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Suauaary : Synthesis of tritium labelled ANF derivatives and 
characterization of a tritiated biologically active linear pep- 
tide by-product. 

Syntheses and analyses of three tritiated rat atrial 
natriuretic peptides(ANF) derivatives : (4-3H-Phea)ANF, (4-3H- 
Phe26)ANF, (4-3H-Phe8, 3,5-3Hz-Tyr28)ANF are described. These 
blologically active peptides were obtained by catalytic dehalo- 
genation of fodinated precursors in the presence of tritium 
gas and Pd catalysts and exhibited high specific radioactivity 
(20-55 Ci/mmol, 740-2035 GBq/nmol). 

zed as a modified linear analogue of ANF(1-28) : 3H- 
(Ala7,23)ANF and was biologically active. 

A radioactive by-product isolated by HPLC was characteri- 

RCsume : 
Trois derives trities de 1'ANF (1-28) de rat : (3H-4- 

Phe8)ANF, (3H-4-Phe26)ANF et (3H-4-Phe8,3H2-3,5-Tyr28)ANF ont 
ete obtenus A partir de prdcurseurs halogenes. Les activites 
biologlgues sont conservdes et les activites specifiques 
obtenues sont de l'ordre de 20 Ci/mMole (740 GBq/mMole) et 55 
Ci/mMole (2035 GBq/mMole) respectivement pour les peptides 
mono- et tri-tritiks. 

Au cours de la synthbse, 11 y a formation de l'analogue 
linealre radioactif (AlaTa23)ANF biologlquement actif. 

Key words : Atrial natriuretic peptide (ANF) ; linear ANF deri- 
vative ; tritium labelling ; reverse-phase HPLC. 
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La forme moleculalre majeure circulante des peptides 
natriuretiques auriculaires est un peptide de 28 residus com- 
yrenant un pont disulfure Cys7-Cys23. Ce peptide appele ANF 

presente une structure similaire chez le rat et chez l'homme oh 

un seul aminoacide Met remplace le 126 residu Ile ( 1-4). 

ANF de rat : 

H- Serl-Leu-Arg-Arg-Ser-Ser-C 

OH. 
Les effets biologiques de l'ANF, similaires chez les deux 

edp&ces sont nombreux et varies : natriuretiques, diuretiques, 
vasorelaxants ou encore hypotensifs (1-5). La stimulation de la 
secretion du GMP cyclique par 1'ANF semble jouer un rdle 
important (4,6,7), mais le mecanisme d'action des effets 
biologiques observes reste 8 elucider. 

La mise en evidence des recepteurs de 1'ANF ainsi que cer- 
taines etudes de liaisons hormone-recepteur ont pu etre reali- 
sees avec de I'ANF marque 8 l'iode 125 (8-11). Cependant ce 
derive presente deux inconvenients majeurs : 

1- La presence de l'atome d'iode, encombrant et trbs 

polaire, au sein de la molecule d'hormone peut fausser les 
resultats de liaison aux recepteurs. 

2- Le marquage est limit& 8 la Tyrosine28 de l'extrCmit8 

C.terminale, residu qui est absent chez d'autres peptides 
natriuretiques plus courts tels que les atrfopeptfns I et I1 

(12). 
Dans le but d'obtenir un derive radioactif de l'ANF, de 

structure inchangee et d'activite speciflque elevee, nous nous 
sommes proposes de synthetiser le peptide tri-tritik (3li-4- 

Phe81 382-3.5-Tyr28)ANF. Deux autres peptides utiles notanunent 

& l'etude du metabolisrne de 1'ANF ont egalement etC 
synthetises : (3H-4-phe8)mF et (3H-4-Phe26)ANF. 

