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INTRODUCTION

L’insuline est la principale hormone hypoglycémiante sécrétée chez ’'Homme ; dans
le cas ou son métabolisme est perturbé cela déclenche une pathologie appelée « diabéte ».
Il en existe deux types principaux, touchant actuellement environ 385 millions de personnes
dans le monde et dont les origines sont différentes. Le diabéte de type | représente 5 a 10%
des patients diabétiques, il est di a un déficit de sécrétion de linsuline par le pancréas
d’origine immune et génétique. Le diabéte de type Il représente lui 90% des patients et
résulte d’une utilisation inappropriée de linsuline par l'organisme. Une des principales
causes s’avére étre une mauvaise hygiéne alimentaire amenant trés souvent au

développement de I'obésité.

Cette pathologie est connue depuis de nombreuses années, et compte-tenu de sa
prévalence croissante a travers le monde, les scientifiques n’‘ont cessé de travailler sur
différents traitements pour tenter de la réduire. Le but actuel des recherches est de proposer
une insuline dont le profil d’action est aussi proche que possible de l'insuline issue du cycle

sécrétoire physiologique.

Ainsi dans une premiére partie, nous verrons I'évolution des traitements insuliniques
proposés aux patients au cours du siécle dernier. Puis, dans un deuxiéme temps nous
aborderons I'aspect industriel et les paramétres critiques qu’il est nécessaire de maitriser au
cours du procédé de fabrication. Enfin, nous terminerons par les perspectives d’évolution du
traitement du diabéte, aussi bien en termes de molécules analogues de l'insuline, que de

voies d’administration, ou encore d’alternatives a l'insuline.



1. L’insuline dans le traitement du diabéte : historique et mode d’action

a- Le diabeéete

Méme si la molécule d’insuline n’a été caractérisée que tardivement, son déficit est a
I'origine d’'une maladie, le diabéte, qui elle a été identifiée beaucoup plus t6t.
Bien avant que cette pathologie ne porte le nom de diabéte, les symptébmes avaient été
décrits sans qu’on n’en connaisse la cause.
Ainsi le prouvent, des ouvrages de médecine chinoise datant de 4000 ans avant J.C. qui
mentionnent I'existence de cette maladie ou encore, en Egypte un papyrus, daté de 3000
ans a 1500 ans avant J.C. et nommé « Papyrus Ebers », donne la premiére description
écrite des symptdmes du diabéte sucré. Il mentionne notamment le besoin irrépressible de
boire et des urines abondantes (1). A la méme époque, deux médecins Indiens Sugruta et
Charaka décrivent que l'urine de ces malades attire les fourmis et se servent de cette

découverte comme méthode de diagnostic de la maladie (2).

Figure 1 : Papyrus Ebers (3)

Un peu plus tard, pendant I'Antiquité, on sait que le diabéte était connu des Grecs et
des Egyptiens.
C’est un médecin grec, Arétée de Cappadoce (1% ou 2°™ siécle aprés J.C.) qui lui donne le
nom de « diabétés » qui signifie « je passe a travers » en grec et qui se rapporte au fait de
boire et d'uriner beaucoup. D’aprés lui l'origine se trouve dans I'estomac tandis que pour

Galien (129-216 aprés J.C) il s’agissait d’'une maladie des reins. Le diabéte qui vient d’'une



concentration trop élevée de glucose dans le sang, fut longtemps considéré comme une

maladie des reins ou du foie (1).

On le retrouve ainsi mentionné par exemple dans une ceuvre de Galien, pére de la
pharmacie et médecin grec qui exercait a Rome, sous la forme : « Les reins et la vessie ne

cessent d’émettre des urines. Il ne peut s’empécher de boire et d’uriner ».

En 1674, il est mis en évidence que l'urine des patients diabétiques a un godt sucré
et laisse un résidu a I'évaporation. Thomas Willis (1621-1675) va alors donner le nom latin

de « diabetes mellitus » au diabéte sucré et qui signifie « qui a un goat de miel » (2).

C’est en 1776 que le sucre est isolé dans les urines, par le chimiste Dolson. Une
réaction avec la liqueur de Fehling permet alors de mesurer la glycosurie (présence de
glucose dans les urines). Cette expérience lui a aussi permis de montrer que ce n’était pas

seulement I'urine des diabétiques qui contenait du sucre mais aussi leur sérum sanguin.

John Rollo (1750-1809), un médecin écossais du XVllleme siécle, propose a des
patients de faire un régime alimentaire particulier parce qu'il a remarqué que la quantité de
glucose présente dans les urines dépendait de leur alimentation. Il demande alors aux
patients de tenir un carnet de surveillance des aliments pour permettre un suivi de la

maladie. C’est une pratique encore utilisée de nos jours.

Claude Bernard (1813-1878), médecin et physiologiste frangais, montre en 1855 que
la glycémie reste quasiment constante quelle que soit I'alimentation. || met aussi en évidence
le réle du foie dans le stockage du glucose sous la forme de glycogéne (une molécule
stockée et transformable en glucose selon les besoins de I'organisme). Selon lui, le diabéte

est « un trouble général de la nutrition » dont la glycosurie n’est qu’'un symptéme.

Figure 2 : Portrait de Claude Bernard (4)




Paul Langerhans (1847-1888) un anatomo-pathologiste et biologiste allemand
découvre en 1869 que le pancréas contient, a cb6té des cellules sécrétant le suc
pancréatique, d’autres cellules, regroupées en ilots. Ces cellules seront alors baptisées, en
1893 « ilots de Langerhans » par Edouard Laguesse (1861-1927).

Figure 3 : Portrait de Paul Langerhans (5)

Cette découverte a permis de montrer qu’il existait deux types de cellules au sein du
pancréas : une premiére population qui permet la sécrétion du suc pancréatique et qui
contient diverses enzymes digestives et une seconde regroupée en ilots et dont la fonction

restait inconnue.

Le lien réel entre le pancréas et le diabéte sucré n’est établi qu’en 1889 lorsque les
médecins allemands Oskar Minkowski (1858-1931) et Josef Von Mering (1849-1908)
montrent expérimentalement que l'ablation du pancréas chez un chien déclenche cette

maladie.

Le diabéte est une pathologie chronique qui se caractérise par une hyperglycémie,
c’est-a-dire un excés de sucre dans le sang, dont le taux a jeun est égal ou supérieur a 1,26
g/L (7 mmol/L) de sang.

Pour diagnostiquer un diabéte, une prise de sang réalisée a jeun (depuis au moins huit
heures) est nécessaire. Il s’agit de mesurer la glycémie. On pourra poser un diagnostic si
cette glycémie a jeun est égale ou supérieure a 1,26 g/L est constatée lors de deux mesures

successives.

Il existe deux principaux types de diabéte (6).
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Le diabéte de type 1 :

Le diabéte de type 1 est d0 a une sécrétion insuffisante, voire absente, de I'insuline
par le pancréas. Il se développe principalement chez le sujet jeune (pendant I'enfance ou

'adolescence dans un cas sur deux) et c’est le moins fréquent des deux types de diabéte.

La sécrétion insuffisante d’insuline par le pancréas est due a la destruction
progressive des cellules béta du pancréas, a l'origine de la production de cette hormone, ou

des ilots de Langerhans eux-mémes, dans lesquels ces cellules sont concentrées.

La cause de cette perte de production est une réaction anormale du systéme
immunitaire a 'encontre des cellules béta, ce qui va engendrer leur destruction et donc la

diminution progressive de la sécrétion d’insuline jusqu’a son arrét total.

Cette réaction, liée a une prédisposition génétique, pourrait aussi étre déclenchée par

des événements extérieurs comme des infections virales.

Ainsi, le risque de survenue d'un diabéte de type 1 est plus important lorsqu'un parent

proche, comme le pére ou la mére, présente déja un diabete de type 1.

Les symptdmes du diabéte de type 1 n’apparaissent que tardivement quand plus de
80% des cellules ont été détruites et sont identiques quel que soit I'age (7). lls surviennent
en général brutalement, en quelques jours ou semaines. On peut noter une polydipsie (soif
intense), une pollakiurie (envie fréquente d'uriner), qui sont les deux premiers symptomes
historiquement associés a cette pathologie, une hyperphagie (appétit augmenté) mais qui
s'associe a un amaigrissement, on retrouve aussi parfois une haleine qui sent l'acétone, des
maux de ventre et des vomissements et trés souvent de la fatigue. Dans les cas extrémes,
on peut arriver jusqu’a un coma dit acéto-cétosique lorsqu’une trop grande concentration de

corps cétoniques est présente dans le sang.

Les corps cétoniques sont a I'origine de I'insulino-sécrétion. Une absence de réponse
induit ainsi une augmentation de leur sécrétion et donc de leur concentration. Eux-mémes
sont originaires du tissu adipeux et produits par lipolyse, ce qui explique I'amaigrissement

des personnes diabétiques (8).

Selon I'INVS (I'Institut National de Veille Sanitaire), la fréquence du diabéte de type 1
chez l'enfant et I'adolescent était de 13,5 pour 100 000 personnes en France en 2004. Elle

est en augmentation réguliere depuis 20 ans (+ 3,7 % par an) (7).
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Le diabéte de type 2 :

Le diabéte de type 2 est lui di a une mauvaise utilisation de l'insuline par les cellules
de l'organisme, que I'on appelle phénoméne d’insulinorésistance, puis a un épuisement des
cellules sécrétrices amenant a une insulinodéficience. |l s’agit du diabéte le plus
fréquent puisqu’il représente 90 % des diabétiques. Le diabéte de type 2 évolue
progressivement sur plusieurs années, de maniére insidieuse puisque les symptdbmes ne

sont pas toujours visibles et se caractérisent par deux phases.

On assiste tout d’abord a une résistance des cellules de I'organisme a linsuline.
Cette résistance se développe avec I'age et est physiologique. Cependant, elle va étre
aggraveée par un exces de tissus adipeux en cas de surpoids et surtout d’obésité. On appelle

ce stade la « phase d’insulinorésistance ».

L’'organisme va alors tenter de s’adapter en augmentant dans un premier temps la
production d’insuline par le pancréas. Cest ce que l'on appelle I'hyperinsulinisme.
Effectivement, plus on augmente la concentration d’insuline circulante plus la probabilité

d’action de la molécule est importante.

Aprés plusieurs années d’hyperinsulinisme (une a deux décennies), le pancréas
s’épuise et n'arrive plus a sécréter suffisamment d’insuline pour réguler le taux de glycémie

dans le sang. On en arrive a la « phase d’insulinodéficience ».

Le plus souvent, le diabéte de type 2 demeure asymptomatique et évolue en silence
jusqu’au jour ou il est découvert a I'occasion d’une prise de sang. A ce moment-la, un
traitement va pouvoir étre mis en place dans le but de diminuer la glycémie et de prévenir les
complications. Des examens cliniques réguliers vont alors devenir nécessaires. Les signaux
d'alerte peuvent étre les mémes que ceux du diabéte de type 1 mais ils sont généralement

plus rares et moins intenses.

Cependant, il existe parfois quelques signes qui peuvent alerter comme une asthénie
chronique, une polydipsie, une hyperphagie, une pollakiurie, des démangeaisons notamment
au niveau des organes génitaux, une cicatrisation lente des plaies, une sécheresse des yeux

ou encore une plus grande sensibilité aux infections.

Des examens de différents types vont étre réalisés :

e Examens cliniques :
- Le poids
- Le calcul de I'indice de masse corporelle (IMC)
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La mesure de la tension artérielle
L’examen des vaisseaux sanguins

L’examen neurologique

o Examens biologiques :

Le dosage de 'hémoglobine glyquée (reflet du taux de glycémie dans le sang
au cours des mois précédents)
Le taux de cholestérol sanguin

Exploration de la fonction rénale.

o Des examens complémentaires :

Un électrocardiogramme

Un examen ophtalmologique : le fond d’ceil.

Les principales complications du diabéte de type 2 qui sont aussi liées a I'obésité

(athérosclérose, hypertriglycéridémie, hypercholestérolémie) et a des pathologies sous-

jacentes sont :

Les macroangiopathies (9) :

Accident vasculaire cérébral par atteinte des arteres cérébrales

Formation d’'un caillot au niveau des artéres coronaires pouvant entrainer un
angor ou encore un infarctus du myocarde

Artérite au niveau des membres inférieurs pouvant induire une gangréne et

donc une amputation (notamment au niveau des pieds)

Les microangiopathies (7) :

La rétinopathie pouvant engendrer une cécité (le diabéte est la premiére
cause de cécité en France) par atteinte des capillaires sanguins de la rétine
La néphropathie : insuffisance rénale par atteinte des vaisseaux irrigants les
glomérules du rein, ce qui va diminuer progressivement la capacité du rein a
filtrer (peut devenir terminale et nécessiter des dialyses)

La neuropathie : la forme la plus fréquente étant la polyneuropathie distale et
symétrique (atteinte des nerfs des membres inférieurs notamment les pieds) a

l'origine de troubles sensitifs

Un suivi médical est alors indispensable pour prévenir ces pathologies graves qui

peuvent étre mortelles.
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Le diabéete de type 2 touche 4 % de la population frangaise, soit environ 2,5 millions
de personnes. C’est un chiffre qui va en augmentant chaque année.
Ce diabéte qui se manifestait généralement aprés I'age de 40 ans commence a apparaitre
chez des adolescents et de jeunes adultes dans le cas de populations obéses. On parle
d’'une véritable épidémie de diabéte de type 2. D'aprés les prévisions de 'OMS, le nombre
de diabétiques de type 2 devrait passer de 135 a 300 millions dans le monde entre 1995 et
2025. C’est une maladie chronique en pleine expansion. Ainsi, entre 1999 et 2016, le
nombre de personnes traitées pour un diabéte dans notre pays augmenterait de 44 %. Pour
14% des cas cette augmentation devrait étre due a la croissance de la population, 48 % a
son vieillissement, qui est inévitable et pour les 38 % restants, a 'augmentation de I'obésité,

qui elle, pourrait étre mieux contrélée (10).

Autres types de diabétes :

Il existe aussi des formes plus rares de diabéte comme le diabéte gestationnel
(diabéte temporaire qui survient chez certaines femmes enceintes) ou le diabéte MODY
(Maturity Onset Diabetes Of the Young), un diabéte lié a la mutation d'un géne (représente

entre 2 a 5% des diabétes non insulino-dépendants).

Facteurs de risque :

Il existe de nombreux facteurs de risque pour le développement d’'un diabéte. On
peut ainsi citer les mauvaises habitudes de vie, mais aussi des pathologies sous-jacentes

qui vont favoriser son développement.

Les facteurs de risque les plus importants sont :

- Antécédents familiaux de diabéte
- Surpoids/obésité

- Hypercholestérolémie

- Hypertension artérielle

- Tabagisme/alcoolisme

- Sédentarité

- Bébé pesant plus de 4 kg a la naissance, etc.

Le surpoids entraine un épuisement du pancréas. En effet, celui-ci doit fournir
beaucoup plus d’insuline pour réguler la glycémie, que chez un malade dont la masse

corporelle est normale.
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Le premier traitement du diabéte c’est la prévention :

Le diabéte de type 1 étant d’origine génétique, il n’est pas possible de le prévenir. A
linverse, le diabéte de type 2 qui est majoritairement favorisé par le surpoids dépend
beaucoup de l'hygiéne de vie du malade et pourrait dans de nombreuses situations étre
évité. Ainsi, garder un poids correct en alliant une alimentation équilibrée a une activité
physique réguliére semblerait étre la meilleure des préventions. Le surpoids multipliant par
10 le risque de développer un diabéte, des études ont montré que toute perte de poids

méme modérée avait un effet bénéfique pour prévenir la maladie (11).

Les traitements du diabéte de type 1 :

Le diabéte de type 1 résulte d’'un déficit de sécrétion d’insuline par le pancréas. Le
traitement repose donc sur des injections sous-cutanées d’insuline, pluriquotidiennes, pour

compenser ce défaut de production endogéne.

C’est un traitement lourd qui demande de la rigueur dans son suivi, c’est pourquoi il
nécessite une éducation thérapeutique pour le patient. Ce dernier doit apprendre a mesurer
son taux de glycémie afin d’adapter les doses d’insuline a s’injecter et limiter le risque

d’hypoglycémie (6).

Les traitements du diabéte de type 2 :

Avant tout traitement pour un diabéte de type 2, la premiére chose a mettre en place
c’est des mesures hygiéno-diététiques, qui peuvent dans certains cas éviter la prise d’'un

traitement aux patients ou dans les autres cas, en optimiser I'efficacité.

Par mesures hygiéno-diététiques on entend sur le plan alimentaire : une alimentation
equilibrée, une réduction de lapport calorique, une meilleure répartition des prises
alimentaires ainsi que l'augmentation de la consommation de fibres, auxquelles on va
associer une activité physique réguliére et adaptée (au moins trois fois 45 min par semaine)
ainsi que l'arrét de la consommation de tabac et d’alcool. Ces mesures non exhaustives

seront accompagnées d’une surveillance de I'équilibre glycémique (12).

L’équilibre glycémique cible correspond au taux sanguin d’hémoglobine glyquée
(HbA1C) a atteindre. Il sera adapté au patient par le médecin, en fonction de son profil et
pourra évoluer au cours du temps. Cependant, pour la plupart des diabétiques de type 2,

I'objectif est un taux d’hémoglobine glyquée inférieur ou égal a 7% (13).
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Si les mesures hygiéno-diététiques ne suffisent pas ou plus pour atteindre « I'objectif

glycémique cible », le médecin, en concertation avec son patient, pourra alors prescrire un

traitement médicamenteux.

Ce type de traitement sera toujours débuté aux doses minimales afin d’en favoriser la

tolérance. La dose sera progressivement augmentée en fonction des besoins du patient

jusqu’a la dose maximale tolérée ou jusqu’a I'atteinte de I'objectif.

Les médicaments antidiabétiques :

Il existe actuellement trois groupes de médicaments antidiabétiques :

e Les médicaments de l'insulinorésistance :

Les biguanides : la Metformine qui est un médicament commercialisé en
France depuis les années 60 est maintenant le seul représentant de cette
famille. Les biguanides n’agissent pas sur la sécrétion d’insuline mais
diminuent la synthése hépatique du glucose et favorisent son absorption au
niveau du foie principalement mais aussi au niveau des muscles et des

tissus adipeux.

e Les insulinosécréteurs :

Les sulfamides hypoglycémiants : ils agissent au niveau des cellules béta du

pancréas en se liant a un récepteur spécifique, qui va stimuler la sécrétion

d’insuline. Le principal risque de ce traitement est I’hypoglycémie. On peut

citer par exemple le Gliclazide ou encore le Glibenclamide.

Les glinides : ils agissent comme les sulfamides hypoglycémiants mais avec

une durée d’action plus courte. Exemple du Repaglinide.

Les incrétino-mimétiques : les incrétines sont des substances qui sont

libérées au cours des repas et qui déclenchent la sécrétion d’insuline.

= Les analogues des GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1) : la GLP-1 est

une incrétine libérée par le tube digestif au cours du repas et qui
stimule la sécrétion d’insuline tout en inhibant la sécrétion de
glucagon. Cette hormone va aussi ralentir la vidange gastrique et
favoriser le sentiment de satiété. Cette famille de médicaments
composée notamment de I'Exenatide et du Liraglutide s’administre
par voie sous-cutanée. Leur structure est modifiée pour leur permettre
d’agir plus longtemps et de les rendre insensibles a I'action des DPP4

(Dipeptidyl Peptidase-4) qui est 'enzyme dégradant naturellement le
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GLP-1. Le Dulaglutide, actuellement développé par Lilly, ne nécessite
par exemple qu’une administration hebdomadaire.

