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83. Isolierung und Aminosauresequenz von Substanz P 
aus Pferdedarm 

von Rolf Otto Studer, Arnold Trzeciak und William Lergier 
Chcmische Forschungsabteilung der F.  Hoffmann-La Roche & Go. AG., 4002 Base1 

(24. I. 73) 

Summary. The isolation and amino acid scqucnce of substance P from horse intestine is 
reported, The scquence, H-hrg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phc-I’he-Gly-Lcu-Met-NH~ is identical with 
the sequcnce reported for substance P isolated from bovinc hypothalami. 

Von Euler und Gaddurn 111 hatten 1931 beim Studium der Verteilung von Acetyl- 
cholin in Geweben die schon fruher gelegentlich mitgeteilte Beobachtung gemacht, 
dass saure alkoholische Extrakte aus verschiedenen Geweben des Pferdes neben 
Acetylcholin und Histamin noch eine Substanz enthalten miissen, die ebenfalls den 
isolierten Kanirichendarm kontrahiert und am atropinisierten Kaninchen kurz- 
dauernd den Blutdruck senkt. Die Substanz konnte in grosseren Mengen im D a m  und 
im Gehirn des Pferdes nachgewiesen werden. Der getrocknete Extrakt erhielt von 
den Autoren die Bezeichnung P (= powder), woraus der Name Substanz P (SP) fur 
das aktive Prinzip entstand. 
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In der Folge wurde Substanz P im Verdauungstrakt verschiedener Sauger [2] und 
im Gehirn von Menschen, Saugetieren, Vogeln, Reptilien und Fischen nachgeweisen 
[4-71. 1953 berichtete Pernow [3] uber eine Methode zur Herstellung grosserer Mengen 
roher Substanz P. Ausgehend von dieser Methode gelang es uns 1963 [8], ein biologisch 
hoch aktives Praparat aus Rinder- und Pferdedarm herzustellen. Gleichzeitig be- 
richteten Boissonnas et al. [9] iiber die Reinigung von Substanz P aus Pferdedarm und 
Zz6ber [lo-111 uber die Isolierung aus Rinderhirn. Die hochaktiven Fraktionen zeigten 
eine starke kontrahierende Wirkung auf die glatte Muskulatur des Intestinaltraktes, 
sowie eine blutdrucksenkende und salivationsfordernde Wirkung [lZ].  1967 fanden 
Leeman  et al. [13] in Extrakten von Ratten- und Rinderhypothalami ein Peptid rnit 
speichelfordernder Wirkung. Kurz darauf berichteten Lembeck et al. [14], dass ihre 
Praparate von Substanz P ebenfalls eine speichelfordernde Wirkung besassen, was sie 
vermuten liess, dass Substanz P moglicherweise rnit dem von Leernan beschriebenen 
Peptid identisch sei. Kurzlich beschrieben Leeman et al. die Isolierung [l5] und die 
Aminosauresequenz [16] von Substanz P aus Rinderhypothalami. 

Wir berichten hier iiber die Isolierung von Substanz P aus Pferdedarm, ausgehend 
von dem 1963 angereicherten Material [S], und uber die Aminosauresequenz') z ) .  

Material und Methoden. - 1. AusgangsmateriaZ. Als Ausgangsmaterial dienten 500 mg 
Substanz P rnit einer spezifischen Aktivitat von ca. 10000 von-Euler-Einheiten pro mg. Diese 
wurde erhalten durch Gegenstromverteilung der Kohfra.ktion aus Pferdedarm nach Pernow [3] 
im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 600 : 150 : 75 : 675 [8]. 

2. Chromatographie an Sephadex G-25fein. Das Ausgangsmaterial wurde auf einer Saule (1,5 x 
90 cm) von Sephadex G-25 fein chromatographiert. Als Elutionsmittel wurde 0, l  M Essigsaurc 
verwendet und Fraktionen zu 2 ml aufgefangen. Die biologische Priifung der Fraktionen erfolgte 
am Meerschweinchenileum [S] [12]. Die aktiven Fraktioncn 61-75 wurden lyophilisiert und unter 
den gleichen Bedingungen rechromatographiert. Ausbeutc ca. 70 mg. 