A u  cours de la synthese de ces peptides trities, il se 
forme un derive radioactif qui peut devenir le produit majeur 
de la reaction selon les conditions de reduction catalytique 
utilisees. La purification de ce produit et ses analyses physi- 
cochimiques ont permis de l'identifier c o m e  le derive 
lineaire :3H-(Ala7#23)ANF. ce peptide conserve partiellement 
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l'activite biologique de 1'ANF suqgerant ainsi que la presence 
d'une forme cyclique et/ou des deux atomes de soufre n'est pas 
indispensable a l'activite de stimulation du GMP cyclique des 
cellules glomerulaires epitheliales. 

RBSULTA TS ET DISCUSSION 

Tritiatioa de Dre curseur s idea  de 1 'ANF 
Les essais de tritiation des 3 precurseurs iodes : (I-4- 

PheB)-ANF, (I-4-Phe26)mF et (1-4-PheB,12-3,5-Tyr28)ANF en 

utllisant des conditions classiques de reduction catalytique 
(tampon phosphate 0,05M, pH 7'5, PdO, tritium gaz, 2 heures B 
temperature ambiante, pression atmospherique) ont conduit B 
des rendements tres faibles en ANF tritie (environ 1%). 

NOUS avons alors examin6 l'influence du catalyseur, du pH 
et du temps de reaction sur le rendement final en ANF tritie. 
Les rbsultats obtenus sont similaires pour les trois prbcur- 
seurs. 
a) Influence du PH 

La valeur du pH optimum est de 7,5 environ. Pour des va- 
leurs superieures b 8,5 on observe une precipitation de 1'ANF. 
On sait d'autre part que des valeurs de pH infkrieures B 5,s 
favorlsent la coupure du pont disulfure en presence de cataly- 
seurs palladies (13). 
b) Influence du catalvseur 

Nous avons test& les catalyseurs couramment utilises pour 
la reduction catalytique d'iodures aromatiques (13-15) : oxyde 
de palladium PdO, palladium sur carbonate de calcium Pd/CaCOg & 

5%, palladium sur alumine Pd/A1203 5 et 10% . 
Avec l'oxyde de palladium, on obtient seulement 1,1* de 

prdcurseur reduit en ANF apres 2 heures. De plus, l'oxyde de 

palladium PdO selnble favotiser la degradation de 1'mF tritle 
en impuretes polaires non identifibes. par contre, avec ie 

palladium 8 18% sur almlne on obtient 52% de prdcurseur 

transforme apres 15 minutes. 
c) Influence du temDs de reaction 

Le temps de la reaction de tritiation est le paramatre le 
plus important pour le rendement en ANP tritie. Une durke de 15 
minutes (catalyseur : Pd/A120310%) donne les aeilleurs resul- 

tats (Tableau I). 
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Temps ANF tritie Analogue 

reaction ( % I  ( 8 )  
15 minutes 52 11 
2 heures 6 16 

de (Ala7,23)ANF-3H 

Tableau I : 

PrCcurseur iode 
non reduit 

( 8 )  
25 
10 

4 heures 5 I 15 2 I 

Avec un temps de reaction de 15 minutes, il reste encore 
25% de precurseur iode non reduit. L’augmentation du temps de 
reaction permet de rkduire cette quantite ; par contre elle 
entrafne une degradation importante de 1’ANF tritie en impure- 
tks polaires non identifites. Avec le catalyseur Pd/Al203 5%, 

le pourcentage d’ANF tritie passe dans les memes conditions de 
45 a 5%. 

Purification de 1’mF tritie 
Les conditions d‘analyse et de purification par chromato- 

graphie liquide haute performance (CLHP) decrites dans la 
litterature (16-19) (gradient de solvants : acetonitrile-acide 
trifluoroacetique) n’ont pas donne satisfaction pour les 
faibles quantites d‘ANF tritie obtenues (<0,05 a). Nous avons 
ambliore ces resultats en faisant varier les pourcentages 
d‘acetonitrile, la force ionique et le pH du tampon et en 
UtiliSant un tampon triethylamine-phosphate (TEAP) au lieu 
d’une solution d’acide trifluoroacktique (TFA). 

La meilleure resolution a ete obtenue en utilisant les 
conditions suivantes : 

- prepurification du melange brut de tritiation (apres 
elimination des labiles) par passage sur une cartouche Sep-Pak 
C-18. 

