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UTILISATION D’UN ANALOGUE DU TETRAPEPTIDE AcSDKP
RESISTANT A L’ENZYME DE CONVERSION DE L’ANGIOTENSINE 1,
POUR LA MESURE DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE CHEZ
[ HOMME OU L’ANIMAL ET KIT LE CONTENANT.

La présente invention est relative a la mesure du débit de filtration
glomérulaire (DFG) chez ’homme normal ou malade ainsi que chez I’animal, par une
nouvelle méthode mettant en ceuvre un analogue du tétrapeptide N-acétyl-Ser-Asp-
Lys-Pro (AcSDKP), résistant a I’enzyme de conversion de ’angiotensine I. La mesure
du DFG permet d’évaluer avec précision la fonction rénale ; elle constitue un résultat
intermédiaire en pratique clinique, pour ainsi identifier une insuffisance rénale débu-
tante et assurer le suivi d’une insuffisance rénale chronique ou aprés transplantation
rénale en pratiqué clinique. Cette évaluation fine de la fonction rénale est aussi indis-
pensable pour la réalisation de protocoles de recherche clinique et d’expérimentation
animale.

Le recours a des méthodes de mesures précises du DFG, indice
global de la fonction rénale, est indispensable du fait des nombreuses limitations liées
a la seule estimation de ce parametre physiologique par la clairance de la créatinine ou
par la valeur de la créatininémie (marqueur endogeéne) (Froissart M. et al., Médecine
Nucléaire, 19935, 19, 263-276 ; Médecine Nucléaire, 1995, 19, 251-262). Ces mesures
font appel a des marqueurs de filtration glomeérulaire. L’1inuline reste le marqueur de
référence mais les difficultés méthodologiques liées a son utilisation limitent son
emplol a un petit nombre d’€quipes expérimentées (Froissart et al., précités). Ainsi la
méthode de la clairance rénale a I’équilibre de 1’1inuline avec recueil urinaire nécessite
un personnel qualifié et disponible, la mise en place d’une perfusion continue et une
vidange vésicale compléte 1térative pour chaque période, particuliecrement difficile a
mettre en ceuvre chez les sujets 4g€s et les jeunes entants. Le calcul de la clairance a
partir du débit de perfusion du marqueur ou traceur, réalisée a 1’état d’€quilibre, a
tendance a surestimer de facon systématique la mesure de la clairance urinaire, du fait
d’une sortie lente de I'inuline vers le secteur extra-cellulaire interstitiel, liée a une
faible diffusibilité (Froissart et al. précités). De plus, 'inuline se préte mal aux
meéthodes de clairance aprés injection unique car 1’atteinte de [’état d’équilibre entre

les secteurs plasmatiques et interstitiels est tardive. Finalement, [’utilisation de
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I’inuline est limitée par des contraintes méthodologiques. Ainsi, la dissolution par
chauffage dans un volume important est nécessaire avant administration d’inuline, et
le dosage de I’inuline repose sur une méthode colorimétrique, pouvant poser probléme
en presence de chromogeénes.

On peut aussi utiliser des €léments marqués (radiopharmaceutiques)
¢liminés par filtration glomérulaire comme le °'Cr-EDTA, le *™Tc-DTPA ou le 1231
iothalamate. Le principal avantage des radiopharmaceutiques est la précision de leur
mesure par comptage tant pour les prélévements sanguins qu’urinaires. Leurs
inconvénients multiples résident dans leur co(t, la nécessité d’un laboratoire de radio-
1sotopes, et I’irradiation entrainée par leur injection (Froissart et al., précités).

Compte tenu de I’importance de la mesure du DFG en physiologie,
en pathologie, en pharmacologie, et en recherche clinique et expérimentale, et des
limitations de toutes les techniques a disposition du corps médical, le développement
d’un nouveau marqueur de filtration glomérulaire, d’utilisation simple au lit du
malade tout en permettant une mesure fiable du DFG est justifié.

Une substance peut €tre utilisée comme marqueur ou indicateur pour
la mesure du DFG lorsqu’elle répond essentiellement aux critéres suivants

- €tre totalement filtrable par le glomérule,

- ne pas €étre sécrétée, ni réabsorbée ultérieurement dans le tubule,

- ne pas étre meétabolisée lors du passage dans le rein,

- ne pas avoir d’effet physiologique sur la fonction rénale,

- ne pas €tre liée aux protéines plasmatiques,

- ne pas €tre éliminée par voie extra-rénale,

- €tre dépourvue de toxicité et

- avoir une clairance constante pour une large plage de concentra-
tions plasmatiques. (Smith H.W. et al., Smith HW., ed. Principles of renal physiology.
New York: Oxford University Press, 1957, 25-35).

En conséquence, le Demandeur s’est donné pour but de pourvolr a
un indicateur (marqueur ou traceur) de la filtration glomérulaire qui réponde mieux et
plus facilement aux besoins de la pratique que les indicateurs de 1’état de la technique

(1inuline, créatinine ou radiopharmaceutiques).
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Le tétrapeptide hémorégulateur N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro (acétyl-
SDKP ou AcSDKP) est un inhibiteur naturel de 1’entrée en phase S de la cellule
souche hématopoiétique murine (Lenfant M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1989, 86,
779-782). Chez la souris, I’administration exogéne du peptide protége les cellules
médullaires contre les effets cytotoxiques de médicaments anticancéreux et de
I’irradiation et augmente significativement la survie des animaux traités (Masse A. et
al., Blood, 1998, 91, 441-9). Les propriétés biologiques de 1’AcSDKP permettent
notamment son utilisation comme nouvel agent hématoprotecteur susceptible d’€tre
utilisé in vivo au cours de chimio- et radiothérapie anti-tumorale ainsi qu’in vitro
comme un adjuvant des méthodes de purge de moelle osseuse dans le cas
d’autogreftes chez I’homme (voir pour revue Azizi M. et al., Clin. Exp. Pharmacol.
Physiol., 2001, 28, 1066-1069). L’utilisation de I’AcSDKP chez I’homme a nécessité
I’étude de sa stabilité dans les fluides biologiques. /n vitro, I’enzyme de conversion de
I’angiotensine I (ECA), qui possede 2 sites actifs N- et C-terminaux homologues et
participe a la régulation de 1’homeostasie cardiovasculaire, est la principale enzyme
impliquée dans le catabolisme de I’AcSDKP (Rieger K.J. et al., Biochem. J., 1993,
296, 1-6). Le site N-terminal de ’ECA est impliqué de facon préférentielle dans
I’hydrolyse du peptide in vitro car son efficacité catalytique vis-a-vis de ce substrat est
50 fois supérieure a celle du site C-terminal (Rousseau A. et al., J. Biol. Chem., 1995,
270, 3656-3661). Chez I’homme, les concentrations plasmatiques et urinaires
d’AcSDKP augmentent, de maniere significative, au cours de I’inhibition aigué€ ou
chronique de PECA (Azizi M. et al., J. Clin. Invest., 1996, 97, 839-844). L’ AcSDKP
est €puré de I’organisme par deux mécanismes : I’hydrolyse par ’ECA d’une part, et
la filtration glomérulaire, d’autre part (Azizi M. et al., Hypertension, 1999, 33, 879-
886). Lorsque I’ECA est active, la quantité d’ AcSDKP mesurée dans 1’urine est faible.
Elle représente la quantité résiduelle d’AcSDKP intact, non dégradé par I’ECA
plasmatique et endothéliale, qui est filtré au niveau des glomérules, puis dégradé par
’ECA présente a la surface des cellules tubulaires proximales. Quand 1’hydrolyse du
peptide est inhibée apres administration d’un inhibiteur de ’ECA, on observe une
augmentation massive de ’excrétion urinaire de I’AcSDKP qui est liée a deux méca-

nismes :
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. a la filtration glomérulaire de la fraction libre d’AcSDKP intact
dans le plasma,

