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Résumé

Cette revue est consacrée a |'histoire des insulines synthétiques et biosynthétiques. Plutot que de
rester dans le cadre purement descriptif de la chronologie historique de leur développement au
cours des 40 dernieres années, nous avons élargi notre démarche en faisant une analyse plus
approfondie des découvertes fondamentales qui ont mené a nos avancées technologiques les plus
marquantes dans ce domaine.. L'insuline est une hormone peptidique formée par 2 chaines d’acides
aminés (A et B) reliées par 2 ponts disulfures avec un pont disulfure supplémentaire a I'intérieur de la
chaine A. Tous les acides aminés (des résidus cystéines) impliqués dans les ponts disulfures et
guelques autres comme ceux qui sont situés entre B25 et B26 sont cruciaux pour le maintien de
I"activité insulinique. Pour cette raison, toute modification dans la structure de I'insuline doit étre
soigneusement analysée pour éviter des effets néfastes quand certains acides aminés sont remplacés
par d’autres. En revanche, des effets bénéfiques peuvent étre obtenus apres des modifications
ciblées : a) en position B28-B29 pour réduire I'autoassociation des unités insuliniques et pour
produire des analogues rapides ; b) avec addition de 2 résidus arginine a I'extrémité de la chaine B
pour modifier le point isoélectrique des préparations (e.g. la glargine) ; et c) avec insertion d’un acide
gras en B29 pour obtenir des insulines acylées, qui se « protractent » dans le tissu cellulaire sous

cutané avec une fixation ultérieure sur I'albumine plasmatique. Les deux dernieres modifications
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sont utilisées pour la production des analogues a action prolongée. Toutes sont obtenues grace a la
technologie de I’ADN recombinant qui fut appliquée pour la premiére fois dans le domaine de
I'insuline dans les années 80-90. Elle a permis la production d’une grande variété de préparations
insuliniques destinées a individualiser le traitement des personnes ayant un diabéte traité par
insuline. Une fois de plus, nous insisterons sur le fait que la compréhension du point de départ (la
chimie de I'insuline) pour décrire le point d’arrivée (la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de

I'insuline) est la démarche principale que nous avons utilisée tout au long de cette revue.

Mots clés : Insulines humaines, analogues de I'insuline, histoire de la technologie de ’ADN

recombinant

Summary

This review concerns the history of synthetic and biosynthetic insulins. Rather than limiting our
objectives to describe the chronological development of insulin preparations during the last past four
decades, we have extended our approach to a deeper analysis of the fundamental discoveries that
led to the most striking technological advances in this domain.. Insulin is a peptide hormone
consisting of 2 chains (A and B) of aminoacids linked by disulfides bonds with an additional intrachain
disulfide bridge. All the aminoacids and a few others such as those between B23 and B26 are crucial
for maintaining the insulin activity. Consequently, any changes in the insulin structure should be
carefully weighed in order to avoid harmful effects that can occur when some aminoacids are
substituted for others. In contrast, beneficial effects can be achieved after selected modifications: a)
at the B28-B24 positions for reducing the auto-association of insulin units and thus for producing
rapid-acting analogues; b) by adding two arginine residues at the C-terminal of the B chain for
shifting the isoelectric point (e.g. insulin glargine); and c) by inserting a fatty acid on the B29 residue
for obtaining acylated insulins, which are subject to a protraction in the subcutaneous tissue and to a
subsequent plasma albumin binding. The two latter changes are used for the production of long-
acting insulin analogues. All modifications were obtained using the DNA recombinant technology that
began to be applied to the insulin domain during the 1980-1990 decade and that further permitted
the production of a wide range of insulin preparations, currently available for individualizing the
treatment of insulin-using persons with diabetes. Once again understanding the starting point, i.e.
the chemistry of insulin, to describe the end point, i.e. the pharmacokinetics and pharmacodynamics

of new insulins, was the main approach used throughout this review.
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L'insuline est une hormone dont la structure est bien connue [1]. Dans sa forme native elle est
immédiatement active dans ses nombreux tissus cibles apres s’étre fixée sur son récepteur spécifique
et aprés I'avoir activé [2]. Quand elle est administrée par voie exogéne, I'action de I'insuline est
toujours décalée dans le temps. Le décalage dépend de la voie d’administration [3] et des
modifications qui ont été appliquées aux préparations insuliniques avant leur injection. Certaines
sont des formes commerciales a actions rapides et courtes tandis que d’autres agissent de maniére
progressive et prolongée [4,5]. Les premiéres sont destinées a contrdler les montées glycémiques qui
suivent les repas et sont regroupées sous le terme d’insulines « prandiales ». Les deuxiémes ont pour
objectif de couvrir les besoins insuliniques interprandiaux et I'appellation « insulines basales » leur
est habituellement attribuée. C'est dans le cadre de cette dualité complémentaire entre insulines
prandiales et basales que les scientifiques ont progressivement développé des préparations
insuliniques de plus en plus personnalisées pour s’adapter aux besoins des patients diabétiques.
Amorcée des la mise au point des insulines protaminées par Hagedorn en 1936 [6] cette évolution
s’est ensuite poursuivie dans I'eére contemporaine a partir des années 80 quand la technologie de
I’ADN recombinant [7,8] a permis d’abord I'obtention d’insulines humaines [9] dont la structure est
identique a celle de I'insuline native [10] puis la synthese d’analogues rapides et lents [4,11,12] ayant
des caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacologiques de mieux en mieux définies. C'est
cette partie de I'histoire de I'insuline, débutée il y a pres de 40 ans, que nous allons conter dans les

lignes qui suivent.

La chronologie des insulines humaines : des préparations semi-synthétiques

vers les formes biosynthétiques

Bien que les années 80 marquent le début de la « saga » des insulines humaines [9] produites par la
technologie de I’ADN recombinant, ces insulines dites biosynthétiques n’avaient pas été les
premieres insulines humaines a étre mises sur le marché, car elles avaient été précédées de quelques
années par les insulines humaines semi-synthétiques encore désignées sous le terme d’insulines

« humanisées » [13]. Ces dernieres étaient obtenues a partir de I'insuline de porc qui ne differe de
I'insuline humaine que par un seul acide aminé situé a I’extrémité carboxyle de la chaine B, en
position B30 : I'alanine sur I'insuline porcine et la thréonine sur I'insuline humaine. Le procédé de

transpeptidation enzymatique mis au point par le laboratoire Novo en 1978-1979 [14,15] pour



transformer l'insuline porcine en insuline humaine était un peu besogneux car il fallait d’abord
détacher I'alanine de I'insuline de porc en faisant intervenir la trypsine pour la remplacer dans un
deuxieme temps par la thréonine fournie sous forme estérifiée. Bien que cette technique fit bien
maitrisée avec un excellent rendement (97% d’insuline de porc transformée en insuline humaine)
[13], elle présentait I'inconvénient majeur d’utiliser comme substrat de départ une insuline extraite
de pancréas de porc. Cette source risquait a terme de se tarir en raison de I'augmentation sans cesse
croissante des besoins en insuline a I’échelle mondiale, liée elle méme a I'accroissement du nombre
des patients diabétiques insulinés, en particulier de ceux ayant un diabete de type 2 nécessitant un
traitement insulinique. Dans ces conditions, la voie des insulines humaines semi-synthétiques ne
pouvait que s’effacer devant celle des insulines biosynthétiques obtenues par la technologie de I’ADN
recombinant. Cette derniére voie n’est en principe soumise a aucune limite. En effet les insulines
biosynthétiques sont obtenues en transférant les génes des chaines A et B de I'insuline dont la
séquence nucléotidique est bien connue dans le plasmide d’une cellule bactérienne : un Escherichia
Coli en général [7,8,10]. La cellule bactérienne devient I’'h6te de I’ADN des chaines A et B grace a son
ADN plasmidique qui a un triple avantage : a) il est constitué par un substrat d’ADN sur lequel il est
relativement aisé d’insérer un fragment d’ADN étranger. b) il se réplique avec I’ADN inséré au méme
rythme que la multiplication de la cellule hote et c) il est distinct de I’ADN chromosomique de la
bactérie [16] (figure 1). Dans ces conditions, en cultivant les cellules bactériennes il est possible
d’obtenir des quantités importantes d’ADN des chaines A et B. Les chaines peptidiques A et B
synthétisées a partir de leurs ADN respectifs sont ensuite chimiquement converties en dérivés
sulfonés pour reconstituer les 2 ponts disulfures qui les réunissent et pour reconstruire la structure
finale primaire et tertiaire de I'insuline native [13]. Une voie alternative pour arriver a I'insuline est
d’introduire le géne de la proinsuline dans une souche bactérienne d’Escherichia Coli [17]. Aprés
avoir plicaturé de maniere appropriée la proinsuline produite et aprés avoir reconstitué les ponts
disulfures, les molécules de proinsuline produites sont clivées par un procédé enzymatique pour
conduire a l'insuline humaine biosynthétique. Quelle que soit la méthode utilisée, il a été démontré
gue les insulines humaines biosynthétiques ont une immunogénicité beaucoup plus faible et une
production d’anticorps anti-insuline de type IgE ou IgG beaucoup moins fréquente lorsqu’elles sont

