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Abstract—Metabolites of p-thioanisidine identified in the urine of mice, rats, guinea-
pigs and rabbits contain, besides unchanged starting material, p-thioanisidine sulfoxide,
p-thioanisidine sulfone and the N-acetyl derivatives and conjugates of these substances.
The sulfoxides are dextro-rotatory and have R-configuration on the sulfur atom. The
formation of the optically active sulfoxides seems to be of indirect origin, probably
because of secondary transformations of the S-isomer in vivo. The microorganism
Aspergillus niger, which is known to synthesize optically active sulfoxides from thio-
ethers, is able to reduce preferably the S-enantiomer of p-thioanisidine sulfoxide. The
sulfoxidation of p-thioanisidine by mammals is a microsomal mixed function oxidation,
which is not stereospecific. On the other hand rat liver microsomes oxidize S(—)-p-
thioanisidine sulfoxide more rapidly than R(+)-p-thioanisidine sulfoxide. Similarly the
100 000 g supernatant of rat liver homogenate is containing a protein, which reduces
predominantly S(—)-p-thioanisidine sulfoxide. Both stereoselective reactions seem to be
the cause of the formation of optically active sulfoxides in vivo.

UNTER den Stoffwechselreaktionen korperfremder Substanzen kennt man nur wenige
Beispicle fiir stereospezifische Oxydationen. McMahon und Mitarbb.!-2 fanden z.B.
eine stereospezifische Hydroxylierung von Athylbenzol zu Methyl-phenyl-carbinol
unter der Einwirkung von Rattenlebermikrosomen. Die Bildung optisch aktiver
Sulfoxide aus Thioithern durch Aspergillus niger wird von Auret und Mitarbb.? auf
eine stereospezifische Sulfoxydation zuriickgefiihrt. Eine derartige Sulfoxydation
kénnte bei hdheren Organismen ebenfalls moglich sein; Dayton und Mitarbb.*
konnten ndmlich im Harn von Versuchspersonen, die 4-[2-Phenylmercaptodthyl]-1.2-
diphenyl-pyrazolidindion-(3.5) erhalten hatten, eine schwach rechtsdrehende Sulfoxid-
Fraktion nachweisen.

Optisch aktive Sulfoxide kdnnten sich in vivo aus Thiodthern allerdings auch auf
indirektem Wege bilden, z.B. durch eine auf die Sulfoxydation folgende stereose-
lektive Sekundérreaktion. In einigen Fillen wurden nidmlich im Stoffwechsel enantio-
merer korperfremder Stoffe verschieden schnelle oder vollig verschiedene Veréinde-
rungen fiir die beiden Antipoden nachgewiesen.!->-7 Untersuchungen zum sterischen
Verlauf der enzymatischen Sulfoxydation setzen also die Kenntnis moglicher Sekun-
dirverinderungen der dabei entstehenden Sulfoxide im Metabolismus voraus.

p-Thioanisidin ist ein einfacher, unsymmetrisch substituierter Thio#ther guter
Lipidlsslichkeit. Rose und Mitarb.® fanden, daB Siugetiere aus dieser Substanz
das Sulfon und dessen N-Acetyl-Derivat bilden; als Vorprodukte dieser Metabolite
sind Sulfoxide zu erwarten. Andere Reaktionen im Stoffwechsel von p-Thioanisidin
diirften jenen von Anilin-Derivaten, vor allem von Phenacetin® entsprechen. Im
folgenden sollen jedoch besonders die im Zusammenhang mit der Sulfoxydation
stehenden Stoffwechselreaktionen untersucht werden.

