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Abstract: The long struggle to isolate the insulin for therapeutic use centered on the confrontation
between two scientific paradigms. First, the physiological approach, invented by Kleiner and Paulescu. In
their experiments, these researchers used salted water to extract the active principle from pancreatic tissue, in
order to reproduce, as much as possible, the way in which the hormone is made available in the living
organism. The paradigm enabled Paulescu to discover the physiological properties of insulin. However, the
isolation of insulin for clinical use was accomplished by scientists who adopted the biochemical approach,
namely Zuelzer, Banting and Best, and Collip, who used organic solvents for the purification of the

pancreatic extract.
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Mitul descoperirii tratamentului cu insu-
lina pe pamant romanesc, al profesorului care a
renuntat la onoruri in cetatea luminilor pentru a
se reintoarce in Romania si a renunta astfel la
sansa de a deveni celebru a inflacarat generatii
de medici, influentati de ceea ce s-a publicat
despre Nicolaec C. Paulescu (1869-1931), in
documentele iatro-istoricilor romani.

Insulina a fost si inca mai este mijlocul
prin care mii de diabetici din intreaga lume
reusesc sa supravietuiasca, sa ducad o viata fara
sa fie afectati de complicatiile majore ale
diabetului.

Tratamentul diabetului prin injectarea
unui extract de pancreas a fost efectuat pentru
prima oara de Georg Zuelzer in 1906 [8].
Metoda lui de extractie a principiului activ din
pancreasul bovin a fost publicata in acelasi an in
revista medicald germand cu cea mai mare
circulatie [9] si a fost brevetata in Statele Unite
in 1912. Administrarea preparatului Zuelzer a
produs scdderea cantitatii de glucoza din urind si
ameliorarea manifestarilor severe a diabetului,
inclusiv a comei diabetice, la cativa bolnavi.
Experimentele au fost oprite dupd ce s-a
observat ca animalele de laborator injectate cu
acest extras mureau in convulsii, fapt atribuit
toxicitatii produsului. Era vorba de fapt de
efectul hipoglicemiant al unei cantitati mari de
insulina, care se poate manifesta 1n acest fel.

Primele experiente pe cdini cu diabet
post-operator ale lui Paulescu au fost
mentionate de fiziologul roman in Traité de
Physiologie Meédicale (I Phenomenes de

Nutrition; Bucarest, Cartea Romaneasca, 1920)
si descrise pe scurt in patru comunicari
publicate in Comptes Rendus Hebdomadaires
des Seances et Mémoires de la Société de
Biologie et de ses Filiales (Tome 11, 23 Juillet,
1921; Paris, Masson et Cie, Editeurs). Cum
aceste lucrdri nu au fost prezentate oral in
Franta, se presupune ca ele au fost prezentate
public la filiala din Bucuresti a Societatii de
Biologie, dar e posibil ca ele sa fi fost facute la
sedintele filialelor din Iasi sau Clyj. In orice caz,
aceste comunicari au avut loc in luna iunie
1921. Textele publicate in Comptes Rendus nu
includ detalii cu privire la prepararea extractului
de pancreas. In aceiasi lund Paulescu a trimis
revistei Archives Internationales de Physiologie
o lucrare ampla in care a descris 12 experiente
care i-au permis sd caracterizeze proprietatile
fundamentale ale insulinei. Articolul a fost
primit la redactie pe 22 iunie si publicat pe 31
august 1921 (vol. XVII, fascicule 1, 31 Aot
1921; Liege, H. Vaillant-Carmanne; Paris, O.
Doin, Editeurs).

Modelul experimental canin folosit de
Paulescu a fost urmatorul: dupa anestezie caine-
lui 1 se extirpa pancreasul; tesutul pancreatic era
tocat, amestecat cu apa distilata si pus la gheata;
lichidul era strecurat prin muselina si se adauga
o cantitate mica de sare; animalul era adormit
din nou, se recolta o probd de singe si apoi se
injecta lent filtratul de tesut pancreatic printr-o
canuld introdusa 1n vena jugulard externa; probe
de sange erau apoi obtinute prin punctia arterei
carotide, iar probe de urind prin sondarea
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vezicii. [7]

Cea mai importanta functie a insulinei in
diabet este scaderea concentratiei glucozei din
sange si urind, demonstrata in prima experienta.
Iata cum descrie Paulescu acest efect si metoda
de preparare a extractului de pancreas in 1921 in
articolul sau din Archives Internationales de
Physiologie [4].