. et surtout, a I’inhibition de I’ECA tubulaire par I’inhibiteur filtré au
niveau du glomérule.

Sous inhibiteur de ’ECA, la clairance urinaire de 1’AcSDKP est

augmentée mais reste inférieure a la clairance de la créatinine endogene (69127 %)
(Azizi M. et al., 1999, précité). Cette différence est probablement due a I’intermittence
de la dégradation du peptide par ’ECA entre les prises de I’inhibiteur et non a une
réabsorption tubulaire du peptide, car I’AcSDKP est ionisé au pH urinaire et faible-
ment 11€ aux protéines plasmatiques (< 1%, Aziz1 M. et al., 1999, précité). En eftet, la
concentration d’AcSDKP plasmatique varie entre une valeur minimale de 2 pmol/ml
et maximale de 4 a 6 pmol/ml entre deux prises de captopril 50 mg, et ce, de fagon tres
parallele a I’inhibition de ’ECA qui oscille entre 60 et 99 % entre 2 prises (Azizi M.
et al., 1999, précité). Le parallélisme strict entre [’évolution des concentrations
plasmatiques d’AcSDKP et 'activité de ’ECA démontre clairement une réactivation
intermittente de I’ECA entre deux prises de captopril. La contribution exacte des deux
meécanismes (clairance rénale et réactivation intermittente de I’ECA) apparait claire-
ment chez les patients ayant une insuffisance rénale chronique. En effet, on observe
une accumulation majeure de I’AcSDKP dans le plasma chez les patients en insuffi-
sance reénale, traités par inhibiteur de PECA (Aziz1 M. et al., 1999, précité). Les
patients ayant une insuffisance rénale, non-traités par inhibiteur de ’ECA ont une
discréte accumulation du peptide dans le plasma. Au cours de I’insuffisance rénale
terminale, deux phénoménes concourent a I’augmentation massive des concentrations
plasmatiques d’ AcSDKP chez les patients traités par un inhibiteur de I’ECA :

. le peptide ne peut plus €tre élimin€ par filtration glomérulaire,

. aucune réactivation intermittente de ’ECA ne peut avoir lieu, du
fait de ’accumulation de I’inhibiteur de I’ECA dans le plasma et les tissus, en parti-
culier chez les patients hémodialysés.

Dans le cadre de leurs travaux précédents, les Inventeurs ont en
particulier observé que I’AcSDKP perfusé, en association avec un inhibiteur de
’ECA, pourrait servir de marqueur de la filtration glomérulaire (Azizi M. et al., J.

Mol. Med., 2002, 80, 492-8). Au cours d’une étude qui avait pour objectif d’évaluer
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les effets du polymorphisme insertion/délétion du gene de ’ECA sur le métabolisme
de I’AcSDKP, les inventeurs ont perfusé I’AcSDKP a 1,12 pg/kg/min pendant 15
minutes & des volontaires sains qui recevaient pour la moitié d’entre eux un inhibiteur
de ’ECA, le captopril 4 la dose de 50 mg 3 fois/jour pendant 3 jours et pour I’autre
motitié, un placebo (Azizi M. et al., 2002, précité). Parmi les résultats obtenus, les
Inventeurs montrent que sous inhibiteur de I’ECA, la clairance urinaire du peptide
exogene est trés proche du débit de filtration glomérulaire, estimée par la clairance de
la créatinine endogéne. Toutefois, cette procédure a 1I’inconvénient d’étre complexe,
puisque la perfusion du peptide doit €tre réalisée au pic de I’inhibition de ’ECA. De
plus, 1l existe aussi une forte variabilité interindividuelle de I’inhibition de I’ECA liée
a une biodisponibilité variable de ’inhibiteur.

Le Demandeur a ainsi s€lectionné des marqueurs ou indicateurs qui
repondent aux conditions énoncées ci-dessus tout en ne présentant pas les inconvé-
nients des méthodes antérieures décrites. Elle a trouvé que, de maniére inattendue, les
analogues du tétrapeptide hémorégulateur N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro (AcSDKP)
résistants & 'ECA sont adaptés a une utilisation comme marqueurs, traceurs ou indi-
cateurs specifiques de filtration glomérulaire et répondent ainsi mieux aux besoins de
la pratique que les méthodes antérieurement utilisées pour mesurer le débit de filtra-

tion glomérulaire.

Ainsi la présente invention couvre ['utilisation des analogues du N-
acétyl—Ser-Asp-Lys-Pro'résistants a 'ECA, sélectionnés dans le groupe constitué
par les pseudopeptides dans lesquels l'une des Iiaisoﬁs peptidiques a été
remplacee par un groupe amino-méthyléne ¥(CH,-NH) et un peptide modifié a son
extremite C-terminale par amidation, pour la préparation d’un réactif ou traceur
adapté a la mesure du débit de filtration glomérulaire.

La présente invention a pour objet I'utilisation des analogues du
N-acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro résistants a 'ECA, sélectionnés dans le groupe constitué

par des pseudopeptides dans lesquels l'une des liaisons peptidiques a éte
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remplacee par un groupe amino-methylene W(CH,-NH) et un peptide modifié a son
extrémité C-terminale par amidation, lesdits analogues étant sélectionnés dans le
groupe constitué par: le N-acétyl-Ser (CH2-NH)-Asp-Lys-Pro: SW, le N-acétyl-Ser-
Asp (CHy-NH)-Lys-Pro: DW¥, le N-acétyl-Ser-Asp-Lys(CH,-NH)-Pro: K¥ et N-
acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro-NH», pour la préparation d’'un réactif ou traceur adapté a la
mesure du débit de filtration glomérulaire.

En conséquence, la présente invention a pour objet 1’utilisation des
analogues du N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro, résistants a ’'ECA, pour la préparation d’un
réactif ou traceur adapté a la mesure du DFG.

