
Monothiohydrochinon~ther als Vermittler einer oxydativen 
Synthese yon Adenosin-di- und -triphosphat (ADP und A TP) 

Von 

Theoder Wieland ~ und E d m u n d  Biiuerlein 

Aus dem Ins t i tu t  ffir Organische Chemic der Universi tgt  Frankfur t  am Main 

(Eingegangen am 17. Apri l  1967) 

Dureh Oxydat ion yon 8-Methylmonothio-durohydroehinon 
(1) oder S-Nethy!monothio-2,3-dimeghyl- t ,4-naphbhohydroehinon 
(2) mit  Brom in wasserfr. Pyr idin  entstehen aus den Tetrabutyl-  
ammoniumsalzen der Phosphorsgure und des Adenosinmonoph0s- 
phats :  Adenosindiphosphat  (ADP) und Adenosintr iphosphat  
(A TP),  ~us Phosphat  und Adenosindiphosphat  : etwa 25 % A TP.  

By oxidation with bromine of S-methylmonothio-durohydro- 
quinone (1) or of S-methylmonothio-2,a-dimethyl- l ,4-naphtho-  
hydroquinone (2) in dry  pyridine in presenee of te t rabutyi -  
ammonium salts of.inorganic phosphate and of adenosine-mono- 
phosphate,  adenosine-diphosphate (ADP) and adenosine4ri-  
phosphate (ATP)  are formed. Inorganic phosphate and A D P  
give 28o/0 A T P  under the same conditions. 

Kt i rz l ich w a r d e n  die Syn thesen  von zwei Monoth iohydroch inon-  
methy lg the rn ,  yon  S-Methy tmono th io -durohydroeh inon  (1) und S&{ethyl-  
mono th io -2 ,3 -d ime thy l - l , 4 -naph thohydroeh inon  (2) besehr ieben 2. 

OH OH 

SCHa SCH a 

1 2 

1 l~ritz Wsssegy mi?G freundsehaftl iehem Grub zum 70. Geburts tag ge- 
widmet.  

2 Th. Wieland und E. BdZuerlein, Chem. Ber. 97, 2103 (1964). 
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Beide sind leicht oxydierbar, z. B. mit Ferrichlorid, und gehen dabei in 
Anwesenheit yon Wasser unter Abspaltung des schwefelhaltigen Rests 
in die entspreehenden Chinone fiber. Wir haben jetzt gefnnden, dal3 in be- 
tr~ehtlichen Mengen A D P  und A T P  entstehen, wenn man die Oxydation 
der Thioiither 1 und 2 (mit Brom) in wasserfreiem Medium in Gegenwart 
yon anorganischem Phosphat (P) und Adenosin-5'-monophosphat (AMP)  
ausfiihrt In) und b)]. Setzt man neben P A D P  ein, so entsteht haupt- 
ss A T P  (b): 

a) l od. 2 + P + A M P  

b) l od. 2 + P + A D P  

Br% A D P  d- Chinone, Disulfid und 
Bromierungsprodukte 

B~_> A T P  + Chinone, Disulfid un4 
Bromierungsprodukte 

Als L6sungsmittel hat sich vor allem wasserfreies Pyridin bew~hrt. 
Um die Phosphate in L6sung zu bringen, wurden yon allen die Tetrabutyl- 
ammonium (TBA)-salze verwendet, die man durch Neutralisiereu der 
wasserfreien Siinren mit TBA-Hydrox id  erhalt. Da aus diesem immer kleine 
Mengen Olefin entstehen und da das bei der Oxydation gebildete Dimethyl- 
disulfid ebenfalls Brom verbraucht, setzten sich die Versuchsansiitze aus 
/~quimolekularen ~engen yon 1 bzw. 2 und den TBA-Salzen, abet einer 
ffinffachen Bromeinwaage zusammen. Die in mehreren Versuchen erziel- 
ten Ausbeuten an A D P  und A T P  gehen aus der Tab. 1 hervor. 