- colonne ODS-300i ( 5 ~ )  elu6e en isocratique par le melan- 
ge de solvants (acetonitrile - tampon TEAP pH 2.3 a 2,6, force 
ionique 0,15 h 0,5M) / (18 - 82). 

Dans ces conditions JFisure 11, nous avons separe correc- 
tement 1’ANF tritie de son precurseur halogene et de l’analo- 

que lineaire (Ala7.23)ANF (Temps de retention respectifs : 21 8 

40 et 26 minutes). 
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Flqure : CLHP analytlque sur colonne Nucleosil ODS Sp, 300i, 
elution fsocratlque (debit 0 , 7  ml/mln) par le melange (18-82) 
d'acetonlle- tampon TEAP 6,5M, pH 2,45 : 
a / Produit brut aprbs tritlatlon et aprbs passage sur Sep-Pak 
b / (3H-4-Phe26)ANF(1-28) obtenu aprhs prlflcatlon sur colonne 
CLHP semi-preparative (7x300mm, S?, 30011). 

Caracterisation de l'analogue lineaire (Ala7,23)WF tritie 

Ce compose radioactlf, non attendu, se forme 1ndCpendam- 
rnent du precurseur utlllse : (1-4-PheB)ANF, (1-4-Phe26)WF ou 

(1-4-Phe8,12-3,5-Tyr28)ANF. La RMN du trftlum reallsee sur les 

trols echantlllons respectlfs lndlque que le marquage a lieu 
sur les positions attendues : 3~-4-~he26, 3H-4-Phe8 et 31.1-4- 

Phe8,3H-3,5-Tyr28 mals aussl dans la region des methyles 
(CH3-, 5 = 1,8 ppm) (figure 2 ) .  

Son traltement par le dithlothreltol ou le dlthloery- 
thritol, rdactlfs connus pour leur action reductrice des ponts 
dlsulfures (20), ne conduit B aucune reaction alors que l'ANF, 
trait6 par ces reactifs, se transforme en un nouveau produit 
(suppose l'analogue ANP-SH) different de l'analogue etudi6. Ce 
dernier ne possede donc plus de pont dlsulfure. 

Les spectres de masse (methdde Fast Atom Bombardment) 
obtenus montrent un pic molkulaire majoritalre vers 3086 (m+) 
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Flsure 2 : RMN du tritium (320 MHz) du derive lineaire 
3H- (Ala7 23)ANF. 

pour un prodult non radioactif (rbductlon de prbcurseur par 
l'hydrogene). Cette masse correspond 8 une molecule d'ANF sans 
les deux atomes de soufre. 

Apres hydrolyse acide (21), l'analyse d'aminoacides ( 2 2 )  

- absence de residu cysteine 
- presence de trois residus Ala alors que 1'ANF n'en 

possbde qu'un seul. 
- presence de tous les autres residus de l'ANF, dans un 

rapport identique h 1'ANF. 
L'ensemble de ces resultats permet d'identlfier le produit 

radioactif comme l'analogue lineaire (AlaTr23)ANF de struc- 

ture : 

H-Ser-Leu-Arg-Arg-Ser-Ser-A~-Phe-Gly-Gly-Arg-Ile-Asp-Arg-I~e- 
Gly-Ala-Gln-Ser-Gly-Leu-Gly-A~-Asn-Ser-Phe-Arg-Tyr-OH. 

donne les renseignements suivants : 
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Des resultats prCllmlnalres (23) lndlquent que ce compose 
serait un agoniste partlel de 1'ANF pour la stimulation du GMP 
cycllque par les cellules epith6llales de glorn6rules humalnes 
(effet agonlste des concentrations supbrieures B lB-7M et 

effet lnhlblteur 8 des concentrations lnferleures B l0-8H). I1 

prCsente de plus une bonne afflnlte pour les cellules 
glomerulalres de culture etudlbes. 