Les analogues du N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro, résistants a I’ECA et

leurs procédeés de préparation sont notamment décrits dans les articles au nom de

Gaudron S. et al. (Stem Cells, 1999, 17, 2,100-106 ; J Med Chem., 1997, 40, 24,

3963-3968) ; ces analogues sont les suivants :
- trois pseudopeptides, dans lesquels I’une des liaisons peptidiques a
été remplacée par un groupe amino-méthyléne ‘¥(CH,-NH) :
N-acétyl-Ser (CH,-NH)-Asp-Lys-Pro: SW
N-acétyl-Ser-Asp (CH;-NH)-Lys-Pro : DW
N-acétyl-Ser-Asp-Lys(CH,-NH)-Pro : KV et
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- un peptide modifié a son extrémité C-terminale par amidation : N-
acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro-NH,. Ce produit ne differe de la molécule initiale que par
amidification de la fonction carboxyle du résidu proline situé en position C-terminale
du peptide.

Ces différentes modifications conférent auxdits analogues de
I’AcSDKP une grande stabilité vis-a-vis de ’hydrolyse induite par I’ECA.

Conformément a ladite utilisation, lesdits analogues du N-acétyl-
Ser-Asp-Lys-Pro, résistants a I’ECA sont avantageusement radiomarques.

La présente invention a également pour objet un procéd¢ de mesure
du DFG, caractérisé en ce qu’il comprend la détermination de la clairance plasmatique
et/ou la mesure de la clairance rénale a [’état d’équilibre de 1’un desdits analogues du
N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro apres injection intravasculaire, de préférence unique, dudit
analogue.

De maniere surprenante, la mise en ceuvre de ces analogues du N-
acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro, pourrait permettre en déterminant la clairance plasmatique
totale (Ct) ou, de préférence, en calculant par une méthode simplifiée, la valeur de la
clairance plasmatique (C) selon des méthodes connues en soi et notamment décrites
dans les articles aux noms de Froissart et al. (précités), d’éviter les mesures de
clairance urinaire fractionnées, plus lourdes a mettre en ceuvre chez ’homme [mais
qui peuvent néanmoins €tre utiles, chez ’animal, et dans le cadre d’études cliniques]
et de réduire le nombre de prélevements a quelques points et méme a un seul point,
tout en ne présentant pas les inconvénients des radiopharmaceutiques.

Selon un mode de mise ceuvre avantageux dudit procédé, 1’analogue
du N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro est sélectionn€ dans le groupe constitué par le N-acétyl-
Ser (CH,-NH)-Asp-Lys-Pro (SY¥), le N-acétyl-Ser-Asp (CH,-NH)-Lys-Pro (DY), le
N-acétyl-Ser-Asp-Lys(CH>-NH)-Pro (K'Y¥) et le N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro-NHo.

Conformément a |’invention, la mesure de la concentration dudit
analogue du N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro est effectuée par tout moyen de détection
sensible et spécifique dudit analogue dans au moins un échantillon biologique et
notamment par immunodosage ou par les techniques de chromatographie et/ou de

spectrométrie de masse.
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De maniére avantageuse, ledit immunodosage est un immunodosage
trés spécifique, n’ayant pas de réaction croisée ni avec la molécule naturelle
(AcSDKP) ni avec d’autres peptides amidés ni avec des inhibiteurs de ’enzyme de
conversion (Junot C. et al., J. Immunoassay Immunochem., 2001, 22, 15-31). Cette
technique de dosage par EIA (immunoessai enzymatique) a une bonne précision et
une bonne reproductibilité. Sa limite de quantification est de 1 nM dans le plasma. Par
atlleurs, ACSDKP-NH, n’est pas dégrade par ’ECA présente dans le plasma de souris
(Junot C. et al., 2001 précité). Sa stabilité évaluée dans les conditions expérimentales
et de réalisation des dosages est satisfaisante. De plus, aucune altération n’a été cons-
tatée apres 3 cycles de congélation-décongélation. Les coefficients de variation (CV)
de répétabilité, de reproductibilité sont compris entre 1,4 et 18% et les valeurs
d’exactitude sont comprises entre 85 et 115% des valeurs théoriques (Junot C. et al.,
2001 précité).

Egalement conformément a I’invention, ledit analogue du N-acétyl-
Ser-Asp-Lys-Pro peut étre radiomarqué. Dans ce cas, la mesure de la concentration en
peptide est réalisée par une technique d’imagerie ou par comptage radioactif des

échantillons.

La présente invention a €galement pour objet un kit de mesure du
debit de filtration glomérulaire, caractérisé en ce qu'il comprend un analogue du N-

acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro sélectionné dans le groupe constitué par le N-acétyl-Ser
(CH2-NH)-Asp-Lys-Pro (SY), le N-acétyl-Ser-Asp (CH,-NH)-Lys-Pro (DV¥), le N-
acetyl-Ser-Asp-Lys(CH2-NH)-Pro (KW¥) et le N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro-NH,, un
moyen de détection dudit analogue dans au moins un échantillon biologique et une

notice d’utilisation dudit kit.

Selon un mode de réalisation avantageux dudit kit ou coffret, ledit
moyen de détection dudit analogue est sélectionné dans le groupe constitué par les

immunodosages, les techniques de chromatographie et/ou de spectrométrie de masse.
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Selon un autre mode de réalisation avantageux dudit kit ou coffret,
ledit analogue est radiomarqué et ledit moyen de détection est sélectionné dans le
groupe constitué par les techniques d’imagerie et les techniques de comptage

radioactif.
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Les analogues du N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro répondent aux critéres
de choix d’un marqueur ou indicateur 1déal de la filtration glomérulaire :

- 1ls sont librement filtrées,

- ils ne se lient pas aux protéines plasmatiques,

- il ne sont ni s€crétés, ni réabsorbés ni métabolisés par le tubule,

- 11s sont sans ettet physiologique lors d’une administration unique,

- 1ls sont dépourvus de toxicit€é et sans €limination par voir extra
rénale,

- 1ls résistent a I’hydrolyse par 'ECA de rat et humaine, in vitro et in
vivo contrairement au peptide naturel.

QOutre les dispositions qui précédent, 1I’invention comprend encore
d’autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se référe a
des exemples de mise en ceuvre du procédé objet de la présente invention ainsi qu’aux
dessins annexe€s, dans lesquels :

- la figure 1 représente les formules des analogues du N-Acétyl-Ser-
Asp-Lys-Pro

- les figures 2A et 2B représentent la cinétique plasmatique de
I’1nuline avec et sans captopril

- les figures 3A et 3B représentent la cinétique plasmatique de
[’analogue N-Acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro-NH,, avec et sans captopril.

- les figures 4A et 4B représentent la cinétique plasmatique du N-
Acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro, avec et sans captopril.

[l doit étre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnés
uniquement a titre d’illustration de I’objet de I'invention, dont ils ne constituent en
aucune maniere une limitation.

