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ORIGINALS 

Etude exp~rimentale d'un nouveau sulfamide hypoglyc6miant partieuli~rement aetif, le 
HB 419 ou glibenclamide* 

I. A c t i o n  b@tacytotrope et insulino-s@er6trice 

A. LOUBATI]~t~ES, IV[. M. MAI~IANI, G. RIBES, H. de IM_~Bosc et J .  C~ArAL 

l~e~u le 22 juillet, 1968 

Experimental study on glibenclamide (HB 419), a new, 
particularly active, hypoglycaemie sulphonamidc. I .  Beta- 
eytotropie action and insulin secretion 

Summary. Glibenclamide or HB 419 is a new, particu- 
larly active hypoglycaemie sulphonylurea. In  the normal, 
conscious dog, HB 419 administered intravenously was 
240 or 440 times more active than tolbutamide, depending 
on whether the dosage is expressed in grams or in moles. 
The hypoglycaemie effect did not  occur in the totally 
pancreatectomized dog. I-IB 419 stimulated insulin secre- 
tion. HB 419 administered intravenously in the anaesthe- 
tized dog increased insulinaemia in the pancreatico-duo- 
denal vein for 7 h, which represents the duration of the 
experiment. After oral administrat ion of 2 mg/kg, the 
increase of peripheral insulinaemia persisted for 24 h. 
Hyperinsulinaemia was also found in the pancreatico- 
duodenal vein in the conscious dog, when a catheter was 
permanent ly inserted into the said vein. The direct insulin- 
secreting effect has been shown on the isolated, perfused 
rat  pancreas in vitro. This drug also counteracted the 
inhibitory effect of diazoxide on insulin-secretion both in 
vivo and in vitro. -- Furthermore, this drug potentiated 
the effects of insulin in the pancreatectomized dog. 

Rdsumg. Le glibenclamide ou I-IB 419 est un  nouveau 
sulfonylurde hypoglyedmiant particuli~rement actif. Chez 
le chien normal 6veill@, par vole intra-veineuse, il est 240 
ou 440 lois plus actif que le tolbutamide suivant  que les 
doses sent exprim@es en poids ou en moles. Cette action 
hypoglycdmiante ne se manifeste pas chez le chien totale- 
ment  d@pancrdat6. -- Ce produit stimule la s6cr@tion 
d'insnline. In  vivo chez le chien anesthdsi6 l 'administrat ion 
intra-veineuse de HB 419 augmente l ' insulindmie dans la 
veine pancr6atico-duod@nale pendant  les 7 h que dare 
l'exp6rience. A 2 mg/kg per os 1'augmentation de l ' insulin- 
6mie pdriph@rique persiste 24 h apr6s 1'administration. 
L'hyperinsulin6mie a @t6 6galement d6eelde dens la 
veine pancrgatico-duoddnale, chez l 'animal @vei]16, grhce 

un  cath6ter plac6 k demetlre dens cette veine. In  vitro 

Faction insulino-s6cr6trice directe a 6t6 d6montr6e sur 
le pancr6as isol6 et perfus6 du rat. Cette substance 
s'oppese en outre k Faction inhibitrice du diazoxide sur 
l'insulino-s@er6tion in vivo et in vitro. -- Chez le chien 
d@pancrgat6 ce produit potentialise les effets de l 'insuline. 

Experimentellv Untersuchungen an einem neuen, be- 
sonders wirlcsamen, blutzuclcersenkenden Sulfonamid, dem 
H B  419 oder Glibenclamid. Z. Wirlcung auf die B-Zelle und 
die Insulinsekretion 

Zusammenfassung. ])as Glibenclamid oder HB 419 ist 
ein neuer blutzuckersenkender Sulfonylharnstoff von 
besonders hoher Wirksamkeit. Beim normalen Hund  zeigt 
er bei intravenSser Verabreichung im Wachzustand eine 
240 oder 440 real starkere Wirkung als Tolbutamid, je 
nachdem ob die Dosen nach Gewieht oder Mol berechnet 
wurden. Nach totaler Pankreatektomie lie/] sich diese 
Wirkung beim H a n d  nicht mehr nachweisen. ~ B  419 
stimuliert die Insulinsekretion. Beim anasthesierten Hund  
fiihrt die intravenbse Gabe des Praparates in  vivo zu einem 
Anstieg der Insulinspiegel in der vena pancreatico-duo- 
denalis fiber 7 Std., welche die Dauer des Experiments 
darstellen. Bei oraler Verabreichung yon 2 mg/kg halt 
die ErhShung der peripheren Insulinamie noch 24 Std. 
naeh der Zufuhr des Medikamentes an. Auch bei Tie- 
ren im Wachzustand war diese Erh6hung der Insulin- 
spiegel in der vena pancreatico-duodenalis mit  Hilfe eines 
in dieses Gefal] eingebrachten Dauerkatheters festzustel- 
len. DaB es sich dabei um eine direkte Steigerung der 
Insulinsekretien handelt, konnte am isolierten perfundier- 
ten l~attenpankreas in vitro nachgewiesen werden. ])as 
Praparat  iibt ferner in vitro und in vivo eine antagonisti- 
sche Wirkung auf die Hemmung dcr Insulinsekretion 
durch Diazoxid aus. Beim pankreatektomierten I~und 
verstarkt es den Insulineffekt. 

Key-words: Insulin-secretion in vivo and in vitro, hypo- 
glycaemic sulphonamide, oral antidiabetie substances, 
glibenclamide, tolbutamide, insulin secretion stimulator. 

Le N- { 4 - ( f i -<-2-m6thoxy-5-ch lo r -benzamido>- -  
6thyl)-benzgne-sulfonyl}-N'-cyclohexyl-ur6e ou Gliben- 
clamide ou H B  419 est u n  nouveau  sulfamide hypo- 
g lycgmiant  ex t rgmement  actif. I1 est le rdsul tat  de 
l '6 tude de nombreuses  s t ructures  chimiques qui on t  gt6 
expgrimentdes par  divers laboratoires Univers i ta i res  
ou Indust r ie ls  pharmaceut iques  depuis la d6couverte 
de Fact ion et du m@canisme d 'ac t ion  de ces substances 
(1942--1946) [10, 6, 7, 8, 9]. 