,Caine tandr cantarind 6500 g este pus
intr-o cusca. Se adoarme cu cloroform si se
recolteaza 25 cc de singe din vena jugulara,
care contine la 1000 cc 0,7 g glucoza. Dupa
aceea se extirpd pancreasul in intregime.
Pancreasul extirpat este tocat. Tocatura
cantareste 5 g. Se adauga 100 cc de apa distilata
si se pune la gheatd. O zi mai tarziu starea
generald a cainelui, foarte bund. Se ia tocaturda
care a stat 24 de ore la gheata, se filtreaza printr-
o dublda compresd de tarlatan [muselina de
bumbac] si adaugam 0,7 g de sare. Se adoarme
animalul si se preleveaza din carotida 25 cc de
sange, care confine la 1000 cc 1,58 g glucoza.
Se introduce intr-o vena jugulard externa o
canuld prin care injectam 100 cc de filtrat in 28
de minute. La sfarsitul injectdrii, recoltaim din
artera carotida 25 cc de sange, care contine la
1000 cc 1,40 g de glucoza. Un sfert de ord mai
tarziu, se recolteaza din carotida 25 de cc de
sange, care contine pentru 1000 cc 1,04 g de
glucoza. O ora mai tarziu, se recolteaza 25 cc de
sange care contine pentru 1000 cc 0,26 g
glucoza. Incepand de ieri, cdinele a eliminat 140
cc de urina. Glucoza abundentd. Dupa injectare
sondam cainele si obtinem 67 cc de urina.
Glucoza 70 g pentru 1000 cc. La o ord dupa
injectare se sondeaza din nou si se obfin 5 cc de
urind, care nu reduce reactivul cupru-potasic
[adica nu contine glucoza]”.

Durata de actiune a extractului pancrea-
tic este cercetatd in a doua experientd. In acest
caz, a fost operat un cdine care avea In sange
0,96 g glucoza la litru. Dupa ablatia pancrea-
sului, concentratia glucozei din sange a crescut
la 1,56 g de glucoza pentru 1.000 cc. La o ora
dupa injectia intravenoasa a extractului pancrea-
tic glucoza din sange a scazut la 0,90 g la litru.
La doua ore dupa injectie concentratia de gluco-
za a scazut la 0,62 g, iar 16 ore dupa injectia de
extras pancreatic glucoza din sange se ridicase
din nou la 1,48 g la litru. Doua zile dupa injectie
nivelul glucozei era de 2,00 g la litru. In paralel,
Paulescu demonstreaza ca efectul unei singure

injectii cu extras pancreatic asupra glucozei din
urind dureaza cel mult 16 ore.

Experimentul de control pentru aceste
investigatii a fost injectarea, dupd inducerea
diabetului prin ablatie pancreaticd a unui extract
de splind. Rezultatele au fost publicate numai in
articolul din Archives Internationales de
Physiologie (1921) sub forma grafica. Analiza
figurii indicd ca dupa ablatia pancreasului
concentratia glucozei din sange creste de la 0,54
g/litru la 1,22 g/litru. Dupd injectarea intra-
venoasd a extractului de splind concentratia
glucozei a crescut la 1,48 g/litru.

Aceastd serie de experiente sunt dovada
de netagaduit a faptului ca pancreasul produce o
substantd care reduce cantitatea de glucoza in
sange si urind. Efectul fiecarei administrari al
acestei substante este limitat in timp la mai
putin de 24 de ore. Substanta nu este produsa de
un alt organ cum ar fi splina.