= Les gliptines ou inhibiteurs des DPP-4 : ils vont inhiber cette enzyme
a l'origine de la dégradation des incrétines et augmentent donc
'action du GLP-1 endogéne. Les molécules que I'on peut citer et qui
sont sous forme de comprimés sont le Sitagliptine ou encore le

Saxagliptine (14).

e Les inhibiteurs des alpha-glucosidases :

Aprés absorption, les glucides sont dégradés par les amylases salivaires et
pancréatiques en dissacharides puis par les alpha-glucosidases en
monosaccharides. Seuls ces derniers peuvent franchir la barriére intestinale pour
ensuite former du glucose sanguin. En inhibant cette derniere phase, les
dissacharides vont rester dans lintestin et seront éliminés dans les selles. Ce
traitement doit étre pris au tout début du repas. On trouve ici 'Acarbose ou encore le
Miglitol (15).

Monothérapie

En premiere intention, la Haute Autorité de Santé (HAS) recommande de prescrire la
Metformine seule. Si ce traitement ne permet plus d’atteindre 'objectif glycémique cible, une
bithérapie puis éventuellement une trithérapie pourra alors étre envisagée, mais toujours sur
la base d’'une association avec de la metformine ou des sulfamides hypoglycémiants.
L’insuline ne sera elle utilisée que lorsque les traitements oraux et non insuliniques ne

permettent pas d’atteindre I'objectif glycémique.

Du fait d’'une moindre efficacité, d’'un manque de recul sur leur sécurité a moyen et
long terme et/ou d’un codt supérieur, les autres traitements ne sont pas recommandés en

premiére intention.

En cas dintolérance ou de contre-indication a la metformine, il est cependant
possible de prescrire un sulfamide hypoglycémiant tout en surveillant la prise de poids et la

survenue possible d’hypoglycémies (16).
Bithérapie

Si l'objectif glycémique n’est pas atteint malgré une monothérapie par metformine,

I'association metformine + sulfamide hypoglycémiant va alors étre mise en place.
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En cas d’intolérance ou de contre-indication aux sulfamides hypoglycémiants, d’autres

schémas thérapeutiques peuvent aussi étre proposés (9) comme :

e association Metformine + glinide

e association Metformine + inhibiteurs des alphaglucosidases
e association Metformine + inhibiteurs de la DPP-4

e association Metformine + analogues du GLP-1

e association Metformine + insuline

Trithérapie

Si I'objectif glycémique n’est toujours pas atteint malgré une bithérapie par metformine +
sulfamide hypoglycémiant ou si I'écart par rapport a l'objectif est trop important (> 1%

d’HbA1c) les associations suivantes pourront étre mises en place :

e association Metformine + sulfamide hypoglycémiant + inhibiteurs des alpha-
glucosidases

e association Metformine + sulfamide hypoglycémiant + inhibiteurs de la DPP-4

e association Metformine + sulfamide hypoglycémiant +analogues du GLP-1

e association Metformine + sulfamide hypoglycémiant + insuline

Insulinothérapie

L'instauration d’une insulinothérapie est réalisée lorsque le traitement par
antidiabétique ne suffit plus et doit se faire d’'un commun accord entre le patient et le
médecin. En effet, il est important que le malade prenne conscience de sa pathologie et de
'importance de son traitement pour étre le plus rigoureux possible dans son suivi.

Dans le cas d’'une insulinothérapie, la Metformine sera poursuivie ainsi que le sulfamide
hypoglycémiant ou le glinide. Les autres molécules seront arrétées. Dans la plupart des cas

la quadrithérapie ne se justifie pas (13).

b- L’insuline

En paralléle des études menées par des médecins européens pour caractériser la
maladie du diabéete, on assiste a une avancée majeure au Canada entre 1920 et 1923. |

s’agit de la mise en place du premier traitement par insuline.
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En 1920 un chirurgien canadien de 29 ans, Frederick Grant Banting (1891-1941),
travaille sur I'’hypothése que le pancréas posséde deux fonctions distinctes. La premiére déja
bien connue est la fonction exocrine, c’est-a-dire la production d’enzymes agissant au niveau
du tube digestif sur la digestion. La seconde est une fonction endocrine, ce qui signifie la
sécrétion d’'une hormone dans le sang. Cette hormone qui proviendrait de la partie du
pancréas encore mal connue a I'époque, les ilots de Langerhans, serait capable de reguler

la glycémie sanguine.

Figure 4 : Portrait de Frederick Grant Banting (17)

Figure 5 : Portrait de Charles Best (18)

Figure 6 : Portrait de John James Rickard Macleod (19)

Afin de démontrer sa théorie, il va tenter d’extraire et de purifier ’lhormone dans le but
de l'utiliser pour traiter le diabéte. Pour cela il va se procurer, a 'aide de son mentor le Dr
John James Rickard Macleod (1876-1935), un professeur renommé de physiologie a
l'université de Toronto, un petit laboratoire ainsi que 10 chiens pour les expériences. Il va
alors étre assisté de Charles Best (1899-1978) un jeune étudiant en médecine de 22 ans,

diplobmé de physiologie et de biochimie.
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En 1921 ils testent les premiers extraits pancréatiques hypoglycémiants obtenus et
jusqu’alors nommés « soletine », sur des chiens rendus diabétiques par pancréatectomie.
Cependant, les résultats n’étaient pas brillants étant donné le taux important d'impuretés
présentes dans cette substance dont la couleur était brune. Le biochimiste James Bertram
Collip (1892-1965) rejoint alors I'équipe car il faut isoler une grande quantité d’'insuline, mais
avec moins d’impuretés. Il va ainsi produire la premiére insuline raffinée pouvant étre

injectée a 'lhomme.

Le médecin roumain Nicolas Paulesco, a isolé en méme temps ce principe actif,
d’origine pancréatique, capable de baisser la glycémie du chien dépancréaté. Mais il ne fera

pas d’essai chez I’'homme en raison des effets secondaires.

Tous ces résultats sont présentés a la Société Américaine de Physiologie en
décembre 1921 ou le professeur Macleod déclare : « Nous avons obtenu, a partir du
pancréas d’animal, quelque chose de mystérieux et qui, injecté a un chien diabétique,
supprime tous les symptébmes cardinaux de la maladie. Si cette substance agit chez

'homme, ce sera un grand bienfait pour la médecine. ».

Peu de temps aprés, toujours en décembre 1921, Léonard Thompson un jeune
garcon diabétique agé de 14 ans, est hospitalisé en urgence a I'Hbpital général de Toronto.
Sa glycémie avoisinait les 5 g/L, il était en acidocétose et ne pesait que 30 kg. Les médecins
ne lui donnaient que quelques semaines a vivre puisque a I'époque les diabétiques de type 1
finissaient par tomber dans un coma acidocétosique duquel ils ne se rétablissaient pas.

En 1922, il est décidé d’injecter a 'homme un extrait pancréatique provenant du veau. C’est
Léonard Thompson qui, le premier, regoit plusieurs de ces injections d’insuline. Son état va
alors s’améliorer, son poids augmenter, sa glycémie baisser jusqu’a 1,25 g/L et 'acidocétose
disparait. C’était la premiére fois qu’une injection administrée a ’homme, depuis 1906 ou le
Dr Georg Zuelzer avait administré des extraits de pancréas de lapin a des patients
diabétiques mais dont la toxicité, probablement due a la contamination bactériologique de

ces extraits, était telle qu’il dut arréter le traitement, fonctionnait.
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Figure 7 : Portrait de Léonard Thompson sauvé par ces injections
d'extraits pancréatiques (20)

Le terme « insuline », qui provient du latin « insula » qui signifie ilot, a été introduit en
1909 par le médecin De Meyer pour nommer cette substance, nouvellement découverte,
produite comme cela est supposé a I'époque, par les flots de Langerhans. Cette appellation

va par la suite étre généralisée et c’est toujours celle que I'on utilise de nos jours.

Le prix Nobel de Médecine est décerné en 1923 a Banting et Macleod pour leur
avancée majeure dans le traitement du diabéte de type 1. Mais Banting juge que Best a
aussi joué un réle important dans les travaux et décide de partager la prime avec lui,

Macleod fait de méme avec Collip.

Figure 8 : Charles Best et Frédéric Banting avec un chien utilisé dans leurs expériences pour isoler
l'insuline le 11 janvier 1922 (20)

L'université de Toronto a par la suite signé un accord avec une société
pharmaceutique ameéricaine, Eli Lilly and Co., pour l'aider a produire de linsuline en
quantités suffisantes pour des essais cliniques étant donné qu’aucune société canadienne
n’était capable de le faire. Ce partenariat fut bénéfique aux deux parties puisque Lilly est

devenue l'un des principaux fournisseurs d'insuline au fil des ans, et sans cette entreprise,
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les chercheurs de Toronto n'auraient pas pu procéder aux essais cliniques fructueux de
l'insuline, utilisée pour traiter le diabéte.

Il faut attendre 1955 pour que le biochimiste anglais Frederick Sanger (1918-2013)
décrive précisément la structure chimique de linsuline. Cette découverte lui permettra de
décrocher un prix Nobel. Les chercheurs comprennent ainsi qu’il existe des différences entre
linsuline humaine et les insulines animales jusqu’alors utilisées comme traitement”.

La qualité de linsuline produite par extraction ne cesse alors de s’améliorer au cours des
années aidé, notamment pour ce qui concerne le rendement et la normalisation des extraits,

par le laboratoire américain Eli Lilly and Company.

Faisant suite aux premiéres injections administrées a 'lhomme, de nombreux progrés
ont été faits permettant d’améliorer la qualité de linsuline qui devient trés rapidement un

médicament commercialisé.

Au début, la premiére insuline commercialisée, sous forme d’insuline « ordinaire »,
était extraite de pancréas de boeuf ou de porc, imparfaitement purifiée et sous forme d’'une

solution acide a pH 3. Le traitement nécessitait 3 a 4 injections par jour.

Le premier objectif fut donc de purifier le produit afin de sécuriser au maximum
l'injection puis les recherches, qui continuent encore de nos jours, ont eu pour but
d’augmenter l'efficacité du traitement par insuline.

Dans les années 1930, diverses préparations ont permis d'obtenir des insulines a action
prolongée afin de diminuer le nombre d’injections quotidiennes, améliorant ainsi de fagon

sensible les conditions de vie des patients.

Ainsi en 1935, Hans Christian Hagedorn (1888-1971) combine l'insuline a de la
protamine ce qui permet de prolonger le temps de résorption sous la peau. Scott et Fisher
découvrent eux l'effet retardant du zinc et en 1936 ils mettent au point une insuline a action
lente, par adjonction de zinc a de [linsuline protamine. Ce procédé qui induit une
cristallisation de l'insuline rallonge encore son temps d’action. Cette insuline est nommée
IPZ pour « Insuline Protamine Zinc ». L’insuline contenant uniquement du zinc sera mise au

point quelques années plus tard par le Danois Hallas-Moller (21).
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Figure 9 : Cristaux d'insuline (1)

En 1946, alors que l'insuline commercialisée se présentait sous la forme d’un produit
acide, des chercheurs de l'Institut Hagedorn (Danemark) mirent au point la premiére insuline
dont le pH était neutre. Il s’agit de la NPH pour « Neutral Protamine Hagedorn », une insuline

d’action intermédiaire, qui est encore largement utilisée de nos jours.

Frederick Sanger (1918-2013), un biochimiste anglais, décrit pour la premiére fois la
structure biochimique de la molécule d’insuline en 1955. L’insuline est alors la premiére
protéine dont on a pu déterminer entierement la structure chimique. Il recevra pour ce travail

un prix Nobel en 1958

Figure 10 : Portrait de Frederick Sanger (22)

Rosalyn Yalow (1921-2011) a aussi été récompensée par un prix Nobel, décerné une
nouvelle fois a des chercheurs travaillant sur linsuline, en 1977 pour son travail avec
notamment Solomon Berson (1918-1972) qui a conduit a mettre au point une méthode de
dosage radio-immunologique dans les années 1950. Cette technique permet le dosage
précis de substances présentes en infimes quantités dans un milieu liquide. Mise au point
initialement pour le dosage de l'insuline dans le plasma des diabétiques, la technique a
rapidement été étendue au dosage de multiples substances, peptidiques et non peptidiques.
Elle a notamment permis de démontrer que linsuline extraite du pancréas d’animaux
contenait des impuretés et était responsable de la formation d’anticorps dirigés contre
linsuline, a [lorigine de réaction allergiques plus ou moins locales ou encore de
lipodystrophie.

23



Figure 11 : Portrait de Rosalyn Yalow et Solomon Berson (23)

Suite a cela, il a été réalisé que la molécule d’insuline était spécifique a 'espéce. I
existait donc des différences entre l'insuline humaine et les insulines animales de porc et de
beeuf injectées.

Les laboratoires pharmaceutiques vont ainsi se lancer dans la synthése chimique de
l'insuline afin de pallier aux problémes de compatibilité rencontrés avec l'insuline animale. En
1965 la synthése chimique devient possible simultanément aux USA, en Allemagne et en
Chine.

En 1978, les laboratoires Eli Lilly réussissent pour la premiére fois le clonage du géne
humain de l'insuline. C’est une étape fondamentale dans la fabrication d’insuline par génie
geneétique.

La production industrielle d’'insuline humaine devient alors possible. Deux méthodes étaient
utilisées dans les années 1980 :

e L’hémi synthése (Novo Nordisk) : l'insuline de porc ne difféere de linsuline humaine
que par un seul acide aminé. En le modifiant par des procédés chimiques on peut
alors lui donner la structure de l'insuline humaine.

e La biosynthése (Lilly) : dans ce cas, on insére le géne humain codant pour l'insuline
dans une bactérie ou une levure et, en se multipliant, ces micro-organismes vont
produire de linsuline qui n’aura alors plus qu’a étre purifiée. La premiére insuline
produite par biosynthése a été commercialisée en 1982. Ce procédé de fabrication
qui permet de ne plus dépendre d’une source animale, fournit des quantités illimitées

d’insuline et est toujours utilisé de nos jours.

Une fois le procédé d’obtention de l'insuline maitrisé, les laboratoires ont cherché a
améliorer les techniques d’injection, en mettant au point par exemple la pompe a insuline en
1980, ou encore a faire varier le temps d’action de l'insuline administrée.

Ainsi, de nombreux travaux sont réalisés afin de modifier la composition de I'insuline, par
exemple par le changement d’'un acide aminé ou encore par adjonction de radicaux a la
molécule d’insuline, dans le but d’en modifier la vitesse et la durée d’action. Ces insulines

modifiées sont appelés des analogues de l'insuline.
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Il en existe deux types :

e Les analogues rapides (produits dés 1997): ils agissent plus rapidement que
linsuline humaine mais ils ont aussi une durée d’action plus courte. lls sont
généralement administrés avant les repas en vue d’éviter un pic hyperglycémique.
On peut par exemple citer 'THumalog® (Lispro) ou la NovoRapid® (Aspart).

e Les analogues intermédiaires ou lents (mis au point en 2003) : ils vont agir moins
rapidement mais auront une durée d’action réguliére et prolongée dans le temps, qui
peut aller jusqua 24h. On appelle couramment « basales » ces insulines qui
s’injectent 1 a 2 fois par jour afin de stabiliser la glycémie tout au long de la journée.
Parmi les intermédiaires il existe 'Umuline NPH® ou I'lnsulatard®, tandis que, pour
les lentes, on connait la Lantus® (Glargine), I'Apidra® (Glulisine) et le Levemir®

(Detemir).

Par la suite, d’autres voies d’administration ont été testées, comme la voie
pulmonaire avec l'insuline inhalée ou encore la voie orale, mais sans grand succes. Cette

partie sera développée a la fin de la thése.

En diabétologie, différents dispositifs médicaux peuvent étre utilisés pour injecter de
I'insuline. A l'origine, il était surtout utilisé un flacon et une seringue mais avec les progrés
réalisés pour améliorer la vie des patients, des systémes moins contraignants ont été mis en
place. De nos jours, on trouve ainsi majoritairement des stylos, contenant des cartouches

pré-remplis d’insuline et pouvant étre jetables ou réutilisables, et des pompes a insuline.

3.1- Lapompe ainsuline

La pompe a insuline est un dispositif médical qui permet d’administrer au patient de
I'insuline en continu. Ce taux d’insuline a été déterminé par un médecin diabétologue et
correspond aux besoins du patient. C’est une insulinothérapie intensive mais qui ne

nécessite pas de multiples injections quotidiennes (24) .

La pompe, qui se présente sous la forme d’'un petit boitier, est composée d’un
microprocesseur alimenté par pile, qui permet de programmer exactement les doses
d'insuline souhaitées. On y trouve également un réservoir pour l'insuline et une sortie par
tubulure qui permet le transport de linsuline jusqu’au site d’injection via un cathéter. La
pompe posséde également des systémes d'alerte avec la vérification de la dose délivrée, un
avertissement en cas de cartouche vide ou de pile faible. Cependant, le meilleur reflet du

fonctionnement de la pompe reste le taux de glycémie.
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La pompe, qui est installée pour une durée de 4 ans, est portée sur soi en
permanence mais peut quand méme étre retirée pour de courtes périodes afin de prendre
une douche ou de permettre la baignade (25). Elle libére continuellement de linsuline rapide
mais permet également d’administrer si besoin des doses supplémentaires, sous forme de
bolus, sur commande du patient. En effet, la pompe a insuline tente dimiter le
fonctionnement du pancréas en libérant des doses d’insuline tout au long de la journée, mais
a la différence de l'organe, elle ne va pas ajuster la quantité administrée en fonction de la
glycémie du patient. L'utilisateur doit donc quand méme surveiller de prés sa glycémie et son
alimentation afin de programmer les doses au plus juste des besoins réels et éviter ainsi tout

risque d’hypoglycémie ou d’hyperglycémie.

Le site d’injection peut varier et va dépendre du choix et des spécificités du patient.
En effet, certaines zones sont plus propices que d’autres a linstallation du systéme et a
I'absorption de l'insuline administrée. Il convient de varier le site d’injection pour éviter le
risque de lipodystrophie mais en conservant la méme zone par heure d’injection afin d’éviter

les variations d’absorption liées au site.

Figure 12 : Schéma présentant
les zones d’administration
recommandées (24).

Le cathéter qui est constitué d’'une tubulure reliant le réservoir a insuline et d’'une
canule souple permettant l'injection est a changer réguliérement, généralement tous les 2-3
jours pour une question d’hygiéne et de prévention des contaminations. Ce systéme s’insére
dans le tissus sous-cutané par le biais d’'une aiguille, qui une fois le matériel en place,
s’enléve pour ne laisser que la canule souple en Polytetrafluoroethylene, un matériau bio-

compatible, en contact avec la zone d’injection.
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Il existe deux types de cathéter : le cathéter droit qui s'insére a 90° et le tangentiel qui

permet d’adapter I'angle de l'aiguille (24).

Figure 13 : Représentation d'un cathéter droit (24)

Figure 14 : Représentation d'un cathéter tangentiel (24)

On peut voir ici un exemple de pompe a insuline avec sur I'écran I'ensemble des
informations nécessaires au patient pour bien contréler sa glycémie. On retrouve ainsi le

débit de la pompe, la quantité restante dans le réservoir, 'heure et I'état des piles (26).

