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UNTERSUCHUNGEN ZUR TOTALSYNTHESE DES 

FERREDOXINS-I 

SYNTHESE DER AMINOSd;URESEQUENZ VON 
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(Received in Germany 28 December 1967; accepted for Publication I6 February 1968) 

Zmmenfassamg-Die Synthese der Aminoduresequenz von Ferredoxin aus Clostridium pasteurianum 
nach der Festphasenmethode wird beschrieben. Das Polypeptid wurde isoliert und charakterisiert als 

S-Sulfonat und stimmt in Molekulargewicht, Endgruppenanalyse, UV-Spektrum und AminoGureanalyse 
mit dem S-Sulfonat von natiirlichem Apoferredoxin iiberein. 

Abstract-The solid-phase synthesis of the amino acid sequence of ferredoxin from C. posteurionum is 

described The polypeptlde was isolated and characterized as S-sulfonate Mol wt. determination. 

endgroup analysis, UV spectrum and amino acid analyses of this product are m agreement with results 

obtained for the S-sulfonate of native apoferredoxin. 

EINE Totalsynthese des an der Elektronentibertragung bei Assimilationsvorgingen 
beteiligten Ferredoxins Itisst sich in drei Teilschritte zerlegen. 

(1) Totalsynthese der Aminoduresequenz’ aus 55 Aminosguren bei Clostridien- 
ferredoxin. 
(2) Bildung der zur Einfiihrung des Aktivzentrums geeigneten Sekundgr-bzw. 
Tertitirstruktur. 
(3) Einfihrung d es eisenhaltigen Aktivzentrums. 

Priparative Untersuchungen haben ergeben, dass die dritte Stufe, die Einfiihrung 
des Aktivzentrums in die bei der Behandlung mit a,a’-Dipyridyl erhaltenen eisenfreien 
und inaktiven Apoferredoxine, in 4O%iger Ausbeute zu Pflanzenferredoxin’ und in 
70O/,iger Ausbeute zu Clostridienferredoxin3 fihrt, wobei in beiden Flllen die volle 
biologische Aktivitat erhalten wird. Die hohen Ausbeuten bei der Resynthese, des 
d&ten und letzten Schrittes im oben angegebenen Schema ermutigen zum Versuch 
der Totalsynthese. 

Der zeitraubendste Schritt diirfte der erste Schritt, die Verkniipfung von 55 
Aminosguren zur Primtirstruktur des Ferredoxins aus C. pusteurianum sein, dessen 
Sequenz in Abb. 1 wiedergegeben ist. Am geeignetsten erschien die Festphasen- 
methode nach Merrilield,4 bei der die Arbeitszeit wesentlich abgekiirzt wird. 
Andererseits besteht aber die Gefahr, dass bei der Festphasenmethode im Gegensatz 
zu den klassischen Methoden eine grosse Zahl schwer trennbarer Peptidgemische 
entsteht, da bei einer unter 100°A liegenden Ausbeute und einer statistischen Ver- 
teilung jeder neu angekntipften AminosHure prinzipiell verschiedene Polypeptidketten 
wachsen kiinnen. 
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Ace. I Aminoshresequenz von C. pasteurianum Ferredoxm ’ 

Die Synthese der Aminotiuresequenz des Apoferredoxins sollte daher such zu 
grunddtzlichen Aussagen iiber die Brauchbarkeit der Merrifield-Method fiihren, 
zumal bisher mit den Insulinketten lediglich Sequenzen mit 21 bzw. 30 Aminoduren 
synthetisiert worden sind.’ Eine weitere Schwierigkeit bei der Synthese ist der hohe 
Cysteingehalt des Ferredoxins, da die Abspaltung der Benzylschutzgruppen zu 
tiefgreifenden Vergnderungen im Molekiil fiihren kijnnte. In orientierenden Ver- 
suchen stellten wir fest, dass natiirliches Apoferredoxin nach Behandlung mit 
Natrium in fliissigem Ammoniak in einer Ausbeute von 15 % als reines S-Sulfonat 
zuriickgewonnen werden kann. In das derart gewonnene S-Sulfonat des natiirlichen 
Apoferredoxins l&St sich unter den Bedingungen der Resynthese2v3 das Aktivzentrum 
zu enzymatisch. voll aktivem Ferredoxin wieder einfihren. Die Abspaltung der 
S-Benzyl-Schutzgruppen sollte also bei der Synthese des Apoferredoxins kein 
Hindernis darstellen. 