* Herrn Prof. Dr. H.-J. Bielig in Dankbarkeit zum 60, Geburtstag gewidmet.
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MATERIAL UND METHODEN

Glucose-6-phosphat, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, NADP* und Glucuroni-
dase/Sulfatase wurden von der Fa. C. F. Boehringer, Mannheim, bezogen. p-Diben-
zoyl-weinsdure und p-Thioanisidin (I) stammten von der Fa. Fluka, Buchs/Schweiz,
L-Dibenzoyl-weinsdure von der Fa.Koch-Light, Colnbrook, Bucks, England. In
Anlehnung an bekannte Methoden oder in Analogie zur Darstellung dhnlicher Pri-
parate wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert: p-Thioanisidinsulfoxid
(I),’° p-Thioanisidinsulfon (IIT),'* N-Acetyl-p-thioanisidin (IV),'2 N-Acetyl-p-
thioanisidinsulfoxid (V),'?® N-Acetyl-p-thioanisidinsulfon (VI).!!

Die Antipodentrennung von racem. II fiihrten wir iiber ein diastereomeres Salzpaar
aus. Die fiir eine dhnliche Trennung benutzte Camphersulfonsiure!* sowie China-
sdure fithrten nicht zum Erfolg; hingegen gelang die Trennung mit Dibenzoyl-
weinsidure: In eine Losung von 7,75 g (50 m-mole) Il in 1 . Wasser von 65° wurden 8,5
g (28 m-mole) p-Dibenzoyl-weinsdure in Kkristalliner Form eingeriihrt. Aus der von
einer geringen Menge eines Ols dekantierten klaren Losung schieden sich beim Ab-
kiihlen bis auf 0° Kristalle aus, deren Ausbeute durch Einengen der Mutterlauge
erhoht wurde. Das Kristallisat wurde bis zur konstanten Drehung der Base aus 65°
heiBem Wasser umkristallisiert und dann mit 1 N NaOH zerlegt. Die mit Chloroform
aufgenommene Base wurde aus CHCI;/Petroldther (1:1) umkristallisiert. Ausbeute
0,45 g (12% d.Th.), Schmp. 103-104°, [a}F = +195 + 5° (c = 1, Methanol). Mit
L-Dibenzoyl-weinsdure wurden in analoger Weise aus 3,1 g 110,26 g des (—)-Antipoden
gewonnen. Schmp. 102°, [¢]2 = —175 + 5° (c = 1, Methanol). - Das (4)-N-Acetyl-
p-thioanisidinsulfoxid wurde durch Acetylierung des (+)-p-Thioanisidinsulfoxids
synthetisiert. Schmp. 161°, [a]&# = 4162 4+ 5° (¢ = 1, Methanol).

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration der Prdparate wurde synthetisches
(—)-p-Thioanisidinsulfoxid durch Diazotierung und Sandmeyer-Reaktion zu p-
Jodphenyl-methyl-sulfoxid umgesetzt : Dabei erhielt maneinlinksdrehendes Reaktions-
produkt, das also S-Konfiguration hat.'® Damit war fiir die linksdrehenden Anti-
poden von II und V ebenfalls S-Konfiguration nachgewiesen. Alle polarimetrischen
Messungen wurden mit dem Halbschatten-Polarimeter LM der Fa. Schmidt u.
Haensch, Berlin, durchgefiihrt.

Tierversuche. Die Versuche wurden mit Miusen(Stamm NMRI), Ratten (Sprague-
Dawley) und mit Meerschweinchen und Kaninchen verschiedener Rassen durchge-
fiihrt. Die Versuchssubstanzen wurden als Hydrochloride in mit NaCl isoton ge-
machter wiBriger Lésung i.p. injiziert; die Dosen waren bei der Maus 200-250 mg/kg,
bei der Ratte 100 mg/kg, beim Meerschweinchen 90 mg/kg und beim Kaninchen 70
mg/kg. Der bis 6 Stdn. nach der Injektion gesammelte Urin der Versuchstiere wurde
auf pH 9-10 eingestellt und dann 5-mal mit der volumengleichen Menge an CHCl,
ausgeschiittelt.