3. Chromatographie an CM-Sephadex C-25. Die Sephadex G-25-Hauptfraktion konnte durch 
Chromatographie an CM-Sephadex C-25 weiter gereinigt wcrden. Die Chromatographie erfolgte 
an einer Saule (2 x 30 cm) rnit Hilfe eines linearen Ammoniumformiat-Gradienten [pH 5,5, 0 , 0 5 ~  
(350 ml) + 75,  0 , 5 ~  (350 ml)]. Zur Bildung des Gradienten wurdc eine Gradientenmischkammer 
der Firma Buchler verwendet. Das Elutionsvolumen betrug total 700 ml bci einer Elutionsge- 
schwindigkeit von 30 ml/Std. Die aktive Hauptfraktion 161-203 (3 ml Fraktionen) wurde lyo- 
philisiert. Ausbeute : 7,6 mg mit einer spezifischen Aktivitat von 68 700 von-EuZer-Einheitenlmg. 

4. Hochsibannungs-Papierelektropkorese. Der letzte Reinigungsschritt erfolgte mit Hilfe der 
Hochspannungs-Papierelektrophorese be1 pH 1,7. Puffer: 37 ml konz. Ameisenslure und 25 ml 
Eisessig in 1 1 Lbsung; Bedingungen: 20 Min., 110 V cm-l. Es folgtc eine Auftrennung in 3 Banden: 
Bande A: Ninhydrin und Sakaguchi positiv, clektrophoretische Beweglichkeit 0,54 bezogen auf 
Lysin = 1.0; Bande B: gleich anfarbbar wie Bande A, knapp hinter Bande B;  Bande C: elektro- 
phoretischc Beweglichkeit wie Arginin. Mikropraparative Elutionsversuche zeigten, dass die 
llauptmenge der Aktivitat sich in der Bande A bcfand. Bande B war schwach aktiv, Bande C 
inaktiv. 

Der aus der quantitativen Aminosaureanalyse errechnete Peptidgehalt im lyophilisierten 
Eluat der Bande A betrug 228 pg. Das Material war chromatographisch und elektrophoretisch 
cinheitlich. 

5. AminosaureanaZyse. Nach Totalhydrolyse (24 Std., 110", 6~ HC1) wurden die relativen 
Rminosaureverhaltnisse der Bande A nach Spackman, Stein & Moore [17] rnit einer Beckmann- 

l) Teilweise vorgetragen am Symposium on Aspects of Peptide and Protein Chcmistry, 29. 11. 
1971, Cambridge, England. 

2, Die Abkiirzungen fur die Aminosauren entsprechen den Empfehlungen der o IUPAC-IWB 
Commission on Biochemical Nomenclature a. 
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Unichrom-Apparatur analysiert. Der Wert fur Glutaminsaure wurde gleich 2,0 gesetzt. Die Glycin- 
weste in Eluaten von Papierchromatogrammen sind schwierig zu korrigieren, da die Papierblind- 
werte ncbcn Serin and Alanin als Hauptvcrunreinigung Glycin in stark wechselnden Mengen ent- 
halten. Zur Korrektur dcr .4ininosaurc-Zusamnicnsctzung dcr Bandc A wurdc deshalb cin Mittel- 
wert aus Eluaten verschiedcncr Papicrprobcn dcs glcichcn Typs und dcr glcichen Flache wie der 
eluierten Bandc A bestimmt. 

6. Molek~Llargewichtshestimnzung. Auf cine Molekulargcwiclitsbestiinmnng der Endfraktion 
konnte verzichtet werden, da das Molelrulargewicht der biologischen aktiven Fraktionen bereits 
fruher [S] zu 1650 :& 250 bcstimmt worden war. I k s  Verhnltcn der Aktivitat bei dcr Gelfiltration 
stimrntc rnit dieser Grosscnordnung uberein. 

7 .  Identifizierung der N-terminalen Aminosuzrre als I-Dinzethylaminonaphthalin-sulfonylderioat 
(Dansyl-Derzvat). 13ic N-terminale Aminosaiure wurde mit Hilfe der Dansyl-Methodc [18] be- 
stimmt. Eingesetzt wurdcn ca. 5 nmol I'eptid. Die Identifizierung erfolgte diinnschichtchromato- 
graphisch wie unter Ziff. 8. 