Figure 15 : Exemple de pompe a insuline

lllustration d’'une pompe a insuline en place au niveau de I'abdomen avec la pompe
simplement attachée a la ceinture ce qui permet un transport facile et un encombrement
faible (27).
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Figure 16 : Pompe a insuline implantée

La pompe a insuline est un dispositif médical présentant un certain nombre

d’avantages par rapport notamment aux stylos injecteurs (28) :

Une perfusion continue et réguliere d’insuline, qui mime la sécrétion
pancréatique et permettant un meilleur contrbéle glycémique en limitant les
variations glycémiques.

Elle permet une plus grande souplesse concernant les horaires et une
meilleure flexibilité du mode de vie.

Elle offre une meilleure qualité de vie en limitant les injections et en
permettant de ne pas penser en continu au traitement.

Elle ne nécessite qu’un seul site d’injection pour 3 jours.

L’absorption d’insuline est plus réguliére et s’applique aussi la nuit ce qui
permet la correction du phénoméne de I'aube (processus naturel qui au petit
matin lors de la sécrétion de différentes hormones provoquant une

augmentation de la glycémie pouvant induire une glycémie élevée au réveil).

Ce dispositif médical présente cependant aussi des inconvénients, mais qui peuvent

étre réduits en prenant son traitement au sérieux (25). On peut citer le risque d’infection si la

canule n’est pas changée a la fréquence recommandée ou dans de bonnes conditions (par

exemple utilisation d’'une mauvaise technique ou absence de désinfection de la peau), ou

encore une interruption inattendue de la sécrétion d’insuline. Un pli au niveau de la tubulure,

une cartouche d’insuline vide non remplacée ou une pile usagée peuvent interrompre

brutalement I'administration du traitement et induire rapidement une hyperglycémie voire

méme une acidocétose diabétique si le patient met trop de temps avant de s’en rendre

compte. Pour éviter ces problémes mécaniques il existe des alarmes au niveau des pompes

qui permettent de détecter toute variation anormale du débit.
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3.2- Le stylo-injecteur

Le stylo-injecteur, d’apparence semblable a un gros stylo, est un moyen simple
d’administration sous-cutanée de linsuline qui est de plus en plus utilisé. Contenant une
cartouche d’insuline, il permet trés simplement d’ajuster la dose et de se 'auto-administrer a

I'aide d’'une aiguille (29).

Figure 17 : Exemple de stylo-injecteur au design discret (modéle HumaPen Luxura HD de Lilly) (30)

Il existe deux types de stylos-injecteurs :
- Les stylos rechargeables et donc réutilisables, qui sont destinés a recevoir
des cartouches pré-remplies d’insuline. Ce sont des dispositifs médicaux.
- Les stylos jetables, a usage unique sont pré-remplis et la cartouche ne peut
pas étre changée. Ce sont, a la différence des précédents, des médicaments

disposant d’une autorisation de mise sur le marché.

L’administration nécessite des aiguilles, vendues séparément, et qui devront étre
changées a chaque utilisation. Il en existe de différents diamétres (0,25 a 0,36 mm) et de
différentes longueurs (5 a 12 mm) afin de s’adapter aux besoins et aux spécificités de
chaque patient. Avec le temps, la longueur et le diamétre ont considérablement diminué,

améliorant ainsi le confort du patient (31).

\ apochon Piéces du stylo
Copuchan exteme ﬂ

de I'i
aiguile = <5 Capuchon inferne de I'niguille
Aiguille ~ &
oS Pattes du porte-cortouche
T
Cartouche d'insuline . _":-a:@
Tige du piston Fenéire

Corps du stylo

de dose

Bugue de dosage
Bouton d'injection

Figure 18 : Schéma des différentes piéces constituant un stylo injecteur (30)
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Une fois I'aiguille mise en place, le patient va déterminer la dose a administrer en
tournant la bague de dosage. Il pourra ensuite se piquer et appuyer sur le bouton situé a
l'extrémité du stylo. Ce bouton permet de décupler la force exercée par le patient pour faire
glisser le joint de piston le long de la cartouche et ainsi éjecter la quantité voulue d’insuline.
Le but des industriels est de rendre la force a appliquer sur le bouton la plus faible possible
pour faciliter I'injection et la rendre accessible a tous les types de patients (femmes, enfants,

personnes ageées, etc.).

En fonction du nombre d’'unités d’insuline a injecter, le médecin aura le choix entre
différentes marques et plusieurs types de stylo-injecteurs. La graduation peut varier de 2 en
2 ou de 1 en 1 ou méme par demi-unité selon les laboratoires. Il faudra donc choisir le
modéle adapté a 'usage du patient. De méme, la taille du cadran indiquant la dose, la force
requise pour effectuer l'injection ou encore le matériau dans lequel est fabriqué le stylo,

ayant un impact sur son poids, sont autant de facteurs a prendre en compte.

Le stylo présente lui aussi des avantages par rapport aux autres systémes d’injections (31) :

- |l est facile a transporter de par son poids et sa taille et s’avére trés discret
surtout au travail.

- L’injection est trés rapide, la cartouche d’insuline est déja en place préte a
étre utilisée, il suffit alors simplement de mettre laiguille en place, de
sélectionner la dose, de désinfecter la peau et d’injecter.

- Le dosage est trés précis puisqu’il est facilement possible de sélectionner la
quantité a injecter en tournant la molette ou le cadran, méme pour des

personnes chez qui la dextérité est réduite.

Cependant, si la quantité journaliére d’insuline nécessaire est trés importante, le stylo
peut s’avérer trés onéreux, surtout qu’il y a des pertes lors de 'amorgage du stylo avant
chaque injection et des résidus au fond de la cartouche. De plus, tous les types d’insulines

ne sont pas disponibles sous cette forme et il est impossible de réaliser des mélanges (31).

3.3- Laseringue et le flacon

La seringue est le troisieme grand moyen d’administration sous-cutanée de l'insuline.
C’est aussi le plus utilisé a travers le monde, ce qui est certainement d0 a son trés faible
cout.
Il en existe de différents formats avec des contenances et des calibres d’aiguilles différents.
Elles sont souvent vendues a l'unité, sont faciles a utiliser et permettent l'injection de la
plupart des insulines. Elles sont aussi indispensables pour les patients chez qui un mélange

d’insulines est nécessaire, afin de ne réaliser qu’une seule injection.
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Grace aux améliorations apportées a ce dispositif médical, les aiguilles sont devenues fines
et courtes, affutées et elles glissent bien au travers de la peau. Cela simplifie le processus
d’injection et le rend moins douloureux. De plus les seringues sont constituées de trés peu
de piéces ce qui les rend particuliérement fiables (32).

Lorsque le patient doit réaliser de multiples injections quotidiennes, un des inconvénients mis
en évidence est la génération d’un grand nombre de déchets, puisque les seringues sont a
usage unique. En effet, la quantité de seringues a détruire peut vite devenir importante
d’autant plus qu’elles suivent un processus de destruction sécurisé et colteux pour éviter

toute contamination accidentelle.

Il existe trois volumes qui permettent de s’adapter au mieux aux différents traitements (33) :
0,3 ml : 30 unités avec une aiguille de 8 mm et graduée en demi unités
- 0,5 ml: 50 unités avec une aiguille de 8 mm

- 1 ml: 100 unités avec une aiguille de 12,7 mm

Figure 19 : Exemple de seringue a insuline (34)

c. Activité endogéne de I'insuline

Situés dans la partie exocrine du pancréas, les flots de Langerhans, ou flots
pancréatiques, ne constituent que 1 a 2% de la masse totale de 'organe. Ce sont de petits
amas de cellules tunnélisés par un trés abondant réseau de capillaires sanguins dont le
diamétre est compris en 30 et 300 micrométres (35). Leur nombre trés élevé peut varier
entre 200 000 et 2 300 000 selon les individus.

Les ilots de Langerhans sont constitués de trois principaux types de cellules endocrines,
c’est-a-dire des cellules capables de synthétiser des hormones. On y trouve 20% de cellules
A (ou alpha) a l'origine du glucagon, une hormone hyperglycémiante, 70% de cellules B (ou
béta) qui vont synthétiser l'insuline et enfin 5 a 10% de cellules D (ou delta) qui vont produite
de la somatostatine, une hormone inhibitrice des fonctions endocrines et exocrines du
tractus digestif. Les autres cellules présentes dans les ilots sont en proportions trés
minoritaires. Au niveau des ilots de Langerhans, les cellules béta qui produisent I'insuline

sont situées au centre tandis que les cellules alpha a l'origine de la sécrétion de glucagon
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sont plutdt situées en périphérie. Cette localisation va varier en fonction des proportions et

de I'age.

Figure 20 : Représentation schématique des différents types de cellules au sein des ilots de
Langerhans (36)

La synthése d’insuline au sein des cellules béta implique le clivage successif de ses
deux précurseurs, les molécules de pré-pro-insuline et de pro-insuline. Le géne codant pour
la pré-pro-insuline est localisé au niveau du bras court du chromosome 11. Une fois
synthétisée cette molécule de 98 acides aminés va rapidement subir un clivage enzymatique
de 12 acides aminés pour devenir de la pro-insuline.

La pro-insuline, présente dans le réticulum endoplasmique va se replier sur elle-méme afin
de former par alignement les futures chaines A et B, entre lesquelles vont apparaitre des
ponts disulfures pour étre liées par le peptide-C (signifiant « connecting peptide »).

De nombreuses molécules de pro-insuline vont ensuite étre stockées sous forme de
granules, que l'on appelle béta-granules, au niveau de I'appareil de Golgi. Celui-ci joue un
réle important d’intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique
dans le processus d’exocytose. Les béta-granules contiennent aussi les enzymes
protéolytiques a l'origine du clivage du peptide-C amenant a la formation de béta-granules
matures contenant une quantité équimolaire d’insuline et de peptide-C. Ce peptide assure la
liaison entre les chaines A et B encore inactives, de l'insuline, facilitant sa synthése, son
pliage et son transport dans le réticulum endoplasmique des cellules. Lors de sa libération,
devenu actif, il aura des effets sur le flux sanguin micro vasculaire et la santé des tissus. Ce
peptide dont l'activité n'a été que récemment découverte, a longtemps été utilisé comme
marqueur de la sécrétion d’insuline chez les patients diabétiques.

Les béta-granules matures forment une trés grande réserve d’insuline, bien supérieure aux

besoins journaliers.
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Figure 21 : Schéma de la synthése la synthése de l'insuline (37)

Le glucose sanguin, en excés, va entrer dans la cellule béta via le transporteur
GLUT-1, entrainer I'activation de la glucokinase et ainsi 'augmentation de 'ATP (adénosine
triphosphate) intracellulaire, a I'origine de la fermeture du canal potassique ATP-dépendant.
Ceci va induire une dépolarisation de la membrane des cellules béta et l'afflux d’ions
calcium. L’insuline va alors étre libérée par exocytose, c’est-a-dire par fusion des granules

matures avec la paroi cellulaire, et passer dans la circulation générale (38).

Figure 22 : Représentation schématique d'une molécule d'insuline (39)

L’insuline humaine correspond a l'association d’'une chaine A comportant 21 acides
aminés et d’'une chaine B en portant 30, reliées par deux ponts disulfures situés sur des
cystéines en A7-B7 et A20-B19. Il existe un troisieme pont disulfure mais reliant deux

cystéines présentes sur la méme chaine, la A, en A6-A11. Cette liaison est essentielle pour
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la structure tertiaire de la protéine et pour la liaison a son récepteur. En biochimie, la
structure tertiaire ou tridimensionnelle d’'une molécule correspond au repliement dans
l'espace de sa chaine polypeptidique. Ce repliement va conférer a la protéine sa

fonctionnalité, notamment par la formation d’un site actif pour les enzymes (40).

La sécrétion d’insuline par les cellules béta du pancréas résulte d'une
augmentation, physiologique postprandiale ou pathologique, de la concentration sanguine en
glucose. Ce glucose circulant va induire la fixation de l'insuline sur ses récepteurs, qui sont
principalement situées au niveau des hépatocytes (cellules du foie), des cellules adipeuses
et des cellules musculaires. En se fixant sur son récepteur linsuline active le domaine
tyrosine kinase du récepteur a l'origine d’une cascade de réactions qui va notamment
amener a la translocation des vésicules de stockage de GLUT-4. En effet, GLUT-4 est un
transporteur de glucose qui, dans une cellule non stimulée ou quand la concentration en
insuline est faible, est stocké dans des vésicules cytoplasmiques principalement au niveau
des cellules hépatiques et musculaires. L’insuline va induire le mouvement des vésicules et
leur fusion au niveau de la membrane plasmique. La concentration de ce transporteur

insulino-dépendant dans la membrane va alors augmenter.

En I'absence d’insuline, le glucose ne peut pas rentrer
dans la cellule et le transporteur GLUT-4 est sous

forme inactive.

Figure 23 : Schéma représentant le réle du récepteur a

l'insuline (41)

Aprés liaison de linsuline sur son récepteur et fusion
des vésicules avec la membrane plasmique le glucose

va pouvoir rentrer dans la cellule par diffusion passive.

Figure 24 : Schéma présentant I'effet de la liaison de
l'insuline sur son récepteur (41)
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L’absorption du glucose dans les cellules se fait par diffusion passive, c’est-a-dire en
fonction du gradient de concentration. Elle dépend ainsi de la concentration circulante de
glucose ce qui signifie que plus le taux sanguin de glucose est important, plus il y a aura de
glucose qui va rentrer dans les cellules.

Une fois dans les cellules, le glucose est rapidement phosphorylé par des enzymes, la
glucokinase dans le foie et I'nexokinase dans les autres tissus, pour former du glucose-6-
phosphate qui va alimenter la glycolyse (utilisation du glucose comme source d’énergie) ou

va étre polymeérisé en glycogéne qui est la forme de stockage du glucose.

L’insuline va avoir un effet sur la glycogénogenése, c'est-a-dire la formation de
glycogéne, puisqu’elle va activer la glycogéne synthétase permettant sa synthése et inhiber
le glycogéne phosphorylase entrainant son utilisation. Elle aura aussi un effet sur la
néoglucogénése (formation de glucose) en stimulant la synthése protéique, ce qui va
entrainer la dégradation des acides aminés qui étaient jusque-la disponibles pour la
synthése de glucose. On assiste donc a une augmentation du stock de glycogéne
notamment au niveau du foie et a une diminution de la production de glucose au niveau des

muscles, du tissu adipeux et du foie.

Selon la localisation de ses récepteurs, l'insuline pourra induire des effets différents
sur les cellules. Ainsi, dans les muscles ou le foie, le glucose pourra étre utilisé par glycolyse
ou stocké sous forme de glycogéne, tandis que dans le tissu adipeux, il va entrainer la

formation de triglycérides dans les adipocytes.

Il existe différents transporteurs du glucose adaptés aux différentes cellules cibles.
Dans la majorité des cas, il s’agit d’'un transport passif sauf pour GLUT-2 qui permet un
transport bidirectionnel ce qui, dans un sens, nécessite donc un transport actif.
On trouve ainsi (42) :

- GLUT-1: exprimé dans divers tissus mais a un faible niveau dans le foie et
les muscles squelettiques. C'est le principal transporteur du glucose dans les
érythrocytes.

- GLUT-2: exprimé essentiellement dans le foie, les cellules pancréatiques B,
les reins et les intestins, il transporte aussi le fructose et le galactose. Il assure
le transport bidirectionnel du glucose au travers de la membrane.

- GLUT-3: exprimé quasi uniquement dans les neurones. De tous les
transporteurs du glucose, c'est celui dont I'affinité est la plus forte (Km faible).

- GLUT-4: exprimé majoritairement dans les tissus insulino-dépendants
comme les tissus adipeux et les muscles squelettiques.

- GLUT-5: exprimé essentiellement dans les entérocytes et les intestins, il

transporte spécifiquement le fructose.
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- GLUT-6 : exprimé dans le cerveau et les leucocytes, il transporte le glucose
- GLUT-9: exprimé en grande partie dans les reins, le foie et le placenta il

transporte le glucose a faible vitesse. Il transporte aussi l'urée et le fructose.

La glycémie est une variable qui est régulée par voie hormonale et dans laquelle les
hormones pancréatiques jouent un réle prépondérant : l'insuline a, en effet, une action
hypoglycémiante et le glucagon une action hyperglycémiante. Mais le pancréas n’est pas le
seul a intervenir dans la régulation de la glycémie puisque I'antéhypophyse par sécrétion de
GH et d’ACTH, le cortex surrénalien avec les glucocorticoides, la médullosurrénale avec

I'adrénaline, ou encore la thyroide avec les hormones T3 et T4 vont aussi jouer un role.

L'insuline a une demi-vie courte estimée entre 4 et 6 minutes dans la circulation
sanguine aprés sa libération permettant ainsi une régulation minutieuse du métabolisme.
Deux grands processus sont impliqués dans la baisse de la concentration sanguine
d’'insuline. Le premier est la dégradation de cette hormone, par des enzymes et le second

est une baisse de sa sécrétion par un systéme de rétrocontrble négatif.

Dans le premier cas, linsuline circulante est éliminée par le foie lors de son
passage dans la veine porte. Le rein joue un grand réle dans la clairance de la molécule au
niveau de la circulation systémique. Cette métabolisation est indispensable puisqu’un défaut
de clairance de l'insuline peut provoquer des problémes de contrdle de la glycémie chez des

personnes atteintes de maladies rénales.

D’autres dégradations peuvent survenir au sein de la granule d'insuline, avant sa
libération, mais aussi dans d'autres tissus aprés liaison sur son récepteur. Dans ce cas-la,
les complexes « insuline-récepteur a l'insuline » se retrouvent sur la membrane plasmique
de la cellule cible ou ils s’accumulent au niveau d’invaginations avant d’étre internalisés par
fusion, dans les endosomes. L’insuline sera ensuite séquestrée et dégradée par voie

enzymatique par une ou plusieurs protéases présentes dans la lumiére des endosomes.

Le second processus qui consiste en un rétrocontrole négatif du signal de I'insuline
peut venir de la déphosphorylation du récepteur lui-méme, ou avoir pour origine la
phosphorylation de résidus sérine/thréonine situés au niveau du récepteur. Le rétrocontrole
négatif déclenché par la liaison des molécules d’insuline sur leurs récepteurs a pour objectif

d’'indiquer a I'organisme qu’il n’est plus nécessaire de produire de l'insuline.
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Cette phosphorylation peut étre activée par de nombreux acteurs impliqués dans la
résistance pathologique a linsuline, comme un hyperinsulinisme, le TNFa (Tumor Necrosis
Factor a) ou les acides gras libres libérés en excés par le tissu adipeux et transformés dans
la cellule en acylCoA (Acétyl Coenzyme A). Les molécules libérées par le tissu adipeux vont
pouvoir étre a l'origine de linsulinorésistance hépatique et musculaire présente dans le
diabéte de type 2 (43).

On distingue deux principales causes d'hyperinsulinisme. La premiére est une
suractivité des cellules pancréatiques synthétisant l'insuline, pouvant étre due a un probléme
génétique, ou bien provenir d'une tumeur pancréatique. Ces pathologies sont a l'origine
d'hypoglycémies pouvant entrainer des convulsions, un coma, voire le décés. La seconde
forme est due a linsulinorésistance de certaines cellules et en particulier celles du foie.
Cette insulinorésistance induite principalement par le surpoids et le manque d'activité
physique oblige le pancréas a produire plus d'insuline pour pouvoir garder une glycémie
normale. L’insuline n’arrivant plus a se lier correctement a ses récepteurs va non seulement
induire un hyperinsulinisme mais va aussi provoquer a terme, une hyperglycémie qui peut
s'installer durablement puisque sans I'action de l'insuline le glucose ne peut plus rentrer dans

les cellules. Cela pourrait étre a I'origine d’'un diabéte de type 2.