Atentia lui Paulescu s-a mutat apoi la
efectul injectiei intravenoase a extractului
pancreatic asupra concentratiei de acetond din
sange si urind. Absenta insulinei Tmpiedica
utilizarea glucozei si stimuleaza metabolizarea
grasimilor, fapt ce duce la un exces periculos de
corpi cetonici (in primul rand acetona). In acest
caz, experimentul porneste cu un caine care are
in sange, inainte de extirparea pancreasului,
0,54 g de glucoza si 0,004 g de acetona la litru.
In acelasi timp, urina animalului continea 0,027
g de acetona la litru si 0,00 g de glucoza. Dupa
ce pancreasul este inldturat, glucoza din sange
creste la 1,80, acetona din sange ajunge la 0,035
g la litru, apare o cantitate semnificativa de
glucoza in urind (55,5 g/litru) si se dubleaza
concentratia urinard a acetonei la 0,027 g/litru.
Doua ore dupa injectia de extract pancreatic
glucoza din sange coboard pana la 0,44 g/litru,
concentratia acetonei scade la 0,013 g/litru, iar
urina animalului nu mai contine nici glucoza
nici acetona.

In continuare, Paulescu a demonstrat
efectul insulinei asupra metabolismului proteic.
Insulina scade proteoliza (distrugerea proteine-
lor) si din acest motiv produce scaderea concen-
tratiei de uree in sange si urini. In acest experi-
ment, Tnainte de extirparea pancreasului, cainele
avea o concentratie de uree de 0,50 g la litru In
sange si 45 de grame de uree 1n urind. Dupa
operatie, cantitatea de uree din sange creste la
1,20 g la litru, iar cea din urind se mentine la 44
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g/litru. La o ord dupa injectia intravenoasa de
extract pancreatic, cantitatea de uree din sange
scade la 0,95 g/litru, iar urina contine numai 14
g de uree la litru. O ora mai tarziu, Paulescu
gaseste 0,90 g de uree la litru in sange si 26 g
/litru in urina. La 16 ore dupa injectia de extras
pancreatic sangele contine 1,20 g/litru de uree,
iar in urina cantitatea de uree creste la 49 g/litru.

Insulina injectatd in organismul normal
(nediabetic) produce scdderea concentratiei
glucozei in sange, o proprietate fiziologica a
acestui hormon evidentiata de Paulescu 1in
modelul sdu experimental. La un caine cu
pancreas intact si cu o concentratie de glucoza
in sange de 0,44g la litru, injectia intravenoasa
de extract pancreatic a produs, la o ord dupa
injectie, scaderea glicemiei la 0,28 g/litru si res-
tabilirea concentratiei normale de glucoza (0,44
g/litru) 2 ore mai tarziu. In acest experiment
Paulescu a folosit un extras obtinut din 10
grame de pancreas bovin, preparat la fel ca cel
prelevat de la caini si folosit in toate celelalte
experiente.

Publicatiile Iui Paulescu din 1921
descriu un model experimental bine gandit,
elegant si foarte convingator, bazat pe injectia
intravenoasd a unei emulsii pancreatice
integrale, obtinuta prin metoda descrisa de
fiziologul roman 1in articolul din Archives
Internationales de Physiologie (1921). Metoda
este prezentatd drept originald, pentru cd in
lucrarile publicate in 1920-1921 Paulescu nu
mentioneaza numelui niciunui alt cercetator din
domeniul diabetului experimental.

,, ...ntrebarea fireasca a fost dacd o
emulsie de pancreas nu ar putea sd ajute
organismul diabetic la eliminarea excesului de
zahar. In investigarea acestei probleme am fost
ghidati de doua principii. Mai intai, dat fiind ca
proprietatile chimice a  substanfei sau
substantelor cu aceastd actiune din pancreas
erau necunoscute, ni s-a parut necesar sa evitam
proceduri complicate de purificare; asadar, am
adoptat o extractie simpld in apa cu diluarea
ulterioara cu apa sarata. In al doilea rand, dat
fiind cd extirparea pancreasului isi produce
efectul in timp foarte scurt, am realizat ca in
mod normal pancreasul varsd substanta in sange
in mod continuu in cantititi foarte mici. Am
hotarat asadar sa injectam preparatul pancreatic
pe cale intravenoasd foarte Incet si ne-am
asteptat sa aiba efect numai cateva ore dupa

injectie. Urmand aceste principii am obtinut
rezultate foarte multumitoare; intr-un cuvant,
infuzia lentd a unei «emulsie» In apa a
pancreasului a dus de obicei la o scadere
marcatd de scurta duratd a glucozei din sange si
urind”. [5]