Préparation von Lebermikrosomen. Die Lebern nicht-induzierter oder induzierter'®
Ratten und Kaninchen (je 90 mg Phenobarbital-Na/kg Ratte bzw. je 50 mg Pheno-
barbital-Na/kg Kaninchen in isoton gemachter Losung an 5 aufeinander folgenden
Tagen) wurden in der 9-fachen (Reduktionsversuche: 4-fachen) Menge einer 0,25 m
Saccharose-Losung, die 0,02 m an Tris (pH 7,5) war, homogenisiert. Nach Abzentri-
fugation der Kern- und Mitochondrien—Fraktion (20 Min bei 10 000 g) wurde der
100 000-g-Niederschlag (1 Std.) als Mikrosomen-Fraktion gewonnen. Der Nieder-
schlag wurde in der dem 2,5-fachen Leberfrischgewicht entsprechenden Volumen-
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menge an 0,2 m Tris-Maleat-Puffer (pH 7,5) suspendiert. Proteinbestimmungen nach
der Biuret-Methode” ergaben zwischen 8 und 12 mg Protein/ml Suspension.

Inkubationen mit Lebermikrosomen. Der Inkubations-Ansatz enthielt in 1,4 ml
Tris-Maleat-Puffer (pH 7,4): 4-10-% mole Substrat, 1,15-10~5 mole Glucose-6-
phosphat, 5-10~¢ mole Nicotinsdureamid, 1,3-10-% mole NADP*, 1,4 U Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase, 2-10~5 mole MgCl,; dazu kamen 0,4 ml der Mikro-
somen-Suspension. In den Blindwerten fehlte das NADPH-erzeugende System oder
das Substrat. Es wurde 0,5-1 Std. bei 37° an Luft inkubiert, anschlieBend wurde der
Ansatz dreimal mit je 3 ml CHCl; extrahiert.

Die Kultivierung von Aspergillus niger NRRL 337 (neue Bezeichnung Aspergillus
Soetidus, US Dept. of Agriculture, Agricult. Res. Service, Northern Utilization Re-
search and Development Division, 1815 North University Street, Peoria, Illinois
61604) und die Substrat-Inkubation mit diesem Pilz wurden entsprechend den Angaben
von® bei 30° oder bei 22° durchgefiihrt. Mycel und Kulturmedium wurden zur
Gewinnung von Metaboliten mit CHCIl; extrahiert.

Chromatographische Methoden. Die in CHCl, gelosten Metabolite wurden auf
Kieselgel GF,s4 (Merck) mit dem FlieBmittel Benzol-Methanol (65: 35) aufgetrennt.
Die Substanzen wurden zunichst aufgrund ihrer Fluoreszenzldschung lokalisiert.
Dann wurden sie mit J,'® bzw. p-Dimethylamino-benzaldehyd!® angefirbt (R,-
Werte: 10,72, 110,53, 110,63, IV—0,69, V—0,51, VI—0,60). Mikropriparative
Anreicherungen einzelner Metabolite wurden wie oben beschrieben diinnschicht-
chromatographisch oder durch Chromatographie des CHCIl;-Extraktes an einer
Sdule (1 x 20 cm) von Kieselgel ASTM (Merck, 70-325 mesh) mit dem FlieBmittel
Benzol-Methanol (95:5) durchgefiihrt. Die priméiren Amine in den Eluaten bestimm-
te man in Anlehnung an eine Vorschrift von Morris?® mit p-Dimethylamino-
benzaldehyd.

In vivo-Versuche bei Séiugetieren

A. Untersuchungen zum Stoffwechsel von p-Thioanisidin. Im Chloroform-Extrakt des
Urins von Méusen, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen, denen p-Thioanisidin
(I) injiziert worden war, konnten sechs chromatographisch trennbare Metabolite
nachgewiesen werden. Drei der Metabolite waren primidre Amine (Extrahierbarkeit
aus CHCl,-Losung mit wiiBriger HCI, Reaktion mit p-Dimethylamino-benzaldehyd);
bei den drei anderen handelte es sich um Neutralstoffe, die durch Hydrolyse mit 1 N
HCI (30 Min, 50°) in die Amine iibergefilhrt werden konnten. Durch chromato-
graphischen Vergleich mit synthetischen Produkten konnten die Amine als p-Thio-
anisidin (I), p-Thioanisidinsulfoxid (II) und p-Thioanisidinsulfon (III) identifiziert
werden. Bei den Neutralstoffen handelte es sich um die entsprechenden N-Acetyl-
Verbindungen IV~VI. V konnte kristallin erhalten und durch IR-Spektrum charak-
terisiert werden; die Sulfoxide IT bzw. V waren mit TiCl, in die Thio4ther I bzw. IV
zu reduzieren.