L’hyperinsulinisme va amener a un épuisement du pancréas qui n’arrivera plus a
produire suffisamment d’insuline pour réguler la glycémie. En cas de carence, les cellules ne
recoivent plus de glucose ce qui a pour conséquence une élévation de la concentration du

glucose sanguin, jusqu’a arriver a une hyperglycémie.

Figure 25 : Schéma présentant les différences entre les ilots de Langerhans d'un pancréas sain par
rapport a celui d'un patient souffrant de diabéte de type 1 (44)
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Dans un diabéte de type 1 les cellules béta du pancréas sont endommagées par le
systéme immunitaire de l'organisme, les empéchant de produire de l'insuline, tandis que

dans le diabéte de type 2 elles sont rendues inactives par épuisement (44).

Conclusion :

Depuis le premier traitement par insuline d’'un patient diabétique dans les années 1920, de
nombreuses recherches ont permis de mieux comprendre cette pathologie et le réle du
pancréas dans la sécrétion de 'hormone déficitaire. La description de la structure chimique
de linsuline en 1955 par Frédérick Sander fut le point de départ du développement d’une
molécule biogénétique administrable par voie sous cutanée, grace a différents systémes
injecteurs. Les traitements n'ont alors cessé de s’améliorer pour s’adapter aux différents

besoins des patients diabétiques de type I, ou de type Il.

2. L’insuline synthétique : des paramétres critiques au cours d’un procédé de
fabrication complexe

La molécule d’insuline humaine, administrable dans le traitement du diabéte, n’est
pas le résultat d’'une simple réaction chimique. Sa synthése par génie génétique demande
du savoir-faire du fait de sa fragilité. Par la suite, le procédé de fabrication de I'insuline
médicament doit tenir compte de différents paramétres, pouvant dégrader la protéine tout au
long des étapes de production. Parmi les paramétres les plus importants, on trouve le pH,
les excipients, la température ou encore, la lumiére, qui sont des éléments essentiels a
contrbler et a maitriser car leur impact sur l'insuline peut amener a une dégradation plus ou
moins rapide et surtout, irréversible. Cependant, d’autres facteurs comme les solvants
organiques ou les détergents utilisés au cours du nettoyage du matériel de production, sont
aussi a prendre en compte car ils peuvent étre facilement négligés et pour autant dégrader le

produit.

a- Impacts chimiques sur I'insuline

L’insuline, de par sa nature protéique, est trés sensible aux réactions chimiques
pouvant survenir lors d’interactions avec son environnement. Ainsi, il est essentiel de
maitriser le pH et de sélectionner avec beaucoup d’attention les excipients de la solution,
dans le but de prévenir au mieux les principaux phénoménes de dégradation chimique de
linsuline. Ces différents paramétres seront traités séparément ci-dessous, bien qu’ils soient
développés simultanément dans lindustrie pharmaceutique, sous la forme d'un plan

d’expérience, afin d’en définir la meilleure combinaison.
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1.1- Le pH : définition

La définition du pH est la suivante : « Le potentiel hydrogéne, plus connu sous le nom
de "pH" permet de mesurer I'acidité ou la basicité d'une solution. Le pH de I'eau pure a 25°C,

qui est égal a 7, a été choisi comme valeur de référence d’un milieu neutre. »

Cette mesure de I'état acido-basique d’une solution contenant des ions hydrogéne
est définie par la formule pH = -log™ [H*], ou [H+] est la concentration de la solution en ions
H*.

Le terme de potentiel hydrogéne a été utilisé pour la premiére fois en 1909 par le
chimiste danois Soren Sorensen (1868-1939) alors qu’il étudiait le réle des ions au sein des

réactions enzymatiques et notamment celui trés important de I'hydrogéne.

La valeur de pH d’une solution est directement liée a sa concentration en ions
oxonium H;O" qui proviennent de la fixation d’un proton H* sur une molécule d’eau (H,O +
H* = H;0") et en ions hydroxydes HO™ qui proviennent de la perte d’'un proton H* par une
molécule d’eau (H,O = H* + HO"). Ainsi, dans I'eau, le pH varie de 0 a 14 ce qui permet de

définir trois types de milieu.
On trouve :

- Le milieu neutre (ni acide, ni basique) qui correspond a un pH de 7.

- Le milieu acide, correspondant a un liquide dont le pH est inférieur a 7, présente
une forte concentration en ions oxonium. Une solution aqueuse est considérée
comme acide quand elle contient plus d’ions H30" que I'eau pure.

- Le milieu basique possede lui inversement un pH supérieur a 7 et se caractérise
par la présence d’ions hydroxyde HO". Une solution aqueuse est considérée

basique quand elle contient plus d’ions hydroxyde que I'eau pure.

Le pH est un facteur logarithmique qui par exemple diminue d'une unité quand une solution

devient dix fois plus acide.

Mesurer le pH :

Il existe de nombreuses fagons de mesurer le pH d’'une solution aqueuse.

La plus simple et la plus connue est I'utilisation d’un appareil appelé pH-métre. Il est
composé d’'une sonde de pH constituée de deux électrodes : une standard dont le potentiel
39



est constant et connu, appelée électrode de référence et l'autre a potentiel variable, en
fonction du pH et permettant la mesure, appelée électrode de verre. Une fois I'appareil
étalonné a l'aide de deux solutions tampon (en général, I'une acide et I'autre basique, mais
le choix des solutions tampons dépendra principalement de la gamme de travail), on peut
déterminer la valeur du pH de la solution a analyser par simple corrélation. Son
fonctionnement est basé sur le rapport qui existe entre la concentration en ions oxonium et la
différence de potentiel électrochimique. Ainsi, en mesurant la différence de potentiel on peut

déterminer la concentration en ions oxonium et en déduire la valeur du pH.

Il est aussi possible d'utiliser des indicateurs colorés de pH. Ce sont des substances
qui ont la propriété de changer de couleur en fonction de I'acidité ou de la basicité du milieu
environnant. lls sont utilisés dans de nombreux domaines du fait de leur simplicité
d'utilisation. Mais ils ne permettent d’avoir qu’'une valeur approximative du pH d'ou le nom
d’'indicateurs. Le mélange de plusieurs indicateurs colorés peut permettre d’obtenir un
indicateur universel, c’est-a-dire un produit qui change graduellement de couleur en fonction
du pH. Cet indicateur universel, trés utilisé bien que peu précis, est majoritairement connu

sous la forme de papier pH.

Le pH sanquin :

Le pH sanguin est compris entre 7,37 et 7,43. Cette précision nécessite une fine
régulation qui est assurée, au sein de l'organisme, par les phosphates. En cas de
perturbation de I'équilibre acido-basique, une acidose (pH < 7,37) ou une alcalose (pH >
7,43), peuvent survenir. Le trouble primitif est d0 & une augmentation ou a une diminution de
la concentration en ions bicarbonate (HCO®) qui peuvent avoir diverses origines (45). On
peut notamment citer 'acidocétose qui est une complication aigué du diabéte. Il s’agit de
I'acidification du sang par augmentation de la concentration circulante en corps cétoniques.
Ces derniers, sont produits par dégradation des acides gras du tissu adipeux pour former du
glucose, puisqu’en cas de déficit en insuline le corps ne peut pas assimiler le glucose
sanguin. Sans traitement immédiat cette acidocétose peut amener a un coma voire un

déces.

Il est aussi possible de noter que les pH veineux et artériels sont légérement
différents. En effet, le pH veineux est Iégérement inférieur compte tenu de la concentration

en gaz carbonique plus élevee dans la circulation sanguine veineuse qu’artérielle.
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Solution tampon :

On parle de solution tampon dans le cas ou une solution posséde un pH qui ne varie
que de maniére négligeable si on I'acidifie, la basifie ou la dilue.

Grace aux solutions tampons et a leur pouvoir de régulation du pH, le corps humain
peut maintenir ses différents pH (au niveau du sang, de la salive, de I'estomac, du pancréas,

etc.) constants au cours du temps (46).

Le pH d’une solution physiologique (c’est-a-dire isotonique au sang) est de 7,41.
C’est donc a ce pH que vont s’intéresser les industries pharmaceutiques pour la formulation

et la production de produits injectables ou en contact avec les muqueuses.

Des agents tampons sont essentiels dans la formulation de linsuline. Pour ce
médicament présenté sous forme d'un produit injectable et donc se retrouvant dans la

circulation sanguine, le contrdle et la maitrise du pH sont des éléments primordiaux.

1.2- Impacts du pH sur l’'insuline

Comme la plupart des protéines, l'insuline est relativement instable en solution
aqueuse. Sa dégradation est majoritairement due a des réactions d’hydrolyses
(décomposition par I'eau) ou a des mécanismes de polymérisation (interaction de molécules
entre elles pour former des molécules de taille plus élevée). La principale réaction
hydrolytique subie par I'insuline est la désamination.

La désamination est une réaction chimique au cours de laquelle une molécule perd un
groupement amine ce qui entraine la libération d’'ammoniac (NH;), une molécule trés toxique

pour la cellule, et la formation d'un mélange d’isoaspartate et de dérivés d’aspartates (47).

Figure 26 : Réaction de désamination de I'asparagine (48)
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L'insuline se dégrade rapidement dans des solutions acides en raison d’'importantes
désaminations au niveau de I'acide aminé en position 21 sur la chaine A, qui est une
asparagine (AsnA21).

Dans les formulations neutres ou légérement alcalines la désamination a lieu la aussi
au niveau d’une asparagine, mais située cette fois-ci sur la chaine B (AsnB3) et a un taux
sensiblement plus faible. Dans ces milieux, il peut par ailleurs se produire des mécanismes
de polymérisation via une réaction de transamination (49). La polymérisation est un procédé
par lequel des petites molécules réagissent entre elles pour former des molécules de masse
moléculaire plus élevée, via des liaisons covalentes. Dans le cas d’une transamination, on
assiste au transfert d’'un groupement amine entre deux molécules. La libération de I'espace
occupé par I'amine permet en effet la liaison a d’autres chaines moléculaires et ainsi, la
formation d’un agglomérat, également appelé polymeére.

Les milieux alcalins vont eux aussi favoriser la polymérisation des molécules d’insuline.

La vitesse d’hydrolyse, en milieu neutre, de I'asparagine située en position B3 n’est
pas dépendante de la concentration en insuline de la solution. Elle varie plutét en fonction du
type de formulation de la préparation et de la température de stockage. Ainsi, le taux moyen
de cette réaction de désamination lors d’un stockage a 5°C avoisine les 2% par an, mais
peut étre augmenté en cas de formulation en milieu acide, ou de stockage a température
ambiante. Il en est de méme avec les réactions de polymérisation, qui seront beaucoup
moins rapides a pH neutre qu’en milieu basique, amenant a un taux de dégradation inférieur
a 0,5% par an lors d’un stockage a 5°C.

Par contre, si I'insuline se trouve sous forme cristalline, c’est-a-dire formant des molécules
ordonnées et stables, la capacité de transformation de I'asparagine décroit de méme que la

flexibilité de sa structure tertiaire, par rapport aux états amorphes ou solubles (47).

L’insuline recombinante, doit répondre a des critéres de pureté. Ainsi, une solution
devra contenir un pourcentage bien défini de molécules d’insuline n’ayant pas subi de
réaction de désamination associées a une quantité, Ia aussi maitrisée, de désamido-insuline.
C’est pourquoi, dans la majorité des cas, les préparations d’'insuline sont réalisées en milieu
neutre afin de diminuer la vitesse de sa dégradation par hydrolyse ou par polymérisation, qui
reste inéluctable. En effet, ces importantes réactions de désamination, entrainées par les
molécules d’eau, notamment au niveau de la chaine A, sont largement accélérées en milieu
acide, tandis que les phénoménes de polymérisation seront eux particuliérement présents a

pH basique.
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1.3- Gestion du pH

Pour maitriser le pH de la solution au cours du procédé de fabrication, il est
nécessaire d’intervenir a différents niveaux. Dés la formulation, il est courant d’ajouter un
tampon a la préparation, afin d’en stabiliser le pH. Des mesures régulieres du pH sont aussi
réalisées tout au long des étapes de la production, ainsi que sur des échantillons du lot mis
en stabilité, afin d’en vérifier I'évolution au cours du temps. De plus, en cas d’incident ou de
modification intervenant au cours du procédé de fabrication, il sera nécessaire d’évaluer
I'impact sur le pH.

Monitorer régulierement le pH de la solution d’insuline tout au long de son procédé de
fabrication est donc essentiel, afin de pouvoir I'ajuster si nécessaire, et tout particuli€rement
au cours de la phase de formulation ou I'ajout d’excipients peut amener a d’'importantes

variations de pH.

Les différents excipients ajoutés au cours de la formulation d’insuline, que ce soient
les conservateurs, les agents isotonisants, les substances tampons ou encore le zinc, vont
avoir une influence sur la stabilité chimique mais aussi physique des molécules d’insuline. Le
choix de la substance a utiliser doit étre minutieux, pour cela différentes formules sont
réalisées puis testées avant de convenir de la plus adaptée, n’ayant pas d'impact négatif sur

la matiére active.

2.1- Les solutions tampons

Comme déja mentionné plus haut, une solution tampon est une solution dont la

composition est telle que son pH varie peu. Ainsi, elle posséde la capacité de maintenir
approximativement le méme pH, malgré I'addition de petites quantités d'ions oxonium ou
hydroxyde apportées par des acides ou des bases pouvant étre forts, soit par dilution
modérée.
Il existe deux types de solutions tampons : soit I'association d’'un acide faible AH et de son
anion A, soit d’'une base faible B et de son cation BH*. Au niveau sanguin, un des moyens
de régulation du pH est le tampon physiologique composé du couple acide
carbonique/bicarbonate (H,CO3/HCO3).

Dans l'industrie pharmaceutique, différents types de tampons peuvent étre utilisés.
Certains ont un pKa plutét acide, d’autres neutres ou d’autres encore basiques, et le choix
de celui a utiliser dépend entre autre du pH de la solution a formuler. Le constante d’acidité
Ka, souvent exprimée par son logarithme pKa (avec pKa = - logiKa), est une mesure
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quantitative de la force d’un acide en solution. Elle correspond a la constante d’équilibre de

la réaction de dissociation d’un acide dans le cadre d’'une réaction acido-basique.

Ainsi, pour un milieu acide le couple acide acétique/acétate de sodium (pKa = 4,75)
pourra étre utilisé.
Le Tris (abréviation de trishydroxyméthylaminométhane), est un tampon particulierement
convoité dans le milieu des injectables, et notamment pour la fabrication des médicaments
du fait de son pKa de 8,30 a 20°C, qui permet de réguler un intervalle de pH compris entre
6,5 et 9,7. Il est donc idéal pour les formulations a pH neutre. Mais le Tris n’est pas le seul
tampon utilisable en milieu neutre puisqu’il existe aussi le tampon phosphate salin, basé sur

le couple dihydrogénophosphate / hydrogénophosphate dont le pKa est de 7,2.

Cependant, le Tris reste majoritairement utilisé car il est simple d’utilisation et peu
colteux, il est aussi appelé tampon de Good (Good’s buffer en anglais). Il présente de
meilleures propriétés physico-chimiques que le tampon phosphate avec notamment une
meilleure stabilité, une plus grande solubilité et, les molécules qui le composent aspirent
moins a se complexer. De plus, l'utilisation de tampon phosphate salin au sein d’une
formulation d’insuline améne a introduire du chlorure de sodium et du phosphate disodique,
qui font partie de sa composition, et qui pourraient alors avoir un impact sur l'isotonie du
produit fabriqué.

Le Tris posséde donc un avantage certain, ce qui explique sa trés large utilisation, mais il est
aussi doté de nombreux inconvénients, dont une forte sensibilité a la température ou a la

concentration (50).

L’utilisation de tampons au sein de solutions d’insuline neutres, n‘'ont que trés peu,
voire pas du tout, d’influence sur les réactions de désaminations pouvant survenir sur les
molécules de principe actif (51). Mais la composition du tampon peut lui avoir un effet a
d’autres niveauy, il est donc important de prendre en compte tous ces paramétres lors du

choix de la formule d’'une insuline.

Aspect industriel :

Afin de maitriser le pH de la solution, des mesures sont réalisées tout au long de la
fabrication du médicament, comme expliqué dans le paragraphe précédent (1.3 « Gestion du
pH »). De plus, le pH dépend des ratios entre les deux constituants de la solution tampon,

c’est pourquoi la maitrise des quantités est également trés importante.
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2.2- Les conservateurs

La plupart des insulines commercialisées contiennent du phénol et/ou du métacrésol,
qui sont des conservateurs. Leur réle principal est avant tout d’éviter la contamination
microbienne, mais ils auront aussi un impact sur la stabilité de la structure hexameérique,
formée par les molécules d’insuline regroupées autour d’'un noyau de zinc, en induisant
notamment la formation de liaisons supplémentaires entre les chaines. L’addition de ces
nouvelles liaisons, aux précédentes, permet de limiter les réactions chimiques conduisant a

la dégradation des protéines d’insuline, en renforgant la structure.

Les conservateurs via différents mécanismes vont étre amenés a limiter la
dégradation de l'insuline. Premiérement, ces molécules induisent la formation d’'un segment
additionnel du c6té N-terminal de la chaine B, la ou des réactions de désamination pouvaient
avoir lieu (en B3 notamment), bloquant ainsi les phénoménes d’hydrolyse a ce niveau.
Ensuite, les molécules de phénol ont la capacité de siéger dans des cavités, au sein de la
structure tridimensionnelle de linsuline, situées entre les diméres lorsque linsuline est
assemblée sous forme d’'un hexameére. Le phénol va ainsi former des liaisons de Van der
Wallls (interactions électriques de faible intensité) entre les histidines situées en position B5,
augmentant de ce fait la stabilité de la structure (52).

L’association de phénol ou de ses dérivés a une solution d’insuline permet de diminuer le
ratio isoAspartate/Aspartate, ce qui montre qu’un changement dans la structure peut réduire

les réactions d’hydrolyse a ce niveau.

L'utilisation de phénol en tant que conservateur induit aussi une baisse de la
formation de protéines de haut poids moléculaire, due aux phénomeénes de polymérisation,
plus importante que le métacrésol ou encore le méthylparabéne. Ceci s’explique par le fait
que le segment N-terminal de la chaine B de l'insuline, qui est la principale zone impliquée
dans ce type de réactions, se retrouve bloqué a l'intérieur de la structure hexamerique a
cause de la formation d’'un segment additionnel, sous forme d’une structure en hélice,

principalement induite par le phénol (51).

La combinaison de liaisons de Van der Waals, d’interactions hydrophobes et de
changements conformationnels favorisés par les conservateurs sont impliqués dans la
liaison entre les molécules. Bien qu’ayant une action positive sur les formulations d’insuline,
ce ne sont pas des agents neutres puisqu’ils sont a l'origine de réactions chimiques
impliquant la protéine d’intérét. Il est donc essentiel de bien connaitre leurs effets sur les

molécules d’insuline ainsi que leurs mécanismes d’action afin de cibler et d’aiguiller les
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réactions qu'ils induisent dans le but d’en retirer des bénéfices favorables a la stabilité de la

préparation.

Aspect industriel :

Il existe des ratios prédéfinis a prendre en compte, puisque la quantité de
conservateurs a introduire dans la formulation doit atteindre un minimum pour pouvoir passer
les tests des Pharmacopées (exemple du test « Efficacité de Ila conservation
antimicrobienne » chapitre 5.1.3 de la Pharmacopée Européenne version 8.0), mais ne doit
pas étre trop élevée du fait de leur toxicité. Bien qu’efficace, le phénol peut étre nocif a
certaines concentrations, il est donc dans la mesure du possible remplacé par du
métacrésol. Un autre paramétre a prendre en compte est la perte de produit au cours du
procédé de fabrication, tels que lors des purges, ou encore dans les tuyaux (absorption du
métacrésol par les tuyaux en silicone).