comparées aux insulines animales [17,20,21,22, 23].

Le concept des analogues de l'insuline : les relations entre structure et

activité

A partir du moment ou la technologie de I’ADN recombinant fut complétement maitrisée, la voie fut

largement ouverte pour la production d‘insulines génétiquement modifiées afin d’obtenir des



préparations plus stables et a durée d’action plus prévisible et mieux définie que celle des anciennes
insulines. La stabilité peut se décliner sous la forme d’une moindre variabilité d’absorption intra et
inter-individuelle apres injection de la préparation insulinique par voie sous cutanée. La durée
d’action est également une préoccupation fondamentale pour tenter de reproduire le mieux possible
la sécrétion insulinique physiologique des personnes exemptes de diabéte. Trés schématiquement on
peut distinguer une sécrétion basale interprandiale relativement constante avec des taux
d’insulinémie plasmatique de I'ordre de 10 mU/L (60 pmol/L) et une sécrétion prandiale courte
(moins de 3 heures) qui suit le début du repas avec des taux maximum allant de 50 a 60 mU/ml, soit
300 a 360 pmol/L (figure 2) [24]. En traitant des sujets diabétiques de type 1 par un mélange
d’insuline réguliére (durée d’action de l'ordre de 6 heures ; pic d’activité vers la 2¢™ heure aprés
Iinjection [25]) et d’insuline NPH (durée d’action de 12 a 14 heures ; pic d’activité entre la 3*™ et |a
4™ heure aprés I'injection [26]), il est impossible de reproduire un profil insulinique correct [27]. Par
voie de conséquence, le profil glycémique est tellement imparfait avec ce type de mélange [27] qu'il
serait jugé totalement anachronique et impubliable en 2021, cent ans aprés la découverte de
I'insuline. C'est pour cette raison que les années 85 et toutes celles qui suivirent furent marquées par
la recherche d’insulines modifiées dans leur structure afin d’obtenir des analogues permettant la
pratique des schémas insuliniques de type basal-bolus, d’abord appliqués aux patients diabétiques
de type 1, mais également recommandées dans le diabéete de type 2 lorsque ce dernier échappe a
I’escalade thérapeutique traditionnelle : Insuline basale plus agonistes des récepteurs du GLP-1 [28].
La chronologie du développement des analogues de I'insuline est décrite sur la figure 3 [5]. Ce furent
d’abord les analogues rapides qui virent le jour au cours de la décennie 1985-1995. Leur durée
d’action plus courte que celle de I'insuline réguliére (3 heures) et leur pic plus précoce (entre la 45¢™¢
et la 60°™ minute aprés l'injection [25]) permettent une meilleure couverture des excursions
glycémiques postprandiales [29]. Les analogues rapides furent assez rapidement suivis par le
développement des analogues lents/ultralents qui peuvent étre listés de la facon suivante par ordre
chronologique : a) la glargine U100 (1992-2003) ; b) la détémir (1996-2006) et la dégludec (2010-
2013) (figure 3)[5]. Pour clore cette liste, il convient de ne pas oublier les insulines dont la durée
d’action se poursuit sur une semaine entiere. Ces dernieres appelées « insulines hebdomadaires » ne
sont pour I'instant qu’au stade d’expertise sans qu’on puisse savoir si elles seront un jour
commercialisées. Le dénominateur commun de tous les analogues est une modification de la
structure des insulines. Toutefois, modifier la structure des insulines n’est pas une entreprise facile.
En effet, les modifications doivent étre correctement ciblées sur des zones bien précises. En
revanche elles doivent éviter les zones ou elles pourraient exercer des effets délétéres. Ainsi,

rappeler nos connaissances en termes de relation entre structure et activité de I'insuline nous paraft



justifié afin de mieux comprendre le pourquoi et le comment des modifications qui ont conduit aux

analogues de l'insuline.

Cette description des différentes zones nécessite un bref rappel sur la structure de I'insuline dont la
séquence des acides aminés (structure primaire) fut identifiée au milieu du siecle dernier par
Frederik Sanger grace a une méthode de séquencage protéique. Ses travaux lui valurent de recevoir
en 1958 le prix Nobel de chimie, I'un des 2 prix Nobel qui lui furent attribués pour consacrer une
exceptionnelle carriére scientifique. L'insuline est constituée de 2 chaines polypeptidiques A et B qui
possedent respectivement 21 et 30 acides aminés. Ces 2 chalnes sont reliées entre elles par deux
ponts disulfures entre les résidus A7-B7 et A20-B19 (figure 4) [1,30]. Ces 4 acides aminés
correspondent a 4 résidus cystéine, c’est-a-dire a un acide aminé soufré. Ceci explique que les 2
ponts disulfures soient ancrés sur les positions que nous venons de citer. Avant sa libération dans le
torrent circulatoire, I'insuline est enchassée dans une protéine plus large, la proinsuline. La stabilité
de cette protéine est assurée par un peptide de connexion (le peptide C) qui est une séquence de 35
acides aminés dont les 2 extrémités sont liées aux chaines A et B au niveau des acides aminés situés
en Al et B30. C'est grace au clivage en plusieurs temps de la proinsuline par des endopeptidases et
des décarboxylases que le produit final, c’est-a-dire de I'insuline, est libéré avec ses chaines A et B
correctement configurées [30]. La structure tertiaire spatiale en 3 D qui en résulte avec enroulement
des 2 chaines A et B I'une sur I'autre est indispensable pour que I'insuline se fixe sur son récepteur
spécifique et I'active au niveau des organes cibles [1,2]. Cette structure spatiale (figure 4) a été
décrite une dizaine d’année apres les travaux de Sanger par une biochimiste britannique, Dorothy
Crowfoot-Hodgkin grace a I'utilisation de techniques de radiocristallographie. En 1964, elle regut le
prix Nobel de chimie pour I'ensemble de son ceuvre scientifique dédiée a de nombreuses protéines

et qui dépasse la description de la structure spatiale de I'insuline.