EXEMPLE 1 :
I Matériels et Méthodes

[.1. Produits

Les deux peptides (AcSDKP et AcSDKP-NH; - 97 % de pureté)
proviennent de la société NEOSYSTEME. Le captopril et I’Inuline-"H (95 % de

purete-Activite spécifique : 200 mCi/g) proviennent de la société SIGMA. Chaque
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solution d’injection a été préparée séparément en eau physiologique un jour avant les
experimentations animales.

Le contrdle de la concentration des solutions administrées ainsi que
le dosage des échantillons ont €té réalisés par dosage immunologique, conformément
a la méthode exposée dans Junot C. et al., précité pour les groupes traités avec
I’AcSDKP et avec I’AcSDKP-NH, et par scintillation liquide pour les groupes
témoins traités avec de ’Inuline-"H (G).

La limite de détection choisie pour le groupe AcCSDKP est de 0,2 nM
pour les échantillons plasmatiques et de 0,5 nM pour les échantillons urinaires. Pour le
groupe AcCSDKP-NH, la limite de détection est de 0,15 ng/ml pour les €chantillons
plasmatiques et en urinaires.

[.2. Animaux

L’étude a été réalisée sur des rats males Wistar (poids moyen envi-

ron 320 g) préalablement cathéthéris€s au niveau de D’artere fémorale. Le
nombre de rats était de cinq par groupe (6 groupes).

- Groupe 1 : 1 mg/kg d’AcSDKP en 1.V. (bolus),

- Groupe 2 : captopril (10 mg/kg/j) pendant 7 jours par gavage puis
1 mg/kg &’AcSDKP + 1 mg/kg de captopril en 1. V. (bolus) le jour de la cinétique,

- Groupe 3 : 1 mg/kg d’AcSDKP-NH; en 1. V. (bolus),

- Groupe 4 : captopril (10 mg/kg/j) pendant 7 jours par gavage puis
1 mg/kg d’AcSDKP-NH, + 1 mg/kg de captopril en 1.V. (bolus) le jour de la
cinétique,

- Groupe 5: 1 mg/kg d’inuline-"H(G) (environ 78 pci/rat) en L.V.
(bolus),

- Groupe 6 : captopril (10 mg/kg/j) pendant 7 jours par gavage puis
| mg/kg d’inuline-"H(G) (environ 60 uci/rat) en I.V. (bolus).

Déviations au protocole :

- Un rat supplémentaire a ét€ pris en compte pour le groupe n°3
(AcSDKP-NH, seul)

- Doses administrées : 1,20 mg/kg pour ’AcSDKP - 0,82 mg/kg
pour I’AcSDKP-NH, — 1,05 mg/kg pour I’inuline -°H
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- Prélévements urinaires : des prélévements supplémentaires ont €té
réalis€és pour les groupes (1-2-3-4-5) afin d’avoir un pool d’informations le plus
important possible :

Groupe n°1 : Toon — T2.4n = T4-sn — Ts.24n — T24-36h — 136481
5 Groupe n°2 : Ta4.30n — T30-48h
Groupe n°3 : T4.7n — T7.2an — T24.48n
Groupe n°4 : To.qah — Ta-24n — T24-48n — T4g-721
Groupe n°5 @ Ta.sh — Tson — T7.2an — T24-30n — T30-48n - Tas-72n
[.3. Mesures
10 La concentration plasmatique des composés a ét€ mesurée aux temps
sutvants : To- Ts- Tig~ T30 Teo- Ti20 — Toao — T390 minutes.

La concentration urinaire des composé€s a ét€¢ mesurée aux temps
suitvants : T4 0n (avant le début des expériences), To.an, To4n, Ts.24n €1 aux temps
décrits dans la partie « déviations au protocole » pour les prélévements urinaires

15  supplémentaires.
I1 Analyse pharmacocinétique

Les principaux parameétres pharmacocinétiques obtenus par modéli-
sation sur logiciel Siphar V04 (Simed, Créteil) ont été :

o AUCq.1ast: aire sous la courbe jusqu’au dernier point
20 mesurable

o AUC,.inf: aire sous la courbe jusqu’a I’infini

e T ' :demi-vie d’élimination

e clairance plasmatique

e clairance urinaire : (quantité urinaire excrétée totale/AUC
25 plasmatique)/poids du rat

La modélisation pharmacocinétique a €té réalisée de la maniére
sulvante :

v' Analyse bicompartimentale pour les groupes traités avec
I’inuline-"H
30 v" Analyse monocompartimentale pour les groupes traités avec

I’AcSDKP et I’AcSDKP-NH,.
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II1  Résultats
Les concentrations plasmatiques et urinaires mesurée ainsi que les

parametres pharmacocinétiques modélisées pour chaque rat sont présentes

Tableau | AcSDKP groupe n°l
Tableau II AcSDKP en présence de captopril groupe n°2
Tableau III AcSDKP-NH,; groupe n°3
Tableau IV AcSDKP-NH; en présence de captopril groupe n°4
Tableau V Inuline-"H groupe n°J
Tableau VI Inuline-"H en présence de captopril groupe n°6

Tableau VII Tableau Récapitulatif
L.’ AcSDKP est un peptide endogene chez le rat. De par ce fait, pour
les groupes n°1 et n°2, I’AcSDKP endogene a dii €tre retranché des résultats. Le taux
d’AcSDKP endogene a €té détermin€ en faisant la somme de la quantité d’AcSDKP
(nmol) de la période T4.48n (On estime que 24 heures apres 1’administration du peptide
en [.V., seul ’AcSDKP endogéne est présent). Ce résultat a été multiplié par 2 (pour
la période Ty.o4n €t Th4.48n) €t retranché au total de la quantité urinaire pour chaque rat.
Les représentations graphiques des concentrations plasmatiques
moyennes de chaque groupe sont représentées :
Figures 2A et 2B Inuline-"H Groupes n°5 et n°6
Figures 3A et 3B AcSDKP-NH; Groupes n°3 et n°4
Figures 4A et 4B AcSDKP Groupes n°1 et n®2
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Tableau | - Groupe n°1 - AcSDKP sans captopril
Concentration plasmatique, urinaire et parametres pharmacocinétiques pour