Die oben beschriebenen CHCl;-15slichen Metabolite entsprachen nur einem Teil des
injizierten I. Nach Inkubation des extrahierten Urins mit Glucuronidase/Sulfatase
wurde weiteres II und III nachgewiesen; diese Substanzen lagen also auch als Kon-
jugate vor. Auf Produkte einer in vivo-Oxydation vonIam Stickstoff, einer S-Demethy-
lierung bzw. einer Hydroxylierung des aromatischen Kerns, die aus Analogiegriinden



1012 H. KexeL und H.-L. SCHMIDT

zu erwarten waren,® wurde in diesem Zusammenhang nicht gepriift. Die Ergebnisse
von in vitro-Untersuchungen zur Oxydation von p-Thioanisidin am Stickstoff werden
gesondert mitgeteilt.2?

Die Chloroform-13slichen Substanzen I-VI wurden im Urin der Versuchstiere auch
nach Injektion von II bzw. V nachgewiesen. Damit ist sichergestellt, daB einerseits
die Sulfone iiber die Sulfoxide entstehen und daB andererseits eine Reduktion der
Sulfoxide in vivo moglich ist.

B. Optische Aktivitit der ausgeschiedenen Sulfoxide. Die aus dem Urin der Ver-
suchstiere nach Injektion von I gewonnenen Sulfoxide II und V waren rechtsdrehend,
enthielten also einen UberschuB an R(+)-Antipoden (Tabelle 1). Die zuvor beschrie-
benen Ergebnisse zum Stoffwechsel von I lassen indessen offen, ob die Entstehung
dieser optischen Aktivitit direkt oder indirekt zustandekommt. Zur Kl4rung dieser
Frage wurden den Tieren deshalb racem. II sowie dessen beide Antipoden injiziert.
Die Drehungen der dann aus dem Harn isolierten Sulfoxide sind in Tabelle 1 zusam-
mengestellt,

Nach Injektion der oben genannten Substanzen war stets - soweit dies iiberhaupt
moglich war—eine relative Zunahme der Rechtsdrehung, d.h. der Menge an R-
Antipoden, bei dem aus Harn isolierten p-Thioanisidinsulfoxid festzustellen; die
immer gleichzeitig entstehende N-Acetyl-Verbindung IV wurde nur in zwei Fillen
isoliert. Aus racem. IT entstand ein Produkt mit geringerer spezif. Drehung als aus I;
dies erkldren wir durch die im Vergleich zu I bessere Wasserloslichkeit und damit
schnellere Ausscheidung von II.

Die in Tabelle 1 zusammengefalBten Ergebnisse machen als Ursache fiir die Bildung
der rechtsdrehenden Sulfoxide in vivo eine Sekunddrreaktion wahrscheinlich; diese
Reaktion muB ausschlieBlich oder vorwiegend den S-Antipoden verbrauchen. Aus den
zuvor beschriebenen Stoffwechselreaktionen kommen dafiir Oxydation und Reduk-
tion von II in Frage. Tatsiichlich wurde nach Injektion von S(—)-p-Thioanisidinsulf-
oxid relativ viel, nach Gabe von R(+)-p-Thioanisidinsulfoxid relativ wenig p-Thio-
anisidin ausgeschieden. Damit konnte die Reduktion von II als stereoselektive Sekun-
dirreaktion angesehen werden. Im Falle der Entstehung von optisch aktivem V konnte
nicht entschieden werden, ob diese Substanz vorwiegend durch Acetylierung von
R(+)-II oder durch Reduktion von racem. V gebildet wird.

