physiologique, immunologigues. SCOTT et FISHERf
(I9) WA SSERVAN et MIRSKY (20)

Béaction colorées : d'aprés JENSEN.

Positives : bluret - Nlllon - Iauley - Ninhydrlne - Xantoproté

tyr031ne ) - Sullivan ( cystine ) négatlveg_: Voisonet - Hopk“
Acree ( tryptophene) - Mollish ( hydrates de carbonng) Apres’

réduction; lejtesﬁ des groupes -'SH est positif,




Réactlons de préclpitatlon s

par les ac;des tungstique, phophosrique, trichloroacétique, .

L’lnsullne est préeipitée de ses solutionq acqueuses ﬁ

tannique, picrique, flavianique etc...

Com9031t10n chlmlque élémenbalre :

RINGTON et SCOTT-22 ) |
| 15,69 % (JENSEN,WINTERSTEINBR et GEILING (23).

H e =2 =3B 3

Azote total : I5,4 % ( ABEL) (21) - 14 03 7% et 14,49 % (HAR-‘

Des recherches personnelles nous ont donné : 14,8 % pouf une
insuline & 22u.i./mg. et 13,2 % pour une autre & 30 u.i./mg.(p. 29)

d'aprés WINTERSTEINER O., JENSEN H., et DU VIGNEAUD V. (24)

ammeniachl .. e A S SR T S TR e T ety SR
humigue .......,.........,.............u...;‘ ....... . 2,42
de Ylarginimel si. o ki it SN SRS 6,60
de la cystine ..............;..,..... ........ S G A 6,08
de A hpatidime s i il e Ui S Ry e s - A i 7:60;
de Ta 1ysin®iees vnivoPoiava sy A Vi S seveenen 2,76

aminé dans 1efiltrat 'l.l...'..l..‘..'lrl.!I'Q'!...". 56’30

~ Carbone .z 52,5 %

Répartltlon de l'azote dans 1'1nsu11ne crlstalllsée

% de l'azote total

-non aminé Jﬁl’lS 19 filtrat @ 5 8% 2 e e B e 8 s e s s s e s e b g e v e 8’3‘I
total id?ntifié.... ccccc '0.000lon.ocoo‘o’n.o-oono'-vo.v‘o 99,65

-to-tal théorique ® ® € 9 06 & 9 3 0 0 P D0 6 e e 0 e s 0 .Q.U.‘.l.‘..!. IOO

Hydrogéne 6,8.%7'

Soufre ' 3, %

La presence de soufre dans l'insuline a fait. l'objet de"
nombreuses recherches, pour savoir sous quelle forme il
pouvait &tre combiné. £n définitive, MILIER et du VIGNEAUD

(25) ont montré que cet élément se trouvait quantitative-

. ment inclus dans la -cystine.

3 Lo " \ ; e
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“line amorphe. Pour 1'1nsu]1ne cristallisée ces mémes auteurs ont in-‘

radio-actif. Ils ont montré ‘que le pH de crlstalllsatlon avalt une

v 0

Zinc : Une mention touté spéciale doit &tre faite pour le

zine. Blen que ‘la présence de ce métal ne soit pas nécessa
re pour 1'act1v1té hypoglycémlante (i1 ‘ne fait que la pro-
: longer 1égérement), elIeQest eaé&ﬁfeasa%ée pour la cr1stai%
llsatlon. Ce métal peut &tre remplacé par le nickel, 1le co,
balt, 1le cadmlum. Ces 4 éléments se trouvent d! allleurq -1

1'état naturel dans le. pancréas (environ 20mg par kg de

UK

glqndeq fraiches) “es travaux récents auralent montré qu;
les pancréss d'individus normaux ou de dlabétiqueq contien‘
nent d'ailleurs la m@me gquantité de ce‘métal.(IS,S 3 30,4};
mg par kg de glandes fraiches) (EISENBRAND J. et SIENZ .26

D'aprés ces dernlers auteurs le complexe z1nc-1nqu11ne serait
analogue au complexe zinc-glycine. La teneur en zinec de 1'insuline -
dépend des traitements préliminaires., A saturation, EINSENBRAND et
coll.(27) ont trouvé des quantités allant jusqu'a 3,5 % pour’l'inéd;

diqué 1,73 % . Ie premier chiffre de SCOTT étalt de 0,52, Récemment
COHN E.J! FERRY J.D. LIVINGOOD: J.J, et BIANCHARD (M.H.) (28) (29)
ont étudlé Ies variations de 1a teneur en zinc en utilisant 1e 21nc &

influence prépondérente . A pH inférieur ou égal 3 5,5 , 1a_teneur
est de 0,34 % quel que soib 1'excds de zinc en solution. Au-dessus,
le pnurcentage est plus élevé : environ 0,6. '

Des 1avageq répétés font décr01tre le pourcenta&e sans desoen

.v'

dre au-dessous de 0,3. Par ailleurs, la proportlon ne dépasse Jamais‘
plus de 2 atomes de métal par molécule de protéine. Un autre savant
SAHYUN (30) parvenu & préparer une insuline crlstalllsee ne con-
tenant que 0,I5 % de zinec. 0

Composition en acides aminés : . Le tableau ci-dessous indique les te-"

neurs des dlfférents amlno—acidee 1solés et identifiés,




ACIDES AMINES g '?k-ﬂwmas

7

B Semeane Ui R e e SN e Y
f;': Acide glutamique ceveseassns 21 _;;;..g;;;.r,,. (32)
| i o B0 e e
Cyéfine .....a.....}};,..}.,‘ I2,6‘ ;.Z.......g.f; (31)
S W Eran el REB oy it Sl e

~ Tyrosine .2..{..f;......;... R0 0L ',.;........Q.;v(Sﬁ):‘

' = C R s L 19,2 ‘;.,;;.;..;,.{. (31)
u Broiine ..;..;.....,f...;...'\IO‘ ‘,,....,.}.,.,. (33)
om0 TN e s s (31) -
k- A 0 [0 B it s AsEY
b PE e L SEUTE R ER N RS 'f;.;..g.,....,}ﬁ(fg) :
L R s R L e SRR
Ll S - RS o e e
ik LU S SRR SR B s (355
 §\ ' S st kiadil 2,26 ..L;.L;;,{.;.; (31)
s Dt L e S S L G
Pﬁénylglanine e o e L R RS S G e (33)
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;l Sérine coujfc;ﬁrinao-.cfut;Of :3’57i;;;';"ﬂf""' (37),
: mhréonine ooo.oococoooieoo.'Q 2’66{ d-noong;-go-"onq,.)(ss?))r

‘sullne cristalllsée.




m!

RN R TN

S B RS R SR o TR gl AT RS b
' Pt
DISTRIBUTION DES AMINO-ACIDES DANS L'INSULINE
( d'aprés Du VIGNEAUD V. ) (3I)
¥ 5
Amino-acide de résidus d'acidesf Molecules de résidusf Rigle de
' aminés - d'acides aminés - BERGMANN
e SRR AR ¢ EpEe ceey e XD
expérlmenta&x calculés expérlmentaux caleulé 2n' x 3
Lysine 1,98 2420 5:4 6 2I =
Arginine 2,88 2,66 6.5 ¢ 12 3
Histidine ' 7.30 Ty 18,2 .t ¥.2tiizis
T§rosine ool 1a TR e R T S N P
Cystine (en cystéind - 10,70 ! 10,50 ! 366 ¢ L 38 1 2% xd
Ac. glutamique ! 26,30 ! 26,40 ! ST TR
Ieucine L PR D e 804 b 72 0 g
Phénylalanine r ? ! Fi & et
_Proline 1 P £ i T
! 1 ! !
fotal ! 85,86 ! 83,16 ! * 242,3 | 2%4
‘Total théorique ! ek e T R el = 1 288
| i ! ' z
(x) calculé d'aprds un poids moléculsire de 35.,I00

Le mode de 11alson des dlfferents am1n0-301des a été egalement

BATH J. et BILIS (39) grice au spec-—
tre d'absofption‘infra—rouge pensent que les groupements—OH dont ils ne

prospecté ces derniéres années.

trouvent pas les bandes sont blogués par les liaisons entre acide~amind
GRAMMER J. et NEUBERGER A.‘(40) sont en accord avec eux. L'étude du

spectre d'absofption dans 1'U.V. leur fait croire aux liaisons des

groupements phénoligues.



Le nombre des llalsonspeptldlquespar molécules est de 292- I0

si 1'on se base sur.un p01ds moléculaire de 37.000 (rappelons le chii%ﬁ
fre theorlque de 288 pour 1a molécule de SVEDBERG, postulé par BERGMAEQ
 Enfin se basant sur le nombre des groupements aminés libres “ﬁ

”HIBNALL A. (36) pense que la molécule d'insuline serait formée de I8gw

chaines polypeptldlques courtes et séparées. j%
Solubillte : ‘ ,Lé
" Soluble en mllleu alcalin et en mllleu acide, elle 1l'est éga— §

lement dans le phénol & 90 % et dans 1'aleool dilué. ﬁ%
On connait sa solubilité dans les tampons 4d' acétate de DPH 4,8 5

& pH 6,5 (0, 0004 %) et dans des solutions sallnes de concentration diag

?
verses. P
\

Propriétés physico-chimiques 3 ' ‘ , , i
Pouvoir rotatoire : WINTERSTETNER (41) - FREUDENBERG (38) ot

‘ coll.

- dans HCL & solution & 2,5 % dans HCL N/IO'Q{EZ =~29§j

passant & -3I°,7 au bout d'une semglne.‘ %

- dans NH4OH : solution dans NH4OH Nd --—--49°
: | s'élevant lentement;au cours des pre-;ﬁf
midres 48 heures. i?

- dans NaOH : solutlon % 2,5 % dans NaOH N/Iog =-80° |
s'élevant légerement pendant les. 30 pre—

midres heures. l

Point Isodlectrigue : A SaEHt '755
 1a zohe d'insolubilité est trés lﬁfge 5 PH 4, 5% 4 celle‘ }

~de cristallisation plus étroite & pH 5,8 su1vqnt le milieu (SCOTT et'
FISHER ) (12) Le point isoélectrique est estimé & 5,3 = 5,35 F
(WINTERSTEINER et .ABRANSON (43) - HOWIT et PRIDEAUX (44). Des mesu-j

res portant sur une insuline crlstalllsée 3 24u.i/mg nous ont donné

5455 B 5375, ' , - A




Absorptlon dans 1! ultra-v1olet 2

Ia bande 4' absorption COmpr1se entré 2. 500 et 2. QOO

"est généralement ranortée A la cystine et & 1a tyr051n¢. Le
‘dlagramme ci-desaous montre une bande & 2. 780 A que nous a-

vons obtenue avec une insuline & 28 u.i. /mg
A ce. suget, qignalonq 1'1nact10n produlte par 1es .z

"rayons U-v en présence d'oxygéne. D'aprés FREUDENBERG et se

eoll. (45) une modification du.spectre U.V. serait touaours
1'indice d'une 1nact1vat1on, mais celle-ci ne q'accompagne
pas forcément d'une modlflcatlon du qpectre. i

Absorption dans 1! infra-rouge -
D'apreés "BATH J.¥. et ELLIS J.W. (39) le spectre d'
sorptlon dans le proche I.R. ne seralt pas/dlfféréht de celu,

des autres protéines. Le dlagramme 01-d93°ous montre le spe

tre d'absorption I. R. obtenu avee 1'insuline crlstalllsee f

plus pure que nous avions A& notre’ dlsp051t10n 4 une epoquei
voisine (28 230 u.i/mg ). On note une bande trés nette A &,_
et une legére dépress1on 2 8, Os/pu :

.lefractlon par les rayons X.. -

. Ia diffraction par les rayons X a &té étudlée par

; dlfférents auteurs. Mals les diagrammes sont difficiles Y-
lire sinon A obtenir. C'e ¢t ainsi que les premlers essais d

* été infructueux.

GEORGE- 1928 =(46) FREUDENBERG (47) I930—SCOTT I93O
(48). En 1932 CLARK et CORRIGAN (49) obtiennent des résultats
p081t1fs. Ils décrivent une mallle monocIinlque formée de
26 molécules. R ',_ |
: Si-1'on emploie la. métho&e des poudres (techniqué @
DEBYE et SHERRER) on obtient 2 anneaux diffus (v01r~fig. )
Enfin dds 1935, Miss COXFOOT (50,5I,52,53) opérant

‘sur un seul cristal montre que la maille de l'insullne est

rhomboédlque. Constituée par une seule molecule elle auralt




‘tion entre les observations aux rayons X et le nombre des

'recrlstalllsée, obtiennent une valeur de 46.000.

'3 80 % et en solution agueuse HARRIGTON et NEUBERGER (6I) ont
~caleulé que l'insuline avait une capa01té de liaison acide deﬁf

comme paramétre a = 44,3 A - comme angle X': II5°. Elle ren-
fermerait utie unité SVEDBERG et aurait un poids moléculaire
37.000. iy e 2 F L) 5

En utilisant les résultats de 1'étude roetgenograph
que de CRAWFOOT et RILIEY (52); BERNAL J. (54), suggdére que
14 molécule d'insuline pourrait contenir I8 sous-unités. Téﬁw;
tefois'd'aprés ASTBURY (55) il ne semble pas y avoir de relaéa

chalnes peptidiques.
Enfln citons les travaux de Mids WRINCH D (56) qui
applique 31'insuline sa théorie du cyclol L*hormone pourra

&tre figuré par le cyclol Cpe

Poids moléculaire : 3 : ‘ :_Q

Les mesures anciennes ont donné des chlffres trés va*%
riés allant de 20.000 & 50.000 (FREUDENBERG (;7)— SVEDBERG(SE |
CROWFOOT (50) et GERLOUGH (59). La valeur la plus communément :
admise était de 35 & 36.000. Récemment MILLER G.L. et ANDER!
(60) utillsant la mesure de la sédimentation par ultracentr
fugation et des constantes de diffusion de 1’1nsu11ne 2 f0175

F4
i

Electrotitrimétrie : ‘
D'aprés le pouvoir de liaison en solution alcoollque

43+ 2 groupes par molécule et de liaison basique de 60 & 70
'groupes par melecules. e :
Rappelons ici que 1‘examen des groupes ‘ionisables.
fait supposer 1! ex1atence de I8 chaines polypeptidigues,
Adsorption :
Comme nous 1'avons dégé vu au cours de sa séparation

1'1nsu11ne S adsorbe dans certalnes condltlons sur des adsor




' bants varlés 2 réactlf de Lloyd, charbon, kaolmn; )
;1f B - acide salyc111que, a01de benzoique. ‘

;fi ; » les cristaux d'lnsullné ont été décrits par E. B.M“M

Q;‘  ' ElectrophoréSe et diaiyse‘

Lles résultats obtenus par ces. deux méthodes sont aSs
contradlctoires.
Citons enfin pour termlner les études de UAUGH D, F.
(62) (63) sur 1a dénaturation par la. chaleur et sur les gel

.

”d'lnsullne.

les cristaux d'insullne s

NATHEWS, professemr de Géologie (64) A 1'un1ver81té John
| . HOPKINS. : | .
f | ; D'aprés SCOTT (65), on peut les classer en deux groupesji
3 - cristaux 4 caractéres rhomboedr1que~, blréfringeants
- crlstaux affeetant des formes varlées 3 alguilles,

coins, dent de chlen" etc... peu biréfringeants. ;
. On obtlendralt les premiers é PH 652 , les’ deuxlémew
SN S 5,2, 'le passage des deuxiémes aux premlers étant facil
 &&13 1'1nverqe 1mp0351bleq

‘D'aprés. nos multiples observatlons, 1e pH ne nous :
parait pas étre 1le facteur essentiel du choix par 1'1nsu11u
de sa forme crlst9171ne. “n effet nous avons pu: parf01s obs
ver des aiguilles aux pH 5,,-6, et 6.5 3 d'autre part nous ;
‘avons pu obtenir des préparations rhomboédrlques pures é 5,
593~ et méme au—dessous.

modifiant le mi1leu de crlqtalllsation au p01nt de vue phy;
chlmlque, 1'insuline délaisse la forme rhomboédre et cristas
‘lise volontlers en prismes ou en coins., )

Au contralre, quand les prodults sont purs 11 est as
'sez difficile de reproduire ces dernidres formes. four 1esv
tenir en évitant . les rhomboédres, ir faut .alors se DIacer E‘




'prodults blologlques actifs. ylsons tout de suite que malgré tout le
- soin et toute la perfection technlque apportés & ces expérlences,3

beaucoup de p01nts restent obscurs.

L

un pH tris bas. |

out porte & qubposer que l'insuliﬁé a tendance a‘"¢
talliser en rhomboédre\, sa’ forme normale. “ais si les. cén
‘dltlons de crlstalllqatlon sont’ mauvalses, elles empechent ‘
plein épanouissement du cristal rhomboédrlque, riche en é1é~
ments de symétrle et ne’ 1q1scent se former gue des formes pa
'vres en ces éléments.