* Le HB 419 ou glibenclamide portait  init ialement le 
nora de glybenzcyclamide. La d6nomination commune 
internationale qui vient  d'6tre d6finitivement adopt6e est 
Glibenclamide. 

Le HB 419 a fair l 'ob je t  d ' une  note  pr61iminaire 
essentiel lement descriptive chimique et r e la t ivement  
r6duite en ce qui  concerne l'@tude pharmacologique 
[2] et  de notes f ragmenta i res  issues de deux ]abora- 
toires [11, 15, 16, 17]. 

Le b u t  de cette pub l ica t ion  est de rassembler  les 
t r a v a u x  qui on t  6t6 effectugs par  not re  groupe de tra-  
vail.  

E t a n t  donn6 que la d6mons t ra t ion  de Fact ion  et 
du m6canisme d 'ac t ion  de cette substance fair appel  
divers types  d'exp6riences, dens cheque par t ie  de cette 
publ ica t ion  seront  expos~es les condit ions exp6rimen- 
tales ainsi que les rgsultats qui  au ron t  6t6 obtenus.  
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1. Exs effectudes chez le chien normal, afin de 
mettre en dvidence et de ddterminer l'action du H B  419 
sur la glycdmie, le produit dtant administr~ par vole 

intra-veineuse 

Nous avons opdrd sur le ehien dveilld de sexe male 
ou femelle, de poids compris entre 12 et 16 kg. Tous 
les animaux avaient regu leur dernier repas 18 h avant  
le ddbut de l'expdrience. 

Les prises de sang dtaient effeetudes avant  et aprgs 
l 'administrat ion de la substance par  ponction des 
veines cdphaliques. 

La ddtermination du taux du glucose dans le sang 
a dtd rdalisde ~ l 'aide de l 'Auto-Analyseur Technieon, 
mdthode an ferrieyanure de potassium sur sang hdmo- 
lysd [1]. Chaque expdrience avai t  une durde de 24 h. 
38 expdriences ont dtd effectudes. Le produit  dtait ad- 
ministrd par  injection dans la veine saphgne. Sa solu- 
bilisation dtait facilitde par  l 'addition d'une quantitd 
addqnate de NaOI-I 1N et par  un ldger ehauffage. 

Dans la figure 1 nous avons reprdsentd les rdsultats 
obtenus lorsque des doses croissantes de H B  419 (0.01 

HB419 I.V. 

, 
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Fig. 1. Action sur la glycdmie du chien normal ~veill@ de 
doses croissantes de t tB 419 administrdes par vole intra- 
veineuse. Chaque point reprdsente la moyenne des vMeurs 
ddtermin~es chez plusieurs chiens. Le nombre d'animaux 
utflisds pour l'dtablissement de chaque courbe est indiqu6 

entre parentheses 

mg/kg - -  0.02 mg/kg - -  0.03 mg/kg - -  0.04 mg/kg - -  
0.05 mg/kg) ont dtd administrdes. Chaque point re- 
prdsente la moyenne des valeurs ddtermindes sur plu- 
sieurs ehiens. Le nombre d 'animaux utilisds pour l 'dtabl- 
issement de ehaque courbe est indiqud entre paren- 
th6ses. D'autres  doses que celles exprimdes sur le gra- 
phique ont dtd utflisdes; leurs effets ont encadr4 les 
effets de celles qui viennent d'@tre prdeisdes. 

On constate que l'effet hypoglyedmiant de la sub- 
stance se manifeste rapidement  et d 'une mani6re pro- 
fonde. I1 est pra t iquement  maximum en 1 h. Cet effet 
est d ' au tan t  plus intense que la dose administrde 
s'accroit. On eonstate que l'effet hypoglyedmiant peut  
se prolonger pendant  environ 24 h. Des doses tr~s 

importantes de H B  419 ont provoqud dans certains 
cas des manifestations hypoglycdmiques. 

La dose-limite d'activitd (dose qui abaisse la glyed- 
mie d 'environ 10%) se situe ~ 0.01 mg/kg i.v. 

La dose-seuil (dose qui, chez 50 p. 100 des animaux, 
abaisse la glyedmie de 5 ~ 10%) est aux environs de 
0.005 mg/kg i.v. 

2. Comparaison des effets du H B  d19 et du tolbutamide 
sur la glycdmie du chien normal, dans les re@rues condi- 

tions expgrimentales 

C'est dans les m6mes conditions expdrimentales 
que eelles ddcrites ei-dessus pour l 'dtude du HB 419 
que nous avons dtudid les effets du tolbutamide (1- 
butyl-3-paratolyl-sulfonylurde). 

Vingt expdriences ont dtd effectudes sur le ehien 
male ou femelle, ayant  re~u leur dernier repas 18 h 
avant  le ddbut de l'expdrienee. 

Les doses utilisdes ont dtd soit dgales, soit sup6- 
rieures, soit inf6rieures ~ celles qui ont dtd exprimdes 

Tolbutamide I.V. 
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Fig. 2. Action sur la glyedmie du ehien normal dveilld de 
doses eroissantes de tolbutamide administrdes par voie 
intra-veineuse. Chaque point reprdsente la moyenne des 
valeurs ddtermin4es chez plusieurs chiens. Le nombre 
d'animaux utilisds pour l'dtablissement de chaque courbe 

est indiqud entre parentheses 

sur la figure 2. Sur cette figure ont dr@ reprdsentdes les 
actions sur la glycdmie de doses dont les effets sont 
eomparables s ceux du HB 419. Chaque point reprd- 
sente la moyenne des valeurs ddtermindes chez plu- 
sieurs chiens. Le nombre d 'animaux utflisds pour 
l 'dtablissement de ehaque courbe est indiqud entre 
parenth6ses. 