8. Edman-A bbaz6. Mit Hilfe der Kombination EdM~an-hbbau/Dansylierung [19] konnten die 
erstcn 5 Aminosauren zweifelsfrei ermittelt werdcn. Zur Durchfiihrung wurden ausschliesslich Re- 
agenzien und 1,osungsniittcl Q Scquanal Grade )) von Pievce Chemical Company verwendet. Ca. 
25 nmol Peptid wurden in 200 pl Pyridin/Wasser 1 : 1 gelost, mit 3.00 pl einer 5proZ. Losung von 
1'henylisothiocyan;tt (PITC) in Pyriclin versctzt und unter N, 1 Std. bei 4.5' belassen. Es ist vor- 
teilhaft, anschlicssond, statt rnit organischcn LBsungsmittcln zu waschcn, den Reagensuberschuss, 
Losungsmittcl und Nebenproduktc der Kupplungsreaktion im Hochvakuum zu entfernen (die 
Extraktionsnicthoden fiihren zu Verlusten an Peptidmatieral). Zu diesem Zweck wurde die Probe 
30 Min. bei 60" iibcr P,O, und KOH unter Vakuum gestcllt. Das getrocknete Phenylthiocarba- 
moylpeptid wurde in 200 p1 wasserfreier Trifluoressigssaure gclost und unter N, 30 Min. bei 45" 
inkubiert (unter diesen Bedingungen werden Nebenreaktionen, mie Cyclisierung von N-tcrmi- 
nalem Glntamin zu Pyrrolidoncarbonsaure. weitgehend unterdruckt). Nach Entfernung der Tri- 
fluorcssigsaure ini Vakuum bei 60" wurde der Ruckstand in 1.50 pl Wasser aufgenommen und 3mal 
mit je 1,s nil Butylacctat ausgeschuttelt. LXese Extraktionen elinlinicren den Diphenylthioharn- 
stoff und teilweise das Anilino-Thiazolinon untl die PTH-Aminosaure. Das Restpeptid verbleibt 
in clcr wasserigen :Phase. 20 pl davon wurden fur (lie Dansylierung abgezweigt uncl die verblei- 
bende TVasscrphase - nach Eindampfen im Vakuum - Zuni nachsten hbbauschritt eingcsetzt. 
(Der zur Dansylierung entnonimene aliquotc Tcil wurde von Stufc zu Stufe erhoht und betrug 
beim 5. Abbauschritt 75 p l  wasserige Phase). 

Dansylierung imd. diinnschichtchromatographischc Idcntifizicrung : 20 p1 Peptidlosung wur- 
den rnit 40 pl 0,2111 NaHC0,-Losung und 40 141 0,Zproz. Dnnsylchloridlosung in Accton 3 Std. bei 
Raumtemperatur dansyliert [8]. Die Hydrolyse des dansylierten Peptidcs crfolgtc rnit 6~ HC1 
bei 110" rnit variablen Zeiten von 4-15 Std. Die diinnschichtchromatographische Identifizierung 
der Dansvlaminosluren gelang mittels der zweidimensionalcn Tcchnik auf aktivierten (30 Min., - -  
1 loo) I(icsclgel-l'ertigplattcn Merck unter Verwendung dcr zwei 1,aufmittelpaare .%/I3 [ZO] und 
1/11 [21] : 

A) '~oluol/Pyridin/Eisrssig 150: 50 : 3.5 (v/v) ; 
13) Toluol/Z-Chlor-.~thano1/2~proz. hinmoniak 100 : 80 : 6.7 : 
I) Athylacetat/2-'Propanol/25proz. Ammoniak 90 : 70 : 40 : 
11) Chloroform/P;thylacetat/Methalloi/Eisessig 60 : 100 : 40: 2. 

9. Chymotrypsin-A bbau. Verwendct wurde TLCK behandcltcs cc-Chymotrypsin von Merck. 
Ca. 20 nmol Pepticl wurden in 50 ,ul 0 , 0 3 ~  Na-phosphatpuffcr (pH 8,O) gelost und rnit 20 pl 
Chymotrypsinlosung (2.5 ,ug Enzym in 2Opl0,OOl N HCI) vcrsetzt. Das Enzym-Substrat-Gewichts- 
vcrhaltnis betrug 1 : 10 und die Inkubation crfolgte 20 Std. bei 37". 