Dans les' preparatlons pures, les cristaux se présen
: tent comme une assoeiation de deux thomboedres surbalssés,
- . guelquefois identiques, quelquefois de taille différente. L'
sociafion de ces "jumeaux" Sé fait par décalage des deux cr

taux “1'un par rapport A l'autre le long de 1'axe de symetrie
ternalre- Ce décalage est de, falble amplitude. C'est pourque
on ne s'en apergoit que si le crlstal_bascule car la transp
rence et les 'manifestations colorées dfles aux interférences
font.queiles arétes_superpoéées et trés VSiéines SG\gonfondé
On ne semble woir qu’uh é1ément, (figure ). 5i 1les cristaun
sont de tallle inégale 1l'association se falsant toujours su

vant AS, la projection orthogonale donne. deux hexagoneowC
(Rigure. 17 ;

1

Lés nombreuses recherches en vue d'é1u01der les rapports en
tre la constitution de 1'insuline et ses activités phy81olog1ques

peuvent servir d'exemple aux investlgatlons .de 'ce genre pour d’autrf

bien gu'un rayon de lunidre ait &é Jeté sur 1'ensemble du quet,

A g

I - Etude des groupements et des liaisons :

. - y, - - s - —




A/ Action des Enzymes :

Les principaux enzymes ont été essayés. 1'insulin j
est inactivée plus ou moins .profondément mais la reverq1b11£-ﬂ
té du phénémdne fait 1'objet d° opinions contradietoires. ?ﬂ
- Pour certains auteurs la pepsine, la trypsine, 1nactiq
vant 1' hormone de faoon irréversible ¢ our d'autres il y au-\‘
rait poss1b1]1té de réactlvatlon tout au moins partielle. .
C'est ainsi que EPSTEIN et ROSENTHAL (66-67) sont partisants
de la réwergsibilité ainsi que SCOTT (68). tout au moins en
-milieu acide. : K.
Les études les Pluo poussées. ont été faites par FISHE@
et SCOTT (69) CHARLES et SCOTT (70) et surtout par FREUDENBER#
: et ses collaborateurs (7I 72) Ces derniers ont montré que.wﬂg
si l'enzyme ne touche pas & la structure, l'activité reste 1n*
changée (dlpeptldase, tryps1ne sans kinase, am1n0po1ypeptidaaﬁ
Mais s'il y a hydrolyse- l'activité dlsparalt (papalne, pepsiﬁ&

trypsine avec kinase, etc...). Q{é
¥ hydrolyse et l'inactivation ont des termeL de réaos§

/ﬁ

tlon différents. & lors qu avec la papaine il restw'tougeuf
une légdre actlvité (10 %) aprés hydro1ys€)celle ci continue
prés l'inaction totale si 1'on utilise 1a ﬁep51ne et la trypum
sine-=kinase. I1 faut supposer avec ces auteurs gue les &mzym&§

attaquent d'abord les 11a1qonq d'une grande importance au

|
point de vue physiologique. . : ,_gﬁ
Dans le méme ordre d'idees on a essayé l'action de '”{g

différents tlsqus et llquldes organigues. L'inactivation que}é

1'on observe alors prov1ent vralsemblablement de l'action desv
enzymeq contenus dans ces substances. :

® 4 Action d'sutres réactifs :

e e R - T g g g g -

Anhydride acet1que A fr g 1! anhydrlde acét1que donnaJ
‘un dérivé acetyle dont l'activité est tres faible sinon com—

pletement nulle. On peut obtenir une réactlvatiOH partielle Jj




‘par hydrolyse. L'acétylation porte sur les groupes amlne

rexpllquent cette chute soit par destruction des ponts ~5=5 -

~sent.

~inactive 1l'insuline. Les acides dilués, & I00°, restaurent
60 % de 1'activité initiale. *a cystine et 1'azote amlné di

‘chlorobenzsldéhyae en milieu alcalln insctivent 1'hormone d}

,solutlon dans l'acide acéthue ou l'alcool méthyllque, on

imine, et hydroxy. D'aprés FREUDENBERG et ses Jbllaborateur
(73-74) la réactivation serqlt le resultat de 1! hydrolyse,f
des dérivés des‘deux‘derniers_groupemgnts.pluthlque ceux;d;
premier, ' - 7 »vf \ | j Pas _ 
‘ Todure de Néthyle‘: En milieu alcooléaéide CHARLES

SCOTT (75) ont observé ‘une inactivation réver31b1e. JENSEN

ses coll. (76) ont étudlé trés soigneusement la réactlon.tA’
cours de la méthylatlon, le taux de cystlne baisse. tes aut~

(actlon axydante de I, formé aux dépens de ICH3 par oxydatia«‘
AR soit par action de HI formé aux dépens'
de:ICH? et agi: ‘ssant sur 1es _groupes hydroxy et carbony.
Par ailleurs HI 1nact1ve 1'insuline sans changement

du taux de l'azote aminé et du taux de la cystine. far contre
si 1'on opdre sous oxygéne, l'azote aminé et ia.cystine bgif

Enfln 1'iodure de- Wéthyle ne provoque pas de changews
ment dans. le taux 4! azote aminé ce qui s1gn1fie que les grrz
pes aminés libres ne sont pas méthylés. j
Aldéhxdas : En solution alcaline ‘10 aldéhyde formiq‘,

nuent au cours d'une réaction dont on ignore .le mécanlsme.t
exact. '

 Les aldéhydes aromathues comme la benzaldéhyde et

fagon irréversible. Pour FREUDENBERG et ses collaborateurs.“
(57-74) cette action SGIult dfie aux 1mpuretés (peroxydes) .
alors.que pourJENSEN et de TAWDER (717) elle 1le seralt ) Ial
suite du bloquage des groupes arinés libres.. :

Acide Nitreux : 5i 1'on fait agir 1 ac1de nltreux e

aboutit & une inactivation. FREUDENBERG et ses coll. (57)
n' ont pas noté de dimlnutlon des groupes amlnés.

)
\




JENSEN et ses collaborateurs (76) ont approfgndi le
probleme. ®i 1'on opére en milieu' acide acéthue (I heure T,
ou en solution dans 1'alcool méthyligue(3 heures) 1'activité
baisse légerement tandis que 1'azote aminé chiite de fagon‘p_
notable. 11 faudrait supposer que ceux des groupements amin
qui.éont bloqués ne supportent pas l'activité physidlbgiqge.L
Mais si'l“on prolonge l'action en milieu acétique 'activité
'balsse et 8° accompagne d'une chute paralléle de 1l'azote ami
; Isocyanates : les isoecyanates aromatiques en solutig

alcaline détruisent 95 % de lﬁactivité._L'azote aminé baisse,
la cystine reste’donstante,'et il n'y a pas de production 4%
ammoniague. Si 1'on hydro}yse en milieu acide ces dérivés,
tombe sur 1! hydantoine de la phénylalanine. Ce qu1c*01t Slé ‘
fler que cet amdnoacide apporte un certain nombre des groupg-
ments libres dans la molécule de 1° 1nsu11ne. :

20) Action des oxydants :

- T g e g wmm s g e wm ) wm e

L'oxydation des ponts ~S-S est révélée par 1a dlmlnutlon du
taux de cystine. ‘ ) ; ,“'
- Ia participation des groupes phénoliques‘é l'activité

de l'insuline est démontrée par les travéux.deAHARRINGTON eﬁ;
NEUBERGER (6I). Utilisant la méthode de NEUBERGER (48), ils
substituent les groupements tyr081n1ques. Le dérivé 1odé ne’
possdde plus que I0 % de l'activité initiale. §i par réduc-3f
tion catalytique onrdéplace 1'iode, on restaure une fractlonf
'importénte de 1'activité. : 7

Slgnalons 1L Dl M utlllqatlon récente de 1'1nsu11ne

"marquee"’par 1‘1ode radlo—actlf, dans 1'étude de_l absorpt
et du sort de 1'hormone dans 16 corps. REINER L. KESTON A.S
etCREEN M. (79) -ROOT H.F. IRVING J.W. EVANS R.D. REINER L.
CARPENIER 7.M. (80): |




'Q’autfes omydants : - 1nactivent 1'insuline : be
peroxyde, oxyde mercurlque, ferrlcyanure en solution
etc.... ‘

30) Actlon des réducteurs :

: L'lnectivatlon est irréversible quand elle est prﬁs
quée par des réducteurs tels que : acide thloglycollque,f
thiolaetique,: acide thlosallcyllque, glutathion cystelne{
composés contenant ‘dans leur molécule des groupements -SH
- taguent spé01f1quement les ponts ~8-S-. Mais i1 n'y a pas (
relation dlrecte entre la réduction conmpléte - et 1'1nact1 a
totale. Pour WINTERSTEINER (81) cette dernlére' est attein-
quand le tiers du soufre est rédult. Four FREUD&NBE?G et
EYER (74) il suffit de réduire I ou 2 groupements -S-S- po
inactiver comolétement 1'1nsuline. : : ,

STERN et WHITE (82) obtlennent des requltats 1dent"
ques avec 1l'acide tbioglyco11que A pH 2.

1nact1vée, peut étre en partle reactlvee par addltlon de
Ho0,. FREUDENBrRG K et NUNCH A (e3)

40) Action dgs acides :

—.—.-—

chlorhydrlque N/IO On note un dégagement G azote provenant'g
du groupe amide de la fraction glutaminique. Ce nouveau cc
posé est 1nact1f, mais on peut lui rendre éon activité “ar
traltement avec un alcali dllué

lécule partlclperalent 3 sa formatwon Celle ci Daralt llée
4 1'1ntégr1té a! un certain nombre de groupements amlnés etf
de ponts -S5-5 - (JENSEN et coll (76)

L'alcool—a01de provoque également une 1nact1vatio'




. LANG (88) LANG et REINER (89) - REINER KESTON et GREEN (90) -

, 'sence de ou sans zine des complexes d inqullne et de pipéridime Les ‘

On restaure partiellement 1'act1v1té par - traltement avec un
‘aleali dilué. “e mécanlsme de ce: phénoméne est inconnu.

5°) Action des alecalis :

——————q.-—-..

L'ammonlaque quffisamment concentré améne la perte df
l'activit®. Les avis sont trés partages sur les poss1b111tés
de réactlvatlon. Imposs ‘ible pour JENSEN et collaborateurs, .

'elle pourrait étre obtenue pwr 3 actlon de composés 4 grou-
pement SH et par HZO

4
-3 RvUDENBvRG B BT WEGWANN 85). Toute:
: {) tn Band-anvy (5
fois le premier nommé cémmen irmé ces derniers résul-
tats (FREUDENBERG et MUNCH (86). S

Elle s' .accompagne d'une production 4! ammoniague pro-

venant des groupements aminés (balsse de b b azote aminé ) et
.de la cystine. : : ‘

.Du VIGNEAUD V. BROWK G.B, ET BONSNED R.W. (87) ont
1solé é partir de 1'insuline attaquée par un alcall d11ué deaw
quantités 1mportantes de lanthionlne._ 6 i ’ 3 }

6°) Divers : Le diaszomdéthane amdne une éthérification etf
une méthylation. L'insuline e:t partiellement 1nqct1vée et
perd une partle de sa cystine et de Son azote aminé.

Enfln la benzoquinone 1'inactive en solutlon alcalin

e . o S s 5, i S S s .

- Préparation des dérivés :

Dans la ‘plupart des cas il suffit de procéder % des substity
tions chimiques pour #Avoir diminuer 1°' activité. Ont été sinsi prépaﬁ 5
des azo-dérivés. contenant Jusgu'a 15 azo—groupes par molécule. Certai
de ces dérivés ont été obtenus crlstalllsés. ‘a substltutlon par des 5
groupes azo-p081t1fs amene une baisse a!' actlv1té généralement plus
grande que celle provoquée par les substituants négatifs . REINER et

Enfin SCOTT et FISHER (91) ont réussi a cristalliser en pré#j’




: cristaux perdent leur activité quand on les sdche.

tuelle de technigue assez fine permettant de pénétrer dans l'intimitéﬁ

 Ainsi FISHER et SCOTT (92) ont tenté de réassembler les produits de i

_détermlnées. oo 17 ont bien obtenu une protéine amorphe mais doude d'

Plus gue les groupements,_les‘llalsons et les amino-acides formant 1%

rents constltuants, leur position spatlale relative ainsi que celle ¥

des llal%ons et des rqdlcaux 11bres est d'importance fondamentale.-

ITI -'Essais _de synthdse : :

Ces tentatiﬁgs qui résoudraient’ les incoﬁnugs de la bbnstitué
tion chimique et donneraient en méme temps le moyen d'obtenir écdno%
miquement un produit- trés important au point de vue thérapeutique son:

restées jusqu'iei infructeuses.

Etant donné 1'importance cmns1dérab1e du soufre contenu dans"

1'insuline et de la cystine qui supporte cet é1ément on a cherché &

obtenir des dérivés de cet amino=- a01de qui pourralent avoir . une actid
vité 1nsulin1que. - . ' P

; :
C'est ainsi gue les produits suivants ont été étudiés :

dlglycylcystlhe diglutamylcystine, cyst1ny1d1g1yc1ne, dlglytomimylw ;
cystine, cyqtlnyldlglutamlne, dlalanylcystlne. ,}

Aucun de ces composés ne s'est montré hypoglycémiant. Mais iiw

est évident que les possiblités de combinaisons & partir de la cystine

et d'autres amino-acides sont immenses. Seule la connaissance de la

structure chimique et physique de la molécule pourrait guider les éﬁﬁg

cheurs dans cette voie. Malheureusement il n'existe pas & 1'heure ac-

mé me d@-composés aussi complexes que 1les protéines.

Des essais de synthése enzymatique ont également été tehtésifﬁ

dégradation pepsique de 1'insuline par la. pepsine'danﬁ des conditions

aucune activité hypoglycémiante. Citons ici les travaux récents de .
HADDOCK J.N. et THOVWAS L.E. (92) ‘ e
A la suite de ces multiples trqvaux une remarque 8! 1mpose.

édifice complexe de 1'insuline, 1‘organisation générale dé céds diffé g

Il suffirait pour s'en convaincre de remarquer que des pro-

dultq blologjques doués d'activités phyq1olog1ques intenses et aussi;




~les plus petites sans changement sensible de 1ltactivité,

différentes que celles de 1'insuline et de 1'hormone ocytocique post
saire, renferme sensiblement dans leur molécule lés mémes &léments.

\

3 e Connalt—on actuellement 1l'identité de 1'insuline pure ?

- = R S ————

Aucune des notions précédentes ne nous a donné de preuves in
dubitables qu . i GG 4 ait ds ns la molécule, d'insuline une qubatance, un
groupement Droqthéthue, des groupes ou des liaisons vraiment spéci-'
flques rewponsablec ‘de 1l'activité physiologique de 1'insuline., ;

Il est donc nécessolre de passer en revue une dernidre sérle
de travaux at d'hypofhéses.

I°) Btude des cristaux :

¥ Py -\ . a- Ry 4 - “
On s'est demandé longtemps si les cristux representaient
bien 1'hormone elle-méme et non pas un 51mple substratum & la surface

.duquel serzit adsorbée 1a substance actlve.

Cette hypothése est facilement combattue par un cerfain.nom;’
bre d'observations. . - : »

Le nombre des crlqtallisations successives n' influe pas sur:l
activité des eristaux. B’ autre part quelque soit 1'origine de 1'1nsﬁ
line ( P.II ) et les méthodes de crlstalllqatlon utilisées, les cris-

taux se présentent tougours sous les m@mes formes crlstalllgraphlqueStﬁ

et possédent la méme activité+ De méme si 1'on adsorbe 1'hormone et

m@mes gqu'initialement. :
2°) BEssais de dissociation de la molécule gi .y
“ntre les mains de SJUGREN et SVEDBERG (158) l'ultracentrifug

tion a montré que 17 insuline reste homogéne dans une zone de pH de i ﬁﬁ

4,5 & 7. £n dessous il y aurait une dissociation réversible en partic&T
- ’WF

Recemment ”ILLE et ANDER: 'SON (94) Etudiant l'ultracentrlfuga'ﬂ
tion de 1'ins u11ne réduite par 1'acide thioglycoligque ont montré que
la ‘majeure partie de la protéine s agrégeant en particule & p01ds
moléculalre plus élevé et seulement une petite fraction en partlcules

& poids moléculaire plus bas. I1s ont.noté une diminution parallele dﬁf




1 activité blologlque et l'appar&tion de nombreux groupeq thiols.,é
résultats appulent 1'hypothése que l'act1v1té blologlque‘gst fone@i@
de la grandeur moléculalre. : s

Rappelons ici les travaux déga anciens de DINGEMANSE et ‘eoll
borateurs (95) travaux extrémement controversés. Ces auteurs ont eﬁ'

B

effet affirmé avoif obtenu des insulines amorphes 4 fois plus actlves
que 1'insuline cristalllsée, ce qui militait en fa veur d'un groupe- ‘{
ment prosthétique actif couplé avec une protélne inactlve' Ces résul
tats d'une importance capltale ont 1ncité plusieurs laborat01res é ’i
répéter ces expériences. maéis en utilisant 1a technlque et leg produ ‘
mémes de DINGEMANoE des qaventq aussi expérlmentés que du VIGNEAUD S
et ses coll. n'ont pas réussi & conflrmer les résultats initiaux. .
Ainsi depuis les mémorables travaux de BANTING et BbST c'es:
a dlre depuis un guart de siecle, grfice au concours de grands savanf
comme dlhumbles'cherchegrs, résultat de la confrontation des prlncie
pales dlSClpllnes scientifiques, s'est dégagée petit & petit 1la phys_
nomie attrayante de cette hormone protﬂldique. Sy
De constltution chimique et de propriétés phy31coch1m1ques '
constantes quelle que soit son origine, elle presente une act1v1té r&%
marquable et stable. Elle nous apparalt suivant les conceptlons mode
nes comme un massif: harmonleux dont les parties conSthutlve sent ,
liées entre elles suivant un plan rlgoureusement déterminé qu il ne % :
faut ‘en aucun cas troubler sous peine de voir 1'act1V1te dlsparaltr@.’”
Presenﬁées ainsi, ces connalss ances pourraient faire croire q
il n'y a pluo Tien & ﬂpprendre sur 1'insuline et 1'on serait tenté de
répondre afflrmatlvement 3 éa questlon qui constitue le titre de ce
.Tagraphe, . ot o ; : : : _'} 0
ais la nature souvent nous séduit pour mleux nous’ tromper.
Peut- étre ex1ste-t~11 des flssures dans ce monument scientifique 9“_
gar ‘il nous faut noter 1c1, pour termlner que quelgues auteur‘
~ont remarqué depuis la sta ndardlsatlon rlg)ureuse et la création d'u :
étalon 1nternationa1 que certa 1ns lots de cristaux d*ins ullne montr91

une act1v1té hypoglycemlante nettement plus élevée que les cristaux du’
153
standard . S ' ST




de - titrage employéss.