Einwirkung von Aspergillus niger auf Thiodither und auf Sulfoxide

Auret und Mitarbb.? hatten aus dem Inkubationsmedium von A. niger NRRL 337
als Stoffwechselprodukte verschiedener Thio#dther optisch aktive Sulfoxide mehr oder
weniger hoher optischer Reinheit isoliert. Bei der Inkubation von I und von IV mit
diesem Pilz konnte zwar eine Bildung von Sulfoxiden nachgewiesen werden, jedoch war
auch nach lingerer Adaptation des Pilzes an diese Thiodther die Ausbeute an den
Produkten so gering, daB eine Messung ihrer Drehung nicht moglich war. Das
Ausgangsmaterial wurde z.T. unveridndert zuriickgewonnen, ein anderer Teil ging
auf einem bisher nicht gekldrten Weg verloren.

A. niger reduzierte aber bei 30° sowohl S(—)- als auch R(4)-p-Thioanisidinsulfoxid
zu p-Thioanisidin. Die Geschwindigkeit der Reduktion des S-Antipoden war dabei
etwa 10-mal so groB wie die des R-Antipoden. Die spezif. Drehung von nach Ver-
suchsende zuriickgewonnenen Sulfoxiden war nicht veriindert. Offenbar ist also die
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TABELLE 1. DREHWERTE VON INJIZIERTEN UND AUS HARN vON MAUSEN (a) BZzw. RATTEN (b) ISOLIERTEN
DERIVATEN DES p-THIOANISIDINS, ERGEBNISSE AUS 2 VERSUCHEN MIT JE 12 (a) BZW. EINEM VERSUCH MIT

4 (b) TIEREN
Injiziert Isoliert
Substanz [e)22 [°] Antipoden- Substanz [e]22 [°]  Antipoden-
verhéltnis verhiltnis-
R:S R:S
p-Thioanisidin (a) — — p-Thioanisidin- +160 + 25 91:9
sulfoxid
N-Acetyl-p-thio- +65 + 25 71:29
anisidinsulfoxid
p-Thioanisidin (b) — — p-Thioanisidin- +150 + 25 89:11
N-Acetyl-p-thio- — — sulfoxid
anisidin (a) N-Acetyl-p-thio- +60 4+ 25 69:31
p-Thioanisidin- 0 50:50 anisidinsulfoxid
sulfoxid (a) p-Thioanisidin- +100 + 25 76:24
p-Thioanisidin- 0 50:50 sulfoxid
sulfoxid (b) p-Thioanisidin- +70 + 25 68:32
S(—)-p-Thioanisi- —175 £ 5 5:95 sulfoxid
dinsulfoxid (a) p-Thioanisidin- —25 + 25 44:56
S(—)-p-Thioanisi- —175 + 5 5:95 sulfoxid
dinsulfoxid (b) p-Thioanisidin- —20 + 25 45:55
R(+ )-p-Thioanisi- +195 + 5 100 sulfoxid
dinsulfoxid (a) p-Thioanisidin- +180 + 25 96:4
R(+)-p-Thioanisi- +195 + 5 100 sulfoxid
dinsulfoxid (b) p-Thioanisidin- +200 + 25 100
sulfoxid

Geschwindigkeit der Reduktion beider Antipoden des Sulfoxids grofer als eine Oxyda-
tion des Thiodthers. Damit finde die zuvor beschriebene geringe Ausbeute bei den
Versuchen zur Sulfoxydation von I und IV eine zwanglose Erklidrung. Neben der von
Auret und Mitarbb.® angenommenen stereospezifischen Sulfoxydation kodnnte also
nach unseren Befunden vor allem auch die sekundire stereoselektive Reduktion eines
primir gebildeten Sulfoxid-Racemates zur Bildung optisch aktiver Sulfoxide durch
A. niger fiihren.