On remarquera que les doses de tolbutamide qui 
ont @td injectdes par vole intra-veineuse (2 mg/kg, 
5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg) sont supdrieures s eelles 
injeet@es lors des essais effectuds ~ l 'aide du HB 419. 
La dose-limite de tolbutamide est de 2 mg/kg i.v. La 
dose.scull de tolbutamide est environ de 1 mg/kg i.v. 
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La figure 3 repr6sente l 'dtnde comparat ive du I tB  
419 et du tolbutamide qnant ~ leur action hypo- 
glyc6mianto ehez le chien normal dveiU6, apr6s injec- 
tion intra-veineuse de chacun des produits. En ab- 
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Fig. 3. Etude comparative du t tB 4t9 et du tolbutamide 
quant ~ leur intcnsitd d'action hypoglycdmiantc chez le 
chien normal gveilld aprgs administration intra-veineuse. 
En abscisscs sont portds les logarithmes des doses (cxpri- 
redes en ~g/kg), et en ordonndes les pourcentagcs d'abais- 
sement de la glycdmie. Chaque point reprdsente l'abaisse- 
merit glycgmique maximum obtenu chez chaque animal 

apr@s adminisbration d'une dose 

scisses sont portds les logarithmes des doses (celles-ci 
dtant exprimdes en ~g/kg) et en ordonndes les pourcen- 
rages d 'abaissement de la glycdmie. Chaque point 
reprdsente l 'abaissement glycdmique max imum obtenu 
ehez chaque animal apr@s administration d'une dose. 

Pour le tolbutamide, quatre doses ont dtd utflisdes 
(2 rag, 5 rag, 10 rag, et 15 mg par  kilo) et quatre ani- 
maux  par  dose. 

Pour le t IB  419, cinq doses (0.01 rag, 0.02 rag, 
0.03 rag, 0.04 mg et 0.05 mg par  kilo) ot quatre ani- 
maux  par  dose. 

La comparaison des deux drogues a dtd mende par  
la mgthode des droites de rggression para]lgles (parallol 
line assay) [3]. L 'analyse des r6sultats permet  les 
conclusions suivantes: Les pentes des deux droites ne 
sont pas significativement diffdrentes (F~_~ < 1). Le 
logarithme de la puissance relative du t tB  419 par  
rapport  au tolbutamide (mesurd par  la distance hori- 
zontale des deux droites de rdgression) est M 4- SM = 
2.380 4- 0.0714 ce qui correspond & une puissance rela- 
tive du I IB  419 par  rapport  au tolbutamide de 240 
avec les limites suivantes pour l ' intervalle de confiance 
95% : 169 et 337. 

Dans les conditions expdrimentales oh nous avons 
opdrg, le H B  419 se montre done en moyenne 2~0 lois 
plus actif que le tolbutamide, lorsque les doses sont gva- 
ludes en poids. Lorsque les doses sont exprimdes en moles, 
l' activit~ du H B  ~19 est en moyenne ~gale h 440 lois celle 
du tolbutamide. 

3. Action du H B  419 sur la glycdmie du chien dveilI~ 
lorsque le produit est administrd ((per os>> 

I1 dtait important  de savoir si le produit  dtait rd- 
sorbd par  le tube digestif et si, de ce fair, Faction hypo- 
glycdmiante de la substance pouvai t  se manifester 
apr~s administration per os. 

Les expdriences ont dt6 rdalisdes sur 10 chiens 
dvefllds ayant  re~u leur dernier repas 18 h auparavant .  
La quantitd de produit t lB  419 correspondant aux 
doses choisies dtait raise en cachets et plac~e dans la 
gueule de ran imal  qui la ddglutissait. Les doses utili- 
sdes ont dtd de 0.2 mg/kg (4 ehiens) et de 2 mg/kg 
(6 chiens). 

% ~ HB419 ~_~ 0,2 mg/kg (4) 
+I0! [ ~ os ~ 2 .~/kg (6) 
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Fig 4. Action sur la glycdmie du chien normal dveilld du 
HB 419 administrd per os k la dose de 0.2 mg/kg (4 chicns) 
ct de 2 mg/kg (6 chicns). Chaque point reprdsente la 
moyenne des valeurs ddterminges et porte indication de 

l'erreur standard de la moyenne 

Comme le montrent,  sur la figure 4, los courbes 
obtenues en faisant la moyenne des valeurs ddter- 
mindes, Faction hypoglycdmiante se manifeste aprgs 
un temps do latence qui est de 2 h environ. Cotte action 
se prolonge pendant  plus de 24 h, m8me ]orsque le 
produit est administrd s la dose la plus faible. 

La dnrde de l 'hypoglycdmie maxima est la plus 
prolongde avec l a  dose ta plus forte. 

I1 est done certain clue la substance est absorbde 
par (~voie digestives> et qu'elle manifeste, administrdo 
par  cette vole, son action hypoglycdmiante. 

4. Absence d' action du H B  419 sur la glye~mie du chien 
totalement ddpaner~atd 

I1 dtait important  de savoir si Faction hypoglyc& 
miante du produit dtait due s la mise en jeu du m@me 
mdcanisme que celui mis en dvidence pour d 'autres  
sulfamides hypoglycdmiants, c'est-s ~ la stimu- 
lation des cellules b@ta des riots de Langerhans et, on 
consgquence, s la libdration d'insuline. 

Pour en avoir la ddmonstration, nous avons opdrd 
sur le chien totalement  ddpancrdatd, par comparaison 
avec le chien normal. Les animaux normaux avaient  
repu leur dernier repas 18 heures avant.  Les animaux 

1"  
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d@aner6at6s avaient  subi l 'ablation du paner6as 24 h 
avant  et 6talent & jeun depuis 40 h. Les deux groupes 
d 'animaux 6taient anesthdsi6s ~ l 'aide de m6bubarbital  
(Nembutal) ~ la dose de 30 mg/kg par  vole intra- 
veineuse. La glye6mie 6gait enregistrde (~en eontinu}~ 

l 'aide de l 'Auto-Analyseur Teehnicon. Le sang 6fair 
pr61ev6 clans la veine f6morale. 