~(13 2 %) par rapport A celle de 1'1néu11ne ‘eristallisée A 22 u. 1/m33

‘suline la plus active. : 3

’un phénoméne courant pour ce genre de composé,

-dlfflcultés auxquelles se heurtent les essais de séparation de frac—

'-bablement la plus parfaltement connue, peut nous servir d' exemple J&%

; En I94I nous avons réussi ¥ 1soler, é partir i b eaux-méres de
cristalllsatlon, de trds petites quantités de cristaux d'aet1v1té
voisine de 30 unités 1nternatlonales au mg., c'est-a-dire g' écartan
d'une valeur caractérlsthue eu égard aux sen81b111tes des méthodes

Ces cristaux avaient une. teneur en azote relatlvement fal

( 14,8 %) SRS e ‘ - Ol & %
Si les spectres'daps 1'U.V. sont identiques, par~contre 1871
spectre I?R. montre la disparition'de 2 bandes dans le cas de 1'in-

Deux hypothéses ont été émises pour expllquer ce phénoméne
) ~ILa szncrlstalllsatlon de 2 shbstances d' activités dif
rentes (98) i e i g
: -Une'modification de structure (raéémisation par exeﬁpf
au cours de la preparation. (JEVSEH)
Les falts rapportés 01—dessus semblent mlllter en faveur d
premlere hypothése. g Syncristallisatlon est 4! ailleurs ma1ntenan-

r

~ Ce nouveau probléme est tentant mais il facile de dev1ner 1e

tions éventuelles : manipulation de grosses quantités d'un prodult t
rare et treés pré01eux, et méthodes de standardisation extr&mement ri:
goureuses, portant sur de grends nombres 4!’ animaux. "

Ainsi ce protéide crlstalllsé dont® la physicochimie est pro-ﬂ

que dans la legon d'humilité qu'il nous donne : & savoir que 1es._‘
notions les mieux acquises d01vent sans cesse 8tre révisdes ou confi
mées perlodlquement A la lumidre des COHH&lS”&ﬂCeS nouvelles et a 1‘

de des techniques en perfectlonnement continu.




LES CRISTAUX D'INSULINE REPRESENTENT-ILS L*INSULINE PURE 7

e —

L'ampleur des trawmaux effectués sur l'insuline et les nomse prestigieux
gui y sont aussociés n'ont cependant pas entidrement éclairé ce domaine. Un
certain nombre de points resient encore incertains., Nous avons voulu, dans
la mesure de nos modestes moyens, apporter notre contribution & ce probl &-
Mee

les expérieunces que nous rapportons ici ont &té poursuivies dans
piusieurs directions : étude des propriétés physicochimiques, de l'action

convulsivante et de l'activité per la voie digestive de 1'[neuline,

INTRODUCTION

MET S SO RS TSR

Quand on examine la litterature scientifique gui porte sur ls cons-
titution physico-chimique de 1'insuline, on renconitre une foule de traveux
dont beaucoup sont contradictoires, laissant ainsi sutant de questions fone-

damentales sans réponse.
Essayous d'en brosser un tableau sommaire et objectif,

Il semble bien admis maintenant gue la proidine insulinique représen-
te l'hormone elie-néme et non pas un simple substratum & ls surface duquel

serait adsorbée la substance active,

Far contre, l'opinbn parfois dmise que cette protdine cristallisée
est une substance chimiquement homoglne n'est pout-8tre pas exacte, comme

nous le verrons au cours de ce mémoire,

De nombreuses recherches ont ét4 égulement entreprises pouy savoir
8'il existe dans l'insuline des "fonctions ou groupements spéeifiques” pare
ticuli®rement responsables de son sctivité pharmacodynamique. Jusgu'd pré-
sent, il n'a pas été possible de localiser de tels groupements, Les points
perticulidrement sensibles ce la molécule ( ~NH2, <OH, =§-5-, etc...) sont

les m8mes que pour d'autres produits biolcgiguesent actifs; et il semble

0.0/.00
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que la structure elle-mé@me de la molécule ait un rdle fondsmental,

D'apres 1'étude de ses produits d'hydrolyse, il parait peu probable
que l'insuline contienne dans sa molécule d'sutres subsw nces que les

composants habituels des protéines.

Per conire, si, Jjusgu'd présent, tous les essais ont été infructueux
gui tendent & isoler un groupement prosthétigue, on ne peut pas rejeter
pour sutent le poscibilité d'existence d'un tel groupemeni. Celui-ci peut

trés bien devenir inactif d%c gu'on le sépare du reste éf la molécule.
(96
Dens cet ordre d'idées, les travaux de DINGEMANSE et de ses collabo-

rateurs et partissns pouvaient avoir une importance counsidérable, Ces au-
teurs ont en effet publié mvoir oblenu des imsulines titrant jusqu'd 300
unités au milligremme, ce qui militeit en faveur d'un groupement prosthéti-

gue actif couplé avec une protéine inactive,

Yais c¢es traveux ont été trés critiqués et n'ont pes pu &tre vérifids
par d'sutres traveilleurs, méme en utilisant les produits et la technique
fournis par DIRGEMANSE. Il semble qu'il faille prendre ces résultats avec

circonspection.

I1 était donc généralement admis que l'insuline cristellisée, substean-

ce homog¥ne, titrait 22 u.i./mg.

Cependant, depulis la comnstitution d'un étalon international et la stan-
dardisation des méthodes de titrage, Quelgues auteurs avasient déjd remarqué
que l'uctivité des prépvarations cristaklisées pouvait varier de quelques

unités au milligremme,
Deux hypoth¥ses étaient possibles pour expliquer ce phénom®ne ¢

- usie modification de siructure au cours de ia préparation telle gue la

racémisation d'un centre asymétrique,
- la syncristallisation de deux substances d'activités différentes,

Pour notre part, nous asvons réussi ¥ isoler des esux-mBres de coristal-
lisation des eridtaux particulirement actifs. L'étude des propriétés phy=-
sigues de ce produit plaide plutdt en faveur de la seconde, zWUA (e

‘£QS résultats que nous allons exposer portent sur l'activité hypoglycéd
miante, la teneur en azote, la forme cristalline et les propriétés physi-
ques suiventes : diffraction aux rayons X, absorption dans 1'U,V, et dans
1' IOR. |

.n./’co
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.- ISOLEMENT DE CRISTAUX & ACTIVITE BYPOGLY CEMIANTE VARIABLE,

o e — -

An cours de la préperation d'un stock d'insuline cristallisée desti-
née 3 la constitution d'un dtalon national (194191945) nous avons eu la
possibilité de travailier sur des lois importants de cristaux, provenant

de sources variées 3 pancréas de boeuf, de vesu, de chevaly

Kous avons mené les cristallisations par une méthode dérivée .de celle
de SCOTT,

L'homogénéité des cristsux était obterue per cristallisations répée
tées et centrifugations fractionnées jusqu'd activitévconstanta. glle
stait vérifiée, en méme temps que l'absence de toute gangue smorphe, par

exemen microscopigues.

Au bout d'un nombre d'opérations variables, 1l'zctivité s'est sta-
bilisée 3 22-23 unités auv milligramme, mesurée par l'action hypoglycé=

sisnte sur le lapin standard (méthode eroisde Codex).

Mais 1'exsmen méthodique des eaux-mbres de cristsllisation, laissées
% le chembre froide & & 52 ¢, nous & permis de récolter au bout de 8 -4
15 jours de séjour % cétte température, de trés petites gquantités de cris=-

taux (de 10 & 50 mg) en appavence jdentligues aux premiers,

fes oristaux, titrés dans les mémes conditions, et comparativement
sux premiers, nous ont donné des chiffres de 1l'ordre de 30 unités su milli-

gramme, s'icartant de fagon significative de celui de 22, eu égard 2 la
précision de la méthode utilisée (5810 k)

Cee deux séries de cristaux font 1'objet de l'étude exposée plus

loin. Nous les appelons Cristaux A (22 u.i./mg) et B (30 nel/mge)e

IT.- ETUDE COMPARATIVE DES CRESTAUX b et DES CRISTAUX B,

o g
1 / - Teneur en azote des deux lots de cristeux @
== mmmE= =

s EERES eI R

Le faible provision des cristaux B ne nous & permis de titrer que
1'azote total.

.0‘[!010
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Technigue : Technique de Kjeldehl. ¥Wicrométhode portant sur 10 mg.

de cristaux desséchés sous—vide phosphorique & poids

cons tant, \
Llebd Heta)
- catalllseur : mélange de uO“K et de sélénium en youdra

- indicateur : alizarine sulfoconjuguée
- liqueurs : 50%8% et NaOH /50

Résultats : Cristaux A ¢ 14,5-14,6<14,8 %

- s - - — -

Gristaux B & 13,02 « 13,1 = 13,2 %

Fay conaéquant la teneur en azote total de ces deux lots de
eristasux est @ifférente, 11 faut d'ailleurs remarquer que la teneur des
eristaux A est voisine de celles gui sont données dans la littérature
(14,03 et 14,49 HARRINGION et 5COTY, 15,69 JENSEN-YINGERCTEINER et GEILING
15,4 ABEL), in revenche les cristaux B oni uae teneur plus feible.

3
20/ - Examen microscopigue des formes gristallines des_cristeux A et B :

SomrEsIxsETrSoSREIIRE® pryeeett et 12 = 2 2 =

i o i i o v o i -

Drzpedg la littérature, les cristaux d'insuline peuvent se clas-

ser en deux groupes - cristeux ¥ cerecidre rhomboédrigue, birétringente

- 5 &n "giguilles™, en "coins™, en "dents de chien"

peu biréfringents,

En particulier SCOTT a observé les premiers en travaillant &
pH 6.2 et les seconds & pH 5,2

Je ne pense pas pour ma part que le pi soit le facteur essenw

tiel du choix par l'insuline de sa forme eristalline.

Jtai pu observer des formes en "eoina" entre pH 5,9 et 6,5 et

inversement des Thombo®dres zu-desscus de 5,3,

Un fecteur trés importent qui détermine la forme cristalline de
1'insuline @# la présence dﬁkrotéines trés voisines qui modifient le mi-

lieu de cristellisation au point de vue physico-chimique,

Tout semble se pesser comme si la forme normale était le rhom-
boddre. vais si les conditions de cristellisation sont mauvaises (pH bas
et surtout présence d'impuretés) elles emp@chent le plein épanouissement
du rhomboddre, riche en éliments de symdtrie et ne laissent subsister

gue des formes pauvres en élémeats de symétrie.

. iot/’oc
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Examen microscopique :

Les doux lots de cristaux ont été examinés aux microscopes nor-

mal et polarisant.

iucune différence n'ae pu &tre notée. C'est toujours le m8me associa=-

tion de deux rhomboddres surbaissés,de tailles identique ou différente.

L'association des deux rhomboddres jumeaux s¢ fait suivant l'axe
de symétrie ternsire. Le déceluge edt normalement de faible amplitude

et se confond ) cause des manifestations colorjées des interférences,
Dens certains milieux trés visqueux, le décalage est plus grend
et le cristel peut alors basculer et tenir en équilibre sur uue partie

de l"hexagone en zigezeg" qu'il dévoile einsi (Voir fig. Je

30/ - Diagrammes de diffraction aux rayons X 3

N a SN U AN ST TR IMIOT AT WEBTETE

Générelités :

Les premiers essais d'investigation de la structure de 1l'insu-
line cristallisde par les rayons X (GEORGE 1928 - FREUDENBERG 1950 -
SCOTT 1930) ont été infructueux, '

Pourtant en 1932, CLARK et CORRIGAN obtenaient des résultats

positifs. Tls décrivaient usne mailie monoclinigue formée de 26 molécules,
infin & partir de 1935, Wiss CROQGFO0T opérent sur un seul cris-
tal montre gque la maille du eristal insulinique est rhomboédrique. Elle
la déerit comme étant constituée par une seule mélécule et en donne les
3 o
paramdtres ot l'angle of (& = 44.3 4 - (X = 115°),

Diagremmes sux rajons X i

Ntayant pu obtenir les moyens technigues poar expérimenter sur
un cristal unique, nous avors utilisé la méthode des poudres, technigue
de DEBYE et SHBERRER,

Voiei les garactéristicues de l'appureillage utilisé

i

Appareil Métalix travaillant sous 24 kv et 20 md

Anticathode de cuivre
- filtre de nickel

- tempa de pose : 2 heures,

o.o/.ot



Pour éviter la présence des raies parasites les produits sont
placés scus tube de collodion.

Yous dounons ci-dessous le meilleur cliché gque nous ayons pu
ebtenir., Tl correspond & A, Les autres sont scmblables et il est visi-
ble que la comparaison eost trés difficile. Aucun élcment d'information

sérieux ne peut en €tre obtenu,

Le diagramme se présente avec deux anneaux diffus. Cet aséect
se retfouva avec certains verres sur le point de se dévitrifier ce gui
& fait penser B un début d'orientation orgsaisée. Bt pourtant, que de
magnifigues eristaux et curtoul quelle constance admirable non ceule-
ment dans ls forme mais sussi dens la taille. 11 eat évidsnt que l'or-
ganisation structurale de ces cristaux est extrimement complexe. Les dif
~férents constituants protidigues ont une influence sur l'orientation
des atomes, Ainsi, CUOWPOUT suppose que la présence de protéine amorphe
au sein du criétalypeut amener celui-ci & prendre la forme prismatique,
c'ett également notre avis, caer nous zvoms vu de nombreuses préparations
insufisamment pures nous donner des cristaux prismatigues alors gue les
plus pures donnent toujoars des cristaux rhomboédriques, L'eau peut aussi
avoir une influence corsidérable : non seulement l'eau de coristallisation
qu'une dessicetion sufiissmment poussée peut fuire perdre, muis peut-Eire

de l'eau sous uie autre forme, moine connue (eau liée 7).

Il est probadble, en tout cas, gque ces composés annexes sont
respousables des "flous" des diugrammes. Des cerfectionnements techni=
ques projetéé nous permetiront peut-étre d'obtenir des figures plus li-
sibles, '

40/ - ggéctres d'absorption daus 1'Wlira-Violet :

N RSN TR D L MR I M I IR I IR I S

Le =pectrc d'abscrpition dans l'ultra-violet présente une
bande dite les protdires™ & 276 mph ( CLUBMER, HUEN, SIMS)

Spectres U.V, des cristaux A et B :

e e o o o s o o o

Nous nous sommee bornés 3 examiner la zone du maximum.

L'appareil utilisé est un spectrographe

’-o/’ocn
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$F
specire I.H. est beaucoup plus fine. Chegue acide aminé s'individualise
gar ce sont ses groupements fonctionnels qui sont chromophores. Il n'est
pas étonnant gue ce soit dans ce domaéine que nous trouvions des différences
entre A et B, De mdme l'identité des formes cristallines n's pas & surpren-
dre. Comme pour de nombreux crists x de protdéines, diverscs substances
protidiques s'associent su sein du mlme cristal, Yous svons 13 un exemple
- de syneristallisation, phénomdne de plus en plus coursat dase la chimie
des moldécules biologiques complexes,

iV .- Conclusions

e

L'étude systdmatique des esui-mdres de cristsllisation d'insuli-
ne & permis d'isoler de faibles quantités de cristuux (B) dont l'activité
physiciogigues, la teneur en amote et le specire des rayons I.R. s8'écar-
tent neliement des ndmes propriétés de l'insuline cristsllisée pure (i),

Ces oristaux B doivent svolr perdu, par rapport aux cristaux A
une ou plusieurs substances plus riches en szole mais besvcoup moins &c-
tives sur la glycémie, substeices vrasisemblablement de nasture protidique.

Jes substances et l'insuline syncristellisent en uue mlme forme
eristalime,

, Ce phénomine rejyose en felt le probldme de l'identité réelle
de l'insuline. Le fait de l'obtenir cristallisée ne perait pas constituer
une preuve suffisante de puretd, ¥'apt-ce p&a trop audecieux de dire que
nous ne connaissens sct.ellement ni l'asctivité limite, ai la véritable
identité de cettie hormone.

ADDER DUM
Pttt

Depuis ces ameluﬁiima, tiréed on l94%, des travaux éiraangers sont
venus apporter un début de confirmation & cetie hypothdse,

Bn effet, SUTHERLARD (E.¥.) et CORI(C.F) ont publié en 1948 gue cer-
taian}rép&rationa d'insuline M‘{emt purifides, Q’ 1ies soient smore
phes ou cristellisées reafermuient un principe glycogenolytique. Dans cer-
téins cas, suivant le type de eristallisation jee prisncipe peut-8tre absent.
Ainsi 1'insul . ne cristullisée selon le prooéddé 4BEL n'en renfermerait pas,

I]1 est trés vraisemblable gu'une des substances que nous supposons



menquer aux cristaux B per rapport aux cristaux A puisse 8tre e nouveau

principe obligatoirement moins hypoglycémiant puisqu'il est hyperglycé=
miant,

D'autre part et simultanément, HEARD(R.D.H.), LOZISSKI(B,), STEWART
(L) et STEFART(R.D) ont isolé ua facteur glycogenolytique et hyperglyoé-
miant du pencréas ol il prendrait naissasnce dens les cellules o( des 118ts
de Langerhans., Il est facile & comprendre que cetie substance, de nature
vroisenblablement voisine de celle delLkhsuliﬂe, est difficile & séparer

de cette dernidre et |ue dans certains ces elle puisse la suivre jusqu'é
la cristallisation,
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URE IRFLUERCE

lans cette étude, nous avons com aré
1'influence de la forme chimique de 1'insuline sur l'avparition et
la fréjuence des crises convulsivantes chez le ‘at blanc. Hous avon
utilisé pour cels de 1'insuline coristallisée et du chlorhydrate
d'insuline, deux produits titrés préalablement par la méthode clas-
sigue officielle { glycémie du la=inm).

Poup arpiver 4 des résulists valsblss;
il novs & fallu utiliser un nombre assez imyortent d'animaux et
surtout faire appel aux méthodes statiét'iquaa modernes, in fait,
c'estiune véritable méthode de titrage que nous avons aboutl.

Cans 1%exposé, nous avons fail précéder

nos expérienaes, des ; em:&lites gui nous ont Jil"i*'ﬂ dans ce tra-

vail,
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» La prmiém est d'ordre tanhniqua et Gchappe en partis 4 notro wﬂ
lonté 3 elle est cfanetion du phéncméno biologique de base, L'anim

‘substance est étudiée en vue de la thérapeutique,

surtout & la plus ou moins grande facilité de mnipular at de u

| Force est done é'auployer des lots rea‘trnints.'Dans ce c'a), i1

doit pré:i&nr au ohoix do 'l'anSnlé'bahnca'. Celui-ei doit m ;
un certain nombre de conditions sans lesguelles l'expérinantatcm{
rispque d'aller au devant &'arreurn, d'antant plna nnisiblu qm"&f
les nront inconnues, o
~ Ce choix est défini et 1imité par deux conditio

devra donner la réaction phnielagiquc étudiée, avec une sensib
té maximum compatible avec une fidélité excellente, Cette réaotiﬁzj
devra se rapprocher le plus pcasiblo de la réaction hmnaine ai 1& e

La deuxiéme est d'ordre pratique : elle tisnt
procurer ldnimal en question,

une prise de ssng, il est superflu de dire qu'il faut la pnti@ﬂg
sur un animal tel que le pr&lémnt du volume de aang nésesuiu“?

bielogiquos n'ont 6.. valeur gue s'ils sont pratiqués sur un neﬁﬁi
d'animeux asseg inyortant I1 est malheursusement difﬁcuo, tlm

n'a ni 1'empleur ni l'ergani#tion que 1'%on trouve & I’Gtrangtr.