1) Les zones de maodifications « nuisibles » qui conduisent a une inactivation plus ou moins

complete de l'insuline ou a des effets délétéres

Plusieurs de ces zones se situent sur la chatne B en B10, B23, B24, B25 et B26. Les sites en B24, B25
et B26 qui sont occupés par des acides aminés aromatiques (phénylalanine en B24 et 25 et tyrosine
en B26) jouent un réle majeur dans I'interaction insuline-récepteur [31-33]. Certaines modifications
diminuent I'action de I'insuline mais d’autres peuvent au contraire I'accroitre. A titre d’exemple, le
remplacement de la tyrosine en B26 par de la iodotyrosine stabilise I'insuline et accroit son efficacité
[34]. De méme un exemple d’exacerbation de I'action de I'insuline est donné par un analogue de
I'insuline humaine obtenu par substitution de I’histidine en B10 par de I’acide aspartique [34]. Cette

modification initialement congue pour réduire I'auto-association de I'insuline dans laquelle le résidu



B10 est impliqué s’est effectivement avérée efficace pour accroitre I’action de I'insuline en
augmentant son affinité pour le récepteur de I'insuline en ralentissant la dissociation de la liaison
insuline-récepteur [36]. Malheureusement, dans un deuxieme temps, les concepteurs de cette
insuline désignée sous le qualitatif de X10 noterent qu’elle avait une affinité trop élevée pour le
récepteur de I'lGF-1 («Insulin Growth Factor-1») et que son pouvoir mitogene était augmenté [35].
Ce probleme est récurrent dés que I'on envisage de concevoir une nouvelle insuline car les
récepteurs de 'insuline et de I'lGF1 ont tous les deux une structure tétramérique et appartiennent a
la famille des récepteurs de type tyrosine kinase. De plus malgré leur séparation relativement
précoce dans I'évolution des vertébrés I'insuline et I'lGF-1 dérivent toutes les deux d’un ancétre
commun. Méme si I'affinité de I'insuline humaine pour le récepteur de I'lGF-1 reste faible (1/1000°™¢
de celle qu’elle exerce vis-a-vis de son propre récepteur [37]), il n’en reste pas moins que certains
analogues de l'insuline peuvent avoir une affinité 7 a 8 fois plus forte pour le récepteur de I'lGF-1
que l'insuline humaine [38]. C’'est pour cette raison que I’histoire de I'insuline X10, programmée pour

étre un analogue rapide s’arréta de maniere prématurée avant tout développement commercial.

Ultérieurement dans cet article nous reviendrons sur les modifications de I'acide aminé B25 qui fait
partie des 3 sites modifiés pour obtenir des insulines a action tres lente (hebdomadaire) en
ralentissant et en prolongeant la liaison de I'insuline sur son récepteur. Parmi les zones cruciales
pour I'action de l'insuline il convient de signaler les points d’insertion des 2 ponts disulfures qui
relient les chaines A et B. Ainsi, toute mutation génétique au niveau des 4 acides aminés qui sont
directement impliqués dans les ponts disulfures (A7-B7 et A20-B19) peut conduire a leur rupture ou
a une désorganisation de la structure spatiale. Ceci conduit a I'inefficience compléte de I'insuline. Les
mémes conséquences peuvent étre observées quand il s’agit de modifications au voisinage de
I'insertion des ponts disulfures. Ainsi il a été démontré que de mutations génétiques sur les positions
A19 et B8 sont responsables de diabétes néonataux avec sécrétion B Langheransienne d’une insuline
inefficace [39]. Le pont disulfure interne a la chaine A entre les résidus cystéine situés en position A6
et A1l conditionne également la stabilité moléculaire de I'insuline et son altération risque de porter
atteinte a son activité. Il est a noter que la modification des ponts disulfures inter ou intra-chaine
peuvent modifier la structure spatiale de la proinsuline et par voie de conséquence risquent de
compromettre sa libération a partir du réticulum endoplasmique des cellules béta [40,41]. Cette
conséquence ne concerne pas 'insuline produite par la technologie de I’ADN recombinant a partir de
I'insertion de la proinsuline dans une bactérie. En effet les ponts disulfures de la proinsuline sont
supprimés pour étre ensuite reconstitués dans une étape terminale ou ils sont reinsérés dans leur
position physiologique avant le clivage définitif de la proinsuline avec séparation de I'insuline et du

peptide C (figure 1) [42,43,44].



En résumé, les zones a préserver lors de la conception de nouveaux analogues peuvent étre
regroupées en 2 catégories (figure 5): celles qui touchent les 3 ponts disulfures, c’est-a-dire
principalement les résidus cystéine et celles qui concernent les zones de liaison aux récepteurs. Enfin,
il est a noter que I'évolution de la structure des insulines a été fortement conservée dans |'évolution
des vertébrés supérieurs. C'est ce qui explique en particulier que les insulines de porc et de boeuf
aient été utilisées pendant de nombreuses années pour traiter les patients diabétiques. Comme nous
I"avons indiqué plus haut, I'insuline de porc ne differe de I'insuline humaine qu’au niveau de I'acide
aminé en B30 : alanine a la place de la thréonine. Pour l'insuline de boeuf, les différences sont un peu
plus marquées mais ne touchent aucune zone essentielle : alanine au lieu de la thréonine en B30 et

A8 et valine au lieu de I'isoleucine en A10.

2) Les zones de modifications utiles

Modifier la structure de I'insuline pour éviter I'auto-association de ses unités monomériques a été
I’'une des préoccupations majeures des scientifiques au cours des années 90 (figure 3)[5] afin
d’obtenir des analogues de I'insuline a action rapide [45-48]. Toutes les préparations insuliniques
sont stabilisées grace a une addition de zinc et de composés phénoliques [49]. Malheureusement
cette adjonction facilite la transformation des unités monomériques de I'insuline en diméres puis en
hexameéres, ces derniers se dissociant relativement lentement aprés injection dans le tissu cellulaire
sous cutané avec un pic d’activité a la 2™ heure et une durée d’action de l'ordre de 6 heures
[25,50]. La transformation des monomeres en hexameres est expliquée par le fait que chaque
molécule d’insuline a une forte affinité pour sa voisine la plus proche, I'association s’effectuant au
niveau des extrémités carboxyl des chaines B en B30 grace a des liaisons hydrogénes [11] (figure 6).
Quand l'insuline est injectée a sa concentration de 100 U/mL il faut quelle subisse une dilution par un
facteur 1000 dans le tissu cellulaire sous cutané pour se dissocier en monomeres, forme sous
laquelle elle se fixe sur son récepteur. En modifiant la partie terminale de la chaine B, en particulier
au niveau des acides aminés situés en positions B28 et B29, on peut réduire les phénomeénes d’auto-
association pour conduire a des insulines qui se dissocient rapidement apres injection et qui donnent
naissance a des unités monomériques immédiatement utilisables [45-48]. L'idée de modifier les
acides aminés B28 et/ou B29, par exemple en inversant leurs positions pour passer d’une séquence
proline en B28 et lysine en B29 dans I'insuline normale a une séquence lysine en B28 et proline en
B29 dans la lispro (premier analogue rapide), a été inspirée par les études portant sur la structure de
I'IGF-1 [48,51]. Cette derniere hormone n’a aucune tendance a I'auto-association en dépit de son
homologie de structure avec l'insuline. Ainsi naquit la lispro, le premier analogue rapide
commercialisé dans les années 90 par le laboratoire Lilly sous le nom d’"Humalog® [45,46,52].

Suivirent ensuite I'insuline asparte (Novo Rapid®) du laboratoire Novo [53] et I'insuline glulisine du



laboratoire Sanofi (Apidra®) [54,55] obtenues respectivement par remplacement de la proline in
position B28 et de la lysine en B29 par de I'acide aspartique et de 'acide glutamique. A quelques
nuances pres ces 3 insulines rapides ont les mémes profils d’action et les mémes propriétés [25,56],
méme si un travail indique que la glulisine pourrait étre un peu plus rapide quand elle est
administrée a des sujets obeses [54]. En dehors des modifications concernant la séquence B28-B29
qui intervient dans I'auto-association, d’autres manipulations de la molécule d’insuline ont été
réalisées pour obtenir des analogues lents ou ultra lents. Elles seront détaillées un peu plus loin dans
cette revue, au moment de la description de leur les profils d’action qui sont actuellement de mieux

en mieux connus grace aux études de pharmacocinétique et de pharmacodynamie.