La figure 5 reprdsente les r6sultats obtenus ehez 3 
chiens d6pancrdat6s et 7 chiens normaux. Les doses 
de t I B  419 administr6es out 6t6 dans les deux eas de 
0.5 mg/kg i.v. Chaque eourbe a 6t6 6tablie en fa,isant 
Ia moyenne des valeurs obtenues (le nombre corre- 
spondant d 'an imaux est indiqu6 entre parenth6ses). 

On constate que le t tB  419 administr6 ~ des doses 
reprdsentant 50 lois la dose-limite n ' a  aucune action 
sur la glye6mie du chien priv6 de pancrdas. I1 en est 
de mgme 1orsque des doses de 2 ou 5 mg/kg/ i .v ,  qui 
sont 6gales ~ 200 ou 500 lois la dose-limi~e, out  6t6 
administrdes. 

I1 est intdressant de remarquer  que ces animaux 
totalement  d6pancr6at6s 6talent porteurs de b u r  foie. 

5. Action insulino-sdcr~trice du H B  419, chez le chien 
anesthdsid, le loroduit gtant administrd par voie intra- 
veineuse et l'insulindmie dtant dosde dans le sang veineux 

pancrgatico-duoddnal 

Nous avons opdr6 sur des ehiens de 14 ~ 18 kg qui 
avaient  re~u leur dernier repas 18 h avant  t'expdrience. 
Les animaux gtaient anesth6sids & l'aide de Nembuta l  
intraveineux s la dose de 30 mg/kg. La glycdmie dtait 
dosde d 'une mani6re continue pendant  route la dur6e 
de l 'expdrience en branchant  un Auto-Analyseur Tech- 
nicon sur une coltat6rale de la veine fdmorale. La 
pression artgrielle f6morale dtait enregistrde ~ l 'aide 
d 'un  manom6tre ~ mereure. Les prdlgvements de sang 
pour le dosage de l'insuline dtaient effectu6s dans la 
veine panerdatico-duod6nale. Pour y parvenir,  eette 
veine 6tait sectionnde pros de son abouchement duns la 
veine porte et  une canule en fonne de T introduite 
entre les deux segments. Par  la branche libre du T it 
dtait Mors possible de prdlever du sang afin d 'y  doser 
l'insuline par  la m6thode radioimmunologique B de 
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:Fig. 5. Absence d'action du t IB 419 (0.5 mg/kg et 2 mg/kg 
par voie intra-veineuse) sur la glycdmie du chien totale- 
merit d@aner6at6. Comparaison avee l'aetion chez le 
chien normal. Les variations de la glye6mie out 6t6 6va- 
lutes en pourcentages par rapport aux valeurs glyedmi- 
ques au temps z@ro. Celles-ci 6talent en moyenne de 1 g/1 
chez les ehiens normaux et de 2.97 g/1 chez les chiens 
totalement d@ancr6at6s, Chaque point repr6sente la 
moyenne des valeurs et porte indication de l'erreur stand- 

ard de la moyenne 

Ceei permet  de penser qu'en l 'absence de panerdas, le 
sulfamide t IB  419 ne semble pas modifier sensiblement 
la, glyeog6nolyse ou la glycoggnoformation h@atique. 

I1 se eonfirme donc que Faction hypoglycdmiante 
du H B  419 ne se manffeste pas si l 'organisme a 6t6 
priv6 totalement  de tissu paner6atique. Ce fair sugg6- 
rait  ior tement  que le produit  agissais vraisemblable- 
ment  en st imulant la sdcr6tion d'insuline. C'est  ce que 
nous avons d6montr6 d 'une mani6re direete au cours 
de notre exp6r'maentation ult6rieure. 
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Fig. 6. Variations de la glyc6mie et du d6bit en insuline 
du sung veineux paner6atieo-duod6nal ehez 5 omens 
anesth6si6s ayant regu par voie intra-veineuse 0.5 mg/kg 
de I4-B 419. Les variations sont estimges en poureentages 
par rapport ~ la valeur au temps zgro. Chaque'poi~t repr6- 
sente la moyenne des valeurs et porte indication de l'erreur 

standard de la moyenne 

HALES et R,A~DLI~ [5]. En  outre, les variations du 
d4bit sanguin, dans eette mgme veine, gtaient soign- 
eusement eontr61des. 

Hui t  exp6riences ont dr6 effeetudes; einq se sont 
prolongdes pendant  7 h et trois pendant  3 h. Les doses 
de H B  419 qui ont dr6 utilis6es dtaient de 0.5 mg/kg 
i.v. 

La  figure 6 repr6sente dans s~ par'tie sup6rieure les 
modifications de Ia glye6mie et duns sa partie inf6rieure 
les variations du ddbit en insuline du plasma veineux 
paner6atico-duoddnal. Chaque point de la eourbe re- 
pr6sente la moyerme des valeurs obtenues et porte 
indication de l 'erreur s tandard de la moyenne. 
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On peut  constater que le H B  419 stimule la sdcrd- 
tion d'insuline endog~ne et augmente de 500 & 600 p. 
100 la sdcrdtion insulinique de base, estimde ~ la sortie 
du panerdas dans la veine panerdatieo-duoddnale. Cette 
stimulation quasi immgdiate, s 'accrolt pendant  deux 
heures, at teint  un maximum puis s 'attdnue progressive- 
ment ;  7 h apr@s l'injeetion, le ddbit d'insuline est en- 
core double de la sderdtion initiale enregistrde avant  
l 'injeetion intra-veineuse du produit.  

6. Action insulino.sdcrgtrice du H B  ~19, chez le chien 
dveilld, le produit grant administr5 (~per os)) et l'insuling. 
mie dtant dos~e dans le sang d'une veine pdriphErique 

Les expdrienees effeetudes ont @t@ au nombre de 
einq. 

Les animaux ont re~u b u r  dernier repas 18 heures 
avant  l 'administrat ion du produit l~er os, & la dose de 
2 mg/kg. La glycSmie ainsi que l'insulingmie ont 6td 
dosdes sur le sang pgriph6rique p%lev6 dans la veine 
jugulaire. Les courbes exprim~es dans la figure 7 

Cette expgrienee d~montre done que l 'administra- 
tion de H B  ~19 per os dgelenehe une insulino-sgerdtion 
abondante dgeelable dans la veine p6riphdrique qui se 
prolonge pendant  21 h environ dans les eirconstanees 
expgrimentales ot~ nous nous sommes plae@s. 