Il c:t pru&cnt qa'ollos :eiont de nﬂnn aﬂnﬁhﬁ,*ﬁ

en bonne santé ; qu'elles posscdent bien les oaraotéres m@rphale» é

giques de leur 8ge, sexe, race, ete... ' =

L'EXPERIGNCE = Le choix des conditions exp&:i*p%
mentales est soumis aux m!mas régles que celui de l'animal,

AN N

De nlua, il est préf&ranle due ces cnmdltions E
soient facilement réalisables, Plus elles seront simples, plus -
elles seront faciles 4 respecter et plus les résultats auront &c .
chances d'efre réguliers, : :

Pour les déterminer, on fait varier un faei&ur;

~en mazntenant tous les autres oonstants, et on étudie 1‘inf1uanat )

JAREE B 5y ) N
e -~_~_,A‘_ PRty e R
-‘ihua::;!_-_'; SRl Mt St A G R

de cette variatlon sur 1’&mplenr et la £id8lité du phénoméne,
Ces essais psuvent §tre assez grossiers et h‘ -

tiliser que des nombres peu élevés d'animaux, Ils doivent tre pr‘v
cédés par 1'obsorvation et la description du phénoméne biologique }
utilisé comme base, - - =y a
II - KTUDE DU PHENGMENE BIOLOGIQUE DE BASE. '
Etablxumnt de la rtlation unisunt 1'%

—. ;:_%
1
e




fendmntﬁc C'est en effet sur la relation aninant I'Mtitm

1'estimation de 1%activité d'une préparation inconmue.

poids oarporol d*un cobaye sous 1*action de 1a thyroxine.

_~ d'animeux recevant la méme &eso, la répenu est la amnnc des 'r&-

~T¢u£ ou rien", C'est le cas od le phénoméne se termine, par Qm
~par la mort de 1'animal, T1 est souvent trés difficile de mesurer

ticiae. :

- me er&onn&u lu $ &*aninnx mnt‘a ct comme sbduca les do

m ‘Eene '&ﬁﬁgﬁ bm:-giqu, m’h iiﬁc est

&i&a et la dose, gque rsponnt la comparaison de ‘deux pmduits Q‘B

_ - On sait que 1'on peut classer les titragos
plusioura groupes &ont les principmx sont s B
1 - Ceux dans lasquels la réponse phyniol siqu

de hase mie de fagon continue avec la dose, Cette réponse peuts
msuréa directement sur un in&ividn 18016 et chaque mesure ast m
lable par elle-nl’m _
C'est Re cas, par exmple, de la dini.nutian de

Dans ces titrages, lorsqu'on emploie un groupe

ponses inahiémnu._ , : :
' : 2 - Ceux dans lesquels la ?@onsa 'c‘stf&it'c iﬁ

directement la dose minimum provoquant le phénoméne en ocause, On
emnloie alors un lot d'animaux inxqacla on injecte une méme do
La révonse devient iei le pcureentago d'animaux présontant le sy
t6me choisi. Exemple : la détermination de la toxicité d'un ma‘

- © Clest dans ce deuxidme oas que se plaao lc ﬁsé
trago de l'inmline, par la méthode des convulsions, Aussi devom;
nous oxposar succinctement les idées théorigues fondamentales avi ‘
de panzr, au -chapitre B, 2 l'application pratique de ces i&éu,-:

, Quand on administre & une série de lots d*anii
maux &u doses croissantes d'un produit a&tuninﬁ, 8i-on pr‘ni




~ oh obtient “gourbe, mt"k !un‘mf uihii‘n i issymé|

, Afna o nn

( en:!#&z;ligliqr courbe ligﬂﬁfﬁc). e
' Gette eourbe peut Sire eansiﬁ&r&c, dans = ri-s

glon moyenme et sur un faible parcours, comme une droite, c'este

d-dire que 1'accroissement d'effet est proporticnnel 4 l’acqré";
ﬁnnt de dose, - -
: G'est en général cetie région qui est ﬁtilijﬁ[iJh
dans les titrages 4 cause des avantages de la 1igne droite pour f
les ca;!.a\ils. . /0"‘”7 = cem‘g : &
o o 3l L En [fait, cette gmittigimeize” n'est qu'ap
xiuat!ﬂgh"bn a seuvant intér8t & transformer ia oaurbe ;1gnezag

droite, par le choix convenable des échnlles. Glest ainsi qu'en

- prenant comme abeisses, non plus les doaos, mais les log.~&gs;_;
doses ( ou en utilisant du papier semilogarithmique) on obtient

une courbe plus étirée, dont la portion sensiblement lindaire est

trés agrandie. Nous verrons plus loin que certains huteurs consie

dérent cette nouvelle caurbe comme 1'intégrale aa la courbe de
fréqnence des sonsibilités individuelles, -

I1 existe d'autres méthodes, en partieullor

le imaginée par GADDUM et &tudiée par divers statisticiens et bic

logistes tels que BLISS, FISCHER, HEMMINGSEN (Iauxo-m.:tp.z&-w};

Comse nous nous basons sur elle dans la par

txpértmentale { chapitre B) nous la résumerons bridvement,

i  On sait que les "ioses minima effactivas ;

(LJLE,) - clested-dire les plus petites &ones yrovequant 1‘¢ﬁh&

_ cherché - se répartissent expérimentalement, dans une pepnlatiaa 
é‘inﬁivxdua, suivant uue courbe de fréguence dite " courbe en ol

che", & cause de sa forme, Cette courbe peut Gtre symétrigue ou ;

| non, Dans le premier cas, on &it que les Duil.EB. sent s éictri
,; ou r&parties nenualenmnt”




i 'éhﬂntri, au emrl a’nqirim tem:lmt 1mﬁ‘i dix nﬂh ni=
- masux par point, que les log. des doses convulsivantes. individue

~ obtient &'sillcm ce résultal# indirectement,

5 fréqaenee des doses ecnvnlsimtu individuelles ( e'ut-ﬂ.—éiu

 animaux, 1a courbe wnvulsions/ log. des doses, 4 :

| qui, en langage aimph peut sténoncer comme suit s

. quence normale, pour une mEme échelle d'ordonnées, les w.l.m

“dans un rappert congtant,

meatale oi-dessus a la méme az:prusinn que la courbe de tr‘qm

une éreite, clest que la courbe ae friquanoa des annibilith Ia-w
| &iﬂémllu *a*ut pes nemlt e

( ou sensibilités individuelles) sont nemalemsnt &istribail, ﬂ
Voici son hypothdse de départ " la ewrbb

des D.i.E,) peut 8tre conmue indirectement gréce 2 la rolatien
umuant la dose et 133 % &’snmux &ffactés, car cette rthtim ,
aeit représenter l'intégrala de friqucnea des sensibilitis iﬁh‘i
duelles,

I1 établit alan sur é.n lots eoﬁsiaén‘blu &' E

Ici intervient un raisonnement mathémtiquc ﬂ

81 la courbe expérimentale 7 cenmlaiemf 103;‘
dons, a la méme expression mathématique que 1'intégrale de fr&v

d'aboisses de ces deux courbes - cxpérimntale st théorique « smt

Autrement dit, la relation uniasgat les Iog. -‘: -

noomale, Dans ce cas 1a courbe de fréquence des aamibilitit ndi
viduelles est normale, =
les écarts nomux smuspen&ant aux % &’ss!-
maux atfwtéc sont aPpelés écarts équivalents normaux"(E, x,x,)
81 1z courbe E.E ﬁ.,/log. des doses n'est pas



T mm- ot Idxemen de ceux d'autres Auteurs arrive A -3:’*
 que les Ieg. a.. doses cenwnlsivantes in&iviénnllaa sont r‘pﬁrt

' _ ( en E.E.E./leg. des doses) ne se &1s§esent pas sur une ligne ar
“te ahsalument parfaite, Comme dans tout tracé graphique, on fait
~dont la pasition est vérifide par ls méthode des moindres aarr&t

gont ardus. Heureusement les statisticiens biologistes ont parti

‘éoarts, De plus, pour éviter les valaars négativus gﬁnantes agn:

~ earts sont baptisés " ?rebita' {( " Probability-units"), Il y @
- augsi une méthode rxpiéc pour vérifier la position correcte de

,aial

ot tabli la relation Effet/Dose, ilmste & étudier les aiffér

normalement,
| I1 est évident que les chiffres expériannttmx

pxsssr méetniqaamsnt’ par les points, la licne la plus prebablt,
Tous oces ealcala et traitements mathéaatiqnoi

lement simplifié eas aéthe&ua par l'usage de tables, in particug»
lier DLISE & publié des artielas donnant la canvarsian des % en

les calcnls, il assignn & 1'écert 0 la veleur S Ces nouveamx &n

droite probits/ log, des doses par un systéms de pan&ﬁrsticn lgit

111 - 96&d§ﬁa289§ B£ Bﬂﬁl PﬁQBEITs.w
Titrnge de 1'activité dlune grégaratien zneennus. |
Quand on a fixé les eenditiena cxpérimantdl ’

moyens de comparaison de deux activités éif!érantat et de tit@tgt
d*une priparatian d'activité inconnue,
| Voyons d'abord les prinaipales variations da

-scn:ibilité des animsux qui peuvent intervenir lors d%un tztrago

et fausser 19: riaaltatt. On peut les clas;cr comme suit s
s | -‘?hristions paraiatantes entre &Iff&rtatei

7populatiaas &’in&itianz.

2.* Vb@iat&ana‘tunaernirns éans ans ai:s



aivi.am, e‘ast—&-ﬁre @ifférence des sensibilités in&iﬁaurﬁu,

: _gran&e partu, leur influence sur les résaltutm :

par l'nmslm d*an grand nombre d'animaux et en utilisant m

miner, on peu’a répéter les mesures ot faire des moyemzex.

| résnltats &ennﬁs pour 13 a&m aeae, par I‘it&lan ¢t 1’1ncmal‘

3 ?zriatiens p‘rzhtantn .ntn éi.i‘ﬂmt}

)} - Variations ’cam;;araims in&ivi&mlhs s
L'expérience nous montre, seule, l’crﬂrc a.
deur &e chacm de ces variations. On petzt d'ailleurs &lialmr,

Pour neutraliser les prmiéru, on se nm 3
& un gm&mt dtactivité connue et stable, ¢'est-d~dire & un &

On compare ﬂaﬂa les mémes conditions 'ex;;érimntalas, 1‘*:0‘&19;;‘-’{);‘0
1'étalon ot celle de 1a préparation inconmus, N

- Pour éviter les deuxiémes, il faut, do rnqna'
absolue, pmtzquer les essais &a ldtalon et de la préparatian ca
nﬁm tempa. e . e B '
Les troisidmes sont samgennéas aatmtiw

vement les mémes individus pour 1'étalon et pour la yrépantiea i
inconnue., Clest le ym.noxpo de "l’easu oroiss", lais aIers on
mtroduit les variations tamgoraires individuelles, Pour 13& i‘ ‘_

Ayant ainsi eempansé ‘au maximum les prihei
variations de sensibilité, causes &‘crreurs, nous pouvana W
ver les résultals des deux zarépamt:.ens. Biffsrsntns nﬁtho&u ‘
freat 4 nous,

1~ Ia.ﬁaarbe‘ asrastéristzg_g x:.ﬂ’atm“
est eonnue, - '

11 suffit de rappcrtar 4 cette emetéristi’k
&éteminée d’avanec sur des lots importants é'ammax, les éou‘




~1naonnan nous ysnnst de oalealor l’activigi e la pwéparatian,ﬂt
cenmw . ’ '

II - Ia aaractéristignc eat incanﬁue.

a) On peut cenatruire pour ehaque produi€ ung

‘ceurbe kffet/Dasa et les cam@srer. | :
On utilise suivaht le cas : :

~La gourbe % animeux affectés 088

£ il | i e e

: Dens le premier cas le rapport, dans les ésaz

sutres 1'6aart logarithmique entre les deux oourbes, mssurnnt lg

différence d'activité entre &talon et inconnue,

: b) Au ledu de eopatrulra les ncurbes, on per

pour dxmiﬁuer'les essais et §liminer le facteur pcrsenﬁel*inrs

tracé des droites I.E l./log.doses, caleuler leur pente. (Ellns

.parallélos &ans le eas ‘de 1%insuline), Pour cela il suffit de

doses pour dhagan préparaticn, ou méme d'une seule si 1ton fait

Ai aoux hvpothéaes encadrant léctzvité anpposée.

~ IIT - §'il n'est pas possible de eenlt' ,

- caractéristique ni de courbe Lffet/Dose, on peut qunnﬁ.mﬂma' _

& comparer deux produits, ea définissant deux activités i pdentic

| ‘oomme &tant sallea qui provoquent le mﬁmz sffat, &nns Ics/uﬂaagf

- -conditions expé*dmantales, =3

| e PRECISION - ERREURS 3
la preeiaion s'exprime généralement par laz

moyens ai}a clasaignea. Toutefois l’agplisatien du caleul des -
~ bilités aux résultats expérimentaux ( bielagiguos ou katres)‘”




(Erw nqyamgj &’m oxpirhmc 1:@1&: P \/E‘Gl_" s
{Erreur mo enne d'une aéric de K exgériemon s Vnn
(Erreur grebsblt a‘m ugériuaca : 0,67456 \/‘”
f St Eﬁrrcw Eghehh a'm série de N axptrioaeos t 0, 6 &  ;
\ | Le degré de confiance que 1'on peut mir m
& une moyenne peut Strt amnt‘ qmmi on encadre cette myam
: uaacrttiamn de fois & () .%admimzom.h
babilité qu'a la nlmy rﬁelle, de n trouver asms cetie m
une idée de la confiance & attaaker au groupe d'essais, 9“

B ealsuléo en fonction de @ ; volei quelques n}.om i
. Nombre de 3 & I Ep A3 a) |
| Probabilité s  2/3 - 21/22 3 3;/331; gwaoaz




_phyoielegiques.

insuline cristalluéo et du chlorhydrate é'insulme, nous tmim
‘ehoix mm le lapin, la cobaye, le rat, la souris. Paar lex r, :
: in&iquéea pltaa haut, nous avans eham le r&t albinm, blen qm

: hénéfiaiar &'an titrage mis au point et ayant fait ses prewn*
| résntant que 1o souris - mx i&fastwm miereb—nsm«a et gamsi

basé sur ia taﬁeité de 1'inguline- { Recherche de la é.esa

’mpleyﬁ, il :'aat révélé mffisamman’c sensible et i‘i&ela.

- parilolis 4 génisalints, 3'sinpi

 TETRAGE DE L'INSULINE SUR 18 RAT
Etablissement du Tesf ’

1= b’ﬁ&m e :
Peur 1'étude de l'actian oexm:laivante &c 1*

souris solt ntilisae caem'mnt i 1’5@@@0? et que nous mlma

Ie mt albima est mx animal mhmta, E3 plm
ot gni mentre généralement une grande régularité dans m,m t1
‘ Er&pasg en .%.j’&} par ?GE&TLI&‘(&B.} dans- xm s'k.
mrtel}.a) BRUBETZ (18) = (19 3;)’ Rui reprochait sa grande ré#ia
oe vis & vis de l'aati&m eemlsivaata de 1'insuline, |

Dans les emﬁ.itiens bica définies on mms ’1

, “II - IES CONDITIONS. Lﬂm&gm o
Eéﬁnz'emn du ggéneném b ele ique de base : " Les wamlsf

“"m mi&ro génerala, lo rat eaﬁn é;ans o
état de smclnma mmég qﬂi ﬂ’ﬁcﬁemgnc garfeis é! | s




Vil

’ ceuraa -

allnra nomle sans le secours d'une injection inn'a-»p&ritenhkj
'3 cc, de glﬁoase & 50 %, Gelte précaution est par contre absolu
7 inalspensable pour Pelwcr les ;eata de 18tat de w de i’-

 _(Laboratairs national de contrfle) titrant 22 w.i. psr ng. le

»rﬁe 24‘

14 mmtiﬂ :'immt »mn%

sﬁm 3 i} f&it ce qua nous nppelom la tezmo&n ‘g eu ’biaa, : '
stzr le flano, il exécute de ses qnatre pattaa des aemmnts it

O eneere, l’anianl entre éans un coms praf
dnvuat msmhbia 3 8a respiration est tren ralentie, mperfi
le, Enfin la sonnolonce peut regresser et l'miml reprendre m

canvnlsiens ou de goma, §hannmﬁass gque nous &&signerekl par-lt

général da csnvulsicns,

Etu&e systematique &ss aaaéitiens a;gértmsntalcg;

Cetie étude est précédde par un essai "3ig f

ahe &eatiné a rsceﬁﬂalﬁrs la zone d'action de l’ingnlinc,

Pour cela’ nous injeetons 4 une série &a let;

rata malnteaus aans des condatnows Eigoureasamaﬁt i&entiqaas et
aenstantas &es doses croissants d'insuline, Celles-ei &uivnﬁt

une plage assez éten&ne - Blles sont réparties comme snit :  '7
IfB unité xntcrnatxeaale - 1/ Uele = I/2 Wais = I uuks:

L'iasuline aat une :elntian é'&talen LaEiGo

de la solution est de 1 U.i. par cec. &‘ean acidulée ( H €1 0,*32!3

- On emplaz.e des lots de 9 rats femelles & jmn &apnis 2l heures et

mamtezms &epuia ce temys et paadant l’oxpérienee 4 une tem&rx

, . Lis résuitgts sont les suivants :
| 'j_z/s wis o 4w wu,:.f Iud
o 88 DE B . WEib
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- oaaaj.. Toutefois pour éviter un trag grnné nombre de maib

 cartent l'nn de I'autre d'une valewr n'aimnt sigmficativa‘ %

! (x&};«é n.i.fn!-g.)

