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Die postembryonale Entwicklung von Insekten und Cru-
staceen steht unter der hormonellen Kontrolle von 20-Hy-
droxyecdyson 51, Der Wirkungsmechanismus diirfte wie
bei anderen Steroidhormonen! auf einer Steuerung der
Genexpression durch Wechselwirkung eines Hormon-Re-
zeptor-Komplexes mit DNA oder Chromatin beruhen. Im
Gegensatz zu Steroidhormon-Rezeptoren in Vertebraten!3!
ist der Ecdysteroid-Rezeptor in Invertebraten kaum charak-
terisiert !, Griinde dafiir sind die geringe Konzentration des
Rezeptors in den Zielzellen (z. B. Cytoplasma und Kern bei
Drosophila melanogaster in verschiedenen Entwicklungssta-
dien oder Kc-Zellen) sowie die geringe Stabilitdt des Hor-
mon-Rezeptor-Komplexes in Extrakten aus Insektengewe-
be!*. Ein Derivat von 20-Hydroxyecdyson, das a) eine
reaktive Gruppe trigt, b} radioaktiv markiert und c) biolo-
gisch aktiv ist, kOnnte man iiber die reaktive Gruppe kova-
lent a) an den Rezeptor binden und diesen dadurch identifi-
zieren! (Affinititsmarkierung®®!) und b) an eine Matrix
fixieren, um den Rezeptor dann durch Affinitdtschromato-
graphie anzureichern oder zu isolieren!®). Einem solchen
Vorhaben steht entgegen, daB nahezu alle funktionellen
Gruppen von 5 fiir die volle biologische Aktivitdt essentiell
sind!" 8] fiir die Ankniipfung einer reaktiven Gruppe also
nicht in Frage kommen. Allerdings scheinen strukturelle Va-
riationen am Ende der Seitenkette zu keinem Wirkungsabfall
zu fithren (vgl. Ponasteron A 681 und 152 ¢I),

Wir beschreiben im folgenden ein variables Verfahren zur
Herstellung von Ecdysteroiden mit Substituenten an C-26
(und C-27) und die biologischen Eigenschaften der neuarti-
gen Verbindungen. Eines dieser Produkte geniigt den Anfor-
derungen an einen Liganden fiir Affinitdtsmarkierung und
Affinitdtschromatographie.

Poststeron 1 reagiert mit einem UberschuB der aus 2,2-Di-
methyl-2,3-dihydrofuran hergestellten Lithiumverbindung 2
zu einem Additionsprodukt, dessen Enolethergruppierung
durch 0.1~N HCl unter Bildung von 3 gespalten wird (Schema
1). Reduktion von 3 mit LiAIH(O¢Bu), fithrt zu einem 16:1-
Gemisch von 4 und 5. Dieser stereochemische Verlauf ist
durch das cyclische Cram-Modell erkldrbar (vgl. Schema 1,
A). Dagegen entsteht nach Silylierung aller OH-Gruppen
von 3 mit Trimethylsilyltriflat %!, Reduktion der Ketogrup-
pen an C-22 und an C-6 mit Diisobutylaluminiumhydrid
(DIBAH), Oxidation der allylischen OH-Gruppe an C-6 mit
MnO, und Fluorid-induzierter Abspaltung der Silylgruppen
in einer Gesamtausbeute von 50 % ein 39:1-Gemisch von §
und 4!, Die 22-CO-Gruppe wird somit, wenn die benach-
barte 20-OH-Gruppe silyliert ist, mit hoher Cram-Selektivi-
tit reduziert (vgl. Schema 1, B). Dieses Verfahren zur Her-
stellung von 5 aus 3 ist dem von uns frither beschriebenen!®!
wegen seiner viel groBeren Diastereoselektivitdt und seiner
sicheren Reproduzierbarkeit!'?! deutlich iiberlegen.
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Schema 1. a: 0.1 N HCI, THF/H,0, 20°C, 30 min [9]. b: LiAIH(O(Bu), [9]. c:
1) 16 Aquiv. 2,6-Dimethylpyridin, 8 Aquiv. Trimethylsilyltriflat, THF, 20°C,
1h, 78%; 2) 7.5 Aquiv. DIBAH (1.2 M in Toluol), THF, — 78 »0°C, 4h,
extraktive Aufarbeitung (Wasser/Diethylether), Substanz dann sorgfiitig
trocknen; 3) 65 Aquiv. MnO,, CH,Cl,, 20°C, 16 h, 83 % (fiir Schritte 2, 3); 4)
6.5 Aquiv. Bu,NF, THF, 1 h, 80 %. Bestimmung des Diastereomerenverhiltnis-
ses durch HPLC (5 um RP-18, 25 cm x 0.4 cm, Methanol/Wasser = 3:4).