I1 sembleralt donc que la presence du pont dlsulfure 5 7 -  

S23 ne solt pas indispensable B l'activlte blologlque de 1'ANF. 

PARTIB BXPKR IHBNTAL B 

MattrleC 
L'ANF de rat (1-28) de reference provlent de NOVABIOCHEM 

(SUISSE) ou de UCB (BELGIQUE) , les precurseurs lodes sont de 
chez UCB. 

L'analyse d'acldes amlnes est reallsee B l'alde d'appa- 
rells automatis& d'analyse LKB 4000 (utlllsant 5 nanomoles par 
analyse, couplage B la nlnhydrlne, detection W-Vls) ou Blotro- 
nlk (utlllsant envlron 0,5nMole, couplage post-colonne au 
dlaldehyde phtallque (OPA), detection par fluorescence). 

La radloactlvlte totale d'une solution est mesurCe B 

l'alde d'un apparel1 LKB (1211 Rack Beta). 
La concentration des peptldes tritles est determinee solt 

par EIA (Enzyme lmmunoassay) solt par CLHP. 
Dans le premier cas, 11 faut d'abord s'assurer de la 

purete du prodult car en utillsant un anticorps commercial, 
selon la methode decrite (24), on mesure aussl blen la 
quantite d'ANF que de ses precurseurs lodes. Le manque de 
selectlvlte des anticorps polyclonaux actuellement dlsponibles 
a dejB ete souligne (25). Dans le second cas en utlllsant un 
detecteur d'absorptlon B barrette de diodes, du type "LKB 2140 
rapid spectral detector", un mlcroordlnateur (IBH) et un 
loglclel (NELSON) on arrive 8 determiner trts preclsement la 
concentration du peptlde aprts avoir trace la courbe 
d'Ctalonnage. 

t 
(3H-I-Phe8)ANF(1-28) : 

On p&se 3.2mg (1.0 pole) de [I-I-Phe28]ANF dans un tube 
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"minisorb" encastre dans un reacteur en verre et on dissout le 
peptide dans 1 ml de tampon phosphate 0,004M, pH7,5 prealable- 
ment degaze. Apres congelation de la solution on ajoute l0mg de 
Pd/A1283 10% et aprts degazage de la rampe on introduit du 
tritium gaz (25 Ci, 925 G B q )  pendant 20 minutes (agitation 
magnetique, P=latm, T=21°C). On arr&te ensuite l'agitation, 
congtle la solution avec de l'azote liquide et enleve l'exces 
de tritium par evacuation sous vide. 

Apres rtchauffement h 20OC, la suspension eSt centrifugee 
h 5 . 0 0 0  t/mn pendant 20 minutes. Le surnageant est transfer6 
dans un ballon conique silanise et le precipite est lave par 
deux extractions (2xlml) avec du tampon precedent. Aprts ellmi- 
nation des labiles par concentration & sec on recupere alors 
7,5 mCi (277 MBq) de la solution aqueuse. L'extraction par 
2xlml d'acide acetique 2,5% permet de recuperer encore 2,2 mCi 
(81 MBq) de produit brut. 

L'analyse par CLHP (dans les conditions de la Fig.1) 
montre que l'on a obtenu au total 52% d'ANF tritie et environ 
11% de l'analogue lineaire (Ala7#23)ANF, le reste &ant du 

prkcurseur qui n'a pas rCagi (25%) et des produits degrades. 
Aprts passage sur une cartouche Sep Pak C-18 (prelavee 

avec de l'acetonitrile puis de l'eau) puis deux purifications 
par CLHP sur colonne Nucleosil 5 300 1, (7 x 360)mm, elution 
isocratique 1,s ml/min avec le melange (acetonitrile-tampon 
TEAP 0,5M, pH 2.5) / (17-83) on obtient une solution d'ANF pure 
que l'on dessale en traitant sur Sep Pak c o m e  prbcbdemment. La 
solution finale obtenue (dans l'acide acetique 0,851) est 
distribuee dans des cryotubes que l'on garde dans l'azote 
liquide. Rendement 3,44 mCi (127 MBq), 13,8% par rapport au 
precurseur utilise. Activite specifique 20 Ci/mHole 
(740 GBg/mMole). CLHP (colonne 4 x 300mm Nucleosil 5p , 300 1, 
elution isocratique : acetonitrile 78% dans TEAP 0,5M, pH 2,4) 
: un seul pic avec un temps de retention (Tr) de 18,8 minutes 
(purete superieure & 99%) 