- soit plus aeﬁ.n au niveau du tissﬂ musculaire,

i é.ifiwen« de nmibiliﬁs mtrs Mlca et fmllae g mil 1& #ﬁ&

tift hxa des c@nﬂit‘iﬁm biaa dﬁﬁniu at msmtea;m '/

toute " eonaitian étudide et choisie ef wnsi&érée come aaqul&
pm;:r l'essai suivant, ! S - o

: Par mesure d'6conomie, le mmbm de rats par ]
est restreint H &mx résultats sont estimés différents s'ils s',;’_

*“tiaeuline utilisée sst d'aotivits mm =

. Dans les uaais 1,295,&,5, h :oluticn eon?'_ 1t
2 a.:l. anr oc, et le volume injccte est de O ac, ( = i ‘E;ﬂa)
(Lahlnm 1 13. )

Conclusions.= o

- i L'examen du ta‘bluti 1 nous montre que - I:a' _}

Bilit& er@it aveo_la température smbiante,
' — la durée é:a Jeﬁne,

o la concentration de ls solution,

Les éiff‘érenta nodes &’injeatian nous erri:.

sur de patits lots, il est vrai, des résultats iéentiqms, mf

pour l'inaactmn intrs-—mmulaim

~Dans ce cas, i1 faﬁt &epamat ns:ztar &u
pessiélwé'crzﬂm' : 0 ce.5 raprésonte un volume Aimportant ai on .
compere 4 celui de la patte dans laguelle on 1'injeets ot il se
~qu'une partie de 1la solution soit refoulée par la eentrastien dot
msclas. T1 est peasibla égalammxt que la éég;aaéatie:: de 1'

Ges essais ne apus pemttan’s pas &’aff&m
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= : ; %3 L en
= -ava ’dbﬁervaﬁihn g%g te A l‘eecasion &u titrace
- / , 3 ’

. pant des i&ées gﬁnﬁrales énanuécﬂﬁg hnat résumar les 3@&&&7

aau§ 12 manipulation,

: 'nno oeurbs-% convulsions/doses ssra poursuivie
(] )

: Comme
%§ u élsvé neus les divisons en l} lots de JO rats h

- serve le produit & + 5°C,

{} I‘i{‘) ﬁtio "~ Qiab u-i - Ug 7? Uel = ;5 Edi

‘ feis par semaine.

in Ie { voir tableau I
1 6 Lon internttienal en

lous pouvons, &é main*anaat et en nous

”‘ ?

expérimnntalos vorables comme

- Facteurs se rappartant a l’anxgal -

.. ‘Rats nﬁiaa ou femelles,
Poids ¢ 160 & 200 gr.
Jefne 3 20 heures,

- Facteurs se rapportant & 1‘axp§r1mantatian v,

1 empérature apnbiante 2 * A
lode d'injection s Sans-eutanéa
Solvant g Leu acidulde ( HCl 0,02 ﬁ).
'Geaoentration $ Ial dans Q ae é

Les animaux sent placés dans une salle i
& 2 ¢, et‘nds 4 jeun 20 heures a?ant le déhut du test. bela -G
dans son entier, a lieu dans la méme piéce, ce qui f&varisc :

'HL$MMMﬁMwUme%%Qm%mM¢7

Cette aé?ic d'essais, qui a pour but d%obt
ns les eenﬂi

expirimentales aéfiaies précédemment,
nous ne &isposons que a‘nn nombre d‘aaia

et lot Série A - Iot T et lot II Série B) et en r‘a
vant un certain stoek gaur remrlacer au far et & mssare les &
maux morts ou en mauvdis état, : S

produit utilish S e Ty p daas 1‘; .
acide ' ( HCl e;ﬁe m) &?1nsuline de pureté moyenue et telle que I %
soit contemue dans 0 gz On ajoute I % é'antineptiqas et on o

elui~ei est a&minlstré en aoaes ereiasaatat
- 2 Ul = &,9 uv.i.Chague &ose est inj aa%éc’sueeessivmnq
e% a 1nterva1 es réguliers & chacun des lots, 4

: les moyer
~des résultats par aeae seront en prande partie seas%raita 1!

flaanes &es variat;ans éventuellesde senalhlliﬁé

- En regln générale, les. aﬂimanx.aervent une _

On arrfte les essais au pout de 5 mois 3 lsi*-
réa§1ﬁata portent alors sur un ensemble de .0 "mesures individ
% L %%8 pourasntages &a cenvulsiona sont :assemblés,éans lc‘m

u :
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‘ juamble, pour uns‘nSmn agsa les essais tnt été réparti: réga ’1

"nn aceroissemsnt ‘marqué de résistance aans la série A, Cette 1&ﬁ

' or&annees contre les doses en abcissas permat&ent de eann%#&im!*
' prétenticﬁ‘&‘Qtre'une~véritabla "earactéristique”, doit nous en

* domner aeyendant une idée proche de la ré&lité surtout guant’tv

bilité du rat dans les con&itlona &éfinlcs plus ‘haut ost aari&@ﬁ

1p91nt§.expérimhntaux,ebtenus_sur des lots de 10 rats ( petits

'V. axpérimgntalos sensiblement identiques ¢ =~ .

dans le temps qu'd duré l'oxpériencs. |
_ ' Les cinguiéme et aixieme aalennes granptnt 1f1
mnyenﬁes horizontales dans shaque sﬂrie, selt sur des lota ﬁi 2@
rats, La septidéme oontient les moyermes gﬁnérales,  '].
) . Remarque.- Nous notons, en fin d'axpérianas!

ristion qui n'est pas comvensée par un nombre suffisant é'assai:_

est la cause yrobable de la faiblesse rslatlve des mqyennts gé &

ralns 8o et )5. e o
| wmmsms

| a) Gonatruﬁtien de lx gourbe % convulaions/dcsas,» 5

Les mayannea générales ( colonne 7) porténn

courbe sigmofde de la figure I, Cette courbe, si elle n'a ptq_i

son allure générale, et csci est suffisant pour le but*prspa;¢*‘

Elle nous montre, en nartwulier, gue la s

bonne dans la région I0 % 80 y S
b) Ltude de la ﬁl&Bﬁ?ﬁ&GR. g :
; Dans la figure 2 nous avons rasscnblé 1@!

points), Hous avons également inscrit'las résultats ﬁnnn§S ag '
paragraphe II, pour ceux qui oni. 616 oblenus dans des senéiﬁi#ﬁﬂ

an a paur\l’aa;ai ’i’aypraahn' a~$$nlnnAL§ﬁ




8.0.) 6 (I w.I. dams o u,ﬁ).' e e

] Iiﬁa. Ia &isgargien apparait maxunum.aa vnlalnagp de la éoil
: mlsivante 90 % (0.0, ;wo). |

,éisparsicn théorique si on la prend égale & 3 fois la "3évia
"s’ean&ar&" ( d.a.) Hone avons ealeulé velle-ci aveo l& fam

‘m TREVAR. d.s. ey \/Pm ou ¢ o

NoGS avons 3

»mblent paa & retenir en vue de l’emplai pc'ar un titrags._ :

L’emmhh de ces points aélimite 3.a zone &‘aoﬂax de 1%

Eafin les grands ronds ala:;rs 0 raz’féunﬁﬁt

2 L probabilité des eonwluena
prahatﬁ té des non convulsions
n= ~nombre d'animaux employés,

Pour las % pris aa IV en m sur la eew-hc 2°

2 convulsions ~ Dispersion thé ri
s e L
20 & 37,8
30 $ 13,5
ko « 465
50 & Unk
6‘3 . 21-5:5
Lo e T
g o B 3?.

- s "&ispersion théarique aneaﬁra la dicpc
axpérimmtala, ce qai nous semble ﬁm une preuvo de r&guhr

2 ) Choix de la région de la 18 courbe & utiliser i

3 Les extrémités de la eeurbe 5 fig,l) e

En aﬁst, la smibili.té éxx rat, ¢




7 de soumetire les animaux & l‘aotzon.fréquante de &bssspraiqnﬂf
~ toujours convulsivantes aménerait des pertes sensiles dans le

~stock de rats.

sera gran& et plus 1es mgyennes auront de signlflestion,

»l'ln&iqusnt les résultats oi-dessus et ci-aprés 3

En &'autres teinas, 1s ir&aman a ttten&ri |
maximum dana la région moyenne car ceiie préc1axon est fanetien

seulement de la dispersion mais sussi de la pente de la caa#bc;
| Graphiqnsmwnt elle apparail inxerscmsnt ro
tionnelle é la lcngueur dv segment de diroite représcntant, pﬁurf} 3
% denné 1'6eart entre les doses limites ( flbt))o : |
Drautre part le bas de ie courbe n'est pas ati

1isahle gquand on ampleia de getlts nombres. &'anlmaux par lats :
; Enfin pour la partie suparieure, l‘expirimnn*:
tstion demanderait une dépense d'insuline importante : et le fi&f

d) lombre d'animsux & whiliser. ,
- L'examen des résultats inserits au tablaaa )

msntre qna 13; moyennes deviement cohérentes dég qu'elles ;arv y
sur 40 rats au moins, Au dessous, la dispersion est g»anﬁc, la
préczslen faible, Naturellement vlus le mombre d'animaux on jan\f

M SR AT T v S GRELrs. o e o

yliar las abservatlons sur ces lots.
- Les moyernnes obtenues sont cuhérentca euﬂma

AV - §8 mﬁxm‘:@ 0B L'AG‘EWIT& DN an




¥3 n‘ut m]htmumnt pas penibh
éimctmnt la courbe I et la zone de dispersion 2 pour 1: aslcai
de I'activiti d'une préparation donnée, En effet, cette ecm'bt I '
doit 8tre le reflet asses exact de la forme de la ' earmtiristigﬂt
. peprésente sa position moyenne . pendant la durée de I'expémm,
- Qu fait de la répartition des doses dans les lots et dans le temps.
La position detnello étant une incomnue au moment du titragaﬁ,f
sommes obligés de rwourir 3 la comparaison entrc le produit ine
connu et un étalon, La troisiéme série d'essais que nous allnnt
exposer avait pour but 1'étude des divers modes de comparaison
‘de caleul des activités de deux produits différents. ‘
, Les résultats, ainsi que nous le verrons plu:
leia, nous laissent supposer que la caraetéristiqua s'est pta
déplacée depuis les premiers essais (il y a 6 mois). | ’
Hous nllsm comparer la courbe I, oonst:mitc
de Mars 4 Mai et 1a courbe obtemue de Juin & Juilléavec la M
| _rpréparation d'insuline mais qui, phcéa dans certaines cen&it_;
& perdu un peu de son activité, Celle-ci est done inconnue au -
moment de 1'essai. L'expérience terminée et les calculs effect
elle sera titrée sur le lapin (ghcémiol par des ‘oxpirimntdﬁn:g
~indépendants de nous. - o
Les deux résultats seront alors aonf.renth
a) I.'cxpériencn et les résultats :
Seule maintomt, la régian moyenne des courb

‘nous intéresse. e
_ ’ Toujours dans les mémes cenéitiam :xpérimn %
‘_'103 ééfinics précédemment, la préparation d'insuline "vieillie" :
est 1njeet§c aux doses mivmtoa : Zk {2 MX = 1;8( % 603{



TABLEAU III

G S
et At d, L g

Préparation n°I | = Préyaratiea n’Z (Pr&paratian
| "vieilli")

Insudine ~ Tombre de % de I}nmlino b
1000 ¢ mg, - rats Convulsions 1000 mg. rats

b A 1
!50‘6'0Q‘.0i¢6“ 26 Sessssnens G

| asssesexsassss 20 ssesssaves 5 :

: PR 80 - ; P i

8/ ssssesssasns ssssssnsen ; b wesessene U ct.«oot

) Scasscses s 69 sssesssces hg : &2 avsssessn 80 assssss %’5
"5 Sressewsennw 86 sresseveee §8 : 1‘-8 sssssnses h‘e ltuo‘cet §°
b inennnonessne 100 sssasusess 90 63 Sevssnnves 1&6 OOUQ'&O &'5

y.zmm; mi}kl&aﬁi&mﬁ- s i

‘\'IL
\u’

3 .Ctiithslo‘r’zit 20 inctt‘.oc» I% '-{‘f»““ 7?» ssssssese l‘-e QOIO.Q‘ ?8
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Dés que P nqynnncs purtcnt sur kﬁ:ntsnras tu 3

moins, l‘oxpéricncn est arrftée,
 les résultats sont eansignés dans le tableaa III
(solcnnes 1,5 et 6). Sont portés également, pour rappel, esux aytnf
servi & 1a construction de la eourbe caractéristique” I. :
B) Modes de comparaison - Moyens de caleul % :
Les différents modes s'appuient sur deux prianié

- pes fondamentaux, utilisés d'abord comme hypothése et vérifiés-pﬁf;
la suite expérimentalement sur de trés grands nombres d'sninauk. E

(Voir HEMMINGSEN (i) TREVAN et BOOK (d'i’) Mu-ga

UED L oo nmniIng pe;

gh premier principe avance que les différentes
coufbas oéraetéristiouel, représentant la relation ¥ Eenvulsiaﬁfﬁai
ebtenues avec nnaﬁno produit, 4 différentes époques, doivent ltr&
de la mme forme - mnthﬁmatique s'entend -. la seule éifféranca a;*
une différence d*échelle d'sbeisses, le rapport inorément % d'ef- :
fet sur incrément % de dose restant constant, Et volel 1'1ntarpri£‘
tation : chaque courbe représentsrait la courbe de fréquence inté-
grée des sensibilités individuelles, Or, les variations en fanotiﬁg
du temps agiraient sur la sensibilité moyenne du stock d’animnnx, :
mais non sur la distribution, autour de eotte_mayenhe, des diffé~
rentes sensibilités individuelles, Le coefficient de v&?iationrit&ﬁ
inchangé, 1'intégrale de la courbe de fréquence conserve la mafie
. forme, : =
| :  Dés lors, il suffit de déterminer une fois pour
toutes 1la " garaotéristique' gur des lots importants d'animaux et

d'y rapporter par la suite, les résultats donnés par les deux pré- :

S -



, m I et II ﬂg.la..

au pal‘agr&'pha A=TTT (I) mol‘iqmsnt nous ne pouvons 1 'utm“;u e

angonns est 1 0,66. Notons qga ces résultats seraient encore plgif

Ilr'la ¢a1ta Bhanﬁxmpunzimmﬂau q;s e‘itnit_nn
pas 1a courbe % aanvalsiaanaesta mais la courbe 7 eanvaiaion¥r
doses qui devait correspondre i l'intégrala de la courbe asrfrén

quence,

A ls‘nina &paquu cet autaur vérifia expériﬂ#a
lsmsnt le deuxiéme principe s deux produits d'activité diff6¥ln
égnnont des courbes % convulsions/doses lides entre elies p&r‘an
rapport constant : tranzfernﬁés en courbes E.E,R;/'leg.'aeséi (:;}
voir Chapitre 4 - II p.  la définition des E.5.JN) elles sont
deux droites paralléles sans que la aifféronse de pureté ait unl
inrlncnea quelcongue, :

, Ces zéccs fen&amzntalss vnnt nous acnner les
moyens de comparer nos deux séries de résultats et d'estimer l
tivité de la préparation d'insuline "vieillie", : g
A - UTILISATION DE LA COURBE % GQEVHLSI'*wiﬂ_
Les valeurs du tableau III nous donnent la:

s Héthe&n é! TﬁEV&H - Llessentiel en a éti,‘w

iei car la courbe T ne pent pas 8tre considérée coume une caztbg_
téristique” suffisamment presiac, le nowbre de rats utilisés &t it
trep faible, | ,
‘ 2°) uéthods de HEVIINGSEN.~ Bi 1'on fait le
port éea doses donnant le méme peurevntagp &n eenvalaions, eu

interpalant quand il est nécessaire, on a 3

15/2 - 22.5/35 - 26442 = 30/43 - /U8 = 37.5/56 - hi/bﬁ 4
‘cst-&ﬁéirt 3 : -

0.62 = 0.59 = 0.66 - 069 = 9‘70 0.67 0.68 - 072 - &ont 1&



-_a'o& log, P& t lag. ?I + (Leg.a - lag,.b) - A

5 mx:zsmxeﬁ Etm: L6i: BRQI'I‘E e

: I°) Droite % cnnvulaiens/ log, des desea : 31
pranena comme abaiascs les log.. des doses et corme er&@nnées les

‘de Convulsions, nous avons 1'ensemble de points I et II tabmu

£ig.B Par ces points nous pouvons faire passer grsphiqngmmnt deux
droites qui seront paralléles si le ragpcrt,&as'des&ﬁ'agpnani,-j;§

- chague ces, un méme 7 de conwmlsions, est constant. En effet, ce
.:apport'eénstént(£a¥a&a§a%—ﬁ)'agvicnt iei 1'écart logarithmique

horigontel entre les deux droites, foroéntnt_constint et er&;éi"
lé parallélisme, Par le méme raisonnement on voit qn‘il suffit
de retrancher au log. de la pareti de la prbparatien I, 1'%6oart .

: logaritkmique en question pour sveir la valeur en lggaritkn; &; ;
' ?nraté de Ia préparation 2, ' » _

| En offet, si 1'on désigne respaetlv%mant var P
2, 13& Puretés des nrépara*iana I et 2, par a) et b), lns abstn :2
ée I ot 2 amenant le méne pourcentage de convulsions cn &t
| PR= PIxa
i

et si 1'on fait ( log.a - logh) = -E { E étmttl'éﬁrt&le a;. Mot
a ; \ mique entre les deux droi

| sotfﬁﬁfﬁa ns b) est plus -

: : grand que a
on & g lag. P2 = log.Fl - E‘

‘grsphantmant E= G,Iﬁﬂ; ses valeurs lix&tss pﬂrainxunt ttrc o 1§§£

La puroté de la préparttian 2 est done : _” ’1

s Lag.zé 6 -»-e,rae = LA < m&o s z.csm




B minttmnt, on porte en abeisses les log. des doses et m 'emsh
_ nées les % de convulsions traduits en E,E.N, ( voir pmy&*gho i.