Inkubationen von Thiodthern und Sulfoxiden mit Fraktionen aus Leberhomogenaten

A. Oxydationen durch Lebermikrosomen. Bei der Einwirkung von Rattenlebermikro-
somen auf p-Thioanisidin (I) entstand p-Thioanisidinsulfoxid (II); aus IT wurde das
Sulfon III gebildet. Fiir diese Oxydationen benétigten die Mikrosomen NADPH und
O,. Zur Untersuchung der Stereospezifitiit der genannten mischfunktionellen Oxyda-
tionen isolierten wir II aus einem 25-fachen Inkubationsansatz von I. Das Produkt
(1,2 mg) hatte innerhalb der MeBfehlergrenze keine Drehung (MeBwert in 0,5 ml
Methanol 0 + 0,05°; reiner R-Antipode unter den gleichen Bedingungen 0,48 -
0,05°). Die mikrosomale Sulfoxydation des Thio4thers war damit nicht stereospezi-
fisch, was der Interpretation der Bildung optisch aktiver Sulfoxide in vivo als einer
indirekten Reaktion entsprach.

Anders verhielt es sich mit der Weiteroxydation der Sulfoxid-Antipoden zum
Sulfon: Hier war in der gleichen Reaktionszeit der Umsatz des S-Antipoden durch die
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Mikrosomen um ca. 509, héher als der des R-Antipoden. Dieses Ergebnis findet eine
Parallele in den eingangs erwihnten Beispielen anderer mikrosomaler Oxydationen,’~7
bei denen verschieden schnelle oder gar vollig verschiedene Umsetzungen fiir die
beiden Antipoden eines Racemats beobachtet worden waren; im Falle einer Sulfoxy-
dation war eine solche Reaktion allerdings bisher nicht bekannt.

Eine Parallele zwischen dieser unterschiedlichen Geschwindigkeit der Oxydation der
beiden Antipoden einerseits und den Extinktionen der Differenzspektren des Cyto-
chrom-P-450-Substratkomplexes und Cytochrom P-450 andererseits,wie sie im Falle der
Antipoden des Hexobarbitals gefunden worden war,” war fiir die Antipoden von 11
nicht nachzuweisen.

B. Reduktionen durch Leberfraktionen. Als eine der Ursachen fiir die Bildung
optisch aktiver Sulfoxide sowohl im Siugetierorganismus also auch bei 4. niger war
eine sekundire Reduktion des Sulfoxids erkannt worden, die offenbar vorwiegend den
S-Antipoden betrifft. Dieser Befund konnte auch durch in vitro-Versuche mit Frak-
tionen aus Rattenleberhomogenat erhirtet werden. Die Reduktion von S(—)-p-Thio-
anisidinsulfoxid durch den 700 g-Uberstand dieses Homogenats verlief nimlich 1,7-
mal schneller als die entsprechende Reduktion von R(+4)-p-Thioanisidinsulfoxid
(Tabelle 2).

TABELLE 2. RELATIVE AKTIVITATEN VERSCHIEDENER FRAKTIONEN AUS
RATTENLEBERHOMOGENAT BEI DER REDUKTION VON p-THIOANISIDIN-
SULFOXID. ANSATZE ENTSPRECHEND 1,6 ml VOLL-HOMOGENAT MIT
0,2 ml 0,2 m Tris-MALEAT-Purrer (pH 7,5) unp 4-10~-¢ mole p-
THIOANISIDINSULFOXID IN N,-ATMOSPHARE

Reduzierendes System Relative Ausbeute

Leberhomogenat-Fraktion Coenzym an p-Thioanisidin
Vollhomogenat NADH 100 + 20
700-g-Uberstand NADH 100 4 20
700-g-Uberstand — 70 + 20
10 000-g-Uberstand NADH 100 + 20
10 000-g-Niederschlag NADH 0
100 000-g-Uberstand NADH 100 4 20
100 000-g-Uberstand

(5 Min erhitzt, 100°) NADH 0
100 000-g-Niederschlag NADH 0

Die Reduktion wurde auch durch den Partikel-freien 100 000-g-Uberstand des
Homogenates katalysiert. Das Hitze-labile 16sliche Protein bendtigt wahrscheinlich
fiir die Reduktion NADH als Elektronendonator. AuBler p-Thioanisidinsulfoxid
wurden durch den 700-g-Uberstand des Rattenleberhomogenates N-Acetyl-p-thio-
anisidinsulfoxid und N-Methyl-p-thioanisidinsulfoxid reduziert, nicht jedoch 4-
Amino-4’-methyl-diphenylsulfoxid.