Il y a donc un compromis a trouver pour atteindre le bon équilibre en termes de quantité a

introduire.

2.3- Les substances isotonisantes

Afin de favoriser la tolérance de l'organisme aux substances injectées, il est
préférable d’administrer un produit isotonique. Ainsi, les préparations injectables doivent
avoir la méme pression osmotique que celle du sang, c'est-a-dire la méme concentration
moléculaire que lui, pour que les hématies y soient en équilibre. L’exemple type est le sérum
physiologique qui est une solution aqueuse de chlorure de sodium (NaCl) concentrée a 9 g/L
et parfaitement isotonique au sang. Ainsi, pour faciliter 'administration de médicaments, |l
convient d’injecter une substance la plus isotonique possible par rapport au sang.

Dans l'industrie pharmaceutique, les agents isotonisants ont pour réle d’ajuster I'équilibre
ionique du médicament afin de le rapprocher le plus possible de la concentration moléculaire
plasmatique. Les plus couramment utilisés sont le chlorure de sodium, le glycérol et le

glucose.

Des études ont montré que des phénoménes de désamination étaient liés a la
concentration en chlorure de sodium de la préparation d'insuline. Ainsi, ces réactions
d’hydrolyses étaient beaucoup plus importantes en présence de NaCl dont le taux est
compris entre 0,2 et 1,5% que lorsque le taux est inférieur a 0,05-0,2%.

Il est donc possible d'utiliser du chlorure de sodium comme agent isotonique dans une
préparation injectable, mais il devra étre présent en trés faible quantité. Si cela ne suffisait
pas, il est préférable de le coupler a un second isotonisant que d'en augmenter la

concentration (53).
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En ce qui concerne l'utilisation de glycérol, il a clairement été mis en avant un effet
délétere sur la stabilité chimique de linsuline en milieu neutre, lorsqu’il comprend des
impuretés et surtout des aldéhydes. Il favorise alors, non seulement les réactions de
désaminations (notamment en B3), mais aussi la formation de diméres et de polymeres. Ces
aldéhydes vont réagir avec les groupes amines de l'insuline, formant des bases de Schiff
(réaction entre un groupement azoté et une chaine carbonée), amenant a des liaisons
intermoléculaires entre les molécules d’insuline et donc a la formation d’agrégats.

L’association d’'un conservateur tel que le phénol ou le métacrésol au glycérol permet
notamment de limiter la formation de bases de Schiff en diminuant la mobilité de la partie N-
terminale de la chaine B. L'utilisation de ces derniers en tant qu’agents isotoniques favorise
les réactions de désamination et la formation de protéines de haut poids moléculaire, mais
peut étre contrebalancé par I'effet stabilisant du phénol ou du métacrésol (51).

Selon les concentrations de chaque excipient, nécessaire a la préparation, il peut étre
intéressant d’étudier différentes associations afin de sélectionner la plus adaptée.
Néanmoins l'utilisation concomitante de chlorure de sodium et de phénol semble étre la plus

efficace en termes de stabilité et de pouvoir isotonique.

Aspect industriel :

L’isotonie des substances injectables est mesurée et contrdlée par des tests

d’osmolarité et d’'osmolalité.

2.4- Lezinc

L'insuline active se compose d’'un monomeére, tandis qu’'une insuline médicament
sous forme neutre, présente majoritairement une structure hexamerique. Pour cela, deux
ions zinc sont nécessaires a la formation de chacun de ces hexaméres (51).

En effet, 'agrégation d’'insuline autour d’'un atome de zinc va ainsi générer un hexameére, qui
permet la conservation de l'insuline sous forme stable et inactive. Il s’agit aussi d’une
conformation physiologique de stockage, qui est notamment retrouvée dans les cellules béta

du pancreéas.

Un ajout de zinc, en excés, au cours de la formulation de maniére a amener a quatre
le nombre de ces ions au sein d’'un hexameére, a montré un effet stabilisant sur la structure
hexameérique sans pour autant induire de changement au niveau de la stabilité chimique
(54).
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Il semblerait que ce surplus de zinc renforce la conformation spatiale sans pour autant
impacter la flexibilité de la partie N-terminale de la chaine B, impliquée dans différentes
réactions.

A linverse, une préparation neutre d’insuline, sans ajout de zinc montre que les molécules
d’'insuline ne se regroupent plus par six sous forme d’hexamére, mais par trois ou quatre
fragments. Le manque d’association en structure hexamérique induit une augmentation de la
formation de protéines de haut poids moléculaire, ce qui joue un réle dans la stabilité de la
préparation.

Pour résumer, que ce soit pour assurer la stabilité chimique de la préparation, sa
conservation ou sa bonne tolérance par le corps lors de I'administration, les excipients jouent
un réle crucial dans une préparation d’insuline médicament.

Cependant, leur concentration devra étre minutieusement controlée pour éviter tout effet
délétere pouvant nuire au produit, tout comme leur compatibilité avec la matiére active sera
aussi un point important a vérifier afin de pouvoir assurer aux patients un médicament de

qualité.

Il existe d’autres facteurs chimiques pouvant dénaturer la molécule d’insuline, c’est-a-
dire détruire les liaisons secondaires stabilisant le peptide, pour lui conférer une structure
désordonnée. La protéine devient alors insoluble en milieu aqueux.

Il est possible de citer quelques facteurs de dégradation chimique (55).

Tout d’abord, les solvants organiques miscibles a I'eau (exemple : éthanol, acétone,

etc.). Dans ce cas, la protéine d’insuline va précipiter car elle est insoluble dans ces milieux.
Si le mélange a lieu a température ambiante, la dénaturation de l'insuline sera irréversible,
tandis que si la précipitation a lieu a une température inférieure a 0°C, elle sera réversible et

la protéine pourra alors retrouver ses propriétés biologiques, une fois le solvant éliminé.

Les sels (association par réaction d’'une base et d’un acide) vont eux aussi induire
une précipitation de la protéine d’insuline. De méme qu’avec les solvants organiques, la
précipitation sera irréversible a température ambiante, mais pourra étre réversible si elle a

été réalisée a froid (< 0°C).

Les acides forts (exemple de l'acide sulfurique ou de l'acide chlorhydrique), de par

leur pH trés faible, dénaturent complétement les protéines, de maniére irréversible, par

précipitation suite a la rupture des liaisons salines.
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Les détergents anioniques (exemple du sodium-dodécyl-sulfate (SDS)), qui sont

parfois utilisés pour nettoyer le matériel, ou les zones de fabrication de l'insuline, peuvent

induire une perturbation des liaisons ioniques de maniére irréversible.

L'urée est lui aussi un milieu dissociant, comme le SDS, mais dont I'action est
réversible aprés élimination. En contact avec linsuline il va fragiliser, voire rompre, les
liaisons hydrogénes qui sont les principales liaisons de faibles énergies responsables du

maintien de la structure de la protéine.

Et enfin, les ions de métaux lourds peuvent aussi avoir un impact négatif sur

I'insuline, mais celui-ci est encore mal connu.

Aspect industriel :

Ces éléments ne font pas partie de la formule unitaire de I'insuline. Cependant, les
alcools sont utilisés comme agents désinfectants, donc il faut éviter de contaminer l'insuline
lors des désinfections. Des réajustements multiples de pH sont également a éviter car ils
induiraient la formation de sels. Le ringcage des détergents utilisés dans le lavage du matériel

en contact avec l'insuline doit étre validé pour éviter la présence de résidus.

b- Impacts physiques sur I'insuline

L’insuline n’est pas seulement sensible a des facteurs de dégradation chimiques. La
température et la lumiére, qui sont des grandeurs physiques, sont aussi des éléments a
surveiller et a maitriser au cours du procédé de fabrication, de par leur possible impact sur la

protéine pouvant étre a l'origine d’'une dégradation rapide, importante et définitive.

Il est bien connu que l'insuline est un médicament thermosensible devant étre stocké
au réfrigérateur. Cependant, avant de se retrouver sous la forme d’'un produit prét a 'emploi
avec des conditions de conservation particuliéres, les cartouches, flacons ou stylos d’insuline
doivent étre fabriqués. Il sera donc essentiel de maitriser la température tout au long du

procédé de fabrication.

1.1- Accélération des réactions chimiques pouvant survenir

Au-dela de 30°C, beaucoup de protéines sensibles a la chaleur commencent a étre

dénaturées, du fait d’'une augmentation sensible de la cinétique des réactions. Ces réactions
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sont réversibles jusqu’a une certaine limite. La dénaturation d’'une protéine résulte d’'une
modification de sa structure, sans fragmentation de la chaine peptidique d’acides aminés. La
protéine va alors passer par des structures éphémeéres pouvant aboutir a un dépliement total
de la molécule. Cette conformation dépliée peut ensuite rapidement s’associer pour former
des agrégats non covalents.

En tant que protéine, il est reconnu que l'insuline est dégradée progressivement au cours du
temps par des réactions d'hydrolyse, ou transformée en des composants de haut poids
moléculaire, que ce soit pendant ses périodes de stockage ou durant sa période d'utilisation.
Cependant, une augmentation de la température engendre au niveau moléculaire une
agitation thermique des atomes, a l'origine d’'une rupture des interactions intermoléculaires
(comme les liaisons hydrogéne) stabilisant la structure spatiale. Cette dégradation aura alors
un impact sur les propriétés de la protéine avec une baisse de la solubilité par démasquage
des groupements hydrophobes, une perte d’activité biologique due a un repliement non actif

du site de liaison au récepteur, ou encore une augmentation de la viscosite.

Une exposition thermique de [linsuline peut aussi amener a de profondes
modifications, comme par exemple la destruction des acides aminés constituant les chaines
polypeptidiques de la molécule. Une altération des acides aminés soufrés (comme la
cystéine ou la méthionine), va amener a produire notamment du sulfure d’hydrogéne qui est
un gaz toxique. La sérine, la thréonine et la lysine sont elles aussi susceptibles d’étre
dégradées par la température. Si cette derniére est supérieure a 100°C, il peut survenir des
réactions de désamination avec libération d’ammoniac, provenant des groupements
«acétamido» de la glutamine ou de l'asparagine (56). A haute température, il est méme
possible d’assister a la transformation de la stéréochimie des acides aminés avec passage
d'un isomeére de la série L a un isomére de la série D. La quasi-totalité des acides aminés
trouvée dans les molécules du vivant étant de la série L, leur transformation en I'énantiomére

D induit une conformation biologiquement inactive.

1.2-Impact de la température sur I’activité de I'insuline

Une étude réalisée en 2009 a comparé [l'efficacité, sur la glycémie de lapins, de
l'injection d’'insulines provenant de trois laboratoires (Eli Lilly, Novo Nordisk et Biocon), aprés
un stockage a différentes températures (57).

Les résultats des expériences ont rapidement montré que les trois insulines possédaient des
comportements similaires, dans les mémes conditions de température. Cela signifie que les
résultats obtenus sont propres a l'insuline et ne sont pas dus aux différences de formulation

des insulines utilisées.
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Une premiére expérience a permis de montrer qu’il n’y avait pas de différence notable
concernant le potentiel hypoglycémiant d’insuline provenant de flacons stockés a 25°C ou
26°C par rapport a de linsuline maintenue au réfrigérateur a 5°C, pendant la méme période
de 25 jours.

Aprés 28 jours de stockage a 32°C et a 37°C, il a pu étre mesuré une diminution, comprise
entre 14 et 18%, de I'activité de l'insuline contenue dans les flacons. Ainsi, aucune baisse
significative du taux de glucose sanguin n’a été relevée chez les lapins ayant recu une
injection d’insuline, provenant de flacons stockés a 32°C et a 37°C, en comparaison, de
l'effet observé chez des animaux auxquels il a été injecté de l'insuline conservée a 5°C,

pendant la méme période 28 jours.

Cette étude a montré que le stockage d’insuline a des températures élevées (32°C et
37°C) amenait aprés trois semaines a une diminution de son activité, ce qui n’est pas le cas

pour de l'insuline stockée quatre semaines a 25°C ou a 26°C.

L’étude citée précédemment permet ainsi de comprendre la décision des laboratoires
pharmaceutiques d’autoriser le stockage a température ambiante d’un flacon, d’un stylo ou
d'une cartouche d'insuline, entamés, pendant une période de 28 jours. Néanmoins le
stockage au réfrigérateur reste la méthode idéale pour entreposer de I'insuline, notamment
lorsqu’il s’agit de la conserver sur du long terme avant utilisation.

Par ailleurs, en cas d’'impossibilité de stockage a température ambiante inférieure a 25°C,
une insuline ne doit étre utilisée que pendant une période de 15 jours aprés ouverture, avant
que le processus de dégradation par la chaleur ne survienne et n’entraine une diminution
trop importante de l'activité biologique du principe actif, pouvant induire une inefficacité du

traitement.

1.3- Conseils au patient pour une bonne utilisation

Les conditions de conservation de linsuline sont donc trés importantes a respecter
puisqu’une insuline mal conservée peut étre la source d’'une glycémie mal contrdlée.
Les cartouches, les flacons, ainsi que les stylos injecteurs utilisés par le patient pour traiter
son diabéte, doivent étre entreposés au réfrigérateur (entre 2 et 8°C) jusqu’a leur premiere
utilisation, dans la limite de la date de péremption indiquée par le fabriquant. Afin d’éviter une
douleur a linjection due au froid, il conviendra de sortir l'insuline une demi-heure avant
l'injection. Une fois entamée l'insuline peut ensuite étre conservée a température ambiante
(en dessous de 25°C) ou elle restera stable pendant une période, définie a 28 jours. Il devra
ensuite étre utilisé une nouvelle cartouche, un nouveau stylo ou un nouveau flacon pour

poursuivre le traitement.
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On comprend ainsi I'importante de I'éducation des patients aux conditions de
stockage de l'insuline, qui est un produit fragile demandant une attention particuliére dés les
premiéres étapes de fabrication et jusqu’a son utilisation. Une température et un temps de

stockage adaptés sont essentiels pour assurer un maintien adéquat du contréle glycémique.

1.4- Aspect industriel

Les différentes étapes de fabrication, c’est-a-dire de la phase de formulation jusqu’au
conditionnement du produit fini, se déroulent a une température constante d’environ 20°C.
Cependant, si cela est nécessaire entre deux étapes (comme entre la fin du remplissage et
linspection), le produit semi-fini peut étre stocké en chambre froide (température de 5°C en

moyenne), tout comme il le sera a la fin de I'étape de conditionnement, avant 'expédition.

Le procédé de fabrication est découpé en différentes étapes délimitées par des
temps. Ceux-ci correspondent entre autre au temps maximum autorisé hors froid pour le
produit. Ces durées sont appelées holding times, et permettent notamment de contréler
I'effet de la température sur le produit. Grace a cela, chaque étape est limitée en durée, ce
qui permet d’assurer un temps total de fabrication n’excédant pas le temps prédéfini, et

qualifié comme non dégradant pour le produit.

En outre, les cuves de formulation sont dotées d’'une double paroi permettant de faire
circuler de l'eau froide, afin de maintenir la préparation a une température relativement
basse lors des étapes de fabrication d’autant plus que I'agitation, notamment lors de I'ajout
d’excipients, peut entrainer une augmentation de température. Toujours dans le méme but,
I'eau pour préparation injectable utilisée dans la phase de formulation est froide.

Néanmoins, si cela est nécessaire, le dispositif de double paroi permet aussi de faire

chauffer la solution.

Une fois I'insuline sous forme de produit fini, la chaine du froid devra étre respectée,
et ce depuis le départ du site de fabrication par camions réfrigérés, jusqu’a son utilisation par

le patient.

L’insuline devant étre conservée au réfrigérateur (entre 2 et 8°C) jusqu’a son
utilisation, la plupart des patients pensent qu’elle n’est dégradée que par la chaleur mais pas
par le froid. Or, ce dernier est beaucoup plus dangereux pour l'insuline que la chaleur, car
lors de la congélation la dégradation du produit est immédiate, tandis qu’avec une

augmentation de température l'insuline perd graduellement de son efficacité. Elle doit donc
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étre protégée contre la chaleur mais aussi contre le froid (températures inférieures a 0°C

pouvant amener a la congélation du médicament).

En effet, les basses températures peuvent dénaturer les protéines par dissociation
des structures polymériques, amenant le plus souvent a des réassociations non
fonctionnelles. Lorsque l'insuline géle (température inférieures a -0,5°C) il se forme des
cristaux et des agrégats affectant la structure quaternaire des molécules et donc sa
conformation spatiale, a I'origine de son efficacité. Il n’y aura pas de réel préjudice physique
a linjection d’'une insuline ayant été congelée, mais a cause de la perte de lactivité
moléculaire, cette insuline n'aura aucun effet sur la glycémie. Il existe donc un vrai risque

d’hyperglycémie a l'utilisation d’'une insuline congelée (58).

De maniére générale, toute variation anormale de température est nocive pour le
produit et entraine une altération plus ou moins importante. La dégradation d’'un produit de
santé est d’autant plus dangereuse qu’elle est invisible. Le médicament peut ainsi subir une
détérioration progressive par la chaleur, suite a des élévations de température répétées, ou
une dégradation par le froid. Cependant, dans ce dernier cas, une exposition unique sous le
seuil de congélation suffit puisque dans le cas de l'insuline cela entraine une inactivation des

molécules actives. Il est donc indispensable de maintenir le produit entre +2 et +8°C.

Aspect industriel :

La matiére active pure d’insuline se trouve la plupart du temps sous forme congelée
avant le début de la formulation. De par I'absence d’excipients et d’eau, les molécules ne
sont pas liées et ne forment ainsi pas de structures polyméres. La congélation n’a donc a ce
stade pas d'effet délétére sur linsuline. Cependant, une fois en solution, les molécules
d’'insuline vont se regrouper en hexaméres, qui est une conformation stable grace a leur
liaison a des ions zinc mais inactive. Lors de sa dissociation sous forme de monomeéres
l'insuline devient active, mais c’est sous la forme d’hexaméres qu’elle sera suffisamment
stable pour étre conservée. Comme détaillé ci-dessus, les basses températures peuvent
dénaturer les protéines en dissociant les structures polymériques formées autour des ions de
zinc. Les conformations hexameériques bien définies étant essentielles a la bonne distribution
et a l'efficacité de I'insuline, la congélation du médicament va amener a des structures non

physiologiques et, il ne pourra ainsi pas se former de molécules actives d’insuline.

Afin d’éviter ces phénoménes néfastes de congélation, les médicaments a base
d’'insuline sont stockés, en attente des phases d’emballage et d’expédition, dans des

chambres froides qualifiées, dont la température est monitorée en permanence et
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comportant des alarmes. Il y a donc trés peu de risque que ce type de dégradation ne
survienne.

Des études sont aussi réalisées afin de définir les conditions optimales de transport et
d’expédition. Pour cela, des données sont générées avec différents temps de transport, a
différentes températures et leur analyse permet d’établir le cahier des charges qui devra étre

suivi par la suite. Ces études sont valables autant pour la chaleur que pour le froid.

Comme vu précédemment, les protéines sont sensibles a divers facteurs physiques,
dont l'exposition lumineuse. Les protéines pharmaceutiques, qui sont majoritairement
fabriquées sous forme de liquides injectables et donc conditionnées dans des contenants
primaires transparents, sont d’autant plus sujettes a recevoir de la lumiére ; ce qui est le cas

de l'insuline.