"33t les droites les plus pm’eablu, On peut les vérifier
~ 1a méthode des moindres carrés, mais trés souvent, avec un peu i'

ot 1ot ﬂlom mim s 10,1
BaD

2%) ﬁraites Eearta Emmsnts E‘am

on obtient’ 133 groupes de ;mints I et II tableau V fig.6. On mu

bileté, ls tracé graph:tqm est suffisant, illessont éeartﬁu heri

talement de 0,190 en leg. avee des dcarts maxime &e 0J50 ot 0,22&

Ces valeurs nous domnent 3 S

Pureté de la préptratwn 23 Mt ;,

Valours limites = a.t/ng s
R

¢ - POSITION 14 PLUS PROBABLE DE LA LIGNE DROITE

Alors qm les rsaultata de la prépmtion 2

trés hmgéne s, et qu'il est i’wﬂo ‘de construire gnyhiqmmu
droite reyréaentatim, il n'en est pas de méme pour ceux de la -

préparation I. :
' 1a méthode des noindres carrés est assez 1 i
lous avons essayé d'appliquer los méthodes récentes des statiﬁi -
ciens FISIER ot BLISS ( 10 ) basées d'ailleurs sur la précédente.
I1 ﬂrait trop Ing de les détailler ici., En voiel le résumé 2
: ~ On transforme- les % convulsions en prehits
paragraphe A II pib) qu’en appelle " Probits empiriques”. Par ces
points a'xpétiaaataux, on trace une ligne aroité en ?rmiéra' a E’,:
ximation, = | ' e

_ Les nouveaux pointa obtemus sont les " probl
atton&tu et l’en caloule d'aprés eux d'autres valeurs qai. mt'

| hn valeurs lu plm peanh‘blu qm 1’&& pninc obtenir o:p&ri




"!nnttltﬂiﬂt‘ iﬁt&ttur les appalla " prébits earrigﬁt : ,.}i:

Si probits umpiriqaen et probits carrigés

s si&ent ou presque, la position est bomne, Sinon, on trace d'aprés

les "probits corrigés" cette fois, ang deuxidme droite em diﬁxi

aypreximaticn et 1'on reegmmgaca jusqu'd obtenir aatisfaet;en‘ g
méthode est a?aillours facilitée par 1tusage de tsbles et les 1

o leurs 0 ; et T00 % sont également utilistes, ' fv
| Eans nctre cas, apris avoir tracé graphiqu

la ligne II dans sa pcaiticn définitxve, nous avons en daux a |

ximetions ( zablaau VI) obtenu la courbe I f£ig.7. kol

: o Un ealeul iéentiqna & eclui éu.paragraghg Bﬁ
donne ¢ Pureté de la préyaratzen e : 1.8 gggggg '

,:u,-¢uas. eatte derr ére msthaag 8
miné T8 valeurs 85 et 90 % ( Tableau II)
avions vu d'ailleurs pour %gsllas raisons
étaient vraias:blahlaa»nt op faiblaa.'
les écartans. -

51 onfin nous tr&qans cBte & eﬁts
courbes % Gonvulsions/Doses obtenues en
tissant les éreitaa raiita/log. Doses dé t
tives de la f%ﬁg points ex iasa
noug voyons 1 msgénéité daa ré tatsi .;a
bleau VII fig.8,

 HBS s préwatien %2 tit;-ac"
par de

rimentateur . a3
~ avee 1§n:§¥hga¢ des G ;éniyspzlapigg!;
révéls aantenir II ‘

CONCLUSIONS

L'nxamwa des diffirents résnltata de eet cna

d'essais nous montre que 1e titrage sur le lapin a donné le a@in;
chiffre que les elleuls effectuds sur les courbes &sveegvalsﬁmmmﬁg

(rats). Nous avions supposé que les aiplacamsnta de la ’ez?ia%iégil
ristigue" obtemue de la fagon déorite taient insifnifiants
1e aibnt des essais, La cencoréanao préeé&ente samble rcnfere;r

catto huprasnian,




\ - Il est & noter 6m1mnt I'bmgiaiiti .
des ré;ultsts, surtout dens 1'essai da la préparatien 2, fait dans
un toa'!; phu restreint, ;"

:‘ Hotons aus,si qu'on arrive au méme chiffre
'pw les é;ﬁ férentes mti.odes de oaloul. Toutefois les dernidres ent
I'avantage d'utiliser des droites, de canstruetwn graphique plus
'facile. ‘/ F
: | TAZLEAU IV |
Courbe I - | Courbe I
e en 1/6 "Lag. doses 7 Conwule Pose en 1/6 ui. log.doses ¢ Comvul-
5 i L0178 5 24 0,380 5
28 - L a5 51 }.2 0.623 315
: 0477 L0 4.8 . 0,681 50
3. 776 90 r - 0.857 78
TABLEAU ¥
Courbe T | Courbe IT
og. doses en /6 ui, EoE N, | Log. doses ‘en 1/6 ui. E.E.K.
0.176 oA & SRR /o380 -1.6
0.352 -0.52 - [ 0.623 0.5
6. 77 ~0.22 | - 0,681 0
0.574 0.2 0.776 +0u4 ,
0.778 | +1.32 0.697 | +0.8 ]
ik e | Ee Ot f
i ' |
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TABLEAU VI '

ourbe I

Premicre approximation| Ze approximation
5. PR Ui i Tt T,
&75 - 2,675 2277 2.150. I.83
176 5.355 . 5,700 5426 3400 D396
353 4,508 4.350 liS5I2 K2 §.539
77 Ba747 77 LoTh? | k750 L7850
57k 5.202 5100 5:201 | 5.200  5.25%
<776 €.282 5,800 - 6.I86 6.050 6.25%
554 6.175 | 6,400 6.139 | 6,800 54 756
079 g 6,850 7.29 | 7.300 7.679
176 6.645 74150 6.276 7790 JeCl) X
urbe 11 | e
1,380 2295 Dans la deuxiime approximetion les écarts
623 4681 entre ‘rob."attendus" et "corripgés" sont
681 N . plus faibles et répartis plus réguliérement,
<778 5,316 sauf yéur les valeurs (x). Celles-ci cor-
857 5772 respondent & des 4 douteux ( p. ) et sont

& éliminer (p. )




§?
TABLEAU VII
Courbe I Gourbe II

des doses "Probits % convuls, Log. des doses Probits » Convuls,
0.9 | 24250 -

1. 2.700 1.5

1.1 5,750 35

1.2 3550 745

1.3 bt 16. 1.3 3,250 %

I 41400 27.5 Ik 3.650 9
1.5 14650 L. 1.5 4,100 16.5
1.6 54250 60 L6 4550 RS
1.7 54700 76 1.7 5 50. |
1.8 6.150 87.5 1.8 54,00 6545
1.9 64550 T 1.9 5.650 81
ta' SR | 97.8

2.1 | 7400 992

22 | \7.850 99.8

2.3 8.250 "



C « ETABLISSEMENT DU TITRAGE - COMPARATSCN ENTRE L 53

L'IﬁQSLIﬁz IQTAL“IQEE ET LE CELORHYDRATE D'INSULINE

Hous avons comparé, jusqu'iei, l'action conm
vulsivante de deux préparations d'insuline cristallisée. Nous allonm
‘maintenant, dans une derniére série d'essais qui serviroat pour 1'é
tablissement de 1la méthode définitive, comvarer une prépsration 4!
insuline cristallisée et une préparation de ehlorhydrate d'insuline.
Iei encore les résultats seront comparés & ceux de la méthode des
giycégias, obtenus aprés coup par d‘'autres expérimentateurs,

) | &) lDescription de la technique.

Etalon et substance inconnue sont injec-
tés en méme terms dans les conditions cxpérimhhtales fixées précé-
demment. Four apporter toute la rigueur désirsble au titrage, il
importe de grouper les essais nécessaires dans le minimm de tsmpi
compatible avec le nombre d'animeux que 1'on posséde. Bien que les
variations de sens*bllite dans le temps semblent sssez faibles,
elles =nt, éc—a%as— neutrelisées par une répartition judicieuse

des doses injectées et des lots,

TABLEAU VIII

Suprosons un stock de LU rats, Nous les

répartissons en © lots de 10 rats : BeBelebebeFGolly

(Voir ci-aprés )..eeecerrneneneenss
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o

==y

Hypothése b

Lot A Iot B
St eeeveses Ess,
lot B Lot &
t;t *h e s e s :350
Lot E Lot F
Ok sxonsnys il
Lot F Lot E
S:t L B Laa‘
Lot ¢ Lot D
ﬁt seecensne 253.
Lot D Lot C
Ct IR Y Egso.

(5t = “teddard.

Ess, = *ssai prépsretion

kypothése ¢
Lot € Lot D
Stueresncronvareeess Es8i T
Iot D lot C 1
TS e D802
Lot G ot 1
St cisesesiiiccenans 535?;5
ot H et G =
e ' = 2
St et enossnss s . *88 ol
Lot A Lot B
t Bet R s RsBBLIEBERE S 5‘3:65
Lot B Iot A n
b
Pt e E R R R R R T 583-56
Mi.

inconnue,

tion liné.ire
titrage et diminer le nombre d'essais nécessaires, la droite n'est

pas construite,

"b) Caleculs

R S i ey v Y

«8 Yerks.que voici :

d%une préparation d'insuline standard, les § de convulsions obte

Hous utilisons pour le calecul la rele-

bebolia/log. des doses, Toutefois
eule sa pente st caloulée d'aprés le raisonnement

- 55 1%n injecte des doses croissantes

pour sim:lifier le




exprimés en probits en fonction des log. des doses, se diapmcmn?
suivant la ligne a,
A | - 51 1'%on injecte meintenant des doses
croissantes d'une préparation inconnue, doses calculdes suiveant
une hypothise b (HQE}E§3 quant 4 sa pureté, nous avons une deu-
xiéme droite b, =i 1'hynothése est exacte, les li_nes se confondent,
°i elle est fausse, elles soni décalées, mais parslléles, 1técart
x restant constent, quelle gque soit la dose.
Le m8ze une abkre lypothdse lio donnerait
une treisiéme droite ¢ paralléle & a et un écart y constant,
Supposons maintenant que les hypothéses
WG & et He encadrent la vraie valsur de la pureté. Les droites b et
¢ se trouvent de part et d‘autre de a,
Dans la figure I, nous tirons facilement

tgd = ¥ de méme tg X = X
log S - log Sb log Se - log S
d'ol : tgnx = | Xty

log Se = log Sb
" ) q - 37 f- e & KJG‘ -5 o b4
GP, lwg o0 13& Jb 10&"‘"""{;""‘" . Gomme So = ‘_b ’ nous
" b . iy

pouvons facilsment calculer tg X , c'est-i-dire connaftre la pente,

En effet, 1'dxpérience nous donne x et y
et connalssant Ob nous avons “¢ , dene log f¢ - lsb} She
341 cbh

En pratique, on n'arriv e pas, dés le

premier essai, 2 encadrer " la pureté” relle ; les deux hypothdses
se trouvent alors du méme ¢6té de la vraie valeur ; nous avons
dans ce cas en raisonnant de la méwe fagon 3

Pans la figure 2

tg = X ek tgh = ¥ F7//
s WL g : Tonoe @ Tam O &

|
|




et en simplifiant : tg X = y -x
= log S¢ =~ log Sb

in résumé, le numérateuvr représente 1%
cart vertical en probits séperant les droites bet o correspondant
sux deux hyrothéses et le dénominateur 1'écart en log. de ces deux

nvnothéses,

L'expérience terminée, on transforme
les . convulsions en prolits et on les disnose suivant le tableau
VIiII,

Pans ce tableau, 1, AE,At XI,,..,‘A;,...M
représantent les 6csrts4an E.k.H, entre le standart et les essais
rour chaque hypothése, M, et ¥ étant leurs movennes pénérales res-
pectives. Celles-ci représentent x (=i,, ety ( =uy) Un
caleule zlors la pente.

Yuis les moyeunes i, , Koamy ym,. .,
doament, gréce & la pente et 2 pertir de claque hypothése, un
certain nombre de valeurs de pureté.

La moyenne géomsétrique des schiffres
obtenus représente le titre de la vpréparation atudiée, 1l'écart
qv-~iratique moyen donnant 1'ordre de grandeur de la précision du
titrage, |




%

ﬁoﬁs avons fait deux titrages. Lans le
premier, oll nous avons encore tétonné, nous avons modifié en cours
de route les gquantités injectées ot les hypothéses. Mais moyenna
une correction, les résultats sont utilisables quand méne. Le deu-

xiéme peut &tre considéré comme type.
/

HH TR TN £ =78 ¥
TITBRAGE B°1

Solutions 3 Skandard ( 5t ) Etelen L W C I9.0 ( = Insuline cris-

taliﬁa 5

ot g

I 6c = 0.25 mg.

Préparation inconnue (£ss) = Chlorhydrate d‘insuline

I oc = 0.277 mg.

On fait deux hypothéses encadrant la pureté supposée :
B 16 ui/mg ( env.) et ¥ 22 ui/mg ( env,)

( En fait, c'fiﬁh}s zpluma de l'injection le plus pratique qui don-
\r\kl\! z
ne 1*hyrothise).

tésultats en 7 de convulsions -~ Lots de IO rats

Au début, mous supposons que nofre Lta-
lon & perdu de son sctivité et nous 1'estimons & 20 ui/wg. Par le
suite, aprés titrage de vérification, nous prencns la vraie valeur
2& ui/mg.

PEEKILE GROUPE D'E

P SGAIS ¢ Un considére que 1'éteblon fait <u uwl/ilg

et on injecte aux animeux 1,5 ui,

( U injectidn de la préparation inconnue).



S8 - Em(lose35-EBLuig St Bes (l @%5
90 40 80 50 utig
60 70 ~ W ‘
PEUAIEME GROUIE DESSAIS 3 On considére 1'ételon contensnt 20 ui/umg
et on injecte sux enimeux I ui’
5t  Iss {ooezz 51 1634 ui/mg 5t .Ess (Y 0gel6
. P — - —— D
0 50 100 R v )
60 50 70 20
. 40 90 . 50 .
60 0 100 o .
TROISIE¥E GROUPE DYESSAIS s On eonsidére 1'$talon faisant 22 ui/fmg
. et on injecte sux enimaux I u
“t Ess $0 co 22 16,4 ui/mg St Ese éo 0 16
40 - G $y 00 6o " ui/mg)
30 0 - : R
CORVERSIOR EX PROBITS
| eee—mem— 5
(voir ci-aprés)
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; De92Y +Qe27I - +0.34T

- Fagn e o
¥ vuef } ‘

et Frds My
)

g CUNVERSIOE El PRUBITS
' m

H Iég-ongtinn'o'

}‘i g‘i' LR R

(x)

_(x) = u . £
Ess A Corree~ 4 Cor- St Ess § Lorrec-. °cor-
tion rigés : tion rigés
! 757 =1.535 +0.341 -1.1%% | 5.82 5. -0.842 +0,8421 40,501
s4l  *0,612 | 9.295 S.042 +0.565 +0,341 +0,930

Y n oz 3 €3
'-5 » \,)‘.'k,) +"J./'n‘w k3 a2 £ e

b B 747 =0.506  +0.34T 0,165 5.924 B IS8 1,366 +0.341 1,005
b R26Th <2579 +0.BGT «2.258 |*B.050 BT ~3.343  +0.341 =0 Ude
/ 6.262 +1.535 6.2 H.éH -1.029
p 447 +U.271 2:€23  2.718 =1.935
. A M A N -
.4 = 0,381 ‘ ¥, ga -1.519

% OUn salt que lss probits correspondant & O 7 et 700 % sont

- @ et + 00 Pour utiliser quend mBume les observetlons de O et

10U, nouvs prenons arbitrainement les probits correspondsnt & T 2

Pour obtenir le pente moyenne, on peut
faire 1la moyenne générale des A , que ce soit pour 1,5 ou I ui.
¥n effet, la dif7érence en probits -doit, en principe, &tre la mede,

les droites étant paralléles :
(x) \Toiw b MM vonty




y-x = 1,138

log 56 = 1og.Sb  — log 22,5 = log 16,4 = 0.138

-

Fente 3 pour I.I30 probit — J.158 en log,
b | |
pour I > - Ve en log,
(x) La réalité, les deux premiers groupes d'essais ont donné

des  trop grands du fait de 1'emrloi de 1'étalon sous-ostimé (20
8u lieu de cc), Il y a donc lieu de faire une éorrectian. vn ajou= |
tera algébriquement la différence en probits correspondant A la
différence logerithmique de 20 2'22 ( et caci caleulé 2 1'aide de
la nente moyenne). '

| log 22 - log 20 = 0.04T

Correction : Qﬁ%%l & + 0,341 en probit,

ligyenne des A corrigés el des 5 'corrig§s par groupes de deux

essais
( HI’ E& BerR st srrrvserpmenesd mI' m2) :
- U291 + 0,214
- 0.0%8 - 1867
- 1.§ - 2,058
+ O., f‘ A :0 )
Correspondance en log.
— Ooz:'I X OOIE = e \;'35}4- . * 33@5
- 0.038 2 0,12 = 0,00 - 0,226
e - 3,129 - U251
ete. T .
+ 0,.J0E = 0,153




»

Valeurs des puretés en log.

1,187 (log.15.5) - 0.03: = 1.05% | 1. '35 (1og.»'.;)*,.0 5=1, 961
12T, (log.16,4) = 0.0 = 1.2IC | 1.352 (log.22.5)=0,.206=1,126
1.214 " - 028 = 1,085 | 1.392 2 -0 281%1, 101
1.214 : 0,108 = 1.32¢ | 1,552 . =0.153=1,199

ioyenne des purstés en log. 1.1I0

- Moyenne des puretés en unités/mgr

tcart quadratique moyen : en log. =+ U.I0H

en unités & I,2

TITRAGE

“olutions : les mémes gue pour le titrage n°I

Pourcentages des convulsions

BI6_  wifmg (10,22 ce) H A;,5L~‘___~,ui/a* ({ 0,16 ce)

o iss, . St : Ess.
70 100 IG0 " 60
20 25 ‘ U iv

60 100 50 20

-
K
o
~n
A

90
60

-
o
- O

g

<

30 80 30




H 16,4 ui/hg-

st Bas - A st Esa 5

5.090 5,000 - 3,050 *8,050 5.25% - 2,837

52k - 8,090 +2.566  *8.090 5.253 - 2,637 |
1176 k560 + 0,08 5.253 3,718 - 1.5%35 f*
5.255 - 8,090 + 2,837  6.2fe 4.158 - 2.2}

5. 82 ¥8,000 + 2,248 6282 6.282 0.

ey G476 + 1602 5.042 (& - 1,566

j.a&z :}.,‘.}:j\ I - .'iQ.%.Z 6.282 i}.?{if? - II'F!‘éE’

bir Pagﬂ M.A = + Gc'f)jﬁ-r-

b « Log.S = -log Se leg B = L
b He

DAy * f
IOur i st N

o = = 1055

x+y*= 0.704 + 1.455 = 2,165
og 22,5 = Log 16,4 = 0.138

m
Pente ¢ Pour Z.IC) probits — 0.IJC en log.
:-3.“365 eﬂ lbé;.