10. Einwirkung von Carboxypeptiduse A .  10.1. CP,.l-Einwirkung mtf eiia Chynzotrypsinat (s .  Ziff. 
9). Verwendung fand Di-iso-propylfluorophosphat-behandelte Cl"\-Suspension von Merck, die 
vor Gebrauch durch Waschcn rnit Eiswasser von Aminosaurespuren befreit wurdc. 

Ca. 20 nmol Peptid wurden wie beschrieben mit Chymotrypsin inkubiert und nach Abtren- 
nung des Enzyms durch Ultrafiltration (Amicon, Filter UM-10) bei pH 8 und 25" rnit 20 yl CPA- 
Suspension inkubiort. Nach 30,60,120 und 240 Min. wurden aliquote Proben dunnschichtchroma- 
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tographisch auf Kieselgel G im Laufmittel Athanol/Wasser 7:  3 untersucht und die Platten rnit 
Ninhpdrin entwickelt; usemiquantitative )) Auswertung durch visuelle Vergleiche der Farbinten- 
sitaten. 

Ein weiteres Chymotrypsinat von ca. 10 nmol Pepticl wurde 24 Std. bei pH 8 und 25" mit 
20 pl CPA-Suspension inkubiert und (nach Ultrafiltration) quantitativ im Unichrom-Aminosaure- 
analysator untersncht. 

10.2. CPA-Spaltung nach Deblockiemng. Ca. 20 nmol Peptid wurden Bedingungen, die zu 
Deaminicrung fiihren [16], unterworfen und anschliessend 24 Std. bei pH 8,0 und 40" rnit 10 pl 
CPA-Suspension inkubiert. Das Inkubat wurde papierchromatographisch im System n-Butanol- 
Eisessig/Wasser 4: 1 : 1 aufgetrennt und niit Ninhydrin Cu-Reagens angefarbt. Fur kinetische 
Untersuchungen rnit quantitativen Aminosaureanalysen war die Substanzmenge an naturlichcm 
Peptid zu gering. 

Resultate und Diskussion. - Die rnit Hilfe von Papierblindwerten korrigierte 
Aminosaureanalyse ergab die folgende Zusammensetzung fur die aus dem Phero- 
gramm eluierte aktive Hauptbande: Arg ( l , O ) ,  Glx (2,0), Gly (1,4), Leu (1,2), Lys 
(1,3), Met (0,7), Phe (1,s) und Pro (1,s). Das aufgrund dieser Aminosaurezussnimen- 
setzung berechnete Molekulargewicht von 1340 liegt in der Grosse des fruher be- 
richteten Molekulargewichtes von 1650 & 250 [S] [22]. 

Die Abbaumethoden und ihre Resultate sind im Schema festgehalten. 
Mit Hilfe der Dansyl-Methode wurde Arginin als N-terminale Aminosaure identi- 

fiziert. Edman-Abbau verbunden rnit Dansylierung ergab die Sequenz -Pro-Lys-Pro- 
Glx-. Dadurch war mit Arginin als N-terminalem Rest das Pentapeptid Arg-Pro- 

4 

! 

;- ._.___. * 
I Dansyl 
I 

Schema 
CT CT 

+ - b  

Edmun-Dansyl 

--+ 
Dansyl 

t __+ 

Dansyl 
C P A C P A  j C P A  I 

---+--+---+---+---+ I I 
Edman-Dansyl I 

J V 

I CT + CPA 
t t C- + +- t-Deamidierung 

CPA 

A minosuuresequenz und Methoden. CT = Chymotrypsin, CPA = Carboxypeptidase h 

Lys-Pro-Glx- festgelegt bis auf die Frage, ob Glx als Glutaminsaure oder Glutamin 
vorlag. Weitere Abbauschritte konnten nicht mehr zweifelsfrei interpretiert werden. 

Substanz P wurde von Carboxypeptidase A nicht angegriffen, was auf ein ge- 
schutztes C-terminales Ende (Ester, Amid) hinwies. Nach Anwendung von Bedin- 
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gungen, die zu einer Deblockierung geschutzter Carboxylgruppen fuhren, wurden 
Methionin, Leucin, Glycin, Phenylalanin und Glutamin freigesetzt. 