La pharmacocinétique et de la pharmacodynamie des préparations

insuliniques : une période clé, les années 80

De nos jours il est impossible de commercialiser une préparation insulinique sans connaitre son profil
d’action. Seules les études de pharmacocinétique et de pharmacodynamie, désignées par I’'acronyme
PK/PD permettent de confirmer ou d’infirmer les propriétés qui avaient été pressenties grace au
travail préalable des chimistes. Les premiéeres tentatives pour évaluer les caractéristiques
pharmacodynamiques (PD) des préparations insuliniques furent effectuées par Gerritzen dans les
années 50 [57], mais les études pharmacodynamiques ne prirent leur véritable essor qu’avec la
technique du clamp euglycémique développé au début des années 80 par DeFronzo et al [58]. Si on
se contente d’'une approche sommaire, la pharmacocinétique consiste a étudier |’évolution de la
concentration insulinique plasmatique aprés injection d’une préparation insulinique a tester, tandis
gue la pharmacodynamie évalue le profil du débit de glucose a perfuser pour maintenir la glycémie a
la normale aprés injection de cette méme préparation [59]. Bien que les principes paraissent simples,
la réalité est beaucoup plus complexe [60-62], ce qui explique les résultats parfois disparates d’une
étude a l'autre. C'est ainsi que des résultats contradictoires ont été publiés en comparant la glargine
et la dégludec [63,64] : la variabilité intra-journaliére a été rapportée plus faible et le profil d’activité
plus étalé au cours du temps avec la glargine U300 qu’avec la dégludec dans I'étude de Bailey et al
[63] alors que I'inverse a été observé dans I'étude de Heise et al [64]. Ces différences semblent étre
la conséquence d’un défaut de sensibilité des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
pour tester des différences mineures entre profils d’activité de deux ou plusieurs préparations
insuliniques [65]. Aprés injection par voie cutanée d’une préparation insulinique a tester, on obtient
des profils de réponses pharmacocinétique (concentration plasmatique de I'insuline) et
pharmacodynamique (débit de glucose pour maintenir la glycémie a la normale: GIR pour Glucose

Infusion Rate) qui peuvent étre représentés par une courbe en dome avec une phase initiale



ascendante, I'atteinte d’un pic (Cmax0U GIR max) au bout d’un temps donné (Tmax) suivie d’une phase
descendante qui s’arréte lorsque I'action de I'insuline arrive a son terme. C'est ce point d’arrét qui
permet d’évaluer la durée totale de la préparation insulinique. A partir du pic de concentration et en
calculant le temps au bout duquel le Cmaxa diminué de moitié (Cmax/2), il est possible de déterminer la
demie-vie de la préparation insulinique (T1/2) (figure 7) [66]. Cette derniére refléte la demi-vie de
|"absorption et de la transformation de la préparation insulinique car cette demi-vie est
incomparablement plus longue que celle qui correspond a son élimination lorsqu’elle se trouve sous
sa forme libre dans le plasma [66]. A titre d’exemple l'insuline humaine, immédiatement active, a
une durée d’élimination de 5 a 10 minutes lorsqu’elle est injectée par voie intraveineuse [67,68]. La
demi-vie pharmacocinétique (« visible ») est en fait le reflet des phénomenes de précipitation
(glargine), de protraction sous cutanée suivie de liaison a I'albumine plasmatique (insulines acylées)
qui précédent leur libération sous forme libre, c’est-a-dire active, dans le plasma (demi-vie

« invisible » et négligeable car trop courte) (figure 8). Toutefois la méthodologie des études de PK/PD
fait I'objet de nombreux débats [61,69,70]. Ces études sont en général effectuées chez des
diabétiques de type 1, insulinoprives, pour éviter que la cinétique des courbes ne soit perturbée par
une stimulation de la sécrétion endogéne de I'insuline au cours du clamp euglycémique quand il est
pratiqué chez des sujets normaux [70] ou chez des sujets ayant une sécrétion insulinique résiduelle
comme les personnes ayant un diabete de type 2. Quand le clamp est pratiqué chez des diabétiques
insulinotraités, il est indispensable dans la période qui précede de faire un « wash out » du
traitement insulinique en cours pour éviter en début de courbe toute interférence avec l'insuline a
tester. Toutefois il est nécessaire d’obtenir une glycémie normale en début d’épreuve, ce qui
nécessite d’avoir recours a une administration d’insuline exogene délivrée a faible débit sous forme
de perfusion avant I'injection de I'insuline a tester. En fin d’épreuve, la concentration de I'insuline a
tester descend a des niveaux trés bas, de I'ordre de 1uU/mL en termes d’insuline active aprés avoir
soustrait du taux total de I'insuline mesurée (de I'ordre de 6 uU/mL) la fraction qui est considérée
comme la limite inférieure de la quantification (LLOQ ou « Lower Level Of Quantification » = 5,02
pU/mL) [71]. Etant donné que la production hépatique du glucose est fortement libérée dés que
I'insulinémie descend en dessous de 10puU/mL [72-75], ceci signifie que cette production s’emballe
en fin de clamp .Ce phénomene rend la cinétique de perfusion du glucose (GIR) difficilement
interprétable [69]. Ainsi il apparait que les études de PK/PD sont difficiles a conduire. D’un point de
vue pratique, on peut considérer que les données fournies par les études de pharmacodynamie de
I'insuline (PD) sont peu fiables quand la durée des clamps dépasse les 24 heures, c’est-a-dire
lorsqu’on est amené a tester des insulines ultralentes [5,76] comme la glargine U300 (durée d’action
qui peut aller jusqu’a 36 heures [71]) ou la dégludec (durée d’action de I'ordre de 2 a 3 jours [77]). A

fortiori ceci est encore plus vrai avec les insulines hebdomadaires comme I'icodec [78].
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En dehors des arguments scientifiques, il faut également souligner la difficulté de maintenir un clamp
euglycémique sur plus de 24 heures chez un sujet allongé et perfusé, toutes choses qui sont peu
compatibles avec son confort. En ce qui concerne la pharmacocinétique (PK) des insulines, elle est
conditionnée par la nature et la qualité du dosage de I'insuline plasmatique [79]. En plus de la limite
inférieure de quantification (LLOQ) d’autres problemes doivent étre évoqués. Si on prend I'exemple
des études de PK avec la glargine, les substances mesurées dans le plasma sont constituées par la
glargine intacte pour une petite fraction tandis que la plus grande partie est représentée par ses
métabolites M1 et M2 [71,80]. Quand on teste les PK des insulines acylées (détémir, dégludec et
icodec) ce sont uniquement les fractions liées a I'albumine qui sont évaluées car les fractions libres,
c’est a dire actives, restent inaccessibles au dosage [81]. Cette derniére constatation explique le
pourquoi des taux plasmatiques d’insuline, en apparence « faramineux », qui sont obtenus lorsqu’on
étudie la pharmacocinétique des insulines détémir (2000 a 3000 pmol/L [82]), dégludec (4000 a 6000
pmol/L [77]) et icodec (20000 a 40000 pmol/L [78]). Ces taux sont sans commune mesure avec ceux
gui sont en moyenne observés chez les patients diabétiques traités avec des insulines non acylées :
100 a 400 pmol/L en fonction de la dose administrée [82]. En dépit de toutes ces réserves, il n’en
reste pas moins que c’est grace aux études de PK/PD que I'on a pu classer les insulines dans
différentes catégories en fonction de leur profil d’action (figure 9) : a) insuline réguliére ou ordinaire
(durée d’action de I'ordre de 6 heures) ; b) insulines rapides ou ultrarapides (durée d’action de
I’ordre de 3 heures ou légerement inférieure a 3 heures) ; c) insulines semi-lentes : insuline NPH
(durée d’action de I'ordre de 12 heures) ; d) insulines lentes : glargine U100 (durée d’action de
I'ordre de 24 heures) et insulines ultralentes ou « flat-insulins » (durée d’action supérieure a 24
heures). Il convient de noter que I'insuline détémir s’insere entre les insulines semi-lentes et lentes
avec un profil d’action de I'ordre de 14 a 16 heures. Ces durées d’action sont une synthése des
études de PK/PD et ne représentent que des évaluations moyennes. Sur la figure 9, le profil moyen
(traits pleins) est encadré par 2 courbes en pointillés qui sont destinées a schématiser la variabilité

intra et inter individuelle des préparations insuliniques.
Les analogues de l'insuline au cours des deux derniéres décennies