Yoyennes des 4 et des { par groupe de deux essals

( Bl D » 7 ‘ l,«““'
L | T e e Y mi’ m.‘:’ R T 3

:
]
3

Q..do’tot't.-rcpuﬂo
P



- 0.262 - 2,837 (Ex. 1 2,637 + 2.857 . - pay ) :
+ 1460 o 1.829 g

*+ 1.299 * 0.2%

+ 0.400 - 1.450

Correspondance en logarithmes @

- U.UI6 - u.:{"/:j:-seé:=a.£j§7 x 0.063)
+ 0.091 - 0,115
+ 0,079 .+ (3,018
+ F.O}O - 0,091

Valeur des puretés en logarithmes :
: s

1.21% ( log T6.4) = 0,016 = 1.I98 |  1.352 (log 22.5) - Oi78 = I.17h
s 93 ¢ A ¥ 0,091 =1.305 | 1.352 " L0115 =1.237
u ¥ v 0979 =1.29% g i + 0,0I€ =1.370
v " £ 0,030 =124 ! " " . 0.091-1.261

Voyerne des puretés en logerithmes 3 1.260

Eeart quadratique moyen : & 0,050

En unités 3 DPureté de la préparation :

AR e LS R,

COHCLUSIORS

- 1a préparation d'activité inconaue ti-
trée indépendamment per la méthode de %ﬂycémie# { lapin) se révile
' contenir 17 ui/mg. le résultat du titrage type n°Z coincide done
avec le chiffre nrécédent, 4 la dispersion pres (+1,I) ;

: le titrage n°I donne un nombre d'unités
un veu faible mais & moins de valeur étant donné qu'il nous & servi
pour la mise au point, | .

Enfin si on fait la moyenne géométrigue

e



des deux titrages, on obtient le chiffre de 16,6 ul/mg, *91513 '
de I7 ui/mg.

_ . BISCUSSIOH GENEBALE
_ : o L'ensemble des résultats sxposés ci-des=
sus a'nécessité plus de 1.500 pbservetions individuelles et un to-
tal de 4 4 500 rets, Les essais commortant un petit nombre de rats
conservent une valeur relative, car ils ont 616 effeotuds dans das:
conditi ons abaolnment comrarables, sur des animaux riranr@usement
standardisés. ‘
Nous avions comme but de gomparer 1Y
"sotion convulsivante™ de 1'insuline cristallisée et du chlorhydrat
d'insuline, Pour cela il nous a fglin mettre au point uno'méthoﬁa '
d'estivation de cette action, Nous avons choisi le Fat et nous hnnl
sommes inspiré de la méthode de le “ouris en cherchast i utiliser
des lots d'animeux restreints, lous y sommes arrivé gtﬁcs aux mé-
thodes statistiques modernes que nous avons schémailsées,
| tans ces conditions, 4 nctivité hyrogly-
cémiante épale, 1'insuline eristallisée ot le chlorhydrate <%insu-
line ont la m8ze" nction/cenvulsivante . Ekn effet, titréss par 1'une
ou 1'autre méthode ( glycémie et convulsions) countre un méme Sta-
lon, elles ont donné le mﬁms»résultat. i
" Pourtant, la méthode des aonvulsidns,
guand op utilise la “ouris, domme en beneral des résultats plus
forts. L cuol attiribuer alors cette ldivergence ? Lst-ce & la
physiologie trés différente entre fat et Sourls, en apparence
seulemant " frére et soeur" - corme cela se vait quand on Studie.
1'action détoxicante dez composés thyr01diena vis & vis de 1'a-
. cétonitrile ? Ou plubdt, - et c'est ce que nous ¢:oyons - pnnaa

i =




‘ q&a 1'insuline est injectée dans nos essalis en wlat"ioh aqueuse @/
‘acide. in 1986, MARK®, titrant ls nouvel étalon international 4%in-
suline = obtenu, svec l‘aéu acide, et 4 1'inverse des auires labo-
ratoires utilisant le sérum physiologique comme solvant de 1'insu-
line, des résultats identiques avec les convulsions de la Souris
et le glycémie du Lapin, ens la discuscion de ses résultats, il
mettait en relief le réle possible du U all dans le déolenchement
des crises, |

G Ce traveil a 6té 1'occasion d'autres ob~
servations : Mous evons vu le jefine ef la température aupmenter

-

1'sction convulsivante, ‘
| La concentration de la solution injectée
& aueel un rfle important. Plus elle est ~rende et nlus 1'zction
est forte,

L'examen des courbes / convulsions/doses
montre que 1e Rat est ralatlvem@ﬁ* résistant & 1taction convulsivans
te de 1'insuline, fait signalé per divers Auteurs, Pourtant, dans
nos essuis, sa sensibilité ou nlus exactement le révartition des
sensitilités individuelles est tells que ladite courbe est utilissbl
pour le titrage, in moyenne, les 7 convulsions rassent de 0 & IO
pour des doses de 1/, 4 Z ui. Le quentité choisie comme unité intere
nationale ( 1/cc de mg étalon internsiional) sorrespond environ &
L.C. 90, |

tnfin 1'allure des différents Lraphiquna
justifie 1'em loi des méthodes mathématiques déc:ites, En parti- |
culier 1ea courbes I et surtout 17 fg 7 ne nous interdisent pas de
supposer, comme 1'a démontré HEV!INCILH pour la ‘au:is, que les
legarith&es des doses convulsiventes individuelles chez le Rat,
sont "distribués normelement”.
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ABSORPTION ET #mmmas T L'INSULINE PAR LA VOILE BIGESTIVE /{1“8 Jl,,‘wl

Rappel des notions acquises et iddes générales.

I.~- Expérimentation en milieu homogéne.

- Egsai préliuinaire.

Influence du terpinéol.

Pénétration en différents points du tube digestif.
Courbe d'action/doses en instill atlon intra-anale.
Influence de la triéthanolamine,

Acti on des execipients sur la &lycémie,

A\

II.- Experimentation en milieu hétérogéne.

Lo & R SR VR

1- Suspen31on Fau/Terpinéol
2 = Action des corps tensio-actifs.

III .= DlSCUﬁSéon Générale

et

IV.~ Conclusions : Activité de 1l'insuline sulvant la voie d'ad-
" ministration. :



ABSORPTION et ACTION DE 1'INSULINE PAR LA VOIE DICESTIVE .-

L'absorption de 1l'insuline par la voie digestive et son asction
dans ces conditions ont fait 1l'objet de nombreuses recherches dont
certaines sont.déjd trés ancicnnes.

Cn trouvera la bibliographie de cette question dans les bonnes
monographies sur l'insuline (

En I938, JENSEN écrit : "As can be seen{ the oral administratbon
of insuling either alone or mixed with various substances, or of cer
-tain insu{in derivatives hasg thus for been unsuccessful from a
practical point of view 7",

Depuis cette date les travaux ont continué dans différents pays
pour trouver des formules suscentlbles d'application thérapeutique,
Un certain nombre d'auteurs ont m€me publié des résultats positifs
gur des diébetiques.

De 1945 & 1947, reprenant les travaux de LASH et SCHDNBRUNER
IL,DEROT) de TRAVERSE et P,LAURENT ont obtenu des actions thogly-
céuiartes trés marquées chez le chien avee des solutions d'insuline
protégée des ferments par des colorants acides et basiques et con- -
tenant un composé tensio-actif : la saponine,

En 1945 également, GINESTE, LERVILLE et DOUAY ont démontré
l'zction perlingusle de l'insullne.

L'absorption de l'insuline par la voie digestive se heurte &
deux obstacles : 1°/-1a destruction par les ferments digestifs,

2°/-~le passage difficile de la muqueuse digestive.

Ctst pour tourner ces difficultés que LASH et SCHONBRUNNER,
puis DEROT et coll. ont inhdbé les ferments digestifs par des co=
lorants et tenlté de faire traverser la mugueuse par l'insuline en
g'aidant de la saponine.

llalheureuse ent ce dernier coiwposé est trés toxique et douéd
d'une activité héuolytique dangercuse. Ces données semblent par
conséquent d®application pratique douteuse.

Dans la série dggp expeériences qui seront déerites ci-dessous
nous avonB tenté de faire pénétrer l'insuline & travers la barriére
intestinale & une vitesse suffisante pour que la destruction soit
la moins importante poscible. Liemploi d'un agent de pénétration
non toxigue et autant que possible inerte du point de vue physiolo-
glque éviterait & la fois les dangers de corps comme la saponine
et les conséquences redoutées de l'"ction prolongée desg inhibiteurs
des ferments digestifs.

Tous nous sommes appuyés sur l'ensemble des travaux récents
effectués dans le doumaine de la pénétration des médicaments & travers

R



la peau(X). L ’ : o : : ' ' S%k’

C'est ainsi que nous avons été amenéds 3 expérimenter des abenk
de pénéiration comme le ternlnéol et l'eucalyptol.

I.~- EXPERIMENTATION EN MILIEU HOLOGENE

Dans des essais d'orientation, il nous fallait introduire l'im=-
guline dans un excipient solide Dermettant la confection de supposi=
toires. Or l'insuline, soluble dans 1l'esu, est insoluble dans les li-

£ pideu. Par conséquent le beurre de cacao, ex01plent classique était
a3 rejeter. .

Hous avons utilisé les polV-ethléne-glycols dont la consistan-
ce augmente avec le degré de polyuérisation.

La solubilisation de l'insuline dans ces polyméres solides n'al=
lait pas sans difficulté; surtout si l'on voulait obtenir des hrepa
-rations soigneusement titrées.

Nous les avons tourndes en solubilisant au préalable 1l'hormone
dans un glycol peu toxique : le propyléne glycol.

On arrive & préparer des solutions d'insuline ¥trés concentrées
et homogénes dans ce solvant en acidifiant par une quantité convena
-ble a':Cl concentré. Une fols la solution obtenue on la titre et
on l'introduit dans le polyéthyléne-glycol fondu au bain marie &
37°. Aprés avoir homogénéisé on refroidit rapidement. On a ainsi
une composition solide et standard contenant l'insuline.

L'eyPerluentatlon physiologique a done débuté par l'administra
-tion au lapin & jeun deg suppositoires copfectionnés aveec cette
composition.

1)~ EXPERIMENTATION :

Composition solide contenant l'1nou11ne 3 (TiCoPs) ; ~
Polyéthyléne-glycol (Carbowax 4.000) ceeese. 20 g
Propyidng«glygol  .cciseassusrssevrnsnsennse. & DES
HCl N, g.5.pes DH 3.5 & 4, :
Insuline QeSepe. 3 g. Ge couposition = 50 u.i. env,

Protocole expériumental :

De fagon générale dans l'ensemble des essais qui suivent, nous
utilisons le lapin'tout venant"dont le poids va de 1,800 Kg. 3
2,800 Kg.

Les conditions d'approvisionnement en animaux ne nous perme ttent
pag de digeriuminer entre la race, l'age exact, le sexe, etc.,.

Vil v

2} En couré de rédaction nous avons pris connasissance du travail de
SPRING et VALETTE,



.57

Pour atténuer 1l'influence des variations de poids corporels
nous administrons les profuits en doses proportionnels aux poids
Pour diminuer les écarts individusels obligatoirement importants
avec une populetion disparate, nous groupons nos animsasux par
lots de 6 de fagon la plus hotogéne possible et n'utilisons que
les moyennes cohérentes dans nos résultats.

L'alimentation est standard:

{
-

et est donnée ad libitum.

Les animaux sont mis & jeun I6 heures avant l'expérience
pour les injections ou les administrations par le bouche, 19h,
pour les administrations par le rectum. Le sang est prélevé
dans la veine marginale de l'oreille et la glycémie titrde
par wicro-Bauddin sur 1/4 cm3 de sang.

Résultats ¢ Voir gourbe H°X
Conclusions : Légere gctlon hypoglyeémiante pour des doses im-
A o e o portantes d'insuline, Remontée intcr“éalaire

et passagdre de la glyeémie vers 1lh.1/2 & 2h,
(dont nous emrons 1'ex nllcation plus 101n)

2)-INFLUENCE DU T“RPIEEOL :

Comme nous 1l'indiquons dans le préaubule; les ftravaux ré-
cents ont montré le r8le des agents de pénétration & travers
les tissus. Parmi o ux-ci nous avons choisgi le terpinéol, pro-
duit relativement peu toxique.

Le terpinéol est facilement miscible aux solutions d'in-
suline dans le Wrﬂthene‘dljﬁol. lous avons pris arbltrairezem
la proportion de 10 ﬁ pour commencer nos essais..

La solution 4! insali1c—propJ1Lne—glycol-terpinéol est
w’homoghéiﬁée comue plus haut avec un polyethyléne-vlycol soli-
de, et administrée aux animaux.

Etperlmentatlon :

L e e e e e ]

- Composition solide & base d'Insuline : (1,5,@,9.)
Composition précédente soveeeeecscass 40 e
TerpinéOl '0.0.00.06‘00&O.oo.’l'.col.. 4&0

Insuline et HC1 N g.S.p. DPour 3 g. = 40 u.i,env.

vadl e
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~ Protomw le expériuental : habituel, AT

Résultats @

- o

Courbes moyennes & 27 et & 40 u;i./Kg (Voir Fig.n°2).

Conclusions ¢

- - - o - -

Action immédiatement plus marquée., Un lapin est uwis en
convulsions. La forme de la curbe est particulidre. Flle accu-
se une chute brutale et précoce de la glycémie suivie d'une re-
montée rapide mais partielle, puis apparait une phase de re-
montée plus lente aprés la Béme heure. Nous verrons plus tard
gque cette forme est artificielle, ‘ :

Quoiqu'il en soit la présence de terpinéol a immédiatement
anélioré le passage de l'insuline & travers la muqueuse integ-
tinale ou tout au moins favorisé son action.

3) - ETUDE DE LA PENETRATION EN DIFFERENTS POINTS DU

TUBE DIGESTIF :

Pour étudier aveec le plus de facilité et de précision pos-
sible la pénétration de 1l'Insuline; il nous fallait nous fixer
un point &H=pmst ol l'action étudiée serait la plus steble.,

AuuteoAucTy, -

Partant cette fois d'une solution homogéne et connue d'in-
suline dans un mélange propyléne—glycol/terpinéol, nous l'avoms
aduinistrée & différents points du tube digestif. Pour celd
un certain nombre de lapins ont été préparéds avec des fistules,
le point de fixetion de ces dernidres variant de 1l'estomac 3
l'anus et débouchant toutes & l'lexté rieur.

Hous avong ainsi réalisé des fistules gastriques, duodé-
nales proximales, duodénales distales, jénunales, iljéales, Le
rectum était atteint par instillation intra-anale.

Expériventation :

- Solution d'insuline contenant:§I.T.P. )
Propyléne glycél ssssesvessses 9 parties
| Terpindéol tecesc-rsssnessseess I Dartie
Insuline et HC1 N}q.s.p. 1 cm3 = 40 Vele.cnv,

- Volume injecté : Incmé/é%it 40 v.i./Kg.

Résultets 1

~Fistule gastrique

-uduodénaie prozimale : Courbes n°3
- jduodénale distale : h n°4

- jJéJjunale

Ll

n n°5 3

sty
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| | 5
~nil;éale : ecourbe n°6

-yinstillation rectale : " nevy

gonc}u§io§ 3

Introduite dircctement dans l'estomae, la préparation n'a
pas ¢t¢ trés active. Toutefois ce probléme sera repris car il y
a peut €tre des facteurs étrangers & l'expérience qui intervien-
nent, comme par exemple, la grande dilution que subit la solu-
tion d'insuline dans le liquide gast rique.

Par contre toutes les fistules intestinales ont donné
de bons résultats.

Bien que portant sur un nombre restreint d'animaux, étant
données les difficultégs que rencontre ee genre d'expérimenta=~
Sion, les courbes obtenues révélent.: 1°/ quel que soit le lieu
d'introduction dans 1l'intestin, l'insuline a é%é active,

, 2°/ Son action est irré-
guliére d'an essal & l'autre et celd  pour des reisons gui
nous échappent,

| 3°/ Les seuls résultats
réguliers que nous avons pu observer sont cecux donnés par ing=-
tillation recteale. :

llous avons done choisi cette voie d'introduction pour etu-
dier les diffdérents véhicules suceptibles de faire frenchir
repidewent & l'insuline la barridére des tissus. '

4) - GOURBE D'ACTION DE I.T.P, en INSTILLATION ANAIE ;

»

En nous fixant sur le mode d'administration c'est & dire
l'instillation par une sonde anale, nous introduisons dans le
rectum & 4cm environ un volume constant d'une solution homogdne
d'insuline.

Expérimntation :

et R I A —

- Solution d'insuline :

= propyleéne &yeol ceecescevecsss 90 %

-terpil’léOl ® 8255008000098 00s0000 Io%

Les solutions étudides correspondent 2 %ﬁﬁ;z?- 8 - I0 - I5 et
40 U.si/aﬂz. : ;

Résulteths : | A i

e -

Polr courbes 7a.

Conclusions :

e e T

La figure 1arésume l'engenble des résultats.

sl s
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La omparaison des courbes d'action de l'insuline par
1'injection sous-cutanée et par instillation anale est asgsez
difficile car les aires d'hypoglycédnie sont de formes différen
‘tes.

Il v a en effet plusieurs fagonsg de mesurer l'activité de
1l'insuline. La méthode officielle du Codex frangais préconise
de faire la moyenne des glycémies au bout de 1h,1/2 et de
2h, I/2 estimant que cette zone repr ésente la chite maximum,

Cependant l'action thérapeutique réelle de 1l'insvuline ne
dépend pas seulewent de la fléche mais également de toute la
surface de l'hypoglycémie aingi d'allleurs que des Lemps carac-
téristiques. Clest ce qui complique la comparaison des Aiffé-
rents types d'insuline.

Dans notre cas, l'hypoglycémie maximum est atteinte trés
rapidement lh. 3 1lh,I/2 mais remonte aussi trés brusquement,

Nous verrons d'ailleurs plus loin que cette remontée bru-
tale est artificielle et est dfie & la superposision de ltaction
propre d'un deg véhicules utilisés,

Quoi qu'il en soit nous utiliserons pour construire la
courbe d'aetion (7b), les chutes maxiwa, autrement dit la fleé-
che dt'hypoglycémie, :

La figure 7¢, courbe 3, représente cette eourbe mise sous
la foruwe semilogarithmique. Nous y avons ajouté les courbes ob=
tenues par injection sous-culanée par d'autres auteurs LARKS
(courbe 2) et GLEY(courbe 1). '

Notons gque le prenier aubteur a utilisé non pas les gly-
cémies minime mais la woyenne des glycémies prises toutbes les
heures pendant 5 heures.