3.1- Réactions chimiques pouvant survenir

Tout d’abord, il faut savoir que tous les rayonnements lumineux ne sont pas
identiques. En effet, 'énergie émise par un rayonnement est inversement proportionnelle a
sa longueur d’'onde. C’est-a-dire que plus les longueurs d’'ondes sont petites, plus I'énergie
dégagée est importante. Les longueurs d’'ondes les plus courtes, correspondant au spectre
de la lumiére ultra-violet (UV), sont celles qui auront le plus d’'impact sur les protéines et
donc sur linsuline.

Au sein des protéines, ce sont les acides aminés qui absorbent la lumiére. Mais quatre
d’entre eux sont particulierement impliqués dans ces phénoménes d’absorbance de par la
présence de groupements chromophores au sein de leurs structures. |l s’agit de la tyrosine,
de la cystéine, du tryptophane et de la phénylalanine. Il ne sera traité ici que le cas que des

deux acides aminés les plus importants : la tyrosine et la cystéine.

L’insuline, au cours de son procédé de fabrication, est susceptible d’étre dégradée
par absorption de I'énergie lumineuse, provenant principalement de la lumiére UV, et cela
via deux voies majeures. La premiére est liée a une absorption directe des radiations UV
par certains constituants de la molécule, conduisant a la formation d’espéeces a I'état excité
ou de radicaux. La seconde voie met en jeu des processus indirects faisant intervenir des

photo-sensibilisateurs exogénes ou endogénes (59).

Les dommages provoqués par la lumiére se traduisent par des perturbations des
structures primaire (par exemple l'oxydation de certains acides aminés), secondaire et
tertiaire des protéines avec majoritairement la formation de liens intermoléculaires,
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'agrégation des protéines entre elles, ou encore un processus de fragmentation. Cela a
donc des conséquences sur l'activité biologique de l'insuline, pouvant amener a sa perte de
fonctionnalité. De plus, I'exposition continue aux UV provoque la rupture des ponts disulfures

et la formation de dityrosines.

Formation de la dityrosine (impact au niveau de la tyrosine) (60)_(61)_

Une étude reportant les effets d’'une exposition continue de linsuline humaine a la
lumiére UV s’est focalisée sur la photochimie de la tyrosine. En effet I'excitation de I'insuline
ayant été faite a 276 nanométres et a pH neutre, cela correspond a son coefficient
d’absorption. L’excitation de la tyrosine vers des états d’énergie plus élevés est a 'origine de
différentes réactions. On assiste ainsi a un retour par fluorescence vers I'état fondamental, a
la formation d’un état triplet (*Tyr), a la réaction avec 'oxygéne pour former des radicaux
péroxy, ou encore a des procédés d’excitation photochimiques ou photo-physiques comme
la photo-ionisation.

Cette derniére conduit a I'éjection d'un électron a partir du résidu, ce qui donne un électron
solvaté (e-aq) et un radical cation ('Tyr-OH™). S’en suit une déprotonation entrainant la
formation d’un radical non chargé ('Tyr-O).

Ce radical tyrosine ('Tyr-O¢) peut ensuite étre impliqué dans des réactions de liaisons
intermoléculaires menant a la formation de dityrosine en position ortho. Plus précisément, les
étapes de formation de cette dityrosine sont les suivantes : isomérisation du radical, suivie
par une réaction diradicalaire, puis par une énolisation (voir figure 27).

Dans ce cas, la liaison Cyino-Cortno ayant lieu entre deux tyrosines peut étre intramoléculaire
ou intermoléculaire ; cette derniére pouvant étre a l'origine de I'agrégation des protéines.

Ainsi, la dityrosine est 'un des marqueurs spécifiques de 'oxydation des protéines.
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Figure 27 : (A) Mécanismes moléculaires de formation de la dityrosine (Coriho-Cortho)

(B) Mécanisme de réaction pour la formation de dityrosine (B) Dityrosine intermoléculaire liant deux

protéines (61)

Rupture des ponts disulfures (impact au niveau de la cystéine) (60) (62)_:

Un autre mécanisme photochimique important qui suit 'excitation de la tyrosine est la

réduction des ponts disulfures (S-S). En effet, I'électron solvaté généré par I'excitation de la
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tyrosine peut étre capturé par la cystéine pour former un RSSRe- et ensuite casser la liaison
disulfure.
€., + RSSR — RSSR"
RSSR™ <~ RS’ + RS’

Les électrons solvatés peuvent également interagir avec la chaine peptidique en
créant des ions hydroxydes et des radicaux ketyls qui peuvent se propager le long de la
chaine peptidique.

€, + -CONH- — OH + -C’(OH)NH-

Si un radical ketyl est piégé par un pont disulfure, cela induit la formation d’un radical
anion et entraine la rupture du pont disulfure.
*Tyr peut aussi transférer un électron vers une liaison disulfure proche formant un Tyre+ et
un RSSRe- .
Tyr + RSSR — Tyr* + RSSR"

La protonation de I'anion disulfide peut aussi mener a la rupture du pont.
RSSR® +H' < RS + RSH

La photolyse de la liaison —S-S- peut également survenir par excitation directe des

résidus de cystéine a 254 nm, avec formation similaire d’adduit RSSRe- .

Parmi les principaux mécanismes de dégradation de l'insuline par la lumiére, on
retrouve la rupture des ponts disulfures et la formation de dityrosine qui sont dus a une
exposition continue aux UV. Ainsi, il en résulte une perte des caractéristiques des structures
secondaire et tertiaire de la molécule. Par conséquent, la reconnaissance de linsuline avec

ses récepteurs cellulaires sera perturbée, ainsi que son activité biologique.

Les dommages dépendent de la longueur d’'onde de la source lumineuse, et sont
modulés par lintensité de celle-ci, le temps d’exposition, la distance avec la source, ainsi
que la nature du contenant dans lequel I'insuline est stockée.

La survenue des réactions va également étre influencée par la position de I'acide aminé
réactif au sein de la molécule et de la conformation de cette derniére. En effet, selon que

'emplacement est caché ou exposé, la dégradation pourra ne pas avoir lieu.
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3.2- Protection de I'insuline contre la lumiére dans I'industrie

La protection physique compléte de linsuline est le seul moyen de la protéger
entierement de sa décomposition par la lumiére. C’est le role des contenants primaires et
secondaires que l'on utilise pour conditionner le produit fini. Les boites en carton par
exemple permettent de bloquer les rayons lumineux, et les empéchent d’entrer en contact
avec le produit. En utilisant des articles de conditionnement appropriés, on peut donc se
prévenir d’'une certaine dégradation.

Cependant, avant d’étre conditionnée sous forme de cartouche insérées dans des
stylos, eux-mémes insérés dans des boites en carton (et donc a I'abri de la lumiére),

plusieurs étapes de la fabrication exposent la molécule d’insuline a la lumiére.

Tout d’abord lors de la formulation de la solution. Généralement les cuves utilisées
sont en acier inoxydable opaque, et les formulateurs peuvent regarder, au travers d’un
hublot, la bonne dissolution des excipients. |l est donc possible d’instaurer des régles afin
que la lampe a l'intérieur de la cuve ne soit pas allumée en permanence. |l est également
possible de proposer l'installation de protections opaques au niveau du hublot, pour que la
lumiére ambiante ne la piece n’atteigne pas la solution en cours de formulation.

De méme lors des étapes de filtration et de transfert vers la cuve de remplissage, il
est recommandé d’utiliser des tuyaux opaques ne laissant pas passer la lumiére.

Lors du remplissage, les cartouches nues transparentes sont remplies de solution.
Ainsi, méme s’il est difficile de protéger le produit a ce moment-1a, il est possible de veiller a
ce que les cartouches remplies soient rapidement stockées dans des boites empéchant le
passage de la lumiére. On pourrait penser a l'utilisation de cartouches en verre teinté, mais
la Pharmacopée Européenne ne le recommande pas pour les produits injectables, mémes
photosensibles, a partir du moment ou ils nécessitent une inspection visuelle. Le verre
transparent borosilicaté préconisé laisse ainsi passer la lumiére visible et UV (63) (64).

L’'étape de [linspection visuelle peut elle aussi s’avérer critique, en effet, les
cartouches sont mirées par des caméras et les lampes utilisées pour faire ressortir les
défauts sont a une trés faible distance du médicament. Il faut donc faire en sorte que les
flashs lumineux soient les plus brefs possibles.

Enfin, de maniére générale entre chaque étape du procédé de fabrication, il est
important de veiller aux bonnes conditions de stockage du produit semi-fini et du produit fini :
utilisation de boites opaques, et chambre de stockage sans lumiére, ou équipée d'un
temporisateur. La mise en place de systémes de temporisation des sources lumineuses a
chaque fois que cela est possible permet d’éviter le risque de laisser la lumiére allumée

plusieurs heures et ce, notamment dans les espaces de stockage.
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Pour terminer, il est intéressant de préciser que des études sont réalisées, lors du
développement du médicament, afin de connaitre le taux d’exposition lumineuse maximum
au cours du procédé de fabrication, de maniére a s’assurer qu’il est inférieur au taux

maximum d’exposition, autorisé.

Conclusion :

La formulation d’'une insuline est une étape complexe qui demande de bien connaitre
les excipients, ainsi que tous les produits pouvant entrer en contact avec la matiére active.
Ainsi, selon les concentrations, certaines substances pourront avoir un effet stabilisant sur la
molécule d’insuline, ou au contraire, induire sa dégradation. Les notions de tampons,
d’isotonisant ou encore de pH devront donc étre maitrisées par l'industriel, de maniére a
produire une insuline stable et active. Ainsi, cette protéine est trés sensible a son
environnement chimique, mais tout autant a des impacts physiques. En effet, I'insuline ne
devra en aucun cas étre exposée aux rayons directs du soleil, notamment lorsqu’elle est
stockée a température ambiante, a une chaleur excessive ou encore au gel, qui pourraient la

dégrader de maniére irréversible.

3. Quelles évolutions pour le traitement du diabéte ?

Depuis la découverte du traitement par insuline dans les années 1920 par Banting et
Best, la prise en charge des diabétiques n'a cessé de s’améliorer. Cependant, les
recherches qui sont basées avant tout sur le confort et 'autonomie du patient, garantissant
ainsi une meilleure observance, donc un meilleur traitement et ainsi une meilleure qualité de
vie, continuent et sont orientées vers plusieurs domaines : le développement de nouvelles
molécules analogues de l'insuline, 'administration via d’autres voies que la sous-cutanée, ou

encore la restauration de la sécrétion pancréatique d’insuline.

a- Les analogues de I'insuline

Un des enjeux dans le traitement du diabéte est la capacité a contréler de maniére
stricte la glycémie chez les patients. C’est pourquoi, a I'heure actuelle, de multiples injections
quotidiennes d’insuline humaine par voie sous-cutanée sont nécessaires. Malgré une
amélioration non négligeable de la régulation glycémique, le profil normal des concentrations
d’insuline endogéne au cours de la journée n’a pas pu étre reproduit parfaitement.

Des avancées dans les techniques de génie génétique ont abouti & la mise au point
d’analogues de l'insuline, par remplacement d’un ou plusieurs acides aminés de la protéine

normale, induisant une modification de sa cinétique et de sa solubilité. En conférant a
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l'insuline des capacités d’absorption modulable, a partir du dépét sous-cutané, il devient

possible d’améliorer les profils insuliniques des patients (65).

La rapidité d’action de cette molécule peut étre modifiée par I'ajout d’excipients
comme la protamine ou le zinc, qui selon les quantités vont induire un relargage plus ou
moins rapide de l'insuline dans le sang.

L’agrégation d’insuline autour d’'un atome de zinc va ainsi générer un hexamére, qui est une
forme de stockage de l'insuline stable et inactive, et qui est notamment retrouvée dans les
cellules béta du pancréas. Physiologiquement, I'exocytose des hexaméres d’insuline
entraine leur dissociation quasi-immédiate en monoméres actifs. Les solutions d’insuline
injectable contiennent pour beaucoup du zinc, permettant de lier la protéine et ainsi de
stabiliser le produit. Lorsque linsuline médicament est injectée dans le tissu sous-cutané,
elle se trouve dans des concentrations élevées, ce qui rend la dissociation des hexameres
beaucoup plus longue. D’autant plus que les hexaméres ou autres polymeéres d’insuline, du
fait de leur grande taille, pénétrent moins bien dans la paroi capillaire que le monomére
biologiquement actif. L’absorption d’insuline a partir du dépét est donc en partie retardée, ce

qui explique le délai d’action nécessaire entre l'injection et les premiers effets (66).

La création d’analogues de linsuline utilise en général des techniques visant a
modifier la séquence en acides aminés des protéines. Divers analogues de l'insuline ont été
créés suite a des modifications intervenant sur différents acides aminés, avec pour propriété
de faire varier la capacité d’auto-agrégation des monoméres. Bien que ces modifications de
la séquence primaire de la molécule aient pour seul objectif de modifier le profil
pharmacocinétique de l'insuline, elles peuvent aussi affecter la structure tridimensionnelle de
la protéine, avec pour conséquence une altération possible de ses propriétés biologiques.
C’est pourquoi, une étude de chaque analogue est indispensable pour vérifier que la
modification réalisée n’a aucune incidence sur les propriétés pharmacodynamiques de

'analogue développé.

Insuline mixte :

Les préparations d’'insuline exogéne peuvent aussi étre pré-mélangées dans le but de
réduire le nombre d’injections quotidiennes. Ces insulines mixtes sont les premiers
analogues a avoir été mis sur le marché et, contiennent généralement 30% d’insuline
classique pour 70% d’insuline NPH (Neutral Protamine Hagedorn). Cet équilibre permet au
cours d’'une méme injection, survenant 30 min avant le repas, de fournir l'insuline basale et
le bolus pré-prandial en méme temps. Ce type d’insuline est cependant contraignant car peu

de déclinaisons existent et elles s’adaptent mal au traitement du diabéte de type 1.
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Ces préparations sont principalement utilisées chez des patients atteints de diabéte de type
2, ne voulant pas entrer dans un schéma thérapeutique complexe, associant les insulines
lentes et les rapides.

Pour optimiser l'efficacité de linjection, et notamment aprés le repas, des préparations
contenant des analogues rapides (lispro ou aspart) ont récemment étaient développés. Ces
nouvelles insulines sont constituées de 'analogue dans une certaine proportion (30%, 50%

ou 70%) couplé a de l'insuline protamine (NPH) (65).

Les analogues rapides :

La mise sur le marché d’analogues rapides de I'insuline a pour objectif d’améliorer le
contréle des oscillations glycémiques postprandiales. En effet, ce type d’analogue doit étre
absorbé le plus rapidement possible, afin d’obtenir un pic de concentration peu de temps
aprés l'injection, mais sa durée d’action doit étre bréve. Le profil physiologique de sécrétion
au moment des repas est ainsi assez bien représenté. De plus, ce type d’insuline permet au
patient de se faire une injection au moment méme ou il commence le repas et ainsi il n’a pas
besoin de préparer l'injection trente minutes a une heure avant, avec le risque que I'heure du
repas soit décalée et de se retrouver en hypoglycémie. Un autre avantage est di a la durée
d’action qui est relativement courte, ce qui permet d’éviter le pic hypoglycémique pouvant
survenir quelques heures aprés le repas avec une insuline recombinante classique, avec

pour conséquence le besoin de s’alimenter et le risque de prise de poids.

Le principal obstacle a l'absorption rapide de linsuline humaine recombinante
injectée provient de sa stabilité sous forme hexamérique lorsqu’elle est administrée en sous-
cutané. Le développement d’analogues rapides est ainsi basé sur le fait de réduire la

tendance d’auto-agrégation de la molécule (67).

Il existe actuellement sur le marché trois types d’analogues rapides :

- La lispro: c'est le premier analogue a avoir été approuvé et a avoir été
commercialisé par le laboratoire Lilly en 1996. La modification intervient au niveau
des acides aminés de la chaine B ou la lysine et la proline respectivement en
position 28 et 29 ont été intervertis, ce qui a pour conséquence de supprimer le
contact existant entre les monoméres en position B23 et B28 de la chaine
d’acides aminés. Cette modification empéche la formation de diméres et réduit
aussi la force des liaisons hydrogénes ayant pour but de stabiliser les diméres
entre eux en vue de former des hexaméres d’insuline. Le délai d’apparition de
l'activité métabolique est plus court et la concentration au moment du pic plus
élevée, pour I'insuline lispro que pour l'insuline humaine. Le pic hypoglycémique

61



est atteint plus rapidement, en une heure aprés l'injection, mais pour une durée

d’action de six heures au maximum (68).

Figure 28 : Schéma d'une insuline lispro (69)

L’insuline aspart : dans ce second cas, la proline en position 28 de la chaine B
d’acides aminés a été remplacée par de l'acide aspartique (Novo Nordisk). Le
premier effet, comme pour l'insuline lispro, est d’éliminer toute interaction entre
les monomeres au niveau des acides aminés en position B23 et B28. Un second
effet est dd a l'introduction d’'un groupement carboxyle au niveau de la chaine B,
et donc d’'une charge négative supplémentaire, qui aura pour conséquence de
réduire encore plus la formation d’agrégats. Le profil pharmacocinétique de cet

analogue est sensiblement le méme que celui de la lispro (70).
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Figure 29 : Schéma d'une insuline aspart (71)

L’insuline glulisine : développée par Sandfi, elle se distingue par la substitution de
'acide aminé asparagine en position 3 de la chaine B par de la lysine, et de la
lysine en position 29 par de I'acide glutamique. Son mode d’action est similaire
aux deux analogues précédents, en limitant la possibilité pour les molécules de

former des polyméres. Les caractéristiques pharmacocinétiques qui incluent
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notamment le délai d’action, sont la-aussi trés proches de celles de la lispro ou de
laspart (72).

A-chain
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Figure 30 : Schéma d'une insuline glulisine (73)

Des insulines ultra rapides sont aussi en phase de développement au sein des
grands laboratoires pharmaceutiques travaillant sur le diabéte. Il est possible de citer
'exemple de la BioChaperone® Lispro qui résulte d’'un partenariat entre Adocia et Lilly, et
pour laquelle des essais cliniques sont en cours. Cette insuline ultra rapide est présentée
comme significativement plus rapide que l'insuline lispro, avec un pic d’action 42 min aprés
l'injection contre 1h pour cette derniere et avec un métabolisme lui aussi plus rapide (74).

Ce type d’insuline a donc été développé afin de fournir au patient un traitement a
action quasi-immédiate, permettant de limiter les hyperglycémies prandiales, ainsi que les
hypoglycémies pouvant survenir par la suite, lorsque l'injection induit son effet. Il pourrait
aussi étre utilisé dans les pompes a insuline pour avoir une régulation plus précise de la

glycémie.

Les analogues de l'insuline basale :

Les analogues rapides de l'insuline ne peuvent pas représenter le seul type d’insuline
administrée. Il est essentiel de reproduire précisément chez les diabétiques la concentration

de base normale de l'insuline endogéne sécrétée.

Les premiéres préparations d’insuline retard reposaient sur l'addition d’agents
retardant tels que le zinc (suspension d’insuline/zinc) ou le mélange zinc/protamine (insuline
NPH). L’addition de ces éléments ralentissait la dissociation des polyméres d’insuline,
retardant et allongeant ainsi leur action. Bien qu’efficaces, ces premiéres insulines a effet
retard nécessitaient généralement deux administrations par jour et ne permettaient pas pour
autant d’obtenir un profil totalement dénué de pics dhypo- ou d’hyperglycémie.