Im Hinblick auf eine mijglichst hohe Ausbeute bei der Peptidsynthese sind die 
t-Butyloxycarbonylaminoduren extrem gereinigt und auf ihre Reinheit mittels 
Massenspektrometrie, 6 Gaschromatographie, 6 Polarimetrie und Diinnschichtchro- 
matographie gepriift worden. Die t-Butyloxycarbonylverbindungen weisen die in 
Tabelle 1 genannten Reinheitskriterien auf. Dargestellet wurden die Boc-Aminostiuren 
sowohl nach dem von Schwyzer et ~1.’ beschriebenen Verfahren, als such nach der 
pH-Stat-Methode von Schnabel.* Nach letzterer Methode werden die Boc-Amino- 
duren mit besserer Ausbeute und in hiiherem Reinheitsgrad erhalten. 

Zur Synthese der Sequenz (Abb. 1) wurde wie folgt gearbeitet :22 Die C-terminale 
Glutamins&e(Sequenz Nr. 55) wurde als Boc-Glu(OBzl jOH23 mit chlormethylier- 
tern Copolymerem aus Styrol und Divinylbenzol (Fa. Bio-Rad, New York, KapazitHt : 
1.8 mMol pro g) in Benz01 verestert. Die sonst iibliche Veresterung in AthanoI wurde 
wegen einer maglichen Umesterung nicht angewandt. Die Beladung des Harzes 
wurde durch Aminotiureanalyse nach Hydrolyse_in 6N-HCl zu 0.28 mMo1 pro g 
Harz bestimmt. Die oft angewandte Hydrolyse durch Rtickflusskochen in 6N-HCl- 
Dioxan-H,O ist ungeeignet, da dabei aus Glutamindure bis zu.SO% Threonin und 
Serin entstehen. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde mit lN-HCl-Eisessig 
vorgenommen4p ’ Die Einwirkungsdauer wurde gegen Ende der Synthese auf 40 
Minuten erhiiht. Dieser Abspaltungsmethode ist gegeniiber der Abspaltung mit 
4N-HCl-Dioxan der Vorzug zu geben. Nur die Boc-Schutzgruppe des Threonins 
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(Sequenz Nr. 36) wurde mit 4N-HCl-Dioxan abgespalten, urn eine Acylierung der 
ungeschiitzten Hydroxylgruppe zu vermeiden. Neutralisiert wurde wie iiblich mit 
Trilthylamin in Dimethylformamid. Das dabei entstehende Triathylaminhydro- 
chlorid wurde dazu benutzt, die fur den nachsten Syntheseschritt zur Verf”ugung 
stehenden freien NH,-Gruppen zu bestimmen, indem das Chlorid nach Vollhard 
titriert wurde.23 Abbildung 2 zeigt, dass wghrend der Synthese die Menge der freien 
NH,-Gruppen stetig abnimmt. Nach 54 Koppelungsschritten standen noch 38% 
der nach der ersten Boc-Abspaltung bestimmten freien Aminogruppen zur Verhigung. 
Dies wfirde einer durchschnittlichen Ausbeute von 98.9% pro Syntheseschritt 
entsprechen. 

0.1 

t...... . .-I-I-... . .‘. ..........-.- ---.-......--. 