1) Des analogues rapides de l'insuline aux préparations ultrarapides

Les analogues rapides dont nous avons déja commenté les concepts et les propriétés ont été
développés a la fin du siecle dernier. Qu'’il s’agisse de la lispro, de I'asparte ou de la glulisine, leur
modes de conception et leurs propriétés sont tres voisins [11,45-48,52,53,55]. Bien que ces insulines
aient permis de rapprocher les profils pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de I'insuline des

incréments glycémiques normalement observés apres un repas glucidique, les pics insulinémiques
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aprés injection sous cutanée restent toujours un peu tardifs (entre la 45°™ et la 60°™ minute
[11,25,28,55,84,85] pour contréler completement les montées glycémiques postprandiales. Pour
cette raison, certains laboratoires pharmaceutiques ont développé des insulines plus rapides que les
rapides avec un pic insulinémique (PK) et un pic d’ « activité (PD) se situant aux alentours de la 30°m¢
minute ou méme légérement avant avec une durée maximale d’action qui se situe entre 2 et 3
heures. Ainsi ces insulines désignées sous le terme général d’insulines ultrarapides [86-94] ont
théoriquement le potentiel d’assurer un meilleur contréle des pics prandiaux et d’éviter les
hypoglycémies qui surviennent entre la 3™ et la 4™ heure aprés I'injection. De plus, en raison de la
quasi absence de délai entre le début de leur action et le moment de leur injection, elles pourraient
étre particulierement intéressantes avant le petit déjeuner quand les sujets présentent un
phénoméne de I'aube et de I'aube prolongé [95-97] ou avant n‘importe quel repas quand il contient
trop de glucides, en particulier lorsqu’ils ont une index glycémique élevé. Pour atteindre ces

objectifs, plusieurs voies sont été proposées [86,94].

a) La voie des hyaluronidases

Elle consiste a ajouter a la préparation insulinique une hyaluronidase destinée a « digérer » le
hyaluronan, I'un des composants du collagene du tissu cellulaire sous cutané. Avec sa consistance de
gel, il freine la diffusion des médicaments injectés mais sa digestion sous l'influence d’une
hyaluronidase facilite théoriquement la diffusion de I'insuline apres son injection sous cutanée [87].
Toutefois, cette voie n’ayant pas tenu les promesses qu’elle avait fait naitre, elle semble pour

I'instant en veilleuse.

b) La voie des « biochaperonnes »

Les « chaperonnes » sont des protéines cellulaires qui permettent d’assembler et de plicaturer
d’autres protéines (I'insuline par exemple) pour leur conférer leur structure tertiaire
tridimensionnelle (figure 4) en les emmitouflant dans une chape protectrice [98] comme le faisaient
certaines coiffes utilisées pour protéger les coiffures des frangaises vivant au XVleme siécle. Cette
coiffe était appelée « chaperon ». Ce terme d’origine francaise a été repris par les scientifiques pour
désigner les protéines qui jouent un role dans I'emmitouflage des autres protéines afin d’assurer et
de maintenir leur configuration spatiale idéale et définitive [98]. Le laboratoire Lilly travaille depuis
plusieurs années sur un « biochaperonne » de la lispro [86] constitué actuellement par un
assemblage d’un oligosaccharide modifié et de molécules naturelles, le tout additionné de citrate.
Les résultats des études de PK/PD quand il est comparé aux autres ultra-rapides semblent
prometteurs [99] mais seul I'avenir permettra de confirmer ses propriétés : protection, stabilisation

de l'insuline et controle de sa libération.
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c) la voie des excipients

Ce procédé est utilisé par le laboratoire Novo pour produire I'insuline asparte ultra rapide (Fiasp®) et
par le laboratoire Lilly pour fabriquer I'insuline LY900014 qui vient de recevoir tres récemment (le 20
novembre 2020) I'autorisation de mise sur le marché francgais sous le nom commercial de Lyumjev®.
Toutes les 2 sont produites en partant d’un analogue rapide (I’asparte pour Novo, la lispro pour Lilly)
et en ajoutant un excipient. Pour I'insuline asparte ultra rapide deux excipients sont utilisés : la L-
arginine qui sert de stabilisant et la niacinamide (vitamine PP) qui augmente le flux sanguin [100] et
par voie de conséquence I'absorption [88-90] au point d’injection. Pour la LYS00014, c’est
I’adjonction de citrate et de treprostinil qui accélere I'absorption, le premier en augmentant la
perméabilité vasculaire, le deuxieme en entrainant une vasodilatation locale [101,102]. Ces 2
catégories d’insulines ultra rapides permettent un meilleur contréle des glycémies postprandiales
[91,92,93,103,104]. En dépit de cette amélioration les résultats sur 'HbAlc apres plusieurs semaines
de traitement restent un peu décevants : réduction de 0,1% voire méme moindre quand les sujets
traités par les formulations ultra-rapides de I'asparte (études onset 1 et 2 [92,93]) ou de la lispro
(études PRONTO 1 et 2 [103,104]) sont comparés a ceux qui sont traités par les insulines rapides de

référence : asparte et lispro.

2) Les analogues prolongés : une marche continue vers des préparations insuliniques de

plus en plus longues
Leur obtention peut suivre plusieurs voies.

a) La voie de la modification du point isoélectrique

C’est la premiére qui a été empruntée. En effet I'histoire des analogues de I'insuline a action
prolongée a débuté avec la NovoSol Basal lorsque les chercheurs du laboratoire Novo développérent
une préparation insulinique capable de précipiter dans le tissu cellulaire sous cutané en modifiant
son point isoélectrique pour le faire passer de 5,4 a 6,8. Pour la NovoSol Basal cet effet fut obtenu
par une amidation de I’extrémité B30 de la chaine B [105]. Toutefois le développement de la NovoSol
Basal fut rapidement stoppé en raison d’effets secondaires en particulier de réactions inflammatoires
au niveau du point d’injection. Le mérite de la NovoSol Basal fut d’introduire le concept de
modification du point isoélectrique [106] qui a ultérieurement conduit a la glargine [11,107]. Dans
cette séquence chronologique qui a mené de la NovoSol Basal a la glargine, il convient de signaler
une étape intermédiaire représentée par la diarginyl-insuline [108]. Cette insuline constituée par 2
résidus arginine rajoutés a la chaine B en position B31 et B32 est présente dans un métabolite

intermédiaire, la désamino B31,B32 proinsuline, qui se forme lors de la bioconversion de la
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proinsuline en insuline native [30] (figure 10). Dans un premier temps, une endopeptidase clive la
proinsuline entre les acides aminés B32 et B33, laissant ainsi les 2 arginines en B31 et B32 accessibles
a une décarboxylase qui les détache pour donner naissance a une désamino B31, B32 proinsuline.
Cette derniere est enfin clivée entre I'acide aminé Al de la chaine A et I'acide aminé B65 pour libérer
I'insuline native et le peptide C. C’'est a partir de ces observations que fut congue la diarginyl-insuline
dont le point isoélectrique est égal a 7,0, ce qui entraine sa précipitation lorsqu’elle est injectée dans
le tissu cellulaire sous cutané dont le pH est a 7,3. Dans une étape ultérieure, avec le débranchement
en deux temps des 2 résidus arginine, I'insuline pleinement active est enfin libérée. Avec un point
isoélectrique de 5,4, elle retrouve sa solubilité, passe dans le torrent circulatoire et exerce son
activité normale au niveau des récepteurs insuliniques.