I'AcSDKP
Concentration plasmatique (nM)
rats
temps (min) 1 3 4 5 8 moyenne SD
5 2188 1759 1239 2100 1802 1818 373
10 729 400 265 671 508 514 191
15 268 96 135 328 143 194 99
30 34 14 10 121 10 38 47,6
60 5 0,36 0,15 33 2 8,2 14,2
120 ILQ ILQ ILQ 2 ILQ 2,2 -
180 ILQ {LQ ILQ ILQ iLQ - .
240 ILQ 1ILQ ILQ ILQ (LQ - -
300 ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ - -
AUC o.ins NM*min 230401 16319 13026 18178 16223 17393 3625
t1/2 (min) 6.4 4.7 4.4 12,8 5,9 6,8 3,4
VD (ml/kg) 894 1070 1034 2600 1346 1389 697
Concentration urinaire (nM)
0-2h 22830 NS 27250 135 NS
2-4h 11810 NS 16220 14270 NS
4-5h 12050 14060 NS 7806 NS
5-24h 299 2494 NS 965 1334
21-36h 244 333 2697 93 NS
36-48h 77 61 214 55 141
Volume urinaire {ml)
0-2h 1,1 NS 1,7 0,7 NS
2-4h 0,6 NS 1,0 2,5 NS
4-5h 2.8 3,7 NS 1,9 NS
5-24h 33,2 4.1 NS 21,3 58,9
24-36h 16,9 10,1 5,2 g, NS
36-48h 51,6 27 1 16,1 36,7 56,1
Q urinaire (nmol)
0-2h 251 0,0 46,7 0,1 NS
2-4h 7.1 0,0 15,7 36,4 NS
4-5h 33,5 51,3 0,0 14,6 NS
5-24h 9,9 10,2 0,0 20,6 78,5
24-36h 4.1 3.4 16,5 0,9 NS
36-48h 4.0 1,7 3,4 2,0 7.9
total (nmol) 83,7 66,6 81,3 74,5 86,5
Q administrée (nmol) 7577 706,5 771,9 833 832,0
poids (kg) 0,3392 0,3265 0,3035 0,3210 0,3258 0,32 0,01
dose (mg/k 1,09 1,05 1,24 1,27 1,24 1,18 0,1
% excrété 11 9.4 10,5 8,9 10,4 10,07 0,86
% excrété - endog 8,9 8,0 5,6 8,3 8,5 7,86 1,29
CLr (Mml/min/kg) 10,7 12,5 20,3 12,8 16,4 14,52 3,82
CLr (ml/min/kg)-endog 8,6 11,1 11,5 11,8 13,0 11,21 1,61
Ctotale o
(ml/min/kg)dose/AUC 97 132.6 192.6 142.8 157 .4 144 46 34,95

NS : pas d'echantillon
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Concentration plasmatique, urinaire et paramétres pharmacocinétiques pour
I'ACSDKP en présence de Captopril

Concentration plasmatique (nM)

rats
temps (min 1 2 6 7 8 moyenne SD
5 8707 5413 5511 5293 5393 5663 588
10 5920 4813 4288 5439 4445 4981 687
15 5571 4016 3399 3876 3343 4041 904
30 3645 2176 2485 2173 1804 2457 707
60 1759 735 848 1069 590 1000 459
120 501 151 145 197 97 218 162
180 159 32 39 48 21 60 56
240 52 10 18 23 7 22 18
300 26 9 6 11 4 11 9
et hdid 341133 196456 200683 217932 167504 224742 67543
t1/2 (min) 35,5 29,2 29,5 31,4 28,1 30,7 2,9
Vd(ml/kg) 353 653 499 505 567 515 110
Concentration urinaire (nM)
0-2h NS NS NS NS NS
2-4h 253 821500 126214 NS 126118
4-24h 25502 2119 7607 58597 5746
24-30h 202 1081 NS NS NS
30-48h 248 55 197 69 165
Volume urinaire (ml)
0-2h NS NS NS NS NS
2-4h 0,8 0,9 6,5 NS 4,2
4-24h 19,8 23,1 28,9 11,1 35,2
24-30h 8,2 8,9 NS NS NS
30-48h 32 4 44,3 53,9 6,5 64,4
L total 61,1 77,2 89,2 176 1039 _
Q urinaire (nmol)
0-2h 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2-4h 0,2 744 .4 8209 0,0 535,3
4-6h 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6-24h 504,6 49,0 219,7 649, 1 202,3
24-30h 1,6 9,6 0,0 0,0 0,0
30-48h 8,0 2,5 10,6 0,4 10,6
total (nmol) 514.,5 805,5 1051.,2 649.,5 748.3
Q administrée (nmol) 6577 918, 1 739,4 718,9 7647 -
poids (kq) 0,2796 0,3017 0,3135 02955  0,3211 0,30 0,02
“dose (mg/kg) 1,15 1.48 1,15 1,19 1,16 1,23 0,15
% excrété 78,2 87,7 1422 90,4 97,9 99,27 25,00
% excréteé - endog 75,3 85,1 139,3 90,2 95,1 97,00 24,77
CLg (ml/min/kg) 5,39 13,59 16,71 10,09 13,91 11,94 4,35
CLg (ml/min/kg)-
endog 5,2 13,2 16,4 10,1 13,5 11,67 4,25
Ctotale 6,9 155 11,8 11,2 14,2 11,9 3,31

(ml/min/kg)dose/AUC

NS : pas d'echantillon
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Tableau lll - Groupe n°3 - AcSDKP- NH, avec Captopril

Concentration plasmatique, urinaire et parameétres pharmacocinétiques pour
|'ACSDKP~NH2

Concentration plasmatique (ng/ml)

rats
temps (min) 1 2 1 bis 4 5 6 moyenne SD
5 2581 3139 2865 2491 3250 2663 2831 309
10 1611 2288 2425 2152 2918 2595 2331 442
15 1655 085 2204 1796 1930 1750 1720 407
30 748 880 1317 1329 930 867 1012 248
60 233 443 598 545 416 463 450 126
120 47 45 163 118 48 69 82 48
180 6 8 25 32 g 19 16 11
240 ILQ ILQ 3 5 2 4 3 1
300 ILQ 1LQ ILQ ILQ 1LQ ILQ
t1/2 (min) 20,7 20,7 24 5 26,8 21,8 25,1 23,3 2,5
Vd(ml/kg) 338 270 220 253 256 261 266 39
Concentration urinaire (ng/ml)
0-2h 41655 NS NS NS NS NS
2-4h NS 67056 NS 22941 148362 NS
4-7h 19076 9228 NS NS NS NS
7-24h 462 192 8467 965 815 6202
24-48h 10 42 086 16 ILQ 59
Volume urinaire (ml)
0-2h 4,22 NS NS NS NS NS
2-4h NS 2,69 NS 6,16 1,96 NS
4-7h 4,41 2,55 NS NS NS NS
7-24h 34,69 44 55 24,98 43,42 35,87 25,7
24-48h 63,33 31,19 47,91 37,26 64,86 53,41
Q urinaire (ng)
0-2h 175685, 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2-4h 0,0 180325,8 0,0 141210,2 290581,1 0,0
4-7h 84030,9 23548,7 0,0 0,0 0,0 0,0
7-24h 16014,8 8570,5 211497 2 418989 29223,7 1593917
24-48h 513,0 1304,8 47218,0 603,6 ILQ 3161,4
total (ng) 2762439 213749,7 2587152  183712,7  319804,8 1625531
Q administrée (ng) 264881 251981 253401 246391 264881 233921.,0
poids (kg) 0,3162 0,3196 0,3253 0,3363 0,3221 0,3375 0,33 0,01
dose (mg/kg) 0,84 0,79 0,78 0,73 0,82 0,69 0,78 0,05
% excrété 104,3 84,8 102,1 74,6 120,7 69,5 92,67 19,69
CLr (ml/min/kg) 11,8 7,7 6,4 4,9 0.8 5,0 7,59 2,77
Ctotale 113 62 65 8,1 7.2 8,08 1,89