Tabe l l e  1 

Thio~ther (TBA)2P "d- A D P  (%) A T P ( % )  

1 (TBA)2AMP 12 =~ 0,5 8,5 d= 0,3 
2 (TBA)2AMP 11 4- 1,0 6,5 -4- 0,5 
1 (TBA)sADP - -  25 d: 1,0 
2 (TBA)aADP - -  27 d: 2,0 

Oxydierte man die Thio~ther 1 oder 2 nur in Anwesenheit von A M P ,  so 
wurden in einer gesch~tzten Ausbeute yon 50~o Di-adenosin-5'-diphosphat, 
das Dinueleotid (AMP)s,  gebildet. 

Z u m  R e a k t i o n s m e e h a n i s m u s  

Zur Kntipfung der Pyrophosphatbindungen ist eine Aktivierung des 
Phosphats oder der Adenosinphosphate nStig, die im Zug der 0xydat ion 
der Monothiohydrochinon~ther erfolgt. Hierzu mnB das Phosphat mit 
dem Thio~ther (oder einem Zwischenprodukt der 0xydation) in kovalente 
Bindung eintreten, so daft alas Addukt dnreh die 0xydat ion  phosphory- 
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]ierende Eigenschaften erhglt. Wghrend das Phosphation gewisse nucleo- 
phile Eigenschaften besitzt, kann sein Phosphor elektrophil werden, wenn 
elektronenanziehende geste  (Re} mit ihm verbunden werden: 

o 0 o 
i ~, I i 

H O - - P - - O H  HO--P--ORe -~ HO--P+ +-ORe 

O- O- O- 

nucleophil elektrophil 

Das nicht frei auftretende Phosphorylierungsmittel HPOs reagierv 
mit A M P  zu A DP, mit ADP zu ATP.  Ebenso kann man sich eine Akti- 
vierung yon A M P  oder ADP vorstellen, die dann als Phosphorylierungs- 
mittel mit Orthophosphat nnter Bildung yon ADP bzw. A T P  reagieren 
k6nnen. Da~ eine oxydative Aktivierung yon A M P  m6glich ist, zeigt die 
Bildung des Dinucleotids (AMP)2 aus A M P  als alleiniger Phosphat- 
komponente. 

Ma,n kommt zu einer befriedigenden Deutung des Ablaufs, wenn man 
die oben postnlierte Addition des Phosphats an den Thios z. B. als 
eine durch die Oxydation der p-st/indigen Hydroxylgruppe verursachte 
Anlagerung an das SCHs-tragende C-Atom annimmt: 

OH o o 

\\/§ \ / \ /  

1\?\ 
] I /\ 
SCH~ SCH3 -HO~PO SCH~ 

Br~ 

0 O 

i! \ ; ( /  \ /" 

/ \ / \  / \ / \  
/ \ §  I 

-HO~PO SCH~ -HO~PO 
Br 

A B 

-]- CH3SBr 

Durch weitere ginwirkung des Broms karm dann ein phosphoryliertes 
Thiogtherchinol (A) entstehen, das durch Oxydation am Schwefel den 
positiven Zustgnd erreicht hut. Abspaltung yon CHaSBr fiihrte dann zum 
phosphorylierenden Agens B. FSr das Sulfenylbromid, das hier eher als 
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Symbol  fiir oxyd ie r t en  Sehwefel s teht ,  kann  m a n  sich vorstel len,  da8 es 
z. B. selbst  b romierend  wei te rwi rken  kann ,  dabei  in CHaS-  i ibergeht ,  d~s 
mi t  e inem zwei ten CH3SBr zum Disulf id  reagiert .  Die formul ier ten  t t y p o .  
thesen gel ten ebenso fiir  eine primi~re Anlagerung  yon  A M P  oder A D P  

anstel le  des Phospha t s .  