La glargine, premier analogue lent mis sur le marché en 2003 sous le nom de Lantus® peut étre
considérée comme la fille de la NovoSol Basal [105] et de la diarginyl-insuline [108]. En effet, elle
conserve les deux résidus arginine rajoutés en B31 et B32 pour modifier le point isoélectrique et elle
est I'objet d’une substitution de I'acide aminé en A21 (un résidu arginine) par de la glycine pour
assurer sa stabilité [107]. Elle est inactive dans sa forme injectée, qui précipite sous la peau (figure 8).
Son activité est conditionnée par la libération en deux temps de ses 2 métabolites actifs [80] : le
métabolite M1 par perte des 2 arginines en position B31 et B32 et le métabolite M2 par perte
supplémentaire de la thréonine en position B30. C’'est le métabolite M1 qui ne differe de I'insuline
humaine native que par I'acide aminé en A21 qui est le métabolite majoritaire et qui porte 90% de
I"activité insulinique [80]. Pour les raisons que nous avons évoquées plus haut dans le paragraphe
consacré a la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des insulines, la glargine a une durée
d’action de I'ordre de 24 heures [26,71,109] avec un maximum qui se situe 10 a 12 heures apres
I'injection [71] pour décroitre ensuite de maniére progressive (figure 9). Le profil d’action est d{ a sa
précipitation dans le tissu cellulaire sous cutané avant la libération de sa forme active dans le plasma
(figure 8).

Jusqu’a une période récente, la glargine U100 (Lantus®) a été considérée comme la référence en
termes d’analogue lent de I'insuline. Devant le succes de cette préparation depuis son autorisation
de mise sur le marché dans I’'Union Européenne (European Medicines Agency [EMA] le 9 juin 2000), il
n’est pas étonnant que plusieurs laboratoires de I'industrie pharmaceutique se soient lancés dans le
développement et la production de biosimilaires de I'insuline glargine. Il convient de rappeler que le
terme « biosimilaire » correspond a un concept identique a celui de « générique », la seule différence
résidant dans le fait que le « générique » est la copie a priori identique d’un médicament de nature
chimique alors que le biosimilaire est la copie a priori identique d’une substance biologique (en
général de nature protéique) a visée thérapeutique. Ainsi défini, le « biosimilaire » doit avoir la

méme structure chimique, les mémes propriétés physico-chimiques et au dela la méme efficacité et
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sureté clinique que le produit original dont il est censé étre la copie. Pour I’Abasaglar®, biosimilaire
de la glargine U100, les propriétés cliniques sont totalement identiques au produit mére comme I'on
montré les études ABED (ou ELEMENT-1) et ABEC (ou ELEMENT-2) qui ont été conduites
respectivement chez des patients diabétiques de type 1 ou de type 2 [110]. Par ailleurs, toutes les
études de pharmacocinétique et de pharmacodynamie ont établi qu’il existe une similarité parfaite
entre les deux produits [61,111].

Au cours des derniéres années, |'histoire de la glargine a fait I'objet d’une nouvelle jeunesse avec la
commercialisation de sa formulation concentrée, la glargine U300. L'idée de concentrer les
préparations insuliniques pour augmenter leur durée d’action est déja relativement ancienne [50].
Elle est basée sur le fait que la surface d’échange entre le dépd6t insulinique et le tissu cellulaire sous
cutané est plus faible lorsque I'insuline est injectée sous une forme hyperconcentrée [112]. Cette
explication parait logique, mais pour qu’elle ait une application pratique en termes de ralentissement
de I'absorption encore faudrait-il que la concentration soit augmentée de maniére significative. Si on
prend pour exemple la lispro U200, sa vitesse de résorption est identique a celle de la lispro 100
[113]. En revanche une insuline humaine réguliére titrée a 500 unités/mL a une résorption beaucoup
plus longue que celle de I'insuline réguliere U100 et elle se comporte comme une insuline semi lente
[114]. Un simple calcul mathématique montrerait que les passages d’'une forme U100 a U200, d’'une
forme U100 a U300 et d’'une forme U100 a U500 réduisent respectivement les surfaces d’échange de
30%, 50% et 66%. Il semble donc qu’une réduction de la surface du dép6t de I'ordre de 50% soit
indispensable pour avoir une traduction pratique en termes de ralentissement de la résorption dans
le tissu cellulaire sous cutané. Ceci pourrait expliquer que la dégludec U200 ne présente pas
d’avantage substantiel par rapport a sa formulation titrée a 100 unités/mL [115-117] quand elle est

comparée a la glargine U300.

b) La voie de la « protraction » dans le tissu cellulaire sous cutané couplée a la fixation sur I’albumine

sérigue

L'acylation de I'insuline par branchement sur la chaine B de I'insuline en B29 d’une séquence
carbonée sous la forme d’un acide gras a 14 atomes de carbone pour la détémir (Lévémir ®) ou a 16
atomes de carbone pour la dégludec (Trésiba ©) (figure 11) a permis d’obtenir des préparations
insuliniques a effet prolongé : 14 a 16 heures pour la détémir [82,118] et plusieurs jours pour la
dégludec [77,119]. L'obtention de cet effet est basée sur le phénomene de « protraction » de
I'insuline caractérisé par une agglutination des unités insuliniques pour donner des configurations di-
hexamériques ou multi-hexamériques aprés injection sous cutanée |120-122]. Pour comprendre le

phénomeéne de protraction, il convient de revenir a la structure de I'insuline native [1] (figure 4). Les
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2 chaines A et B possedent des séquences alpha hélicoidales. Pour la chaine A, les deux séquences
sont situées entre les positions Al et A8 pour la premiére et entre A12 et A20 pour la seconde. La
chaine B possede une séquence alpha hélicoidale qui peut s’étendre de la position B1 a B19 ou de la
position B8 a B19. Dans sa premiere configuration (appelée forme relachée ou « Relax », forme R)
I'insuline se présente sous forme d’hexameres. Le passage a la deuxiéme forme (appelée tendue ou
« Tense », forme T) se traduit par une protraction des hexameres qui par auto-association
conduisent a des di-hexameres (détémir) ou a des multi-hexameres (dégludec) [121,123] (figure 8). Si
on prend I'exemple de la dégludec, elle est présente dans la préparation injectable sous forme de di-
hexameres avec une configuration mixte « Relax - Tense ». Aprés injection, la perte du phénol
présent dans la préparation entraine une conversion en configuration « Tense » avec formation de
multi-hexameéres (figure 8). Dans un temps ultérieur, la perte de zinc plus lente que la perte de
phénol, s"accompagne d’un retour a une forme hexamérique « Relax » puis a des monomeres qui
passent dans la circulation pour exercer leur activité (figure 8) [123]. Bien que les structures de la
détémir et de la dégludec soient en apparence voisines (délétion de la thréonine en B30, présence
d’une chaine carbonée greffée en B29), les 2 préparations ont des durées d’action tres différentes
[77,82,119,19] (figure 9). Ces différences s’expliquent par la protraction beaucoup plus intense pour
la dégludec que pour la détémir (figure 8). Les différences sont les suivantes: a) chaine carbonée plus
longue dans la dégludec (16 atomes de carbone) que dans la détémir (14 atomes de carbone) ; b)
insertion de la chaine carbonée dans la dégludec sur I'acide aminé B29 (la lysine) grace a un