55 50 45 LO 35 30 25 20 6 10 5 

SEQUENZ - NR. 
Am. 2 Titration von Trilthylammhydrochlorid im Verlauf der Synthese von Apoferredoxm 

Die Kniipfung der Peptidbindung wurde mit Dicycldhexylcarbodiimid (= DCCI) 
in Methylenchlorid vorgenommen. Mit wachsender Peptidkette wurde die Reaktions- 
zeit von 2 Std. auf 3 Std. verlangert und zwar wurde vor der DCCI-Zugabe auf gute 
Sorption der Boc-Aminodureltisung im Harz geachtet. Bei einem Ansatz von 
2 g verestertem Harz wurden pro Syntheseschritt jeweils 2.5 bis 3 mMo1 Boc- 
Aminoslure eingesetzt, entsprechend einem 5- bis 6-fachen uberschuss. Asn, Gln 
und Gly wurden aIs pNpEster mit 6- bis 7-fachem Uberschuss und 6- bis 8-stdg. 
Reaktionszeit angebaut. Ausserdem wurde die auf Thr folgende Asp als Boc-Asp- 
(OBzl)-ONp eingefiihrt, da Thr wie bei den Insulinsynthesen mit ungeschiitzter 
Hydroxylgruppe angebaut wurde.24 Die Synthese wurde durch laufende Analyse 
von Hydrolysaten mit einem automatischen Aminotiureanalysator (Model1 Uni- 
chrom, Fa. Beckman Instr., Miinchen) verfolgt. Die Analysenwerte zeigen Zunahmen 
der entsprechenden Aminos&iren in guter Ubereinstimmung mit den erwarteten 
Werten (Tab&e 2). 

Das geschiitzte Polypeptid-Polymere wurde gespalten, indem bromfreier Brom- 
wasserstoff 90 Minuten lang durch eine Suspension des Polypeptid-Hanes in 
Trifluoressigdure unter Zusatz von Methionin geleitet wurde. Nach Abliltrieren 
vom Harz wurde das Peptid mit wasserfreiem bither ausgefallt. Es wurden 1.75 g 
S-Benzyl-geschiitztes Polypeptid als weisses Pulver erhalten. Das entspricht einer 
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Ausbeute von 51% bezogen auf die Menge (0~56 mMol) C-terminaler GlutaminsHure, 
die an das Polymere gebunden war. Die griissere Ausbeute gegeniiber dem durch 
Titration erhaltenen Wert von 38%. erk1Hrt sich durch das Vorhandensein kleiner 
Peptide. 

Zur Abspaltung der S-Benzylschutzgruppen wurden 500 mg S-Benzyl-Polypeptid 
in 650 ml fliissigem Ammoniak gel&t. Zur Abspaltung der Schutzgruppe wurde 
Natrium, gel&t in fliissigem Ammoniak, aus einem ktihlbaren Tropftrichter zuge- 
tropft. Nach 60 Sekunden bleibender stabiler Blaufarbung am Ende der Reaktion 
wurde die Hauptmenge des Ammoniaks bis auf ein Volumen von 30 ml abgedampft. 
Restlicher Ammoniak wurde durch Gefriertrocknen (am Wasserstrahlvakuum) 
entfemt. Das anfallende Pulver wurde gel&t in 0*2’k Essigsaure, die Losung mit 
0.1 m Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Liisung auf pH 90 eingestellt und einer 
oxidativen Sulfitolyse durch Zusatz von Natriumsulfit und Natriumtetrathionat 
unterworfen. Nach 24 Stunden wurde das entstandene S-Sulfonat durch Dialyse 
gegen Wasser von Salzen gereinigt. 