L’'impossibilité de contréler I'apparition de pics d’activité peut entrainer des difficultés a
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maintenir la glycémie dans une fourchette normale, aboutissant a des épisodes d’hypo- ou
d’hyperglycémie, notamment durant la nuit (75).

C’est alors que les analogues de l'insuline basale ont été lancés avec tout d’abord l'insuline
glargine, dont Sanofi fut le pionnier, possédant un profil d’action plus plat, sans véritable pic
de la concentration plasmatique, et permettant un effet pouvant durer la journée entiére. Ce
type d’insuline est destiné a couvrir les besoins physiologiques de base en insuline, pendant
une période de vingt-quatre heures. C’est pour cela que leur administration peut étre faite a

n’importe quel moment de la journée, mais par contre tous les jours a la méme heure.

Des essais visant a utiliser de la pro-insuline, ou certains métabolites ont échoué,
laissant sur le marché seulement deux types d’analogues de l'insuline basale.
On trouve ainsi :

- L’insuline glargine : basée sur le remplacement de I'asparagine en position 21 de
la chaine A d’acides aminés par une glycine, et I'ajout de deux molécules
d’arginine au niveau de la chaine B. Ces modifications induisent la modification
du point isoélectrique de la molécule (passant de 5,5 a 6,7). Linsuline est
contenue dans une solution acide (pH 4,0) induisant sa cristallisation aprés
injection dans le tissu sous-cutanée dont le pH est neutre. Cette forme cristallisée
va se désagréger lentement, permettant ainsi une absorption retardée. Les
études de pharmacocinétiques montrent une apparition de I'activité entre quatre-
vingt-dix minutes et trois heures aprés l'injection. Elle sera pleinement atteinte
aprés environ six heures pour un temps total d’action supérieur a vingt-quatre
heures (76).

Figure 31 : Schéma d'une insuline glargine (77)

- L’insuline detemir : développée et mise sur le marché par Novo Nordisk, elle se
caractérise par I'élimination d’'une thréonine en position 30 sur la chaine B

d’acides aminés et par I'acylation de la lysine en position 29, induisant I'ajout d’'un
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acide gras a quatorze atomes de carbone sur I'acide aminé. L’augmentation du
temps d’absorption n’est cette fois-ci pas di a une cristallisation, puisque la
molécule reste sous forme soluble aprés l'injection, mais a I'ajout de la chaine
d’acides gras qui favorise la stabilité de 'hexameére et permet aussi la formation
de di-hexameéres. Ces derniers vont interférer avec les molécules d’albumine, se
fixant dessus avec un taux supérieur a 98%, ce qui, méme une fois les molécules
dans la circulation sanguine, rallonge encore le temps d’action de linsuline
detemir. Comme pour I'analogue glargine, I'activité maximale est obtenue environ
six heures aprés injection pour une durée d’action totale avoisinant la-aussi les

vingt-quatre heures (78).
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Figure 32 : Schéma d'une insuline detemir (79)

Durant les derniéres décennies, la formulation de l'insuline a considérablement
évolué, permettant d’obtenir de nos jours un meilleur contréle de la glycémie chez les
patients diabétiques. Le développement d’analogues lents et d’analogues rapides de
insuline a aussi beaucoup participé a diversifier I'arsenal thérapeutique disponible pour les
patients. Ces molécules, actuellement utilisées dans des schémas thérapeutiques précis,
reproduisent de fagon relativement fidéle le profil sécrétoire physiologique de linsuline.
Grace a l'affinage des profils de ces insulines, il est maintenant possible d’améliorer
linsulinothérapie, en diminuant aussi les risques liés au diabéte et aux variations

glycémiques.

b- Les autres voies d’administration de 'insuline

Comme beaucoup de peptides, I'insuline n’est pas absorbée telle qu’elle par le tube
digestif en raison de sa dégradation rapide par les enzymes. La voie injectable sous-cutanée
s’est ainsi rapidement trouvée comme étant la plus appropriée. Cette voie d’administration,
bien que facile d’accés, présente cependant des inconvénients comme le risque de
lipodystrophie, d’insulinorésistance, une reproductibilité imparfaite des injections, un risque
de dégradation thermique de Tlinsuline administrée ou encore, le faible rapport

concentration/volume.
65



Le principal obstacle reste néanmoins d’ordre psychologique et n’est autre que la phobie des
injections. C’est pourquoi, la recherche s’est orientée vers le développement de formes

galéniques alternatives en vue d’'une administration par voie orale ou encore pulmonaire.

L’insuline reste encore aujourd’hui le traitement le plus efficace utilisé chez les
patients diabétiques. Le développement d’'une insuline orale offrirait une perspective
prometteuse dans le traitement de cette pathologie puisqu’elle permettrait tout d’abord une
meilleure administration, par un effet de premier passage hépatique et surtout une excellente
acceptation par le patient. En effet, I'insuline physiologique est sécrétée au niveau de la
veine porte par les cellules  pancréatiques, ce qui explique qu’une insuline ingérée, passant
par le foie, représente un schéma d’absorption intéressant car il se rapproche du processus
naturel.

Cependant, comme toute protéine l'insuline est digérée au niveau de I'estomac. L’enjeu est
donc de lui permettre d’arriver intacte, c’est-a-dire non dégradée et biologiquement active,
pour permettre son absorption et son transport au travers de I'épithélium intestinal. Cela
nécessite la mise au point d’'un systeme d’administration fiable, non toxique et reproductible

dans le temps.

Les deux contraintes majeures a la prise orale d’insuline sont, tout d’abord sa
dégradation au niveau de I'estomac par les sucs digestifs, les enzymes gastriques et le pH
acide, avant qu’elle n’arrive sur son site d’absorption. Et ensuite, sa taille puisque la
molécule est trop grosse pour parvenir a franchir correctement la barriére intestinale et ainsi
passer dans le sang, d’autant plus qu'’il n’existe pas de systéme sélectif de transport de
I'insuline a ce niveau.

Avec aussi le risque de muco-adhésion (immobilisation de la forme galénique par le mucus
protégeant la paroi intestinale), ou de dégradation par le systétme immunitaire une fois
insuline dans le sang, la voie orale semble plutét étre un environnement hostile pour
linsuline.

L’idéal serait de pouvoir associer l'insuline a un vecteur gastro-résistant, afin de la protéger
tout au long de son parcours, pour ne la libérer qu'au niveau de sa cible qui est le sang. Ce
vecteur, qui devra lui aussi passer dans le sang pour y délivrer linsuline avec une
biodisponibilité suffisante et peu variable, doit, de plus, ne pas déclencher de réactions
immunitaires qui entraineraient son élimination.

C’est pourquoi, les différentes stratégies visant a développer la voie orale reposent
notamment sur la protection de linsuline, des risques d’hydrolyse enzymatique en milieu

gastro-intestinal et, sur son transport au travers de I'épithélium intestinal (80).
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L’utilisation de promoteurs d’absorptions ayant un effet de perméabilisation de la
membrane intestinale a aussi été envisagée. Ainsi la co-administration d’agents comme les
sels biliaires ou les acides gras, qui en formant des micelles autour de I'insuline, augmentent
la perméabilité de la bicouche lipide au niveau des cellules intestinales. D’autres promoteurs
peuvent aussi par exemple diminuer la viscosité du mucus intestinal ou induire une ouverture
locale des jonctions serrées des membranes des cellules. L’augmentation de la permeéabilité
intestinale via un transport paracellulaire est possible par co-administration d’une toxine
(Zonula Occludens) avec l'insuline, ce qui va agir spécifiquement au niveau des jonctions
serrées, entrainant leur ouverture réversible (81). Malheureusement, [utilisation
concomitante de facteurs chimiques dans la formulation induit une diminution de la
biodisponibilit¢ de la molécule, tandis que l'administration d’insuline conjuguée a des

oligoméres amphiphiles lui fait perdre jusqu’a trente pour cent de son activité.

L’administration d’insuline semble aussi permise en la modifiant chimiquement afin de
lui permettre d'utiliser un moyen d’absorption déja existant, comme le récepteur a la
transferrine, présent en grande quantité au niveau de I'épithélium intestinal. Une fois le
mécanisme de transcytose effectué, a I'aide de ce récepteur, la molécule serait libérée dans

le sang pour produire son effet hypoglycémiant (82).

Une autre approche, consiste en [utilisation des nanotechnologies avec les
techniques de bio-encapsulation. |l devient alors possible d’emprisonner de l'insuline au sein
d’'un vecteur dont la taille est comprise entre quelques nanométres et quelques micromeétres
et ainsi de protéger l'insuline de la dégradation en milieu gastrique et de la véhiculer au
travers de la muqueuse intestinale. Cependant, le vecteur qui doit étre composé de
matériaux biodégradables et biocompatibles, doit étre facilement éliminable et ne pas
entrainer de réactions immunes, inflammatoires ou toxiques. Le plus souvent les vecteurs

utilisés dans l'industrie pharmaceutiques sont constitués de lipides ou de polymeéres (83).

Ces deux vecteurs représentent des formulations relativement différentes :

- Le vecteur lipidique : son principal atout est son innocuité puisque les lipides sont

naturellement présents dans I'organisme. Dans ce cas, la molécule d’insuline est
isolée dans un compartiment interne aqueux. Néanmoins, ce systéme présente
un taux d’encapsulation faible, a 'origine d’une perte importante de principe actif
lors de sa synthése. Stables a pH physiologique mais instables a pH acide, ces
liposomes sont facilement déstabilisés dans le tractus digestif, ce qui les rend peu
performants par voie orale. Pour stabiliser ces particules il existe plusieurs
possibilités comme polymériser la bicouche phospholipidique constituant leur

paroi, ou les recouvrir d’'un polymére hydrophile, ou bien encore sélectionner une
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composition spécifique de lipide en fonction du besoin (83). Cette forme lipidique
est tout de méme intéressante de par sa capacité a promouvoir I'absorption des
molécules actives au niveau des muqueuses.

Le vecteur polymérique : il est plus stable que le vecteur lipidique et peut étre

formulé a partir de deux types de polyméres, naturels ou synthétiques. La
structure des particules de polyméres dépend du procédé de fabrication, de la
nature des matériaux et du caractére lipo- ou hydrosoluble du principe actif utilisé.
Il est alors possible de distinguer les nanosphéres (matrice de polymére au sein
de laquelle le principe actif est uniformément dispersé) et les nanocapsules
(systéme réservoir dont le coeur aqueux ou huileux est entouré d’'une membrane
polymére). Les polyméres synthétiques les plus utilisés sont les
poly(cyanoacrylates d’alkyles), les copolyméres des acides lactique et glycolique
et la poly-e-caprolactone. Les polyméres d’origine naturelle présentant le plus
d’intérét sont souvent des polysaccharides possédant des propriétés gélifiantes.
Parmi les plus utilisés, le chitosane, le dextrane, I'aginate ou encore l'acide
hyaluronique peuvent étre cités. La formulation de ce type de vecteur utilise des
conditions opératoires non dénaturantes pour les principes actifs. L’alginate peut
former, en présence de cations divalents et en milieu aqueux, des particules
gelifiées sensibles au pH. L'utilisation d’alginate pour la délivrance de principes
actifs par voie orale en fait un excellent candidat du fait de son comportement en
milieu gastro-intestinal. En effet, ces particules sous forme de gel se rétractent a
pH acide, protégeant ainsi les principes actifs fragiles, comme linsuline, de la
dégradation dans I'estomac, puis gonflent a pH neutre, libérant alors la molécule
active dans le tractus intestinal (83). De plus, des études ont montré que
'administration de nanoparticules d’alginate, recouvertes de chitosane et
contenant de linsuline, permet d’augmenter la biodisponibilité du principe actif
d’'un facteur quatre par rapport a I'administration du principe actif nu, par voie
orale (84).

Un traitement par insulinothérapie doit se rapprocher le plus possible de la sécrétion

physiologique, ainsi 'absorption d’insuline par la veine porte est importante afin de stabiliser

la glycémie, mais aussi dans le cadre de la prévention des complications a long terme. Une

formulation d’insuline optimale passerait donc par le développement dune forme

administrable per os, car non invasive, et respectant un premier passage hépatique. La

bonne observance liée a la prise orale dinsuline permettrait de débuter plus tét

linsulinothérapie et, d’améliorer le contrdle glycémique des patients.

Différentes études menées jusqu’a présent montrent que I'utilisation de vecteurs particulaires

permet d’augmenter de maniére significative la biodisponibilité de l'insuline administrée par

68



voie orale. Des plus, des articles scientifiques commencent a montrer des preuves de
I'efficacité chez I'animal, mais aussi chez 'homme, de 'administration de médicament par

voie orale sous la forme de vecteurs particulaires.

Les premiéres tentatives visant a passer par les poumons pour administrer de
insuline remontent aux années 1920. La premiére étude sérieuse sur l'utilisation de
l'insuline inhalée chez ’'homme date de 1978. En 1987, des tests complémentaires montrent
que linhalation d’insuline est une voie d’administration possible et efficace. Le processus
industriel fut alors lancé et des laboratoires américains déposérent les premiers brevets dans
les années 2000. Ce n'est qu'en 2006 que la premiére insuline humaine recombinante,
formulée sous forme de poudre a inhaler, a regu l'autorisation de mise sur le marché en
Europe et aux Etats-Unis. Il s’agit de 'Exubera® produit par Pfizer qui fut ensuite retiré en
2008 en raison d’'un échec commercial et de la survenue croissante de cancers du poumon
chez des patients fumeurs. Des spasmes sévéres au niveau des bronches ont aussi été
observés.

Il faut attendre 2014 pour que I'Agence américaine des produits alimentaires et
médicamenteux (Food and Drug Administration) autorise la commercialisation d’'une nouvelle
insuline administrée par voie inhalée, grace a une grande inspiration comme dans le cas des
médicaments traitant I'asthme. Indiquée chez des patients diabétiques de type 1 ou de type
2, 'Afrezza® est une insuline de courte durée d’action qui a été développée par le
laboratoire  MannKindCorporation, mais qui va maintenant nécessiter le soutien d'un
laboratoire pharmaceutique plus important pour pouvoir assurer la production a grande
echelle.

Etant donné les problémes soulevés par 'Exubera®, il a donc été décidé de restreindre
I'utilisation d’Afrezza® en le déconseillant notamment aux fumeurs et aux patients souffrant

d’asthme ou de bronchites chroniques.

La membrane alvéolo-capillaire des poumons offrent une vaste surface permettant
d’'importants échanges entre le milieu extérieur et le compartiment sanguin (100 a 120 m? de
surface alvéolaire pour 70 a 80 m? de surface sanguine). De plus, cette membrane fine (< 2
pm) trés vascularisée et comportant trés peu d’enzymes est particulierement propice a
'absorption de linsuline inhalée en lui permettant une diffusion rapide dans le sang, au
moins similaire aux analogues rapides administrés en sous-cutanée. Cette voie non invasive

est aussi tres facile d’accés (85).
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Les molécules d’insuline doivent tout de méme franchir quelques obstacles pour
pouvoir atteindre la circulation sanguine. On peut ainsi parler du surfactant, qui représente
une couche phospholipidigue mono-moléculaire et dont les propriétés de tensio-actif
bloquent la dissolution des particules solides en les agrégeant. A cela vont notamment
s’ajouter I'épithélium alvéolaire et la membrane basale qui constituent autant d’obstacles

significatifs a I'absorption moléculaire.

La majeure partie de la dose inhalée n’atteint donc jamais le poumon et environ 15%
de la dose totale se retrouve dans le sang. Pour cela, deux mécanismes d’absorptions
peuvent entrer en jeu. Le premier, la transcytose, correspond au passage de molécules par
inclusion intravésiculaire au travers des cellules épithéliales pour arriver au niveau de
I'endothélium afin d’étre libérées par exocytose. Il s’agit du mécanisme d’absorption principal
de linsuline par voie pulmonaire. Le second consiste en un passage paracellulaire, c’est-a-
dire entre les cellules, au niveau des jonctions ou via des pores résultant de I'altération ou de
la mort de cellules épithéliales.

Il existe une importante variation (entre 15 et 30%) de la fraction absorbée pour deux doses
administrées chez une méme personne. Cette proportion est cependant similaire a celle

observée avec I'insuline administrée par voie sous-cutanée.

Divers facteurs physiques, chimiques, physiologiques ou pathologiques, peuvent
influencer I'absorption des molécules au niveau de la membrane alvéolo-capillaire. Ainsi, la
taille de particules (limitée a 5-6 nm) ou encore leur masse moléculaire (maximum 40kDa)
influence la vitesse d’absorption. Cette derniére étant inversement proportionnelle a la
masse moléculaire. Certaines caractéristiques physicochimiques comme la lipophilie ou une
charge électrique négative favorisent aussi la pénétration moléculaire. Le tabagisme, par
altération des cellules épithéliales de la membrane va induire une modification de la
perméabilité au niveau des jonctions des cellules alvéolaires, en 'augmentant sensiblement.
Cette altération, plus ou moins réversible, est suffisamment importante pour modifier de
maniére significative la biodisponibilité de linsuline inhalée, pouvant la multiplier par trois
(86). Les pathologies broncho-pulmonaires chroniques (asthme, broncho-pneumopathie
chronique obstructive), a I'origine de réactions inflammatoires au niveau des voies aériennes
supérieures, ont, elles-aussi, un impact sur la capacité ventilatoire alvéolaire, diminuant ainsi

I'absorption d’insuline au niveau pulmonaire (87).
L’insuline inhalée semble absorbée plus rapidement, ou tout au moins aussi vite que

I'insuline administrée par voie sous-cutanée. Son effet hypoglycémiant est plus rapide et sa

durée d’action n’excéde pas les six heures. Malgré une biodisponibilité relativement faible
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(environ 10 a 20%), les épisodes d’hypoglycémie sont moins nombreux que lors d’un

traitement classique par insuline injectée (88).

Bien que peu de traitement ne fussent commercialisés, de nombreux essais ont été
réalisés, basés sur deux types de formulation. On peut citer tout d’abord les dispositifs
permettant I'administration d’'insuline sous forme de poudres comme Exubera® (Pfizer),
Technosphere® (Mannkind Biopharmaceuticals), Spiros device® (Dura Pharmaceutical), ou
encore Air® (Eli Lilly). D’autres ont été développés sur la base d’'une insuline sous forme
d'un liquide nébulisé comme I'AERx® (Novo Nordisk) ou I'Aerodose® (Sunnyvale).
Cependant, aucun de ces projets n'a recu d’autorisation de mise sur le marché. L’échec
d’Exubera® ayant certainement contribué a diminuer lintérét marketing des laboratoires

pharmaceutiques concernant cette voie d’administration pour l'insuline.

L’insuline est un peptide possédant des propriétés anaboliques (qui favorise la
synthése moléculaire), pro-inflammatoires et immuno-réactives favorisant la multiplication
des cellules épithéliales alvéolaires, diminuant I'apoptose (phénoméne de mort cellulaire) et
induisant une vasodilatation capillaire. De plus, il s’agit d’un traitement censé étre administré
sur du long terme. Bien que seulement 10% de la dose administrée n’atteigne les alvéoles
impactant environ 1% des cellulaires alvéolaires totales a chaque inhalation, la tolérance
concernant une administration sur du long terme n’est pas encore connue. En effet, certains
excipients pourraient présenter une éventuelle toxicité aprés plusieurs années
d’administration ou pourraient induire des irritations irréversibles. La toux étant le principal
symptome mis en avant chez les patients utilisant ce type de traitement, mais ayant disparu

lors de son arrét (89).