7. Effets de doses faibles de H B  419, reprdsentant 5 lois 
la dose-limite, sur la glycgmie et l'insulindmie dos~es dans 

la veine pancr~atico-duoddnale du chien dveilld 

Dans ees exp6rienees, l 'animal dtait prgparg la 
veille. Sous anesthgsie au mgbubarbital  (Nembutal) et 
aseptiquement, un eath6ter en poly6thyl@ne gtait plae6 
dans la veine panergatieo-duodgnale. Ensuite ee 
eath6ter 6fair amen6 hors de la eavit6 abdominale puis 
eheminait dans le tissu eellulaire sous-eutan6 jusqu'& 
sa sortie de l 'organisme qui 6tait situ6e entre les deux 
omoplates. 

L 'animal  6fair ensuite plae6 dans une cage spgeiale 
oh fl se r6veillait, pouvait  se d6plaeer et avoir une vie 

HB 419 per os 

logo 
0,50 

t~ 
0,40 ]J . - 

0 '  2 4 6 8 10 I /  24 ~ 

Heures 

Fig. 7. Glyc~mie et insulin@mie dans le sang vemeux p6ri- 
ph6rique chez 5 ehiens normaux @veillgs, apr@s admini- 
stration de l i b  419 per os (2 mg/kg). Chaque point re- 
pr6sente la moyenne des valeurs et porte indication de 
l'erreur standard de la moyenne. La concentration d'in- 
suline plasmatique est ~valu@e en ng/ml. Selon l'6qui- 
valence d'aetivit6 biologique donnge par GLI~MAleN (4): 
1 ng d'insuline de ehien eorrespond en moyenne ~ 23 ~U 
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Fig. 8. Suree graphique sont repr@sent6es les variations de 
la glyedmie et de la concentration d'insuline du sang 
veineux pancr6atieo-duod@nal apr@s injection intra-vei- 
nense de 0.05 mg/kg de l i b  419, ehez un ehien normal 
@veill6 ayant un cath6ter k demeure darts la veine pan- 
cr6atieo-duod6nale. Les variations sonb estim@es en pour- 

eentages par rapport k la valeur au temps zgro 

donnent les rdsultats que nous avons obtenus. Chaque 
point de la eourbe reprdsente la moyenne des valeurs 
obtenues et porte indication de l 'erreur standard de la 
moyenne. 

On peut  eonstater que l 'administrat ion du produit  
per os est suivie de l 'augmentat ion de la sdcrdtion d'in- 
suline qui s'@lgve en 4 h jusqu'& un max imum qui 
at teint  en moyenne 7 lois la s~ergtion de d6par~. Apr@s 
cette vague d'insulino-s~crgtion le ry thme d@eroit; ee- 
pendant  entre 6 et 24 h aprbs l'injection, le ddbit d'in- 
suline demeure compris entre 3 et 5 fob le d@bit 
s@crdtoire initial, 

quasi normale. I1 demeurait  cepcndant en relation, 
grace ~ un dispositif spdeial eonstruit dans le labora- 
toire, avee les appareils d 'analyse en eontinu. Les ex- 
p6rienees, au hombre de quatre, ont @% faites ehez des 
animaux privgs de nourriture depuis 48 h. Elles ont 
permis de dgmontrer que le H B  419 administ% par 
vole intra-veineuse ~ la dose de 0.05 mg/kg est nn 
puissant agent insulino-s6e%teur dont les effets se 
prolongent entre 16 et 18 h dans les conditions p%ei- 
sges ei-dessus, e'est-s les conditions de jefine 
prolong6. La figure 8 repr6sente les r6sultats d 'une de 
ees exp6riences, 
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8. Action potentialisatrice du H B  419 sur les effets hypo. 
glycSmiants propres de l'insuline, le ph~nom@ne dtant 

dtudid chez le chien ddpancrdatd 

On sait que les sulfamides hypoglyedmiants an. 
t6rieurement ddcrits sont capables de potentialiser les 
effets hypoglyc4miants propres de l'insuline injeet@e. 
Ce phdnom~ne a 6t~ ddmontr4 en opdrant sur le ehien 
totalement d~panerdatd afin de dissocier ee mgeanisme 
de Faction essentielle insulino-s~crdtrice des sulfamides 
qui s'exerce directement sur ]es riots de L~ngerhuns du 
pancreas. 

g/I In~ection I.V. . . . . .  Insul~ne 0,33 U/kg 
3,2 ~ .~ lnsul ine  O,33U/kg 

�9 ~ +HB 419 1 rng/kg 
3 \ ," " .  

~ ~ 
2/ % / 

\ 
2,1 ~ o"~~ 

%1 \ .2: 
\. . . . . .  , / , . J  

~ t ~ ' 2 0 ~  . . . . . . .  "" 

"3~ o ~ 2 3 4 .~ 6 ? 8 '~ 

Heures 

Fig. 9. Ce graphique repr~sente, ehez le ehien totalement 
d6pancr6at~, d'une part les effets de l'injection intra- 
veineuse d'une dose t@moin d'insuline (0.33 U/kg) et 
d'autre part les effcts de cette re@me dose associ6c ~ une 
dose de 1 mg/kg de HB 419, les deux expdriences @tent 
r@alisdes sur le re@rat animal. Cheque eourbe a 6tg 6tablie 
en prenant la moyenne des valeurs obtenues au cours de 

quatre exp6riences 

Dens un premier temps cheque animal 6t~i~ soumis 
l'injection d'une dose-test d'insuline (0.33 u/kg) ad- 

ministrde par vole intra-veineuse afin d'en d6terminer 
l'aeHon hypoglyc6miante. 