Nach Gefriertrocknung wurden 450 mg leichtes weisses Pulver erhalten. Das 
S-Sulfonat wurde durch Gelfiltration auf einer Sephadex G-50 SBule (108 x 2.5 cm) 
gereinigt, mit O-2 N Essigsaure als Elutionsmittel. Die Extinktion der Fraktionen bei 
258 mu wurde automatisch registriert von einem Uvicord (LKB-Produkter AB, 
Stockholm). Mit dem Folin-Lowry-Test wurde ein Peak gefunden. Die Folin- 
positiven Fraktionen wurden ein zweitesmal auf Sephadex G-50 gereinigt. Hierbei 
wurde sowohl durch UV-Absorption als such mit dem Folin-Lowry Test ein Peak 
erhalten, dessen Elutionszeit mit der des S-Sulfonats von nattirlichem Apoferredoxin 
tibereinstimmte. Nach Gefriertrocknung wurden aus 500 mg S-Benzylpeptid 108 mg 
weisses Pulver erhalten. Die Ausbeute an gereinigtem Peptid entspricht etwa der 
Ausbeute, die man bei der Natriumbehandlung von natiirlichem Apoferredoxin 
erhalt. Das UV-Spektrum des S-Sulfonats weist wie das UV-Spektrum des S-Sulfonats 
von natiirlichem Apoferredoxin eine Schulter bei 280 mu auf, die dem Tyrosin 
zuzuordnen ist (Abb. 3). Das Molekulargewicht wurde in der Ultrazentrifuge zu 
6320 * 300 (berechneter Wert nach der Sequenz: 6134) durch Gleichgewichtslauf 
bestimmt, mit einem angenommenen partiellen spezifischen Volumen von 0*71.* 
Das gereinigte Polypeptid-S-Sulfonat ist in der UItrazentrifuge einheitlich wie Abb. 4 
zeigt. Die Aminosaureanalysen (Tabelle 2) des synthetischen Produktes stimmen 
mit denen des nattirlichen Apoferredoxins tiberein. Die Ammoniakbestimmung 
(ber. 5.0, gef. 5.4) zeigt, dass die Saureamidgruppierungen intakt geblieben sind. 

Eine Endgruppenbestimmung der N-terminalen Aminoslure mit 2,4-Dinitro- 
fluorbenzol wurde durchgefiihrt26 und dtinnschichtchromatographisch in zwei 
verschiedenen Fliessmitteln DNP-Alanin gefunden. Neben DNP-Alanin trat ein 
weiterer schwacherer Fleck auf, der sowohl DNP-Tyrosin als DNP-Lysin entsprechen 
kiinnte. Dieser Befund ist identisch mit einer an natiirlichem Apoferredoxin durch- 
gefiihrten Endgruppenbestimmung. 

Durch die Endgruppenbestimmung im Verein mit den Ultrazentrifugenmessungen, 
dem eindeutigen Syntheseverlauf, den analytischen Daten und dem chromato- 
graphischen Verhalten ist sichergestellt, dass die von Tanaka er al. angegehene 
Aminos&rresequenz des Ferredoxins synthetisiert worden ist. 

* Herm Prof. Dr. H. Friedrich-Freksa und Herrn H. Bachowsky, Max-Planck-Institut fiir Virusforsch- 
ung, Tiibingen, danken wir bestens fur die Messungen mit der Ultrazentrifuge. 
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ABB. 3 UV-Spektren von natiirlichem (I) und synthetischem (II) Apoferredoxin-S-Sulfonat 

ABB. 4 Gleichgewichtslauf von synthetischem Apoferredoxin-S-Sulfonat (Analytische 

Ultrazentrifuge Model1 E, Beckman Instr.) bei 20410 U/min. Aufgenommen nach 15 Std. 

Zugleich ist durch die Synthese der Sequenz von 55 Aminoduren au& erwiesen, 
dass die Merrifield-Methode zur Herstellung hochmolekularer Polypeptide geeignet 
ist. Uberraschend ist, dass such schon das vor der chromatographischen Reinigung 
erhaltene entbenzylierte Produkt eine Phnliche Aminotiurezusammensetzung wie 
das Endprodukt zeigt. Wir haben bei unseren vielen Syntheseansatzen immer 
beobachtet, dass beim Abbruch einer Kette such die nachfolgenden Aminoduren 
nicht mehr angebaut werden. Dadurch wird die Zahl der miiglichen Polypeptide 
eingeschrankt und die Brauchbarkeit der Festphasenmethode zur Synthese grosser 
Polypeptide erwiesen. 

Uber die Untersuchungen zur UberfChrung der bei der Synthese anfallenden 
Struktur in diezur Einfiihrung des Aktivzentrums und zur Komplexbildung geeigneten 
Form werden wir getrennt berichten. 
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