L’insuline inhalée posséde un profil d’action similaire a celui de l'insuline a action
rapide, administrée par injection sous-cutanée, et pourraient étre proposée en préprandial,
aussi bien dans le diabéte de type 1 que dans celui de type 2, en remplacement ou
supplément des traitements classiques (insuline ou antidiabétiques oraux), dans le but
d’améliorer le controle glycémique. Malgré une forme galénique intéressante et facilitant

'administration, I'innocuité a long terme doit encore étre démontrée.

c- Larestauration de la sécrétion pancréatique d’insuline

Malgré le développement d’alternatives aux injections d’insuline, comme ['utilisation
de nouvelles voies d’administration (orale ou pulmonaire), permettant de rendre le traitement
plus confortable pour le patient, ces avancées sont limitées par la fragilit¢ de la molécule
d’'insuline. Une autre voie de recherche s’oriente ainsi plutdt vers la régénération de la

capacité sécrétrice des cellules béta du pancréas, a 'origine de la libération d’insuline.
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Les avancées récentes en terme d’insuline, de pompes a insuline et de systémes de
contréle en continu du taux de glucose croisés avec de puissants algorithmes ont permis

d’accélérer fortement les progrés dans le développement d’un pancréas artificiel.

Ce concept de régulation par boucle fermée, c’est-a-dire autonome sans intervention
du patient, a été pour la premiére fois proposé dans les années 1970. Le Pr. Alan H. Kadish
a ainsi été a l'origine du développement du premier dispositif commercialisable, connu sous
le nom de Biostator® (Miles Laboratories Inc.). L’appareil était encore externe au corps et

nécessitait un important environnement médical.

Le pancréas artificiel est composé de 3 éléments. On trouve tout d’abord un appareil
de mesure en continu de la concentration sanguine en glucose, une pompe a insuline
classique avec diffusion sous-cutanée et, un algorithme de contrdle qui calcule en temps réel
la quantité d’insuline que la pompe doit délivrer pour maintenir la glycémie dans une
fourchette proche de la normalité (90). Cet équipement complexe a pour but de faciliter la vie
des patients atteints de diabéte de type 1 en leur injectant la quantité exacte d’insuline
nécessaire, a l'instant ou ils en ont besoin via un contréle automatique de la glycémie. Il
permet ainsi au patient de ne plus avoir a s’injecter des bolus avant les repas ou encore, de

devoir ajuster la quantité a administrer en fonction de son activité physique.

Le premier appareil de mesure en continu de la glycémie a été commercialisé en
1999 par Medtronic sous le nom de MiniMed®. La mesure du taux sanguin en glucose était
basée sur une réaction enzymatique au niveau d’'une électrode, insérée directement dans le
tissu sous-cutanée, qui mesurait le peroxyde d’hydrogéne dégagé par I'oxydation du glucose
par la glucose-oxydase. Ce systéme n’était cependant pas tres fiable et peu précis,
notamment concernant les phénoménes d’hypoglycémie épisodique et d’hyperglycémie
postprandiale. De nombreux autres systémes apportant des améliorations ont depuis été mis
au point par différents laboratoires, et quasiment tous utilisent finalement encore aujourd’hui

ce principe de détecteur ciblé sur les réactions de glucose-oxydation (90).

Le contrble ininterrompu de la concentration sanguine de glucose sur vingt-quatre
heures a montré de nombreux avantages par rapport aux tests glycémiques par piqQre au
niveau des doigts avec notamment le fait de générer des informations en continu sur la
tendance glycémique, mais aussi en détectant des épisodes asymptomatiques
d’hypoglycémie ou d’hyperglycémie. Ce systéme induit une amélioration significative du taux

d’hémoglobine glyquée (HbA1c) chez les patients utilisant ces dispositifs par rapport a ceux

72



mesurant simplement leur glycémie par prélevements successifs de sang au niveau digital
(91).

De nombreux algorithmes permettant le contréle de la boucle de régulation
glycémique ont été développés ces dernieres années. Cependant, il en existe deux
principaux : le PID (pour Proportional — Integral — Derivative) et le MPC (pour Model
Predictive Control). Il s’agit d’'une méthode de contrble permettant d’effectuer une régulation
en boucle fermée d’'une grandeur physique d'un systéme, ce qui correspond ici au taux
glycémique sanguin. Ce correcteur est un algorithme de calcul délivrant un signal de
commande (augmentation ou diminution de la quantité d’insuline libérée) selon la différence

entre la cible et la mesure réalisée.

Ce mode de calcul est basé sur 3 composantes :

- Une action proportionnelle : I'erreur est multipliée par un gain G
- Une action intégrale : I'erreur est intégrée et divisée par un gain Ti

- Une action dérivée : I'erreur est dérivée et multipliée par un gain Td.

Le réglage d'un PID consiste a déterminer les coefficients G, Ti et Td afin d'obtenir
une réponse adéquate au niveau de la régulation. Cet algorithme doit donc étre robuste,
rapide et précis (92). La dose d’insuline délivrée correspond a un résumé pondéré de ces

trois composantes qui sont au départ déterminées individuellement.

Le second algorithme (MPC), appelé « commande prédictive » en frangais est une
technique de commande avancée ayant pour objectif, via un modéle dynamique du
processus de contrble en temps réel, d'anticiper le futur comportement du procédé.
Autrement dit, c’est un procédé permettant d’anticiper les besoins en insulines du corps et

d’'induire rapidement une réponse aux changements.

Il integre un modeéle physiologique du procédé de régulation du taux glucidique ainsi
gu'un second modele, ne tenant pas compte des variations physiologiques, et basé sur
I'étude des relations insuline-glucose. Ce processus permet de prédire des scénarios comme
par exemple les variations du taux glucidique liées aux injections d’insuline. Cette capacité
de prédiction permet de prévoir une quantité d’insuline a sécréter basée sur une évolution

prédéfinie de la glycémie (93).
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Figure 33 : Schéma représentant un pancréas bioartificiel (94)

En résumé, le systéme de mesure en continu de la glycémie (1) est un capteur placé
sous la peau qui donne en permanence des informations sur I'évolution du taux sanguin en
glucose. Cette donnée est obtenue par corrélation avec le taux glucidique mesuré au niveau
du fluide interstitiel, c’est-a-dire au niveau du liquide entourant les cellules, la ou est implanté
le capteur. L’algorithme (2), correspondant a un logiciel informatique basé sur un
processeur, pouvant étre situé au niveau de la pompe ou de tout équipement électronique
externe, va ensuite envoyer des instructions a la pompe, quant a la quantité d’insuline a
injecter. La pompe (3) selon les indications regues, administre de l'insuline dans le tissu
sous-cutanée, régulant ainsi la glycémie (4), qui change constamment chez le patient en

fonction de ses repas, de son activité physique ou encore de son métabolisme.

Il existe d’autres alternatives thérapeutiques, en cours de développement, aux
injections pluriquotidiennes d’insuline qui reste actuellement l'unique traitement du diabéte
de type 1. On peut ainsi parler de la transplantation d’'ilots pancréatiques qui est une
technique consistant a isoler et purifier des flots de Langerhans préparés a partir du

pancréas d’'un donneur et a les greffer au niveau du foie de patients diabétiques de type 1.

Des études ont montré la faisabilité et l'efficacité de cette nouvelle approche
thérapeutique, a l'origine de la restauration d’une production d’insuline par I'organisme du
patient diabétique, en vue de réguler la glycémie (95). Cette sécrétion, bien que partielle,

résulte de la réactivation des cellules B qui sont les seules cellules de I'organisme capables
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de produire de linsuline. Selon ces études, 98% des patients redeviennent insulino-
indépendants immédiatement aprés la greffe. Cependant, seulement 10% de ces patients le

restent cinq ans aprés la transplantation (96).

Cette greffe d’ilots a pour avantage de pouvoir stabiliser le diabéte et de limiter les
hypoglycémies sévéres en diminuant le traitement par insulinothérapie mais ne permet pas
encore d’arréter complétement un traitement par insuline. Au long terme, on assiste aussi a

une perte de fonction des ilots transplantés.

Donneur en état

Isolement des
de mort

Prélevement

pancréatique ilots

cérébrale

Transport vers centre
d’'isolement < 8h

Perfusion portale

Transport vers centre
implanteur : 4 a 8h

des ilots chez le

receveur diabétique

Figure 34 : Schéma présentant le déroulement d’'une greffe suite & un don de pancréas.

Une greffe n'est pas un traitement anodin et nécessite une importante prise en
charge médicale. Chaque étape demande du savoir-faire et posséde son lot de difficultés

pouvant faire échouer la greffe.

L’isolement des ilots de Langerhans se fait par digestion pancréatique a l'aide de
collagénases. Les cellules recueillies sont ensuite purifiées par centrifugation en gradient de
densité. Cette premiere étape induit déja la perte d’environ 50% des filots, auxquelles
s’ajoutent une perte due a I'état du donneur ou encore aux conditions de transport, qui
peuvent avoir dégradé le pancréas. En moyenne, les médecins vont avoir besoin d’au moins
deux pancréas pour pouvoir greffer un receveur.

Avant l'injection chez le receveur, celui-ci subira un traitement par immuno-suppresseur afin
de prévenir le rejet de la greffe et d'éviter une agression auto-immune des flots de
Langehans injectés. Ce traitement induit un risque de toxicité envers les flots mais aussi et
surtout un risque général pour le patient, qui devra vivre sous immuno-suppresseurs, et qui

risque alors de déclarer des effets indésirables ou de développer des infections.
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L’injection chez le patient diabétique est réalisée par voie transhépatique sous échographie.
Une masse de cellules d’environ 5 a 15 mg est perfusée ou bien injectée au niveau de la
veine porte. |l existe alors un risque d’hémorragie hépatique, de thrombose ou de perte des
ilots (97).

Cette innovation thérapeutique qui a pour but de guérir un jour les diabétiques de
type 1 se heurte notamment a une trés faible disponibilité de pancréas, a de faibles
rendements a l'issue de l'isolement, a une absence de vascularisation des ilots greffés, a
une toxicité non négligeable du traitement immuno-suppresseur, a un co(t élevé et surtout a

une normoglycémie imparfaite et de courte durée.

Grace a Il'utilisation de nouveaux traitements antirejet, des premiers succés ont

permis de valider le principe de la greffe d’ilots chez les patients atteints de diabéte de type 1
sévere. Cependant, I'épuisement des ilots greffés semble inexorable chez la majorité des
patients aprés la premiére année, aboutissant a la perte progressive du greffon. La cause
évoquée est la réaction immunitaire de rejet du receveur contre les ilots transplantés.
La nécessité d’'un puissant traitement antirejet reste donc un frein important. De plus, ces
traitements imposent une surveillance réguliére pour détecter et traiter rapidement toute
complication infectieuse ou tumorale (cutanées en particulier) pouvant survenir du fait de la
baisse des défenses immunitaires.

Pour linstant, le bénéfice observé semble largement compenser les risques liés a la
greffe puisque ce traitement améliore grandement la qualité de vie des patients diabétiques,
tout en les rendant insulino-indépendants durant quelques années.

Mais il subsiste encore un obstacle a un développement a plus grande échelle, c’est la faible
disponibilité de pancréas humains, actuellement issus des dons d’organes (95).

De récents travaux laissent entrevoir la possibilité de produire en laboratoire de grandes
quantités de cellules béta humaines, en particulier a partir de cellules souches

embryonnaires.

Comme vu précédemment, un des problémes rencontré par la greffe d'ilots est le
manque de donneurs. Aussi au lieu d’utiliser les cellules d’'un pancréas provenant d’'un don
d'organe, des recherches sont en cours pour produire des cellules béta a partir de cellules
souches et les utiliser comme traitement de substitution. Les cellules souches pluripotentes
sont actuellement représentées par deux grands groupes: les cellules souches
embryonnaires et les cellules pluripotentes induites. Elles sont caractérisées par leur
prolifération illimitée et par leur capacité a générer les trois couches germinales (endoderme,

ectoderme et mésoderme) (98).
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En premier lieu, les cellules souches embryonnaires qui sont des cellules dites
pluripotentes, c’est-a-dire qu’elles peuvent se répliquer a l'infini pour proliférer en culture et
se différencier en plus de 200 types de tissus humains. Ce sont les premiéres cellules
produites au niveau de 'embryon et sont a l'origine de tous les tissus du corps.

Ces cellules pourraient donc étre différenciées en cellules béta immatures puis transplantées
chez un patient diabétique, en espérant qu’elles arrivent a maturité et produisent de
linsuline. Des chercheurs ont prouvé que c’était possible chez la souris. Ces cellules
immatures transplantées se différencient une fois administrées, et sont capables de
percevoir le niveau de sucre dans le sang pour y répondre par la production d’'insuline (99).
Cependant, ces cellules embryonnaires peuvent étre précurseurs de tous les types de
cellules et ont ainsi le potentiel de former des tumeurs. Il faudrait donc arriver a encadrer leur
différenciation avant de pouvoir réaliser des essais chez I'humain.

Une alternative pourrait étre de produire des cellules béta déja différenciées et
fonctionnelles, afin de les transplanter directement chez le patient. Malheureusement les
procédés de différenciation étant extrémement complexes, ils ne sont pas encore assez bien

connus pour pouvoir avancer dans cette voie.

D’autre part, il est possible d’utiliser un autre type de cellules souches pour traiter le
diabéte. On les appelle les cellules pluripotentes induites et elles sont produites en
reprogrammant des cellules adultes, du patient lui-méme. Ces cellules pourraient alors étre
utilisées pour produire des cellules béta qui seraient par la suite administrées au patient.

Les scientifiques ont montré que certaines de ces cellules productrices d’insulines issues du
laboratoire sont capables de réguler la glycémie chez la souris diabétique. Bien que plus
stable, les cellules souches induites ont jusqu’ici été moins performantes pour la production

d’insuline que les cellules béta provenant de cellules souches embryonnaires (99).

Ce type de traitement par cellules souches présente un gros avantage puisqu’il
pourrait régler le probléeme du rejet de transplant. En effet, les cellules transplantées étant
créees par des cellules provenant au départ du patient lui-méme, elles ne seront pas
reconnues comme étrangeres par le systéme immunitaire. |l subsiste néanmoins un risque,
correspondant au probléme originel du diabéte de type 1 et qui est une réaction auto-

immune du corps contre les cellules béta de I'organisme.

Par ailleurs, certains chercheurs pensent qu'’il serait possible de stimuler des cellules
souches déja présentes dans le pancréas du patient afin de produire de nouvelles cellules
béta. Ces cellules qu'il faudrait arriver a identifier, présentent certaines propriétés des
véritables cellules souches mais elles nont pas la capacité de s'auto-renouveler

indéfiniment (100).
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Développer des méthodes de production des cellules béta n’est pas le seul axe de
recherche a considérer, il faut aussi s’assurer de la survie des cellules aprés transplantation.
Comme le diabéte de type 1 implique la destruction des cellules béta par le systéme
immunitaire de I'organisme, les recherches en cours étudient aussi comment protéger les
cellules transplantées. On pourrait aussi les implanter au sein d’'une capsule protectrice, ou
plus simplement dans une partie du corps moins sensible au systéme immunitaire, ou
encore, utiliser des cellules souches de la moelle osseuse du patient pour rééduquer le
systéme immunitaire de maniére a ce qu’il ne s’attaque plus a ces cellules sécrétrices
dlinsuline. Le but étant d’empécher le systéme immunitaire de détruire les cellules

transplantées sans faire usage de médicaments immunosuppresseurs.

Des chercheurs ont montré qu'il était possible de transformer certaines cellules du
pancréas : les cellules alpha en cellules béta. Pour cela, ils ont induit I'activation forcée d’'un
gene (nommé Pax4) dans toutes les cellules alpha. Les résultats ont montré que ces cellules
alpha, continuellement régénérées, sont converties en cellules béta conduisant ainsi a une
augmentation massive du nombre de ces dernieres. Ces cellules sont fonctionnelles et
permettraient de traiter un diabéte induit. Cependant, ces résultats bien que prometteurs ont

été obtenus chez la souris et doivent maintenant étre validés chez 'homme (101).

Bien que, ces vingt derniéres années, les recherches concernant les cellules souches
aient beaucoup progresse, des points restent a éclaircir pour pouvoir envisager des essais

sur ’'homme en vue d’obtenir des traitements slrs et efficaces.

Conclusion :

L’évolution de la recherche médicale sur le diabéte permet maintenant de proposer
un arsenal thérapeutique de plus en plus large afin de pouvoir combiner différents analogues
de linsuline, de maniére a reproduire le cycle sécrétoire physiologique. L’objectif tend a
évoluer vers une administration de l'insuline par une voie autre que la voie sous-cutanée, et
aux injections, par développement de molécules a tropisme pulmonaire ou intestinal. Quant
au remplacement définitif de linsulinothérapie par de nouvelles techniques de greffes
cellulaires, que ce soit d’'llots pancréatiques ou de cellules souches, des progrés ont été
faits, qui permettront peut-étre une alternative aux injections d’insuline dans quelques

années.
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CONCLUSION

Le diabéte est une pathologie qui se définit par une glycémie a jeun supérieure a 1,26
g/L (7 mmol/L), mesurée a deux reprises. Cette maladie est en forte augmentation en France
mais également dans le monde. Au cours du siécle dernier, de nombreux progrés ont été
fait concernant l'insulinothérapie, ce qui a amené a une réduction significative de la mortalité
et de la morbidité liées au diabéte, tout en améliorant la qualité de vie de millions de patients.
En amont de ces grandes avancées, les préparations les plus employées étaient a base
d’insuline bovine ou porcine. Le développement de techniques de génie génétique a par la
suite permis de produire une insuline exogéne recombinante, identique a la molécule

physiologique produite par le pancréas et, dans des quantités industrielles.

L’insuline, de par sa nature protéique, est une molécule fragile facilement dégradable.
Produire de maniére industrielle une insuline médicament, avec un haut niveau de qualité,
est |a aussi un enjeu, pour lequel il est nécessaire de parfaitement maitriser le procédé de
fabrication, a cause notamment des nombreux facteurs de dégradation possibles. Que ces
derniers soient chimiques, comme les interactions possibles avec les excipients entrant dans
la fabrication méme du produit, ou physiques comme la lumiére ou la température, ce sont
des éléments a ne pas négliger. Il est donc important de les identifier pour pouvoir les
contréler, d’autant plus que les conséquences ne sont pas toujours visibles sur le produit lui-

méme, mais se répercuteront le plus souvent sur le patient par une inefficacité du traitement.

La mise sur le marché de nouveaux types d’analogues (insuline rapide ou basale par
exemple), a permis au fil des ans de diversifier 'arsenal thérapeutique des diabétologues,
dans le but d’obtenir un meilleur contréle glycémique chez les patients diabétiques. Pour
cela, il est important de reproduire le plus fidélement possible le cycle sécrétoire
physiologique de l'insuline, au sein de I'organisme. La voie sous cutanée est la principale
voie d’administration de l'insulinothérapie. Elle se heurte néanmoins a une certaine variabilité
dans I'absorption, mais aussi et surtout, a une barriére psychologique chez le patient face a
I'idée d’injections quotidiennes et multiples.

Pour ces raisons, les avancées sur les analogues de linsuline ont été complétées par le
développement de dispositifs utilisant de nouvelles voies d’administration, comme la voie
pulmonaire ou encore la voie orale. D’autres alternatives thérapeutiques, permettent-elles de
pallier aux injections quotidiennes en s’orientant plutét vers la restauration de la sécrétion
pancréatique d’insuline, via la greffe d’'un pancréas artificiel, d’llots de Langerhans, ou

encore de cellules souches.

Ainsi, méme si ces dispositifs demandent encore a étre perfectionnés, ils devraient
offrir aux patients une alternative a 'administration d’'insuline par voie sous-cutanée, dans les
annees a venir.
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