Vingt-quatre heures apr@s, l~ m6me dose d'insuline 
6fair administrde dens les m6mes conditions, mais en 
plus, et aussitSt apr~s, l 'animal recevait du HB 419 

la dose de t mg/kg par vole intra-veineuse. 
Les rdsultats sont consignds duns ta figure 9, Ils 

ddmontrent clairement clue le HB 4t9 potentialise duns 
le sens de 1, profondeur des effets, Faction hypoglyc6- 
miante propre de l'insuline. 

Le l i b  419 poss@de done l'effet potentialisateur 
qui avait 6t6 reconnu aux sulfamides hypoglyc6miants 
pr6cddemment ~tudi6s [9 bis, 5 bis, 5 ter]. 

9. Effets du H B  419 sur la s~cr~tion d'insutine explorde h 
l' aide du pancrdas isold et perfusd du rat 

La pr@paration de paner6as isol4 et perfus@ du rat, 
tout  tissu gastro-intestinal ou spldnique dtant exclu, 
n o u s a  permis d'explorer les effets directs du HB 419 
sur le pane r~s  et en partieulier sur les cellules b6t~ 
des riots de Langerhans, 

Dens la technique raise au point dens notre labora- 
toire, le pancrdas est pr~lev@ apr@s anesthdsie au nembutal 
(50 mg/kg) chez des rats Wistar m~les pesant de 300 "~ 
350g et nourris adlibitumjusqu'au moment de l'exp6rience. 

Apr~s laparotomie m@dlane, le panerdas est dens un 
premier temps op6ratoire, eompl~tement Iib6r6 de tousles 
organes ou tissus voisins dens l'ordre suivant : exclusion 
de la rate, de l'estomac, de la gra.isse dpiploique, enfin du 
duod6num; dens cheque temps op@ratoire la ligature et 
la section des vaisseaux pr6c@den~ l'exclusion de l'organe 
correspondent. La portion panerdatique infdrieure droite, 
qai s'@tend de la partie infgrieure du duod@num au j4ju- 
hum et qui n'est pas irrigu@e par le tronc eoeliaque mais 
par une branchc de l'art~re mdsent~rique sup6rieure est 
alors exclue. Les vaisseaux mdsent6riques sup6rieurs sont 
sectionn6s en bloc. Un fil est plac6 sous l'cnsemble du 
p@dicule h@patique; un autre sous la veine porte qui est 
ainsi isol@e du reste du pddieule, ce qui permet de la repdrer. 

L'aorte et ses collatdrales sont ensuilbe prdpar6es selon 
l'ordre suivant: Ligature et section de l'art6re rdnale 
droite. Mise en place d'un fil au-dessus du trone coeliaque 
lO11, d'un fil entre le front coeliaque et la m6sentdrique su- 

@~rieure [2] et d'un autre au-dessous de la m@scnt~rique 
supdrieure [3] (Fig. 10). 

La deuxibme partie de l'opdration eomprend les temps 

Quatre exp6rienees ont ~t6 r6alis6es sur le chien 
d~pancr@at6 depuis 15 jours et trait6 eorrectement par 
l'insuline de mani@re ~ maltriser le diab&te. La der. 
nitre injection d'insuline ordinaire ~tait administr6e 
24 h avant  le d~but des exp@riences proprement dites 
et le dernier repas 18 h avant. 

~ A o r t e  

j r  _ l~f  / A.gastr|que ~ " ' ~ )  - 
I .~ ~ gauche. ~.~ll~LL~Tronc coeliaque 

Liquid ef f l u e n , ~  ~:4~/~ ~ - ~ "  7 
Veine p~ . . ~  ,,~'~rt~', / k l 

od.enale/ n..~..~,,,.~v= / ~ ~ k . . ~  A,pancr~atico. du 
co..le de perfus o. 

~ . . ~ A .  . . . .  r~na|e gauche A ~  sup~rleurel ~ 

Fig. 10. Seh6ma de la preparation du paner@as isol~ du rat 
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suivants : ligature du fil situd au-dessus du trone eoeliaque 
[1], puis de celui situ6 au-dessous de la mdscntdriqne supg- 
rieure [3]. AussitSt la paroi de l 'aorte est ineisde et la ca- 
nule ddbitant  le liquide de perfusion est introduite rapide- 
merit dans le cul de sac aortique ainsi formd; la canule est 

m i n  et  t emps  : zdro) correspondent  s la pdriode tdmoin 
et pe rmc t t en t  de connai t re  la sdcrdtion de l 'organe 
sous la concent ra t ion  de glucose de 1.5 g/1. U ne  infu- 
sion de I t B  419 est  dtablie ~ par t i r  du  temps  zdro, 

Bobine de 

sectionn6e " 

Liqulde de 
perfusion 

Bain t he r .  

mostat6 

/ 
Pan :r~as / 

Effluent de 

Fig. 11. Schdma du dispositif de 

M a n o m ~ t r e  .............. 

. Bobine de 
r6chauffement 

Perfuseur 

Limiteur d e  

pression 

Pompe ~ vitesse 
constante 

l'otgane 

perfusion du panerdas isold du rat  

rendue solidaire de l 'aorte par le ~1 situd entre le tronc 
coeliaque et l 'artbre mdsentdrique supdrieure [2]. 

Immddiatement  apr~s, la veine porte est totalemen~ 
sectionnde et le pddieule hdpatique est ensuite lid dans son 
ensemble; ainsi ~oute surpression liquidienne intra-pan- 
crdatique est-elle 6vit6e. Le cul de sac aortique est alors 
libdr6 en sectionnant l 'aorte au-del~ des ligatures 1 et 3. 

I1 s'dcoule environ 30 K 40 rain entre la laparotomie et 
la raise en perfusion du paner6as. Nous devons insister sur 
le fair que jamais l ' irrigation du pancr6as soit par le sang 
de l 'animal,  soit par le liquide de perfusion n 'est  inter- 
rompue. 