« spacer » constitué par de I'acide gamma L glutamique (figure 11). C’est cette derniére modification
qui semble jouer un réle clé [123]. La détémir et la dégludec partagent en commun la propriété de se
fixer sur I'albumine plasmatique avec pour résultat de ralentir encore plus leur libération sous forme
libre dans le plasma (figure 8) [77,81,82]. Nous rappelerons ici que les dosages plasmatiques de la
détémir et de la dégludec englobent a la fois la forme libre et la forme liée, la fraction liée étant tres
majoritaire. Bien que le pourcentage de la fraction liée n’ait jamais été quantifié, il est certainement

supérieur a 95% et pourrait méme atteindre 99% pour la dégludec [124].

c) Les avantages des analogues ultralents (glargine U300 et dégludec) par rapport aux analogues

lents ou semi lents

Comme nous I'avons indiqué plus haut dans cette revue, le but des insulines ultralentes (glargine
U300 et dégludec) dont la durée d’action dépasse 24 heures est surtout d’obtenir des préparations
dont I'action est beaucoup plus étale au cours du temps que les formulations lentes (glargine U100 )
ou a un moindre degré intermédiaires entre les lentes et les semi lentes (détémir) (figure 9). Cette
propriété leur vaut le qualificatif de « flat insulins » et leur permet de réduire les fluctuations

glycémiques sur le nycthémere [125] et au dela le risque d’hypoglycémie. En effet, il a été démontré
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gue ce dernier augmente avec l'intensité de la variabilité glycémique mais qu’il reste relativement
faible si le coefficient de variation du glucose (%CV = [déviation standard autour de moyenne
glycémique de 24 heures/moyenne glycémique des 24 heures] x 100) est < 34% [126]. Cette
réduction des hypoglycémies, en particulier nocturnes, a été confirmée par les études EDITION [127-
131] quand la glargine U300 est comparée a la glargine U100 et par d’autres études en particulier les
études BEGIN et DEVOTE [132-136] quand la dégludec est testée contre la glargine U100. Il est a
noter que dans ces études la réduction des hypoglycémies a pu étre obtenue avec une exposition
chronique au glucose (HbAlc) comparable dans les groupes glargine U300, dégludec et glargine
U100. Ainsi, les avantages des insulines ultralentes sont indiscutables, surtout depuis que la fausse
polémique concernant leurs effets mitogénes potentiels, en particulier vis a vis de la glargine se sont
éteints en 2012 avec la publication de I'étude interventionnelle ORIGIN [137] aprés une longue
controverse infondée, amorcée dans les années 2009 par des articles portant sur des données

observationnelles [138].
Le futur des préparations insuliniques

Essayer d’écrire le futur est toujours hasardeux, surtout quand I’expérience nous montre que ceux
qui se lancent dans cet exercice ont de fortes chances d’étre démentis par les faits. Toutefois

plusieurs pistes peuvent étre envisagées avec une échelle décroissante de probabilité.
1) Les analogues prolongés a durée hebdomadaire

C’est une des pistes qui nous parait prometteuse dans les années a venir. La premiéere insuline

« hebdomadaire », I'icodec, est en cours de développement. Elle a fait I'objet de plusieurs
communications au dernier congres de I’American Diabetes Association au mois de juin 2020
[78,139]. L'icodec fait partie comme la dégludec et la détémir des insulines acylées, avec I'insertion
d’un acide gras sur I'acide aminé en position B29 (la lysine) (figure 11). L’acide gras est plus long (20
atomes de carbone) que dans la dégludec et la détémir et le « spacer » qui sert a I'insertion (un
oligoéthyléne glycol de I'acide y L glutamique) est différent de celui de la dégludec (simple acide y L
glutamique). Comme pour la dégludec et la détémir, le résidu en B20 (la thréonine) a été supprimé.
Ces changements conférent a I'icodec des propriétés qu’elle partage avec la dégludec et la détémir :
protraction dans le tissu cellulaire sous cutané, puis fixation sur I'albumine plasmatique. Le coté
novateur de I'icodec est la présence de 3 substitutions sur les 3 acides aminés qui se situent en A14,
B16 et B25 [139]. La modification la plus importante est celle qui porte sur la phénylalanine en B25,
qui est remplacée par de I'histidine. Cette substitution ralentit la fixation de I'insuline sur son

récepteur. Nous avons vu précédemment que les acides aminés compris dans la zone B23 a B26
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jouent un réle fondamental dans cette liaison insuline-récepteur et qu’une modification a ce niveau
peut altérer pour le meilleur (ralentissement) ou pour le pire (disparition) I'action de I'insuline. Dans
le cas de l'icodeg, il s’agit d’un ralentissement. Toutefois, les problémes cliniques ne sont pas
résolus : titration au moment de l'initiation de ce type d’insuline hebdomadaire, adaptation des
doses en cours de traitement, probléeme de superposition de doses si la dose injectée une semaine
avant continue d’étre partiellement active quand on fait I'injection suivante une semaine apres.
L'empilement des doses peut poser un probléeme chaque fois que les insulines exercent leur action
au-dela de 24 heures [66,140]. Seul I'avenir dira si cette préparation peut étre promise a un

développement ultérieur.

2) Les autres pistes improbables ou trés improbables dans un futur proche

a) Les voies d’administration alternative

Elles ont pour objectif d’éviter les injections sous-cutanées [141]. En ce qui concerne la voie orale,
elle n’a jamais conduit a un développement commercial. Il est d’ailleurs étonnant de constater que
certains s’entétent de maniére épisodique a persister dans cette voie malgré des tentatives multiples
qui se sont avérées infructueuses [141]. La voie pulmonaire a été utilisée sous forme d’insulines
inhalées. Le premier produit de ce type approuvé transitoirement par la FDA aux Etats Unis
('Exubera®) a été retiré en 2007 apres un an d’utilisation en raison de sa mauvaise tolérance et de
son faible niveau de prescription. Quelques années plus tard, en 2014, une nouvelle formulation
d’insuline inhalée sous forme de technospheres traversant rapidement la barriere broncho alvéolaire
[142,143] a été développée pour couvrir les besoins insuliniques postprandiaux des diabétes de type
1 et de type 2 insulinés. Commercialisée en 2015 aux Etats Unis sous le nom d’Afrezza®, elle n’a recu
gu’un accueil confidentiel de la part des patients et des prescripteurs. Dans ces conditions il n’est pas
étonnant que la licence d’exploitation signée entre la société californienne ayant développé le
produit (MandKind Corporation) et le laboratoire Sanofi ait été rompue en 2016. Toutefois cette
formulation inhalée de I'insuline a un profil pharmacocinétique trés rapide (pic entre la 5™ et |a
10®™ minute aprés I'inhalation et durée d’action qui ne dépasse pas 2 heures ([143]), ce qui la rend
tres efficace pour réduire les montées glycémiques postprandiales pendant les 60 premieres minutes
apres le début de la prise alimentaire [144-146]. Malheureusement son action ne s’étend guere au-
dela, ce qui pose quelques problémes pour contréler la totalité des excursions glycémiques
postprandiales et pour savoir dans quel type de diabéte elle peut étre réellement utile, avec une
question clé : « Is faster better ? » [147]. L' Afrezza a fait encore I'objet d’études récentes [146], ce qui

semble indiquer que son avenir n’est pas totalement bouché, méme s’il reste incertain.
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b) La voie des insulines « intelligentes »

Ces insulines, également désignées sous le titre de « smart insulins » [148,149] ne seraient libérées
que lorsque la glycémie est augmentée, leur libération s’arrétant des que le taux de glucose sanguin
revient a la normale.

- L'une de ces préparations a été obtenue en fixant des conjugués de I'acide phénylboronique sur
I'insuline [150]. Les études sur la souris ont permis de valider le concept, mais pour l'instant
I"application chez I’homme reste du domaine de la futurologie.