Experimenteller Teil 

Darstellung der Tetrabutylammoniumsalze 

Nach Cundi]] und Markunas 3 wurde aus Tetrabuvylammonimnjodid und 
Ag20 in absol. Methanol eine TetrabutylammoniumhydroxidlSsung herge- 
stellt,  die mit  wasserfr. Benzol auf 0,1 n verdtinnt wurde. Dureh Versetzen mit  
der 1 n-L6sung yon etwa 89proz. Phosphors~ure in Dioxan und festen Ein- 
waagen von A M P  oder A D P  entstanden die verwendeteu Phosphatmisehun- 
gen, naehdem im ]%otationsverdampfer und ansehlieBend 30 Min. bei 25 ~ im 
Olpumpenvak.  (0,1 Torr) getroeknet war. Es hinterbleiben glasige bis sehaumige 
Massen. 

(TBA).2HPO4 -t- ( T B A ) z A M P :  13,34 ml n/tO-(TBA)OH(4/3 raM) 
(Salzmisehung I) 1,34 ml n/1-ttaP04(4/9 raM) 

0,081 g A M P H 2  �9 I-LO (2/9 mM) 

(TBA)2HP04 + (TBA).~ADP: 11,11 ml n/IO-(TBA)OH(IO/9 mM) 
(Salzmisehung II)  0,67 ml n/1-tt3P04(2/9 raM) 

0,107 g ADPH3 " 3 I-I~.O (2/9 raM) 

Als Adenosinmonophosphors~ure wurde die Handelsware der F i rma 
C . F .  Boehringer und S6hne, M a n n h e i m -  Waldhof, verwendet,  Adenosin 
diphosphorsi~ure wurde aus dem yon gleicher Quelle s tammenden Trinatrium- 
salz dureh Austauseh s eine Dowex 50 • 8 S~ule (H+-Form) dargestell t  
(Diplomarbeit  von H. Aquila, Frankfur t  a..~r 1967). 

Oxydative Phosphorylierungen 

Die oben geschilderten Mischungen der TBA.phosphate  wurden jeweils in 
10 ml absol. Pyr idin  unter  R/ihren mit  einem lV[agnetstab gel6st. Zu den 
sehwaeh gelben L6sungen wurde die jeweilige S-Methylverbindung zugegeben, 
die sofort in L6mmg ging. Dann tropfte man das fiinffaehe der bereehneten 
Brommenge unter Magnetriihrung innerhalb einer Min. zu. Zuerst Dunkel- 
f/irbung, dann Aufhellung naeh gelb und Abseheidung eines Niedersehlagso 
Danaeh win'de noeh eine Stde. weitergerfihrt und jeder Ansatz zur Bestim- 
mung der A M P -  und ADP-Ausbeuten  aufgearbeitet.  

Phosphorylierung yon A ~ I P  

a) Mi t  S-Methyl-monothiodurohydrochinon (1) 

2 1 -~ 2 (TBA)2I~P04 ~- ( T B A ) 2 A M P  + 3 Br2 -> 2 Durochinon 
-~ C H 3 - - S - - S - - C H 3  ~ A T P  4- -~ 4 H + ~- 6 (TAB)+Br -. 

Ansatz:  Salzmischung I (s. oben), 0,0871 g Verb. 1 (4/9 mMol) in 10 ml 
absol. Pyr idin  -~ 0,170 ml Br2 (fiinffache ber. Menge). 

3 R, H. Cundi]] und P. C. ~4arkunas, Analyt .  Chem. 28, 792 (1956). 
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b) Mit  S-Methyl-2,3-dimethyl-monothionaphthohydrochinon (2) 

2 2 + 2 (TBA)2HP04 + ( T B A ) 2 A M P  § 3 Br2 --> 2 Dimethylnaphtho- 
ehinon + CH3--S- -S- -CH3 + A T p 4 -  + 4 H + + 6 (TBA)+Br-. 

Ansatz : Salzmisebung I (S. 1384), 0,097 t g Verb. 2 (4/9 mMol) in t 0 ml abso]. 
Pyridin + 0,170 ml Br2 (ftinffache ber. Menge). 