Acest fragment dintr-o publicatie
stiintificd ar putea constitui un rezumat al
metodei experimentale si rezultatelor primelor
experiente ale lui N. C. Paulescu. El face parte
insd dintr-o lucrare publicata in 1919 de Israel
S. Kleiner, cercetdtor in laboratorul de fiziologie
si farmacologie de la Rockefeller Institute for
Medical Research, New York. Kleiner
prezentase, in New York, la sedinta National
Academy of Sciences din 19 aprilie 1915, date
privind efectul injectarii intravenoase a
extractului apos de pancreas asupra hiper-
glicemiei la cdinele depancreatizat si publicase
aceste date in acelasi an [6].

Metoda experimentald descrisd de
Kleiner implica urmatoarele etape: dupa
anestezie se proceda la extirparea pancreasului.
Pancreasul era apoi tocat si amestecat cu apa
distilata sterild, dupa care amestecul era pus la
gheata. Dupa un interval de timp de pana la 20
de ore preparatul era strecurat prin muselind, iar
lichidul obtinut in acest fel era diluat cu apa
saratd. O vena si o arterd a animalului depan-
creatizat erau apoi canulate pentru infuzia
extractului pancreatic si respectiv obtinerea de
probe de sange pentru determinarea concen-
tratiei de glucoza. [5]

Rezultatele comunicate de Israel Kleiner
sunt foarte convingatoare: intr-un prim experi-
ment, cantitatea de glucoza din sidnge a scazut
de la 2,8 g/litru la 0,9 g/litru la sfarsitul infuziei
si la 0,80 g/litru 90 de minute mai tarziu, in timp
ce cantitatea de glucoza din urina a scazut de la
9,2 g/litru la 0 1n acelasi interval de timp.

Metoda folositd de Nicolae Paulescu este
identica, conceptual si tehnic, cu metoda lui
Israel Kleiner, de la cantitatea de lichid folosita
pentru prepararea extractului pana la materialul
textil prin care acest amestec era filtrat inainte de
a fi injectat intravenos la cainele depancreatizat.
Justificarea metodei este facutd numai de
Kleiner, anume prepararea unui extract fara nici
un fel de adjuvant chimic care ar putea sa modi-
fice proprietatile secretiei interne a pancreasului
sau sd influenteze concentratia de glucoza.

In luna martie 1922, revista Canadian
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Medical Association Journal a publicat un
articol in care era descrisd o inovatie terapeutica
care va revolutiona tratamentul diabetului. In
introducere, autorii aminteau cercetirile de data
recenta ale lui Kleiner si Paulescu, care au testat
efectul extractelor apoase de pancreas admi-
nistrate intravenos la cdini depancreatizati si au
demonstrat cd aceste preparate reduc concen-
tratia de zahdr din sange si urind. Articolul
indica ca intre 11 ianuarie si 22 februarie 1922
Banting si colaboratorii lui au tratat sapte
bolnavi diabetici cu un extract de pancreas
bovin, preparat initial de Banting si Best,
purificat de James Collip si administrat prin
injectii subcutanate.