Die fiir den Aufbau der Seitenkettenhomologen von 5 be-
notigten 2,2-disubstituierten 2,3-Dihydrofurane rac-11a und
rac-11b wurden in Anlehnung an das Verfahren von Botte-
ghi""3 in drei Schritten aus den Ketonen 8a bzw. 8b!'4]
gewonnen. Der Dehydratisierungsschritt (10 — 11} ist kri-
tisch, und die in Schema 2 angegebenen Reaktionsbedingun-
gen miissen genau eingehalten werden. Mit fert-Butyllithium
reagierten die Enolether 11 zu den Lithiumverbindungen 12
(Schema 2).

Das aus Poststeron 1 und rac-12a hergestellte 1:1-Ge-
misch der Diasterecomere 19a und 20a (Schema 3) konnte
nicht getrennt werden. Dagegen waren die durch direkte Re-
duktion von 19a und 20 a mit LiAIH(O¢Bu), erhaltenen Re-
duktionsprodukte 21a und 22a durch priparative HPLC
trennbar, ebenso auch die aus 19a und 20 a durch Silylierung
zugénglichen Derivate 19b und 20b. Zur konfigurativen Ver-
kniipfung von 21a und 22a mit 19a bzw. 20a wurden die
Silylgruppen aus 19b wieder abgespalten (19b — 192a), und
das reine 19a wurde mit LiAIH(O¢Bu), reduziert; dabei ent-
stand 21a.
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Schema 2. a:2 Aquiv. Vinylmagnesiumbromid, THF, RiickfluB, 2 h; 77%. b: 7 x 10~

* Aquiv. Rh(PPh,);(CO)CI, 0.75 Aquiv. NEt,, C¢H,, CO/H, 1:1, S MPa, 70%

10a, 89% 10b. c: 11a: Quarzapparatur, 270 °C, 5.3 kPa, Al,O, (Woelm, neutral, fir DC), 72%. 11b: Quarzapparatur, 270°C, 13 Pa, 6.2 Gew.-% Al,0, (Woelm,
neutral, fiir DC) gemischt mit 200 Gew.-% Seesand; 77 %, [a], (ee > 86 %) = — 18.1 (¢ = 0.70, CHCI,). d: tBuLi, THF, — 78 —+ — 20°C, 2 h. e: 18b — 15b: NaH,
CIPO(OEt), [17], 100 %. 18b wurde aus Acetessigsiuremethylester nach folgendem Verfahren erhalten: 1) 1.1 Aquiv. NaH, THF, 0°C, 15 min; 2) 1.1 Aquiv. nBuLi,
2 Aquiv. HMPT, 0°C, 15 min; 3) 0.5 Aquiv. 1-(tert-Butyldiphenyl-silanyloxy)-3-iodpropan, 0 — 20°C, 1.5 h, 77 %. f: MeMgCl, MeCu [16], 81 %. g: 7 Aquiv. DIBAH,
CH,Cl,, — 78°C, 7 min, 93%. h: Sharpless-Epoxidierung [18] (L-(+)-Diethyltartrat als Auxiliar), [z], (ee > 86%) = — 2.6 (¢ = 0.67, CHCl,). i: 2 Aquiv. Red-ARR,
THEF, 0°C, 6 h, 92% bezogen auf 17, [a]; (ee > 86%) = + 1.0 (¢ = 0.98, CHCl,). j: Grieco-Eliminierung [21], 77 %, {a]p (ee > 86 %) = + 7.7 (¢ = 0.79, CHCI,).

Reduktion von 19b und 20b mit DIBAH und anschlieBen-
de Riickoxidation der 6-OH-Gruppe mit MnQ, lieferte 21b

1
12a
a
RO
Q RO O
n,, o
HC™  or + RO” “cH;
RO
i i
OR
RO OR 20
o 19a,20a:RaH )
19 19b,20b:R=5SiMe,
cd cd
rRioR 2
R0 cHy
i
3
OR 22

21a,22a:R:= R¥:=H,R?=0H
21b,22b:R'= OH, R? = H,R?= SiMe,
21c,22¢:R'= OH.R?=R'=H De

Schema 3. a: vgl. a in Schema 1 [9], 85% eines 1:1-Gemisches von 19a und
20a.b:vgl.c1)in Schema 1, dann priparative HPLC (5 pm §i 100, 2,2,4-Trime-
thylpentan/Dioxan/Isopropanol = 200:0.20:0.25), 35% 19b, 34% 20b. c:
19a/20a —» 21a/22a: vgl. b in Schema 1 [9], dann pridparative HPLC (5 pm
RP-18, Methanol/Wasser = 1:1), 34% 2la, 34% 22a. d: 19b—21b und
20b -+ 22b: vgl. ¢1)-c3) in Schema 1, 77% 21b, 71% 22b. e: 21b — 21 ¢ und
22b —22¢ (und Bestimmung des Diastereomereniiberschusses): vgl. ¢ 4) in
Schema 1, 83% 21c, 83% 22c.
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bzw. 22b (jeweils mit Spuren des entsprechenden 228-Iso-
mers). Nach Abspaltung der Silylgruppen wurde der Dia-
stereomereniiberschul fiir die DIBAH-Reduktion durch
HPLC zu 94% bestimmt.