DISKUSSION
Rose und Mitarb.8 hatten als Stoffwechselprodukte von p-Thioanisidin (I) N-Acetyl-
p-thioanisidin (IV), p-Thioanisidinsulfon (II) und dessen N-Acetyl-Derivat VI
gefunden. AuBer diesen Metaboliten konnten die als Zwischenprodukte eingangs
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postulierten Sulfoxide IT und V nachgewiesen werden; ihre relative Menge iibertraf die
der Sulfone ITI und VI, so daB anzunehmen ist, daB die oben genannten Autoren® mit
ihrer Nachweismethode (Azokupplung) ein Gemisch von II und III als “Sulfon”
erfaBt hatten.

Die optische Aktivitit der Sulfoxide I und V entsteht eindeutig durch sekundére
Verinderungen des primir gebildeten Racemates. Bei den in vivo-Versuchen und mit
Hilfe erginzender in vitro-Experimente wurden stereoselektive Oxydationen und
Reduktionen als diese sekundiren Verinderungen erkannt. Aufgrund der verschie-
denen Geschwindigkeiten dieser Reaktionen ist die in vivo-Bildung der hier gefundenen
optisch aktiven Sulfoxide durch folgendes Schema darzulegen:

NH

@2
\\

i’ .
5 4« 0=5~CHy N

;\ﬁq’ RGI-II NH,
S—CHS\\ < 0=3-CH,
\9// 0‘\00
M =)
o—s-—c Hy

S(=)-11

Als Ort der offenbar mischfunktionellen Oxydation sowohl der Thiodther als auch
der Sulfoxide wurde das endoplasmatische Reticulum der Leber erkannt. Wihrend
die Bildung von Sulfoxiden aus Thio#thern eine bekannte mikrosomale Reaktion
ist,22 wurde eine Weiteroxydation bisher nur im Falle von Dimethylsulfoxid?® sowie
von Methyltetrahydrofurfuryl-sulfoxid®# beschrieben.

Fiir die Bildung optisch aktiver Sulfoxide durch A. niger wird u.a. eine direkte
stereospezifische Sulfoxydation von Thiodthern diskutiert.®> Diese Reaktion konnte
fiir die Sulfoxydation von p-Thioanisidinsulfoxid durch Mikrosomen ausgeschlossen
werden; eine stereospezifische Sulfoxydation wurde auch auBer in dem genannten
Fall® bisher nur fiir Schwefel-haltige Aminosidure-Derivate—also fiir Substrate mit
bereits vorhandenem Asymmetriezentrum-beschrieben.2%-2¢ Eine endgiiltige Entschei-
dung dariiber, ob und wo es stereospezifische Sulfoxydationen von Thioéthern gibt,
wird erst nach Isolierung entsprechender Enzymsysteme moglich sein.

Die Weiteroxydation der hier beschriebenen Sulfoxide durch Mikrosomen verlduft
stereoselektiv. Diese stereoselektive Oxydation von Sulfoxiden durch Lebermikrosomen
wurde hier erstmalig nachgewiesen. Neben der direkten stereospezifischen Sulfoxyda-
tion von Thioédthern wird sie auch fiir die Bildung optisch aktiver Sulfoxide durch A.
niger verantwortlich gemacht.>” Moglicherweise ist die Reaktion aber neben der im
folgenden diskutierten Reduktion die Hauptursache fiir die Entstehung der optischen
Aktivitidt von Sulfoxiden im Sdugetierorganismus.