Le deuxiéue auteur utilise les chutes maxima et a étudié

de prés la fonction wathéuatique de eette courbe d'action.
D'aprés lui la preciére partie de celle-ci aurait la forme sui=-

vante.
_Y:V_—EIKSC.

Pour nos couparaisons et en premiére approximation,nous avons

pbrté ces différents résultats sous forme semi-logarithmique
qui est suffisante pour le but poursuivi.

= - c -

L'exaven de ces eourbegnmontre gque l'action de l'insuline
par voie intestinale suit une courbe voisine de celle observée
par voie sous~cutanéde.

Toutefois la pente est woins warquée, les grosses doses
étant, relativement aux petites et toutes proportions gardées,
moins ac¢tives dans le cag de la voie intestinale.

De fagon grossiére on peut estimer que le rapport des doses



Injection sous-cutanée(GLEY)
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" (MaRrKS)

Instillation intra~anale,
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—~ COURBE D'ACTION / Log. doses

(1) Injection sous-cutanée (GLEY)
(2) . . (MARKS )

(3) Instillation intra-ansle,
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entre la voie sous-cutande et la voie intestinale est de 1 &
I3 ou de 1 & 7,8 suivant gqu'on prend les résultats de GLEY ou
ceux de NMARKS, ) %

5) - INFLUENCE DE LA TRIETHANOLAMINE :

Dans cette série d'essais nous avons voulu étudier 1tinfluence
que pouvait avoir un COTps modifientla tension superficielle e
non toxigque par lui-peme, : -

Notre choix s'est porté sur la triéthanolamine, composé mis- °
gible dans l'enseumble eau-propyléneglycol-terpinéol-insuline, ten
gsio-actif et relativement peu toxique., llous avons ainsi pu réali=-
gser une solution homogéne d'insuline dans ce milieu complexe,

Les essais physiologigues ont été éffectués comme d'habitude,
Egpérimentgtng :

e - e T e

- Solutiomsd'insuline:I.T.Ps.

et I.P.P, ¢+ I0 % triéthanolamine : I.T.P.A
Les deux correspondent & 1 cm3 = 7,5 u.i.

- Animaux ¢ Les courbes d'hypoglycéumie ont été faites pour
chaque solution ( l'une avee, l'autre sans triétha
nol amine) sur plusieurs lots de lapins totalisant 34 animaux et
croisés de fagon & diminuer les variations individuelles.

gésultats :

- we em we om s e e

Courbe Ni°8.

Conclusions :

e e e e i

Contrairement & ce que nous attendions, la présence de trié-
thanolamine a atténué l'activité de l'insuline, Diverses explica=
tions pouvaient €tre mises en avant. flous avons surtout pensé & 1'e
~-tion propre de la triéthanolamine comme d'ailleurs celle du pro-
pyléne glycol., Cette étude fait l'objet du paragraphe suivant :

6) - ACTION DU PROPYLENE GLYCOL sur la GLYCEUMIE

Hous avons traité de la waniére habituelle des lots de la=
pins avec des quantités de propyléne glycol/terpinéol ézales &
celles utiligées dans les expériences précédentes soit de l'or=
dre de 1 cm3/Kg,par instillation rectale,

Expérimentation :

o - - -

Produits essayés : Propyléne glycol/terpinéol 9:1

Résultats : Courbe N°9,

D e e e e R Bt
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Conclusions ¢

— - . — -

L'examen de la figure N°9 wmontre hien l'influence de l'excipient,
non seulement sur la fléche d'hypoglycémie mais également sur la
Porme de la courbe elle-m€me, Quand on administre l'lnsullne dissou
-te dans le mélange pronyléne-glgcol/terplneol la chfite maximmn
est atteinte au bout de lh.I/2 en moyenne et il y a, de fagon géné
rale une reuontée initiale vers 2h,I/2, Ces deux caractérigtiques
semblent dfies & l'excipient dont l'action hyperglycémiante se su=
perpose & llaction inverse de l'insuline,

Si par conséquent on donnalt l'insuline sans propyléne=-glycol,
on devrait obwerver une chiite brutale au bout de 1/2 h. et une re-
montée normale. Nous verrons plus loin qu'il en est bien alnsi.
Cette idée fournira la matiére du paragraphe suivant,

II.- EXPERIMENTATION EN MILIEU HETEROGEHRE.

I)- SUSPENSION EAU-TERPINEOL :

Pour vérifier l'hypothése émise dans le paragraphe précédent
& savoir que la fléche et llaire d'hypoglycémie étaient modifides
par 1l'action propre et superposée du propyléne-glycol, nous 1magi-
nons l'essai suivant

Deux séries de lapins sont traitdes avec ure m€me dose d'insu~
line, la premidre en utilisant le véhicule habituel propyléne/ter-
pinéol, la deuxiéme une simple suspension extemporanée de terpi=-
néol dans l'eau (IO % terpinéol).

Expériventation @

T e o G et e G e G

- Solutions utilisées §{ (I.E.T,)
Eaﬁ .............;....... 9 parties
TOPPINGO) chcsscenenssass X DODULE
Insuline et HC1l N gesope I cmd = 7,5 u.i.

Résultats :

La figure 10 est démonstrative. La suspension eau/terplneol
est nettewment plus active,

Un point sur lequel il faut insister est que l'insuline ad-
ministrée per la voie rectala dans une suspension d'eau~terpinéol
a la w€ue action quand & sa rapidité d'action, que si elle était
1ngectee intraveineuse et au rapport des doses prés. La chiite maxi-

mm s'observe au bout de 1/2 heure et la remontée comuence & partir
de ce moment la. - :

s

Soh
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2)- ETUDE DE -1'ACTION DE CORPS TENSIQACTIFS :

Ia suspension eau/terpindol 9:1 est trés instable. En revanche
si 1l'on incorpore & la suspension des corps tensio-actifs, on obtient
facilement des émulsions laiteuses stables.

I1 était intéressant d'étudier, dans ces conditions le passage
de l'insuline & travers la mugqueuse intestinale, D'autant plus qu'en
dehors de l'amélioration que l'émulsifisnt était susceptible dlame=-
ner grfee & la dispersion de l'agent de pénétration, on pouvait en
egpérer une action propre et directe sur cette pénétration.

D'ailleurs cette propriété des corps tensio-actifs a déjd été
utilisée LASH et SCHONBRUNNER avaient choisi la saponine(qui jadis
avait permis les premiéres cristallisations de l'insuline),

Plus tard, pour éviter la toxicité et surtout le fort pouvoir
héumolytique de ce corps, M.DEROT a expérime nté l'isopropylnaphta=-
léne sulfonate de soude et le lauryl sulfehate de soude., lais ces
composé€s dont le premier est encore fortewent hémolytique ne sem=-
blent pas avoir donné les résultats attendus par cet auteur,

Reprenant ce probléme, nous avons étudié et couwparé l'action
de 4 émulsifiants obtenus par condensation de l'oxyde d'éthyléne
avee l'huile de ricin X). Pour plus de commodité nous les appele =
rons iei CA - GB - CE et 054 .

Ils ont l'avantage a'@tre peu toxiques.

Toxicité de QA :

" " Cp :
0 ] CT :
n n

054:

 Expérimentetion

. e o v W S

Tous utiliserons dans cette série d'essais la voie d'adminis=-
tration qui nous parait la plus réguliére, l'instd4llation intra-
anale,

Dans ces conditions nous cowparons des suspensions Eau/uarpi-
néol (9:1) contenant les w€mes gquantités d'insuline (1 cm3 =2,5ui)
et renferuant des gquantités variables d'agent émulsifieant,

Résultats

Voir courbe N8F 11.

sond vad

(x) Fabriqués et commegcialisés sous le nom de Cémulsol par la Société;kL
,%rochUF:ciUWpuquL, et dg J@qu\kilc Ao rbefonz_-
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Emulsifiants GA : Suspension Emu/terpinéol 9:1
Insuline g.s.pour 1 cem3 = 2,5 u.i. s
‘On adwinistre 1 cn3/Kg soit 8,5 u.i./Kg, ;
Emlsifiant Cp ¢ Suspension Eau/terpinéol 9:1

Cp 0,6 %~-5%=~"7,5%-10%=20%
Insuliné gesepour 1 cmd = 2,5 u.i. :
On zdministre 1 cm3/Kg soit 2,5 u.i./Kg.
et 2 cm3/Kg solt 5 u.i./Kg.

Emlsifiant Cp 3 Suspension Bau/terpinéol 931
Cp 5% - 7,5% - 10 % - 100 %

NATnsuline gesSepour 1 cud' = 2,5 u.i.

On administre 1 cm3/Kg soit 2,5 u.i./Kg.

Emlsifiant C54 Suspension Eau/terpinéol 9:1
; )Cs4 S %
Insuline ges.pour 1 cud = 2,5 u;i.
On administre 1 cm3/Kg soit 2,5 u.i./Kg.
Gonclusions :

0
1 / En coumparant GB et GT {(courbes n°ll), on voit que lthypoglycémie

la plus profonde est obftenue avec des teneurs en émulsifiant al-
lant de 5 & 10 %. Au deld l'augmentation du pourcentage ne donne
pour ainsi dire-plus davantazes.

2°/ Le type d'émulsifiant joue aussi, non pas tant sur 1l'intemsité
. de la chiite que sur la durée de 1'aypoglycémie, A ce double point
de vue, Cp-parait le plus efficace bien qu'au seul titre de la
profondeur, ce soit Cy.

Les courbes n®l2 résument ces résultats.

- DISCUSSION GENERALE -

1°/Quand on passe en revue l'ensemble des résultats de vette série d'es-

sais qui portent sur plus de 150 observations, on note les variations cn-
sidérables qui affecient le franchigsseuent de la barridre intestinale par

1l'inguline suivent le type de véhicule dans laquelle elle est dissoute.

0-0/.00
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Le figure n°I3 donne une idée deg différentes valeurs de la
pénétration. Alors que des doses de 25 u.i.ﬁKg en solution dans
le carbowax donne des chlites de l'ordre de 30 %, l'addition de
terpindol permet d'atteindre 50 % aveec I3 u.i./kg. La forme liguide
gans carbowax (terpinéol-eau-polyéthyléne glycol) donne %0 345 %
pour 8 u.i./Xg. L'élinination du propyléne glygol, lui-me€me légore=-
ment hyperglycémiant permet de descendre & 50 % avee 7,5 u.i./Kg.

Enfin la dispersion du terpinéol, améliorant encore les phénomé=
nes de surface améliore encore la pénétration et permet d'obtenir des
chites de 40 & 45 % avec des doses de 2,5 u.i./Kg seulement (voir
aussi Fig. 12%. |

2°) Pour comparer llactivité de 1l'insuline quand on l'intro
~duit directenment dans l'integtin & celle qu'on observe par les au-
tres voles, il est nécessaire de tenir coumpte de deux choses §

d'une part la profondeur de la glycéumie n'est pas direcctement
proportionnelle aux doses (voir fig. n°7a et 7b) et

d'autre part la forme de l'aire dlhypoglycémie variant sui-
vent la voie d'administration, il est difficile de faire des com~
paraisons trés précises, .

Nous verrons plus loin l'allure générale des différents types
dlaines. Pour chercher quel est le rapport des doses éguivalenes d'ine
suline administrée par voie parentérale et intestinale, nous avons
construit les courbes de glycémie aprés l'injection intraveineuse d'in
-suline, aux doses de 0,5 u.i./Kg et de 1 u.i./Kg.(Fig.N°14), B

7 K/ afrod Fau

En effet l'aetivité de 1'hormone dissoute dans) 2# fterpinéol et
- admini strée par instillations intra-anales correspond assez sensi-
blement & celle de l'injection intraveineuse.

Le waximum d'action est obtenu dés la 1 &re demi-heure, mais
lthypoglycémie remonte rapidement et l'activité a cessé au bout
de 3 heures,

Dans ces conditions on obtient une identité d'action pour
2,5 u.i.,/Kg en instillation intra-anale et 0,5 u.i./Kg en injec--
tion intraveineuse, soit 5/1 (Fig. N°I4). : s

Dans certains cas wm€me, le rapport toube & 4/I et 3/I,

- CONCLUSIONS =~

VUE D'ENSEMBLE DES ACTIVITES DE 1'INSULINE SUIVANT LA VOIE D'ADMI-
NISTRATION :

Nous avons vu que le rapport Activité intraveineuse est de
Activité intra-anale

o 5f niaa



(1)
(2)
(3)
(4)
(5)

i

I

INSULINE PAR LA VOIE DIGESTIVE

e 0w b o e

o a0 e e S e e T o

I1.C.Pu- 25 u.i, fkg
L0 P.13 1
IR & ®
I.TB., 7,5 "
I.T.E.Cp 2,5 "




INSULINE PAR LA VOIE DIGESTIVE

P

(2)

o

Jo

(1) - IoT-ﬁ- GT B 2’5 uuio/Kg
(2) - I.E.T, ot 7)5 by
(3) «»T enl/¥- 0,5 *

() » T enI/¥e B} °



Aot

1/3 & 1/5 dans nos derniéres expéfiences,l& ol nous,gvons associés
1'action du terpinéol comme agent de pénétration et Q'un émlsifiant..

I1 est & remarquer que malgré nos efforts nous n'avons pas pu
descendre plus bas bien que ce rapport soit un des meilleurs obtenus
jusqu'ici.

On peut de demender pourquol ? Deux raisong sont possibles. Ou
bien une partie importante de l'insuline est détruite, ou bien le &y
-pe méme d'administration ne permet pas de meilleur résultat & cause
du passage dans la veine porte vers le foie.,

La premidre hypothése parait la plus wmincee & csause de la rapidié
té avec laguelle llaction hypoglycémiante apparait, Celle-ci est
pmaximumentre 20 et 30 minutes, ce qui signifie que l'hormone passe
trés répidement & trevers la membrane intestinsle,

D'gutre part, si l'on en croit les travaux de

" 1l'insuline serait détruite assez lentement dans 1l'intestin, Par
conséguent cette destruction serait seulement marquée quand le sé-
Jour y est prolongé coume c'est le cas avec les premiers véhicules
quand nous avons essayés

La deuxiéme hypothése parait €tre plus sérieuse,., L'insuline
passant de l'intestin dans la circulation portale arrive au foie
puis seulement aprés avoir franchi cette nouvelle barriére dans la
circulation genérale. Elle a, au cours de ce long trajet beaucoup
de chance d'y €tre en partie détruite.

Une démonstration partielle & cette idée est fournie par la
différence importante d'actipn entre l'injection sous-cutande et 1'in
Jeetion intre veineuse gue ce soit avee lvinsuline pure ou avec
1'1nsuline-21nc~protau1ne celle=-ci étant pourtant & action retar-
dée (Fig,N°I5 et Fig, N°16).

L'action par voie intraveineuue est trés repide mais beaucoup
plus fugace, l'lnsullne y est détruite, soit neutralisée ou éliminée
plus rapidement, m@me quand elle est engagée sous forme d'un comple=
xe pourtunt utaole au pH du sang, N

meme

Quoiqu’il en soif, 11 n'est pas étonnant que, Introduite rapi-
dement & travers la muqueuse integstinale dans la velne porte puils
franchissant la barritre hépatique pour repasser dens la circulation
générale, elle y subisse une perte dtactivité importante,
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Collection Mr. et Mrs. Averel]l Harriman, New York

38X 46 cm

Le théme de ce petit tableau, qui appartint un moment 2 Renoir,
a €té pris chez les Vénitiens, peut-étre par le truchement d’un éléve
de Poussin; cependant, il est congu dans une autre humeur. Les
bacchanales de la Renaissance combinent les scénes amoureuses, les
plaisirs du vin et la danse, ce sont des images de gaieté et de joyeux
délassements. Le tableau de Cézanne représente un combat, la violence
de ’amour et méme le viol. Ce ne sont pas les idylliques nus paiens
de la mythologie grecque mais une fantaisie moderne, semblable 2
son solennel Déjeuner sur I’herbe. Le nombre des personnages accroit
la violence, il la rend aussi plus naturelle ; c’est ’acte de tous les
hommes, ce n’est pas l'attentat d’un seul individu.

Cette composition est plus simple et plus claire que celle des
bacchanales du Titien ou de Poussin; les quatre groupes de nus sont
distincts et isolés les uns des autres, mais ils s’apparentent en formant
une danse ininterrompue de lignes richement incurvées. Les corps en
lutte réapparaissent dans les nuages en mouvement, dans les arbres
agités, diffusant ainsi dans toute la nature leur passion et leur énergie.
Le tourbillon des formes a une animation baroque. Tout bouge : les
personnages, les arbres, les nuages, le sol, le chien. Clest la furie et
Iivresse du désir.

Un passage d’une lettre de Cézanne a Zola, écrite en 1878, patlant
du nouveau livte de son ami : e Page &’ amour, et remarquant sa supé-
riorité sur son précédent ouvrage, /' Assommoir, s’applique parfaitement
a ce tableau : «... les licux par leur peinture sont imprégnés de la passion
qui agite les personnages, et, par 13, font plus corps ensemble avec les
acteurs, et sont moins désintéressés dans le tout. Ils semblent s’animer
pour ainsi dire et participer aux souffrances des étres vivants ».

A ce stade de son art, le sujet représente pour Cézanne non pas
son théme essentiel, mais une idée 4 part qu’il peut néanmoins matéria-
liser avec une remarquable facilité, comme s’il s’agissait d’un sujet
familier. Rarement le jeu du pinceau est aussi st et aussi fluide. Les
deux arbres 2 gauche sont une trouvaille fascinante; silhouettes
fourchues opposées — métaphore des personnages debout et renversés —
telides par une branche. Cette peinture d’imagination montre la force
d’inspiration de la composition chez Cézanne, sa capacité de trouver
des formes expressives quand la nature n’est pas devant lui pour le
stimuler et le guider. Ses sensations puissantes sont aussi une source ;
le mouvement vital dans ces corps, comme I’élaboration du paysage,
vient du plus profond de lui-méme. Mais, si ’on compare cette toile avec
une version antérieure, toute proche dans le temps, on voit ce que
Peeuvre de Cézanne doit 4 sa propre critique. Beaucoup d’éléments
ont été modifiés, un trés grand pas a été fait vers la forme finale; pourtant
celle-ci semble parfaitement spontanée et libre.