Metoda de preparare a unui extract de
pancreas fusese intr-adevar descrisd de Banting
si Best in 1921 [1]. Pe scurt, cei doi au folosit
pancreas bovin, iar extractia a fost facuta cu
alcool (concentratie pand la 60%) acidulat prin
adaugarea de acid clorhidric. Lichidul obtinut
prin filtrarea preparatului pancreatic a fost apoi
concentrat prin evaporare sub vid sau sub un
curent de aer cald. Administrat la caini
depancreatizati, injectii contindnd acest extract
au produs ameliorari durabile, demonstrate de
faptul ca unul dintre acesti cdini a fost tinut in
viatd 70 de zile dupa inducerea diabetului prin
extirparea pancreasului. In decembrie 1921
biochimistul James Collip a modificat procedeul
folosit de Banting si Best. In metoda lui Collip
[2], tocatura de pancreas bovin era cantarita si 1
se adauga o cantitate egald de alcool cu o
concentratie de 95%. Dupa cateva ore amestecul
era filtrat si i se adduga alcool 95% pana ce
concentratia finala de alcool a filtratului era de
80%. Filtratul era apoi concentrat sub vid, dupa
care se proceda la extractia cu eter a materiilor
grase. In continuare, extractul era din nou
concentrat sub vid pana ajungea o pasta. Acestei
paste i se adauga alcool 80% iar amestecul era
centrifugat. Stratul superior din tubul centrifugii
era separat §i 1 se adauga alcool 95% care ducea
la obtinerea unui precipitat solid. Acest
precipitat era apoi dizolvat In apd distilata.
Metoda nu se suprapunea peste cea de extractie
apoasa la rece publicata mai intai de Kleiner in
1919 si apoi de Paulescu in 1921, care nu
utilizasera extractia in alcool al principiului
activ al glandei pancreatice.

Solutia astfel obtinutd a fost folosita
pentru tratamentul unui bolnav in varsta de 14

ani, care fusese internat in sectia de medicina
internd de la Toronto General Hospital la data
de 2 decembrie 1921. Cu doi ani inainte, baiatul
incepuse sa urineze in pat in timpul noptii si
fusese diagnosticat cu diabet pe baza unui test al
glucozei in urina. In ciuda tratamentului dietetic
prescris de medicul familiei, adolescentul
incepu sa sldbeasca si sd urineze atat de frecvent
incat spitalizarea deveni necesard. Examenul
clinic a inregistrat un adolescent emaciat, cu
greutate corporald scazuta (29,5 kg), palid si cu
respiratia mirosind a acetond. Bolnavul parea
neinteligent si 1si petrecea tot timpul in pat.
Urina frecvent, intre 3-5 litri de urina pe zi.
Urina confinea cantitafi mari de zahar (peste 100
g/z1) si corpi cetonici. Concentratia glucozei in
sange era de 5,8 g/litru (normal 0,8-1,2 g/litru).
Cazul fusese diagnosticat de Walter R.
Campbell, seful clinicii de diabet, drept diabet
juvenil sever si tratat cu un regim dietetic
calculat la 450 de calorii/zi.

Injectii subcutanate cu extractul pan-
creatic purificat de Collip au fost administrate
zilnic Incepand din 11 ianuarie 1922, iar doza a
fost marita pe 23 ianuarie. Efectul acestor doze
a devenit evident imediat: corpii cetonici din
urind au dispdrut iar cantitatea de glucozd din
urind a scazut de la mai mult de 100 g/zi la
numai 7,5 g/zi. Starea clinicd s-a ameliorat in
cateva zile, bolnavul a devenit activ si
inteligent. Tratamentul a fost Intrerupt intre 5 si
15 februarie, observandu-se reaparitia corpilor
cetonici §i a unei cantitdfi mari de glucoza in
urind. Injectiile au fost reluate pe 16 februarie si
au produs din nou normalizarea metabolismului
glucozei. Nu au fost Inregistrate efecte
secundare sau complicatii. Rezultate similare au
fost observate in toate celelalte cazuri tratate de
echipa Banting in ianuarie-februarie 1922 la
Toronto General Hospital.

Pe 10 aprilie 1922 Paulescu a obtinut, in
Romania, brevetul de inventie al ,,pancreinei” si
a modului ei de preparare. Materia prima era o
tocatura de pancreas prelevat de la un animal
proaspat sacrificat. Tocatura era cantaritd i i se
adauga apa distilatd intr-un volum de 10 ori
greutatea tocaturii. Preparatul era pus la gheata.
Dupa 6 pana la 24 de ore amestecul trebuia
filtrat printr-o compresa dubld de muselina.
Filtratului 1 se adauga acid clorhidric (concen-
tratie 10/1000) pentru precipitarea proteinelor.
Preparatul era apoi filtrat din nou si neutralizat
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cu soda caustica, care produce precipitarea altor
substante, din nou 1Inlaturate prin filtrare.
Volumul lichidului obtinut dupa aceasta filtrare
era redus prin evaporare la o temperaturd de
péani la 50°C.