Die bei den hier beschriebenen Untersuchungen nachgewiesene Reduktion von
Sulfoxiden kérperfremder Stoffe ist bis auf wenige Ausnahmen23-28 eine ebenfalls
relativ unbekannte Reaktion. Besonders die stereoselektive Reduktion von Sulfoxiden



1016 H. KexeL und H.-L. ScHMIDT

ist bisher lediglich im Falle eines aus Hefe angereicherten Enzymsystems beschrieben;
dieses reduziert spezifisch L-Methioninsulfoxid, also wieder ein Aminosiure-Derivat.?®
Nach unseren Ergebnissen ist aber die stereoselektive Reduktion von Sulfoxiden so-
wohl im Sdugetierorganismus als auch bei A. niger fiir die indirekte Entstehung optisch
aktiver Sulfoxide mit Ferantwortlich. Auret und Mitarbb.2” zogen allerdings diese
Reaktion nicht in Betracht; sie interpretierten vielmehr die Bildung optisch aktiven
Materials aus racemischem Methyl-p-tolyl-sulfoxid unter der Einwirkung von A.
niger vorwiegend durch dessen stereoselektive Oxydation zum Sulfon. Der Umsatz
dieser oxydativen Reaktion reicht jedoch nicht aus, die Drehung des restlichen Sulf-
oxids zu erkldren. Dies ist nur mittels einer zweiten stereoselektiven Reaktion méglich,
die nach unseren Ergebnissen die Reduktion sein muB.

Aufgrund unserer Resultate ist auch eine Interpretation der Befunde von Dayton
und Mitarbb.* moéglich: Obgleich die Autoren nach Injektion von 4-[2-Phenylmercap-
todthyl]-1,2-diphenyl-pyrazolidindion-(3,5) im Harn von Versuchspersonen eine
schwach rechtsdrehende Sulfoxid-Fraktion erhalten hatten, wurde racemisches Sulf-
oxid nach der Injektion unverdndert ausgeschieden. Vermutlich war die Geschwindig-
keit der Ausscheidung des Sulfoxids groBer als eine stereoselektive Umwandlung,
wihrend diese Sekundirreaktion im Falle der langsamen Bildung des Sulfoxids aus
dem Thiodther wirksam werden konnte. Wie bei den hier beschriebenen Untersu-
chungen fanden die Autoren keine Anderung der Drehung, wenn sie rechtsdrehendes
Sulfoxid applizierten. Der wichtigere linksdrehende Antipode stand ihnen offenbar
nicht zur Verfiigung.

Die hier diskutierten stereoselektiven Umsetzungen von Sulfoxiden betreffen in den
meisten Fillen den linksdrehenden Antipoden, der auflerdem, sofern dies untersucht
wurde, S-Konfiguration hat. Kiinftige Untersuchungen mit geeigneten Modellsub-
stanzen bekannter absoluter Konfiguration sollten daher, vor allem nach Isolierung
der entsprechenden Enzyme, Aussagen iiber die aktiven Enzymzentren ermdglichen.

Zusammenfassung—Als Metabolite von p-Thioanisidin werden im Harn von M4usen,
Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen neben unverindertem Ausgangsprodukt
p-Thioanisidinsulfoxid, p-Thioanisidinsulfon, deren N-Acetylderivate sowie Konjugate
nachgewiesen. Die Sulfoxide sind rechtsdrehend und haben am S-Atom R-Konfigura-
tion. Sie entstehen wahrscheinlich auf indirektem Wege, offenbar weil der linksdre-
hende Antipode bevorzugt weiter umgewandelt wird.

Analog ergibt sich, daB auch der Mikroorganismus Aspergillus niger, fur den die
Bildung optisch aktiver Sulfoxide aus Thiodthern beschrieben ist, bevorzugt S(—)-p-
Thioanisidin reduziert.

Die Sulfoxydation der Substrate durch Siugetiere ist eine mischfunktionelle mikro-
somale Oxydation, die richt stereospezifisch verlduft. Andererseits oxydieren Leber-
mikrosomen S(—)-p-Thioanisidinsulfoxid schneller zum Sulfon als den R(+)-Anti-
poden. Der 100 000-g-Uberstand von Rattenleberhomogenat enthélt auBlerdem ein
Protein, das unter Verbrauch von NADH bevorzugt den (—)-Antipoden von p-Thioani-
sidinsulfoxid reduziert. Damit sind diese beiden sekunddren Umwandlungen der
Sulfoxide die Ursache fiir die Bildung optisch aktiver Sulfoxide in vivo.
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