Die Inkubation rnit Chymotrypsin fuhrte zu einer Spaltung des Peptides. Nach 
Abtrennung des Enzyms durch Ultrafiltration, Dansylierung und Hydrolyse wurde 
Dansyl-Glycin neben dem vorn Aminoende des intakten Peptides stammenden Dan- 
syl-Arginin gefunden. Nach Edman-Abbau verbunden mit Dansylierung konnte 
Dansyl-Leucin neben dem von der zweiten N-terminalen Aminosaure stammenden 
Dansyl-Prolin nachgewiesen werden. Aus diesen Versuchen ergab sich die Teil- 
sequenz -Gly-Leu-. 

Die zeitliche diinnschichtchromatogrdphische Verfolgung der Einwirkung von 
Carboxypeptidase A auf das Chymotrypsinat zeigte nacli 1 Min. nur einen Phe-Fleck 
und nach 30 Min. einen starken Phe-Fleck neben einem sehr schwachen Gln-Fleck. 
Mit zunehmender Inkubationszeit wurde das Glutamin verstarkt , bis im Endzustand- 
nacli visueller Beurteilung - die Ninhydrinfiirbung des Phe-Fleckens ungefahr doppelt 
so stark war wie die des Gln-Fleckens. Da Carboxypeptidase eine Aminosaure, die 
C-terminal zu einem Prolin steht, nur sehr schwer angreift, muss es sich bei diesem 
Gln um das zweite aufgrund der Aminosaurezusammensetzung des intakten Peptides 
vorhandene Glx handeln. 

Die bisher beschriebenen Resultate lassen sich rnit der Sequenz H-Arg-Pro-Lys- 
Pro-Glx-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu- erklaren. Das aufgrund der Aminosaurezusammen- 
setzung noch fehlende Methionin kann nur C-terminal stehen. Diese Stellung wird 
noch indirekt bewiesen, dass Cyanbromid 1231 zu keiner Spaltung des Peptids fuhrt, 
und dass bei Einwirkung von Carboxypeptidase auf das (i deblockierte H Peptid Me- 
thionin sehr rasch freigesetzt wird. 

Somit lassen sich alle Befunde rnit der Sequenz H-Arg-Pro-Lys-Pro-Glx-Gln-Plie- 
Phe-Gly-Leu-Met-NH, erklaren. Interessant ist, dass das verwendete Chymotrypsin 
das Peptid zwischen Phe und Gly spaltet und nicht, wic erwartet, zwischen Phe und 
Phe. Es gibt jedoch analoge Beispiele in der Literatur [24-251. 

Experimentelle Befunde weisen darauf hin, dass in ltleinem Umfang auch die 
Bindung Phe-Phe gespalten wird. So konnte irn Chymotrypsinat nach dem 1. Ab- 
bauschritt mit der Edman-Dansyl-Methode etwas Dansyl-Glycin nachgewiesen wer- 
den. Kein direktel- Beweis liegt vor fur die Art der Rlockierung der C-terminalen 
Carboxylgruppe. Ebenso kann in Stellung 5 sowohl ein Glutamin als auch eine Glut- 
aminsaure stehen. Fur das Vorliegen eines Amids in beiden Stellungen spricht die 
Tatsache, dass ein synthetisches Peptid mit der Sequenz H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln- 
Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH, rnit dem naturlichen chromatographisch und elektro- 
phoretisch identisch war und sich in allen Abbauversuchen analog verhielt. 