P '  

(3H-r-Phe26)ANF(1-28) : 

On dissout 2 mg (0,s pole) de 

0,8 ml de tampon phosphate 0,0051 
congelation de la solution on ajoute 

La tritiation et la purification 
precedent. 

1-4-Phe26)ANF(1-28) dans 

pH 7.5 degaze. Aprbs 
7,2 mg de Pd/A1263 16%. 

suivent le protocole 
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Arg Asp Ser Glu Gly Ala Ile Leu 
ANF 5,16 1,86 4,60 1,00 4,98 1,06 1,86 1,97 
Analogue 5,16 1,87 4,70 1,00 5,19 3,03 1,92 2,02 

Actlvlte totale du brut de synthese : 8,2 mC1 ( 3 0 3  MBq) .  L'a- 
nalyse par CLHP montre que l'on obtlent environ 51% d'ANF 
tritle, 7% d'analogue linealre et 25% de precurseur. 

Aprbs purification par CLHP et dessalage on obtlent 3,45 
mci (128 HBq) d'ANF trltle pur, solt un rendement de 25% par 
rapport au precurseur utilise. 

Activite sp6cifique : 21 Ci/mMole (777 GBq/mMole) 
RMN du tritium : un seul pic 8 7,69 ppm (singulet) 
CLHP : un seul pic de Tr=18,8 mln, identique 8 celul de 

l'ANF, purete >99%. 

i 

Tyr Phe 
0,97 1,94 
1,00 2,00 

(3H-4-Phe8,3H2-3,5-Tyr28)A~F (1-28) : 

On solublllse 1,1mg(0,25 )Mole) de (1-4-Phe8,12-3,5-Tyr28) 

ANF dans 0,5 ml de tampon phosphate 0,004M, pH 7,5 degaze. 
Apres congelation, on ajoute 4,5 mg de Pd/A1203 10%. Le meme 

protocole que prCc6demment est sulvl pour donner 9,9 mCi (366 
MBq) de prodult brut. L'analyse par CLHP montre que l'on 
obtlent environ 301 d'ANF tritle seulement, et 161 d' analogue 
llneaire. Par contre, on observe non seulement la presence de 
precurseur tri-lode mals egalement de derives mono- et dl-lodes 
trltibs. 

La purification par CLHP et le dbssalage permettent d'ob- 
tenir 3,l mC1 (115 MBq) de prodult tritie recherche avec une 
radioactivite speciflque de 57 Cl/mMole (2118 GBq/mMole). 

RMN(3H) : 6 =  7,72ppm, S, (Phe,lT) ; 6 =  7.25, 5 ,  (Tyr, 2T). 

CLHP analytlque : un seul pic, purete - 99,8%. 

(Ala7,23)ANF(1-28) : 

Les analyses ont ete reallsees sur un produit non radioac- 
tlf (0,4 mg), obtenu c o m e  d6crit prbcedement, par hydrogena- 
tion du precurseur (1-4-Phe26)ANF(1-28). 

- Spectrom&tre de masse (FAB) 
MH+ : bande centree 8 3880 

- Analyse d'aminoacides : 

a) detection par fluorescence 
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r 
Arg Ser Glu Gly Ala CyS Ile Leu Tyr Phe Arg 

ANF 2,03 4,70 1,03 4,96 1,10 1,06 1,90 2,00 0,97 1,96 5,16 

Analogue 1,94 4,77 1,20 4,84 2,90 0 1,83 2,00 0,98 1,96 5,841 
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