L'organe plac6 dans une cure rnaintenue k 37% est 
perfusd par son systbme artdriel, en circuit ouvert (Fig. 1 I). 
La circulation du liquide pbysiologique est assurde par 
une pompe k ddbit constant; la pression mesurde au mano- 
rn~tre est automa~iquement r6gulde grace ~ un limiteur 
de pression qui permet l'dvacuation d'une pattie du liquide 
perfusd par la pompe. La pression ~ l'entrde de l'organe 
es~ comprise entre 2 et 3.5 cm de mercure, compte-tenu de 
la chute de pression due k la rdsistance offerte par le 
circuit de perfusion entre le manom6tre et l 'organe. Le 
liquide effluent de l 'organe s'dcoule l ibrement par la veine 
porte seetionnge, il est recueilli k la partie infdrieure de la 
cuve qui contient  le pancrdas, le ddbit peut  6tre ainsi 
tout  ins tant  mesurd; il est dans nos expdriences de l 'ordre 
de 2 ml/min.  Les substances dent  on ddsire dtudier los 
effets sur ta sdcrdtion d' insuline sont infusdes darts le li- 
quide de perfusion k l 'aide d 'un  perfuseur Braun. 

Le liquide de perfusion est une solution tampon au 
bicarbonate dont  la composition par litre est la suivante:  
NaCh 7.28 g -- KCh 0.354 g -- CaCl~: 0.282 g -- MgSOa. 
7I-I20:0.294 g -- KI-I~POa: 0.162 g -- NaHCO~: 1.54 g. 
Ce liquide est additionnd d 'a lbumine de boeuf purifide 
(2 g/l) et de glucose (1.5 g/l). Un mdlange d'oxyg~ne (93%) 
et de gaz carbonique (7%) est mis ~ barboter dans le 
liquide ~ la pression atmosphgrique. Le pH de la solution 
est _~ 7.2. 

Dans  routes  nos experiences fl s 'est  dcoul~ une  
pdriode de s tabi l isat ion de la p r @ a r a t i o n  d ' une  durde 
de 30 minu tes  entre  la mise en perfnsion de l 'organe et  
le premier  prdl~vement  destind au  dosage de l ' insul ine.  
U n  deuxi~me prdl5vement  dtMt effectud s u n  inter-  
valle de 15 min.  Ces deux  prdl~vements (temps : - -  15 

HB419 50 ~g,'l 
P / ~ , , z / ,  % 
i I Glucose 1 5 g / |  

3 0 C  

10r 
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: -  t i 
- o  - I 0 0 .  ~ ................... ~ ,,J . . . . . . . .  

.r % ~  l I 
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Fig. 12. Variations du ddbit d' insuline provoqudes par le 
t tB  419 sur le pancrgas isol6 et perfusd du rat. Le produit 
est introduit  dans le liquide de perfusion aux concentra- 
tions de 50 ~g/t ou de 1 vg/1, pendant  t5 rain h, part ir  du 
temps O. Les variations sont dvaludes en pourcentages par 
rapport g la vMeur au temps O. La ligne A - - A  indique 
la valeur moyenne obtenue au cora's de 4 expdrienees et la 

zone hachurde l '6tendue des variations 

p e n d a n t  15 min ,  et le ddbit  d ' insu l ine  est alors mesurd 
des interval les  de 5 min.  Apr~s arr~t de l ' in fus ion  

de I t B  419 des prdl~vements  sont  encore effeetuds 
p e n d a n t  60 min.  
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L'insuline sdcrdtde dtait dosde dans le Hquide effd- 
rent  de la prdparation par  la mdthode radioimmuno- 
logique B de Hales et Randle [5]. 

Vingt expdriences ont dtd rdalisdes en utilisant des 
concentrations diffdrentes de H B  419 s'dchelonnant de 
500 ~g/1 s 1 ~g/1. 

Sur la figure 12 on peut  eonstater que l 'addition 
de HB 419 s la concentration de 50 ~g/1 accroit d 'une 
manibre considdrable (plus de 200%) la quantitd d'in- 
suline sdcrdtde. La faible concentration de 1 ~g/1 aug- 
mente encore le ddbit d'insuline d'environ 150%. Dans 
les expdriences reprdsentdes, la sdcrdtion moyenne au 
temps zdro dtait de 48 ng/min pour la premi6re sdrie 
d'expdriences et de 5~ ng/min pour la deuxi6me. Point 
important ,  alors que l 'addition de H B  419 au liquide 
de perfusion ne dure que 15 rain, Faction insulino- 
sdcrdtrice se wolonge longtemps au-del&, pendant  
environ une heure. On remarquera que les effets in- 
sulino-sdcrdteurs de la concentration faible (1 Fg/1) 
s'insta]lent plus lentement que ceux provoquds par  la 
concentration forte (50 txg/1); ils se prolongent cepen- 
dant  plus longtemps. 

Les caract~res de cette action insulino-sdcrdtrice 
du l iB  419 sont donc diffdrents de ceux du glucose 
seul sur cette prdparation. Nous avons en effet pu 
montrer  que les effets insulino-sderdteurs du glucose 
cessent d@s que la perfusion de solution glucosde est 
arrgtde. 

Nous avons pu montrer  d 'autre  par t  qu'il existe nne 
synergie potentialisatrice entre les effets du glucose 
et ceux du H B  419. Cola signifie que les effets combinds 
des deux substances sont supdrieurs ~ l 'addition des 
effets de chacune d'entre elles, prise isoldment. 

10. Antagonisme sur l'insulino-sdcrgtion entre les effets 
inhibiteurs du diazoxide et lea effets stimulateurs du 

H B  419 

L'antagonisme entre les effets insulino-sdcrdteurs du 
diazoxide et ceux du tolbutamide a dtd antgrieurement 
ddmontrd in vivo chez le chien anesthdsid et in vitro 
sur le pancrdas isold et perfusd du ra t  [12, 13, 14]. 

I1 dtait intdressant de savoir si le H B  419 possddait 
vis-s du diazoxide un effet semblable s celui du 
tolbutamide et s ice t  effet pouvait  gtre obtenu avec des 
doses moindres. 

Nous avons opdrd sur le chien anesthdsid s l 'aide 
de mdbubarbital  intra-veineux (30 mg/kg i.v.) et 
h@arind (5 mg/kg i.v.). 