(ml/min/kg)dose/AUC

NS : pas d'échantillon
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Tableau IV - Groupe n°4 - AcSDKP-NH, avec Captopril
Concentration plasmatique, urinaire et parametres pharmacocinétiques pour
I'AcSDKP-NH, en présence de captopril

Concentration plasmatique (ng/ml)

rats
temps (Min) 1 2 3 4 6 bis moyenne SD
5 3623 3115 4099 2863 3280 3396 480
10 1750 3571 3075 2682 2346 2685 694
15 1432 1978 2363 1635 1960 1874 357
30 1128 891 1173 889 1986 1213 452
60 312 338 346 357 g10 453 256
120 31 63 64 73 140 74 40
180 7 11 18 16 23 15 6
240 2 3 3 3 2 3 0
300 ILQ 1LQ ILQ ILQ 0 0
AUC o.ne Nng/Mmi*min 89343 100543 114983 82278 153339 110097 26140
t1/2 {min) 21.9 23,0 23,1 24 .1 23,3 23,1 0,8
Vd(ml/kg) 284 230 260 327 242 269 38
Concentration urinaire (ng/ml)
0-4h NS NS NS NS NS
4-24h 10906 3107 11032 22749 10380
24-48h 239 35 337 171 178
48-72h 11 ILQ 11 70 NS
Volume urinaire {ml)
0-4h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4-24h 19,12 46,46 25,93 12,05 34,09
24-48h 44,93 62,22 48,50 58,89 37,78
48-72h 70,88 57,86 58,98 57,25 0,00
Q urinaire (ng)
0-4h
4-24h 208504,2 144361,5 286064,8 2741573 353834,5
24-48h 10737,7 2183,8 16360,4 10087.,6 6728,5
48-72h 758,4 ILQ 619,3 4008,3 0,0
total (ng) 220000 146545,0 303045 288253 360563
Q administrée (ng) 242311 216121 259558 255512 341274 262955,22
poids (kg) 0,3009 0,3100 0,2900 0,2951 0,3092 0,30 0,01
dose (mg/kg) 0,81 0,7 0,9 0,87 1,1 0,87 0,15
% excréteé 90,8 67,8 116,8 112.8 105,7 98,76 19,94
CLr (ml/min/kg) 8,2 4,7 9,1 10,6 7.6 8,03 2,18
Ctotale 9.0 6.9 7.8 9.4 7.2 8,06 1,09

(ml/min/kg)dose/AUC

NS : Pas d'échantilion
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Tableau V - Groupe n°5 - Inuline-’NH sans Captopril

Concentration plasmatique, urinaire et pagamétres pharmacocinétiques pour
I'inuline-"H

Concentration plasmatique (DPM/ml)

PCT/FR2004/001031

rats
temps (min) 6 7 8 9 10 moyenne SD
T 5 144E+06 2,10E+08 1,93E+06 1,67E+06  1,21E+06  1,67E+06  3,60E+05
10 1.31E+06 1,62E+06 1,38E+06 1,01E+06 7.85E+05 1,22E+06 3,25E+08
15 1,15E+06 1,14E+06 1,07E+06  7,84E+05 5,65E+05 9,41E+05 2,57E+05
30 0 86E+05 7,67E+05 ©,05E+05  3,95E+05 3,38E+05 6,18E+05 2,67E+05
60 500E+05 4,03E+05 2,97E+05 1,58E+05 1,64E+05 3,04E+05 1,49E+05
120 2,52E+05 2,19E+05 1,98E+05  5,80E+04 4, 33E+04 1,54E+05 9,65E+04
180 1,84E+05 177E+05 1,71E+05 4,17E+04 2,45E+04 1,21E+05 8,13E+04
240 1,72E+05 159E+05 1, 74E+Q5 2,76E+Q4 1,56E+Q4 1,09E+05 8,06E+04
300 1,5656+05 1,78E+05 157E+05 2,25E+(Q4 1,38E+04 1,05E+05 8,01E+04
AUC ¢in-DPM/miI*min  1,75E+08 1,47E+08 1,64E+08 5,40E+07 4,22E+07 1,16E+08 6,34E+07
t1/2 B (min) 264 .4 136,8 2956 69,7 52,5 163,8 111,2
t1/2 A (min) 23,9 7.4 11,0 7 5,2 10,9 7,5
vVd(ml/kg) 1221 796 1450 824 707 1,00E+03 3,20E+02
AUCo.30omin-DPM*min _ 1,16E+08  1,12E+08 9,75E+07  5,17E+07 4,11E+07  8,36E+07  3,48E+07
Concentration urinaire (DPM/mI)
0-2h 1,63E+07  4,44E+07 NS NS 1,55E+07
2-5h 1,51E+07  1,38B+07  3,26E+07 NS 9, 66E+06
5-7h 1,22E+07 8,00E+05 1,05E+07 NS NS
7-24h 1,44E+05 2,24E+05 500E+05 6,78E+06 4, 12E+05
24-30h 3,54E+05 1,56E+05 1,92E405 9,42E+05 5,08E+04
30-48h 1,13E+05 1,02E+05 1,12E+05 1,80E+(Q4 2,25E+04
_48-72h 6,94E+04 703E+04 8,60E+04 NS NS
Volume urinaire (mi)
0-2h 0,96 2,61 NS NS 3,24
2-5h 7,54 1,58 4,59 NS 4,49
5-7h 2,84 2,27 1,23 NS NS
7-24h 40,08 44 14 30,53 16,3 24,03
24-30h 5,27 8,61 5,32 5,99 14,76
30-48h 41,58 41,16 31,8 19,06 48,87
) 48-72h 61,46 5863 46,55 NS NS
Q urinaire (DPM)
0-2h t1,566+07 1,16E+08 0,00E+00 0,00E+QQ 5,03E+Q7
2-5h 1,14E+08 2,18E+07 1,50E+08 0,00E+00 4,34E+07
5-Th 3,45E+07 1,81E+06 1,28E+07 (Q,00E+00 0,00E+00
7-24h 578E+06 987E+06 153E+07 1,11E+08 9,89E+06
24-30h 1,87E+06 1,35E+06 1,02E+06 5,64E+06 7,50E+05
30-48h 4,60E+06 4,22E+06 3,56E+06  3,43E+05 1,10E+06
48-72h 4,26E+06 4,12E+06 4, 00E+06 0,00E+00 0,00E+00
______Total{(DPM) 1,81E+08  1,59E+08 1,806E+08 1,17E+Q8 1,05E+08
Q administrée (DPM) 1,77E+08 1,90E+08 1,96E+08 1,49E+08 1,27E+08
poids (kg) 0,3162 0,3196 0,3507 0,3363 0,3221 0,33 0,01
_____dose (mg/kg) 0,93 1,04 1,05 1,12 0,87 1,00 0,1
% excreéte 102.,0 83.9 94.9 78.4 83 88,44 9,70
CLroing) (MI/Min/k 3,3 3,4 3,2 6,4 7.8 4,81 2,13
CLR(O-SOOmin) i o -
(mliminfkg) =~~~ 49 = 45 54 6.7 8 5,9 142
Ctotale 3,2 4 3.4 8,2 9,4 5,64 2,91