- Une autre voie de développement des « smart insulins » a consisté a développer un « patch » de
microaiguilles contenant des vésicules glucosensibles chargées en insuline et en glucose oxydase
[151]. Les vésicules sont elles-mémes constituées par de I'acide hyaluronique sensible a I’'hypoxie. La
suite semble plus complexe quand on sait que la cascade d’évenements conduisant a la libération
d’insuline serait la suivante : a) étape 1, oxydation du glucose par la glucose oxydase quand le milieu
contient trop de glucose, b) étape 2, hypoxie secondaire du micro-environnement ; c) étape 3,
réduction de I'acide hyaluronique ; d) étape 4, dissociation des vésicules et e) étape 5, libération de
I'insuline. Pour I'instant ce systeme reste expérimental et rien ne dit s’il pourra un jour étre appliqué

chez ’lhomme.

Conclusion

Au terme de cette revue, il apparait que les préparations insuliniques d’aujourd’hui n’ont plus rien a
voir avec celles qui avaient été développées avant I'ere de I’ADN recombinant. Cette technologie a
révolutionné la fabrication des insulines en permettant la production d’insulines purifiées, non
immunogenes et surtout dont on peut modifier le profil d’action afin d’obtenir des analogues rapides
de plus en plus rapides et des analogues prolongés de plus en plus longs. Les bénéfices pour les
patients sont évidents : moins d’hypoglycémies, meilleur contréle des glycémies postprandiales et
de I'exposition chronique au glucose. Pour conclure, il convient de souligner un point fondamental :
les préparations insuliniques ne sont que des outils et le succes thérapeutique dépend de la qualité
de leur manipulation par le patient. Ceci signifie que I’éducation thérapeutique reste une démarche

fondamentale dans la prise en charge des personnes diabétiques insulinées.
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Légendes des figures

Figure 1 : Schéma général de la biosynthese de I'insuline par la technologie de I’ « ADN

recombinant »

Le principe général repose sur l'introduction dans un plasmide bactérien (cercles oranges) de '’ADN
de la protéine a synthétiser (chaines A et chaines B de I'insuline sur la partie de gauche et proinsuline
sur la partie de droite représentés par les arcs de cercle bleus dans les cercles oranges). Apres
insertion du gene, les cellules bactériennes synthétisent la protéine. En se multipliant elles amplifient
la synthese. Les protéines sont ensuite récupérées. Si on utilise la voie de synthese de I'insuline a
partir de la synthése séparée des 2 chaines A et B (partie gauche de la figure) on doit reconstituer les
ponts disulfures pour arriver a I'insuline finale. Si on utilise la voie de synthéese de I'insuline a partir
de la proinsuline, (partie droite de la figure) on doit au terme du processus reconstruire les ponts
disulfures pour aboutir a la proinsuline dans sa configuration spatiale normale et faire suivre cette
reconstruction par un clivage enzymatique pour séparer l'insuline et le peptide C. L’ADN
chromosomique des bactéries différent de I’ADN plasmidique est figuré en vert.

Figure 2 : Evolution au cours de la journée de la glycémie et de I'insulinémie chez des personnes qui
ne sont pas diabétiques (d’aprés la référence 24)

Figure 3 : Chronologie du développement des insulines depuis la découverte de I'insuline jusqu’a nos
jours. Plusieurs grandes périodes peuvent étre individualisées

(a) période des insulines extraites de pancréas d’animaux (avant 1980)

(b) période des insulines biosynthétiques (technologie de ’ADN recombinant) précédée durant une
courte période de 2 ans par celle des insulines humaines semi synthétiques.

(c) la période de I'application de la technologie de ’ADN recombinant a la biosynthese des analogues
courts et longs de I'insuline (d’apreés la référence 5)

Figure 4 : Structure de 'insuline. Les 2 chaines A et B sont enroulées entre elles : 21 acides aminés
pour la chaine A et 30 pour la chaine B. Les 2 chaines sont reliées entre elles par 2 ponts disulfures
entre les acides aminés A1-B7 et A20-B19. La chaine A possede un pont disulfure interne entre A6 et
All.

Figure 5 : Acides aminés impliqués dans la liaison de I'insuline sur son récepteur et dans I'auto-
association de I'insuline. Les ponts disulfures sont indiqués en traits pleins noirs. Les acides aminés
qui servent a l'insertion des ponts disulfures A6, A7, A11, A20, B7 et B19 sont des résidus cystéine
(acides aminés soufrés). Toutes les modifications qui touchent les acides aminés impliqués dans la
liaison de I'insuline a son récepteur ou qui interviennent directement ou au voisinage des ponts
disulfures peuvent perturber ou supprimer I'action de I'insuline. Ces acides aminés sont indiqués par
un carré vert entouré par un trait pointillé.

Figure 6 : Schéma illustrant I'auto-association de I'insuline et le role des acides aminés en positions
B28 et B29. Dans l'insuline normale les positions B28 et B29 sont occupées respectivement par la
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proline et la lysine. La formation d’hexameéres de I'insuline est due a la formation de ponts
hydrogenes au niveau de I'acide aminé terminal de la chaine B (position B30). La modification des
acides aminés en B28 et B29 (par exemple inversion dans la lispro) empéche I'auto-association.

Figure 7 : Profils pharmacocinétique et pharmacodynamique (PK/PD) théoriques d’une préparation
insulinique au cours d’un clamp euglycémique

La pharmacocinétique (courbe en rouge) est basée sur la mesure de la concentration insulinique de
I'insuline a tester ; Cmax = concentration maximum obtenue au temps Tmax ; la demi-vie de la
préparation (T1/,) est obtenue quand la concentration a diminué de moitié par rapport a la
concentration maximum. La pharmacodynamie donne le profil d’action de la préparation de
I'insuline a tester et sa durée d’action. Le GIR est le débit de glucose perfusé par unité de temps pour
maintenir I'euglycémie (courbe en vert).

Figure 8 : Les profils pharmacocinétiques (PK) d’une préparation insulinique (courbe en bleue: A)
explorent son absorption (résorption) dans le tissu cellulaire sous cutané et dans certains cas
(insulines acylées) son transfert dans des compartiments intermédiaires (liaison a I'albumine
plasmatique avant sa libération sous forme de monomeéres actifs). Ceci est lié au fait que la cinétique
de I'absorption et de transfert sur I'albumine sont de I'ordre de plusieurs heures (A) alors que la
cinétique des monomeéres apres leur libération et avant leur fixation/utilisation au niveau des
récepteurs cellulaires est uniquement de quelques minutes (B). Trois exemples sont donnés :

1) la glargine qui précipite et cristallise sou la peau

2) la dégludec qui est sous forme de di-hexaméres avant injection et qui se « protracte » aprés
injection pour donner des multi-hexaméres.

3) la détémir qui est sous forme d’hexameéres avant injection et qui se « protracte » apres injection
pour donner des di-hexameres.

Note : la dégludec et la détémir ont toutes deux en commun de se fixer sur I'albumine plasmatique
avant leur libération sous forme de monomeres actifs a vie courte.

Figure 9 : Profils d’action des différentes catégories d’insuline. La durée d’action est exprimée en
heures. La courbe en trait plein correspond au profil d’action moyen. Les zones colorées entre les
courbes en pointillé représentent la variabilité d’action des insulines qui sont I'objet de variations
intra- et inter individuelles. Les heures indiquées sur I'axe horizontal correspondent aux heures de la
journée a partir d’une injection qui serait réalisée a 20 heures.

Figure 10 : Bioconversion protéolytique par des endopeptidases et des carboxypeptidases de la
proinsuline pour libérer I'insuline et le peptide C.

Figure 11 : Structure des insulines acylées . La détémir, la dégludec et I'icodec ont comme
dénominateur commun l'insertion d’un acide gras sur I'acide aminé en B29, méme si la longueur de
la chaine carbonée différe d’une préparation a I'autre. Dans les trois préparations I'acide aminé en
B30 a été supprimé. Les différences se situent au niveau du « spacer ». Pour I'icodec 3 acides aminés
ont été I'objet de substitutions.
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Figure 10
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