Damit besitzt Substanz P aus Pferdedarm die gleiche Aminosauresequenz wie die 
von Leeinan et al. aus Rinderhypothalami isolierte Substanz P [16]. Zudem fallt die 
nahe Strukturverwandtschaft rnit den beiden Undekapeptiden Physalamin [24], 
isoliert aus Amphibienhaut, und Eledoisin [26], isoliert aus Speicheldriisen von Cepha- 
lopoden, auf. Aufgrund der sehr ahnlichen pharmakologischen Eigenschaften dieser 
4 Substanzen wurde schon vor langerer Zeit auf eine enge chemische Verwandtschaft 
geschlossen [27-29 1. Die Struktur-Aktivitiitsbeziehungen einer grossen Reihe von 
Analoga von Eledoisin und Physalamin [30] liessen erwarten, dass die C-terminale 
Hexapeptidsequenz von beiden Substanz P Praparaten sich nur sehr wenig von den- 
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jenigen von Physalamin und Eledoisin unterscheiden wiirden. Unterschiede waren 
hingegen im N-terminalen Pentapeptid zu erwarten, da in diesem Teilstiick Varia- 
tionen ohne starke Veranderung der Aktivitaten vorgenommen werden konnen. Die 
spezifische Aktivitat des reinsten Materials laisst sich dadurch abschatzen, dass man 
die 228 pg Peptidmaterial aus der Bande A der Hochspannungspapierelektrophorese 
den 520000 applizierten von Euler-Einheiten gegeniiberstellt3). Daraus errechnet sich 
eine spezifische Aktivitat von 2,27 Millionen von Euh-Einheiten, was in recht guter 
obereinstimmung mit der von Leeman [15] fur ihr Praparat berechneten spezifischen 
Aktivitat von 2,6 Millionen von Euler-Einheiten steht. 

Die meisten bisher durchgefuhrten pharmakologischen Untersuchungen wurden 
mit Praparaten von einer spezifischen Aktivitat 6 50000 von Euler-Einheiten durch- 
gefiihrt. Dies kann die z.T. widerspriichlichen Angaben in der Literatur erklaren. 
Ferner existieren verschiedene Hinweise, welche die Existenz von mehr als einer 
Substanz P vermuten lassen [22] [31-331. Ein Hinweis in dieser Richtung ergab sich 
auch in unserem letzten Reinigungsschritt, in dem durch die Hochspannungspapier- 
elektrophorese bei pH 1,7 eine Nebenbande mit einer etwas kleineren elektrischen 
Mobilitat aber praktisch derselben Aminosaurezusammensetzung abgetrennt wurde. 
Das hier beschriebene, aus Pferdedarm isolierte Praparat besitzt die fxiiher be- 
schriebenen pharmakologischen Eigenschaften [12] und ist mit der von Leeman et al. 
aus Rinderhypothalami isolierten Substanz P identisch. 

& Co. AG., fur die biologischen Bestimmungen. 
Wir danken Herrn Dr. W. Haefely, Medizinische Forschungsabteilung F .  Hoffmann-La Roche 
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84. Uber eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung, 
Reinheitsprufung und Stabilitatsmessung von Calcium-Leucovorin 
von Hans Suter, Josef Conti, Menasche Litmanowitsch, Albert Grossmann 

und Alfred Hedinger 
Forschungsinstitut EPROVA Aktiengesellschaft Schaffhausen 

(23. 111. 72) 

Zusammenfassurzg. Die Kombination der dunnschichtchromatographischen Auftrennung mit 
ciner spektrophotometrischen Auswertung ergibt eine spezifische quantitativc Methode zur Be- 
stimmung von Ca-Leucovorin. Dicse Methode ergibt prazise Resultate auch bei Anwesenheit von 
weiteren Folinaten. Ein speziell gereinigtes Ca-Leucovorin wird als neuer hochaktiver Standard 
vorgeschlagen. 

1. Einleitung. - 
H 

I 
N 

NH,\ ,K/\ 

I 
N [ ~ ~ & X , N H ~ O - N H C H  \= I CH,CH,COO I - 5  H,O 

COO- --.--Ca 
OH LHO 

Ca-Leucovorin, Calcium-folinat, Calciumsalz der 5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsaure 
C,,H,,CaN,O,- 5H,O MoL-Gew. 601,6 

Die Bedeutung von Ca-Leucovorin als Stoffwechselregulator, insbesondere als 
Ubertrager von C,-Einheiten, ist erst in den letzten Jahren intensiver erforscht worden 
[I]. In letzter Zeit ist auch die therapeutische Wirkung von Ca-Leucovorin wiederholt 
bestatigt worden. Besonderes Interesse fanden die Anwendungen zur Herabsetzung 
der Toxizitat von Folsaureantagonisten bei der Krebsbekampfung [2] und zur 