Phosphorylierung von A D P  

a) Mit  S-Methyl-moz~othiodurohydrochinon (1) 

1 + (TBA)e HPO4 + (TBA)a A D P  4- 1,5 Br2 -+ Duroehinon 
0,5 CH3--S--S--CI-Ia + A T P  4- + 2 I-I + + 3 Br-  + 5 (TBA)  +. 

Ansatz: Salzmischung I I  (S. 1384), 0,0436 g Verb. 1 (2/9 mMo]) in 10 ml 
absol. Pyridin + 0,0849 ml Bru {ftinffaehe ber. Menge). 

b) .Mit S-Methyl-2,3-climethyl-monothionaphth.ohydrochinon (2) 

StSchiometrie wie unter  a). 
Ansatz: Salzmisehung I I  (S. 1384), 0,0485 g Verb. 2 (2/9 mMo]) in 10 ml 

absol. Pyridin + 0,0849 ml Br2. 
Die einzelnen Oxydationsl6sungen wurden bei 30 ~  V~k. eingeengv, die 

Rtickstande in soviel einer Misehung von 2 Vol. Pyridin und 1 Vol. 0,05m- 
TRIS-Puffer yore pH 7,55 gelSst, dab ein Endvolumen yon 2 bis 4 ml resul- 
tierte. Diese konzentrierte L6sung konnte in 0,1 ml-Portionen auf 20 • 20 cm 
Plat ten an 0,5 mm Sehiehten aus Kieselgel H F  (Merck) in n-Propanol - -  
Ammoniak (25proz.)--W'asser (6 : 3 : 1 Vol.) ~ ehromatographiseh getrennt 
werden. Dutch 2--3maliges Aufsteigenlassen naeh jeweiliger Luft- oder F6n- 
troelmung t rennten sieh A M P ,  A D P  und A T P  vollst~ndig (in dieser Reihen- 
folge langsamer wandernd). Die einzelnen Banden ~mrden unter  der UV- 
Lampe (254 m~z) identifiziert und yon der Platte gesehabt. Die Gelportionen 
wurden dann in eine 1 • 10 em S~iule, auf eine 1 cm dieke Kieselgelsehlcht 
gef/illt, mit  0,05m-TlgIS-Puffer yon p i t  7,55 unter  I4ontrolle des Eluats mit 
einem registrierenden UV-Durehflugphogometer (Uvieord, LKB Stockholm) 
eluiert, bis keine Absorption mehr angezeigt wurde. Dann wurden die Eluate 
zum Zweck der Gehaltsbestimmung mit demselben Puffer auf 25 ml aufge- 
f/illt (Testl6sung). 

Die Auswertung wurde auf enzymatisehem Wet  in gekoppelten Methoden 
im Photometer Eppendorf (3 ml-Kiivet, t, en) vorgenommen, und zwar derar~ig, 
dab eine dem Substratgehalt proportionale Abna.hme der Konzentra~ion an 
hydriertem Nieotinamid-Adenindinueleotid (2VADH) eolorimetriseh gemessen 
~nlrde. Diese sehr spezifisehen Methoden zur Bestimmung yon A M P ,  A D P  
und A T P  sind in:  H. U. Bergmeyer, Meth. der enzymat. AnMyse, Verlag 
Chemie, 1962, und im Bioehimiea-Dienst Nr. 6 der Firma C. F. Boelxringer -s, 
Mannheim, eingehend beschrieben und brauchen deshMb bier nieht wiederholb 
werden. 

Der Naehweis des bei der Oxydation yon 1 oder 2 in alleiniger Gegenwart 
yon A M P  gebildeten Dunueleotids erfolgte dutch diinnsehiehtehromatio- 
graphisehe Abtrermung im selben LSsungsmittel und Vergleich mit  einem 
authentisehen Preparer, wobei es raseher als A M P  wanderte. 

C. S. Hanes und t ~. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 (1947). 
W. C~~ H. Moelle~i~g und H. U. Bergraeyer, Enzym. bioL ella. 7, 

115 (1966). 