Dupa cum se vede, metoda brevetata de
Paulescu 1incepe cu procedeul de extractie
apoasa la rece si continuat prin inlaturarea unor
substante prin precipitare cu acid clorhidric si
sodad caustica. Conceptual, extractia cu acid si
bazd era nepotrivitd pentru izolarea unei
molecule continute Intr-un organ constituit in
mare parte din proteine si grasimi (lipide) pentru
ca secventa acidifiere - alcalinizare nu poate
izola molecule lipofilice, adica cele care nu se
pot dizolva in apd. Asemenea molecule pot fi
extrase numai cu solventi (alcool, eter). [3]

Inventia lui Paulescu din 1922 este total
diferitd de procedeul introdus de Banting si Best
in laborator si perfectionat de Collip pentru
administrare la bolnavi cu diabet n 1921.
Produsul injectat bolnavilor de la Toronto
General Hospital, incepand din ianuarie 1922,
fusese obtinut prin extractii succesive cu alcool,
eter si alcool, etape care nu se Intilnesc in
metoda lui Paulescu. In orice caz, pancreina nu
a fost niciodatd injectatd unui bolnav cu diabet,
nici nainte, nici dupa obtinerea brevetului de
inventie.

In cursa pentru izolarea insulinei s-au
confruntat doud curente stiintifice. Mai intai, cel
fiziologic, reprezentat cronologic Kleiner (1915,
1919) si Paulescu (1920, 1921). In experi-
mentele lor, acesti cercetiatori au utilizat
extractia in apd sdratd a secretiei interne a
pancreasului, pentru a pastra, cat de mult
posibil, conditiile 1n care aceasta secretie devine
disponibild organismului. Aceasta paradigma,
elegant articulata de Kleiner, i-a permis lui
Paulescu descoperirea proprietatilor fiziologice
ale insulinei. Izolarea insulinei pentru trata-

mentul diabetului la om a fost facutd insd de
reprezentatii curentului biochimic, in ordine
Zuelzer (1908), Banting si Best (1921) si Collip
(1921), care au folosit cu succes solventi

organici  pentru  purificarea  extractului
pancreatic.
Bibliografie:
[1] Banting F. G., Best C. H. - The Internal
Secretion of the Pancreas, Journal of

Laboratory and Clinical Medicine, 1922, 7, 251
Banting F.G., Best C.H, Collip J.B., Macleod
JJ.R. - Preliminary Studies on the Physio-
logical Effects of Insulin, Transactions of the
Royal Society of Canada, 1922, vol. 4, p.1
Harwood L. M., Moody C.J., Percy J.M. -
Experimental Organic Chemistry: Standard and
Microscale (2™ Edition), Wiley-Blackwell, pp.
1999, 118-122.

Ionescu-Targoviste C. - Insulina. Descoperirea
medicald a secolului apartine romanului N.C.
Paulescu, 1996, Bucuresti, Ed. Geneze

Kleiner 1. S. - The action of intravenous
injections of  pancreas emulsions in
experimental diabetes. Journal of Biological
Chemistry, 1919, p. 154-155.

Kleiner 1. S., Meltzer S. J. - Retention in the
circulation of dextrose in normal and
depancreatized animals and the effect of an
intravenous injection of an emulsion of
pancreas upon this retention. Proceedings of the
National Academy of Sciences 1915, 388-341
Paolesco N.C. - Recherche sur le role du
pancreas dans 1’assimilation nutritive. Archives
Internationales de Physiologie, Tome XVII, 31
Aout 1921, Paris).

Zuelzer G. - Ueber versuche einer specifischen
Fermenttherapie des Diabetes. Ztschr. F. Exper.
Path. U. Therap., 1908, 307-318

Zuelzer G., Dohrn M., Marxer A. - Neure
Unterschungen uber den Experimentellen
Diabetes. Dch. Med. Wochensch. 1908, pp.
1380-1385

(2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]

(9]

95