{ml/min/kg)dose/AUC

NS : pas d'échantillon
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Tableau VI - Groupe n°6 - Inuline-°’NH avec Captopril
Concentration plasmatique, urinaire et parameétres pharmacocinetiques pour
I'lnuline-’H en présence de captopril

Concentration plasmatique (DPM/miI)

rats
temps (Min) 1 2 3 4 5 moyenne SD
5 ~ 1B4E+06  2,14E+06  8,72E+05  1,26E+06 551E+05 1,29E+06  6,26E+05
10 9, 19E+05 1,64E+06 6,67E+05 7,82E+05 6,47E+05 9,32E+05 4,12E+05
15 7,16E+05 1,48E+06 5,84E+05 6,32E+05 6,15E+05 8,06E+05 3,82E+05
30 3,94E+05 1,15E+06 4,20E+05 3,62E+05 6,93E+05 6,04E+05 3,34E+05
60 1,64E+05 7,41E+0Q5 2,52E+05 1,88E+05 502E+05 3,63E+05  2,63E+05
120 4, 97E+04 3,67E+05 1,08E+05 4,60E+04 1,89E+05 1,52E+05 1,33E+05
180 4 21E+04 1,94E+05 6,79E+04 2,61E+04 6,34E+04 7,87E+04 6,66E+04
240 2,20E+04 1,09E+05 2,18E+04 2,06E+04 4 46E+04 4,36E+04 3,80E+04
300 2,53E+04 2,95E+04 2,24E+04 1,66E+04 425E+04 2,73E+04 9,71E+03
AUCyn-DPM/mi*min 5 25E+07 1,47E+08 5,16E+07 4, 38E+07 8,40E+07 7,67TE+07 4,26E+07
t1/2 B (min) 69,9 54 .4 60,6 62,7 207,8 91,1 65,56
T1/2 A (min) 6,4 2,2 7,7 7.1 54,9 15,7 22
vVd(ml/kg) 952 283 883 886 1732 9,47E+02 5,16E+02
AUCy00min-DPM*min 4 99E+07 1,45E+08 4,96E+07 4,23E+07  7,05E+07  7,14E+07  4,22E+07
Concentration urinaire (DPM/ml)
0-2h 7,81E+07 NS 3,7TE+Q7 NS NS
2-4h 8,16E+06 NS 1,92E+07 NS NS
~ 4-24h 6,83E+04  3,66E+06  4,48E+04  1,72E+06 _ 3,76E+07
Volume urinaire (mi)
0-2h 1,50 NS 1,75 NS NS
2-4h 2,7 NS 2,75 NS NS
4-24h 18560 39,00 52,00 52,00 3,00
Q urinaire (DPM)
0-2h 1,17E+08 0,00E+00 6,60E+07 0,00E+00 0,00E+00
2-4h 2,20E+07 0,00E+00 5,28E+07 0,00E+00 0,00E+00
4-24h 1,33E+06 1,43E+08 2,33E+06 8,93E+07 1,13E+08
~total(DPM) 1,40E+08  1,43E+08  1,21E+08  8,93E+07  1,13E+08 )
Q administree (DPM) 1,50E+08 1,60E+08 1, 58E+08 1,37E+08 1 51E+0Q8
poids (kg) 0,3030 0,3016 0,3043 0,3185 0,3111 0,31 0,01
dose (mg/kqg) 1,12 1,19 1,17 0,97 1,09 1,11 0,09
% excrété 93,5 89,3 76,4 65,3 74,7 79,84 11,46
CLgr-g.int (Ml/min/kg) 8,8 3,2 7.7 6,4 4,3 6,10 2,33
CLRr(0-300min) - S }
(ml/min/kg) 9,3 3,3 8 6,6 5,1 6,47 2,36
Ctotale (ml/min/kg) 9,5 3,6 10,1 9,8 5,8 7,75 2,9

NS : pas d'echantillon
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Tableau VIl - Tableau Recapitulatif

——— T — -

AcSDKP. 3 | TR
AcsOkPsans| S0P | acspkp. N, T NH, nuline”k | Inuine-H
captopril captopril | 53ns captopril | . ai‘t’z;m captopril captopri|
| |
o T R ” ) ! ~
% excrété 10 | 99 = 9 | 93 ! 88 80
i \
T1/2 vie | | 10.9 (@) | 15,7 ()
. 1 | | 3,1
(min) 0.8 '; 0.7 23,3 . 163,8 (B) | 91,1 (}})
—— | __1 - ! — — ]
. Clairance | | 3’ :
Rénale 11,2 11,7 76 | 80 5,9 6,47
(mi/min/kg) _ '
P SN S — ! - - 4 ——
Clairance ' |
Totale 144 4 119 8 1 | 8 1 56 . 7.7
(mi/min/kg) : : |
A— L sttt R | — X — NS v —— e
1V Conclusions

D'apres les données de la littérature, la clairance rénale chez le
rat est comprise entre 5 et 10 ml/min/kg (Woods et al., Perinatal ANG II Programs
Adult Blood Pressure, Glomerular Number, and Renal Function in Rats’’, the
American Journal of Physiology 275 (Regulatory Integraiive Comp. Physiol. 44):
p. R1593-R1599, 1998 : 10 ml/min/kg — Lin, ** Species Similarities and Differences
in Pharmacokinetics’’, Drug Metabolism and Disposition, Vol. 23, No. 10, p. 1008-
1021, 1995 : 8,07 ml/min/kg — Davies et al., ** Physiological Parameters in
Laboratory Animals and Humans **, Pharmaceutical Research, Vol. 10, No. 7, p.1093-
1095, 1993 : 5,2 ml/min/kg).

Les pourcentages moyens d'inuline-"H retrouvés dans les urines
pour les groupes témoins sont de 88,44 % (sans captopril) et de 79.84 % (avec
captopril). Ces valeurs démontrent que (aux erreurs de mesure prés), l'inuline-"H est

totalement excrétée et que son é€limination n'a pas été modifiée par l'administration de
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captopril. Les clairances rénales moyennes sont de 5,90 ml/min/kg (sans captopril) et de6.47
ml/min/kg (avec captopril). Les groupes témoins valident le systéme utilisé (systéme

animal).