La figure 13 montre sur la glycdmie (partie A) et 
sur l'insulindmie (partie B) les effets de la perfusion 
intraveineuse de diazoxide (1 mg/kg, min pendant  
20 min) et ceux d'une peffusion identique de diazoxide 
(1 mg/kg, rain pendant  20 rain) suivie immddiatement 
par l ' injection intraveineuse de l i b  419 (0.5 mg/kg). 

La glycdmie a dr@ dosde d'une manibre continue 
l 'aide de l 'auto-analyseur Technicon; un cathdter dtait 
introduit  dans la veine fdmorale par  une de ses colla- 
tdrales. Le ddbit d'insuline a dtd mesurg dans la veine 
pancrdatico-duoddnale, 

On constate d 'une manigre nette sur la figure que 
l 'administrat ion de t tB  419 stoppe immddiatement 
Faction hyperglyedmiante du diazoxide ainsi que 
l'effet inhibiteur de eette substance sur l'insulino- 
secretmn. 
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Fig. 13. Ce graphique reprdsente ehez des ehiens anesthd- 
sids Faction antagoniste du HB 419 vis-a-vis du diazoxide, 
sur la glycdmie (A) et sur le ddbit d'insuline de la veine 
paner@atieo-duoddnale (B). Les variations provoqudes sont 
estimges en pourcentage par rapport k la valeur au temps 
O. Chaque point reprdsente la moyenne des valeurs ob- 
tenues et porte indication de l'erreur standard de la mo- 
yenne, le nombre de ehiens utflisds pour dtablir chaque 

courbe est indiqu6 entre parenthbses 

Un groupe d'animaux �9 �9 a repu uniquement du diaz- 
oxide par vole intra-veineuse k la dose de 1 mg/kg et par 
minute pendant 20 rain, l 'autre g roupe �9  . . . .  �9 a repu 
la fin de la perfusion de diazoxide, une injection intra- 

veineuse de HB 419 ~ la dose de 0.5 mg/kg 

De m6me, nous avons rechereh5 sur le pancrdas 
isol6 et perfus6 du ra t  si l 'effet inhibiteur du diazoxide 
sur l'insulino-sdcrdtion pouvait  ~tre supprim6 par Fad- 
ministration simultande de HB 419. La figure 14 dd- 
mont re  qu'il e n e s t  bien ainsi. 

Le HB 419 poss~de done le m@me pouvoir que le 
tolbutamide de s 'opposer aux effets inhibiteurs 
qu'exerce le diazoxide sur l'insulino-sdcr@tion. 

Les conclusions que l 'on peut  tirer des exp6riences 
que nous avons entrcprises sont les suivantes: 

1. Le t tB  419 est un sulfamide hypoglyc6miant 
extr@mement actif, que le produit  soit administr6 par  
voie intra-veineuse ou par  vole orale. 

Dans les conditions expdrimentales o~ nous l 'avons 
eompard au tolbutamide, il s 'est avdr@ 240 Iois plus 
aetif que ce dernier lorsque les doses utilisdes ont dr@ 
exprimges en poids, et 440 lois plus actif lorsque les 
doses ont 6tg exprimdes en moles. 

2. Le produit  ne manifeste pas d 'act ion hypoglycd- 
miante ehez l 'animal totalement  d@ancrdatd. Le pan- 
crdas est done ndcessaire ~ la manifestation de son 
a c t i o n ,  
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3. Nous  avons  d6mont r6  chez le chien anesth6sid ou 
dvefll6, que Fac t ion  du  p r o d u i t  (que celui-ci soi t  ad-  
minis t r6  p a r  vole in t ra -ve ineuse  ou p a r  vole digest ive)  
se t r a d u i t  pa r  une a u g m e n t a t i o n  consid6rable  de la  

Diazoxide 50 mg//t 
Diazoxide 50 m9/ l  HB 419 O,Smg/t 

n g ~ram t" 
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Fig. 14. Action antagoniste du HB 419 vis-a-vis de l 'effet 
inhibiteur du diazoxide sur la s6crgtion d' insuline par  le 
pancrdas isol6 et perfus@ du rat .  Tout  d ' abord  le diazoxide 
est in t rodui t  seul dans Ie liquide de perfusion puis iI est 

in t rodui t  associ6 au 14B 419 

Sur Ie graphique sont reprdsent6s les rdmfltats obtenus 
dane deux expdrienees 

quan t i t d  d ' insu l ine  s6crdtde p a r  le panerdas .  Cet te  
ac t ion  se prolonge p r a t i q u e m e n t  p e n d a n t  24 heures.  

4. Le I t B  419 po ten t i a l i se  ehez le chien t o t a l e m e n t  
ddpancr6at6  les effets hypog lye6mian t s  d ' n n e  dose- tes t  
d ' insul ine .  

5. L ' a c t i o n  d i rec te  du  p r o d u i t  sur  le pancrdas  a dt6 
d6montr6e  sur  le paner6as  isol6 et .perfus6.  

6. Le t l B  419 s 'oppose  a u x  effets inh ib i t eu r s  d u  
d iazox ide  sur  l 'hnsulino-s6cr@tion i n  v i vo  chez le chien 
e t  i n  v i t ro  snr  le pancr6as  isot6 et  perfus6 d u  r a t .  

Le I t B  4 t 9  poss~de done  les propri@tgs p h a r m a -  
cologiques et  p h a r m a e o d y n a m i q u e s  des sul famides  
h y p o g l y e d m i a n t s  an t6 r i eu remen t  dderi ts .  

I1 mani fes te  la m@me ac t i on  et  le mgme m6eanisme 
d ' a c t i o n  que les au t res  sul famides  hypog lyc6mian t s ,  
mais  ~ des  doses qui  son t  in f in iment  moindres .  

Cet te  ac t iv i t6  ~ faible  dose hens  p a r a l t  ~tre u n  des  
a v a n t a g e s  essentiels  de ee p r o d u i t  pou r  des t r a i t e -  
men t s  de longue dur6e dans  lesquels  i l  es t  i m p o r t a n t  
de r6duire  au  m a x i m u m  l ' a p p o r t  pond6ra l  m6dica-  
men teux .  
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