Les pourcentages moyens d'AcSDKP retrouvés dans les urines
pour les groupes n°l et n°2 sont de 7,86 % (sans captopril) et de 97% (avec captopril).
Ces valeurs démontrent que I'"AcSDKP est protégé par l'inhibiteur de l'enzyme de

conversion (le captopril) et qu'en absence de captopril, 'AcSDKP est rapidement

dégradé in
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vivo. Les clairances rénales moyennes sont de 11,21 ml/min/kg (sans captopril) et de
11,67 ml/min/kg (avec captopril).

Les pourcentages moyens d’AcSDKP-NH,; retrouvés dans les urines
pour les groupes n°3 et n°4 sont de 92,67 % (sans captopril) et de 98,76 % (avec
captopril). Ils ne sont donc pas modifiés par I’administration de captopril. La moyenne
de 1’air sous la courbe (AUC) d’AcSDKP-NH; pour le groupe traité sans captopril est
inférieure d’environ 10% par rapport a la moyenne de la concentration plasmatique du
groupe trait€ avec le captopril (il faut noter que la dose injectée moyenne pour le
groupe traité en présence de captopril est de 11% supérieure au groupe traité sans
captopril). Les clairances rénales moyennes sont de 7,59 ml/min/kg (sans captopril) et
de 8,03 ml/min/kg (avec captopril). Le temps moyen de 2 vie du peptide est de 23,3
minutes pour le groupe traité sans captopril et de 23,1 minutes pour le groupe traité
avec le captopril.

Au vu de ces résultats, on peut conclure que 1’AcSDKP-NH; n’est
dégrade in vivo chez le rat ni par ’ECA ni par d’autres syst€mes enzymatiques et qu’il
est totalement excrété par voie urinaire sans €tre réabsorbé ni secrété. La courbe de
décroissance en fonction du temps, la demi-vie d’élimination, et la clairance urinaire
d’AcSDKP-NH; ne sont pas influencés par la co-administration de captopril confir-
mant que le peptide n’est pas dégradé par I’ECA in vivo.

Le DFG mesuré aprés administration d’inuline-[°H] ou d’AcSDKP-
NH; ne differe pas significativement entre les différents groupes de rats.

EXEMPLE 2 : Etude comparative de la dégradation des deux peptides in vitro
en présence d’enzyme de conversion animale et humaine.

Les peptides (100 nM) ont €té incubés avec un broyat de poumon de
rat (a 0,1 mg/ml) ou d’enzyme de conversion humaine (5 mU final) en présence ou
non de captopril (10 uM final) dans du tampon Tris/HCI 0,1 M + 0,3 mM de NaCl
pH=7,5. Un témoin comportant uniquement les peptides en présence de tampon
Tris/HCL1 0,1 M + 0,3 mM de NaCl pH=7,5 a été réalisé.

Les incubations ont €t€ : Ty min-130 min-160 min=1120 min-1240 min (UN

temps T24 heures @ €t€ réalisé pour I’AcSDKP-NH,).
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Pour arréter la réaction, une extraction au méthanol a été realisée. A
chaque temps, la concentration du peptide non dégradé a été mesurée par €nzymo-
immunodosage.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de peptide dosé par

> rapport au t€émoin pour chaque temps de prélevement.
Tableau VIII : Résultats de la dégradation in vitro de P AcSDKP et de ’AcSDKP-
NH; en présence d’ACE de poumon de rat.

pre— — . | — e —— —— A e

Temps AcSDKP " AcSDKP + AcSDKP-NH; |AcSDKP-NH,
incubation (min) captopril + captopril |
Toomn (/1) | 28% | 129% T100% | 125%
Teomn (1/1) | 9%  111% | 65% 65%
Toomn (1) | 5% | 75% | 959 I 109%
Taoma /1) | 5% | 89% | 16% | Ten

Tableau IX : Résultats de la dégradation in vitro de ’AcSDKP et de ’AcSDKP-

10 NH; en présence d’ACE humaine. |
. Temps [ AcSDKP | AcSDKP+ | AcSDKP.NH, AcSDKP-NH,
_iilcub_ation (l-nin) L N captopril + captopril
T10 min (1/1) 82 % 0% |  79% 90 %
T3fmm_(1/1)r 75 % i 1_00 %__L _ 100% |  162% |
Te0 min (1/1) 50 % 85 % 116% |  78%
Tiomn (/1) | 25% | 85% | 116% 1 959
Taomin (/D) | 7% 100% 107% |  104% |
Tuamin (1/1) | - - 8% | ""1170/_0_']
A —_— - —_— I

- non realisé.

Ces résultats montrent que I’AcSDKP est dégradé par I'ECA de rat
ou d’origine humaine et que cette dégradation est inhibée en presence de captopril.

A Pinverse, I’AcSDKP-NH, ne semble pas dégradé par I’enzyme de

. L, . .
15  conversion de rat ou d origine humaine. En effet, les concentrations retrouvées sont de

100 £ 25 %, c’est-a-dire dans les limites de variabilités du dosage.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation des analogues du N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro résistants a I'ECA,
selectionnés dans le groupe constitué par des pseudopeptides dans lesquels 'une
des lialsons peptidiques a ete remplacée par un groupe amino-meéethylene Y(CHo,-
NH) et un peptide modifie a son extremité C-terminale par amidation, lesdits
analogues étant sélectionnes dans le groupe constitué par: le N-acétyl-Ser (CHo-
NH)-Asp-Lys-Pro: SY, le N-acétyl-Ser-Asp (CHx-NH)-Lys-Pro : DYV, le N-acétyl-Ser-
Asp-Lys(CH2-NH)-Pro : KY et le N-acétyl-Ser-Asp-Lys-Pro-NH,, pour la préparation

d'un reactif ou traceur adapte a la mesure du débit de filtration glomérulaire.

2. L'utilisation selon la revendication 1, caractérisée en ce que ledit analogue

est radiomarque.

3. Kit de mesure du débit de filtration glomérulaire, caractérisé en ce qu'il
comprend un analogue du N-acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro sélectionné dans le groupe
constitue par le N-acetyl-Ser (CH,-NH)-Asp-Lys-Pro (SV¥), le N-acétyl-Ser-Asp
(CH2-NH)-Lys-Pro (DY), le N-acétyl-Ser-Asp-Lys(CH,-NH)-Pro (K¥) et le N-acétyl-
Ser-Asp-Lys-Pro-NH;, un moyen de détection dudit analogue dans au moins un

echantillon biologique et une notice d'utilisation dudit kit.

4. Le kit selon la revendication 3, caractérisé en ce que ledit analogue est non
marque.
5. Le kit selon la revendication 3, caractérisé en ce que ledit analogue est

radiomarque.
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