Die Konfiguration an C-22 bei 21a, 21¢, 22a und 22c¢
wurde mit der Methode von Snatzke et al. [CD der in-situ-
Komplexe optisch aktiver 1,2-Diole mit Mo,(OAc), '] be-
stimmt; dariiber werden wir an anderer Stelle berichten. Die
Befunde stehen mit denen aus 'H-NMR-Untersuchungen im
Einklang: Tabelle 1 zeigt, daB — wie bei 4 und 5 — bei den
Paaren 2la,c und 22a,c die 21-CH,;-Gruppe des 22S8-Iso-
mers a stirker entschirmt ist.

Tabelle 1. 'H-NMR-Signale der 21-CH;-Gruppen der Verbindungen 4, 5,
2la,c, 22a,c, 25 und 26 (in [D;]Pyridin).

Konfig. o-Werte (21-CH,)
228 1.71 (4) 1.73 (21m) 1.73 (22a) -
22R 1.60 (5) 1.61 (21¢) 1.61 (22¢) 1.59 (25, 26)

Die Konfiguration an C-25 der Verbindungen 19-22
konnte bisher nicht aufgeklirt werden, sie ist in Schema 3
willkiirlich bezeichnet.

In Analogie zu den oben beschriebenen Versuchen wurden
aus 1 und rac-12b iiber die 22-Ketone 23 und 24, die durch
HPLC getrennt werden konnten, die Verbindungen 25 bzw.
26 hergestellt (Schema 4).

Die R-Konfiguration an C-22 ergibt sich aus dem verwen-
deten Reduktionsverfahren und wird durch die chemische
Verschiebung der Protonen an C-21 (siehe Tabelle 1) besta-
tigt. Die Konfiguration an C-25 wurde durch eine stereoche-
misch eindeutige Synthese sichergestellt. Dazu wurde das
Dianion von Acetessigsduremethylester!%! zu 18b alkyliert
(siche Schema 2). Aus 18 b wurde nach Weiler et al.!*" iiber
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Schema 4. a:1 + rac-12bvgl. ain Schema 1[9], dann praparative HPLC (5 pm
Si 100, 2,2,4-Trimethylpentan/CHCIl,/Ethanol = 15:5:1), 35% 23, 32% 24;
1 + 12b: 50% 23 und 24 im Verhiltnis > 93:7 (bestimmt durch HPLC). b:
2325 und 24 — 26 vgl. ¢ in Schema 1, 43% 25, 40% 26. c: 0.9 Aquiv.
BrCH,COOH, 1 Aquiv. Dicyclohexylcarbodiimid, 0.1 Aquiv. 4-(Dimethylami-
no)pyridin, THF, — 20°C, 3 h, 64%.

das Enolphosphat 15b das trisubstituierte Alken 16b stereo-
selektiv hergestellt. Reduktion der Estergruppe mit DIBAH
fithrte zum Allylalkohol 17b, dessen E-Konfiguration mit
Hilfe eines NOE-Experimentes bestitigt wurde. 17b wur-
de durch Sharpless-Epoxidierung (katalytische Variante [*8],
L-(+)-Diethyltartrat als Auxiliar) in den Epoxyalkohol 14b
umgewandelt und dieser mit Red-AlR!%1 zum Diol 13b redu-
ziert, bei dem der Enantiomereniiberschull der Sharpless-
Epoxidierung mit Hilfe einer Mosher-Ester-Analyse zu min-
destens 86 % bestimmt wurde!29. Grieco-Eliminierung!?!!
lieferte dann den gewiinschten optisch aktiven Allylalkohol
(5)-9b, der in der oben beschriebenen Weise in (S)-11b liber-
gefiihrt wurde. Aus 1 und dem aus (S)-11b hergesteliten 12b
entstand praktisch ausschlieBlich 23 (vgl. Schema 4).

Wie erwartet lieB sich die primare OH-Gruppe in 25 selek-
tiv mit Bromessigsdure zum Bromacetyl-Derivat 27 ver-
estern (%2,

Die biochemischen Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusam-
mengestellt. Ein Salzextrakt aus Kernen von maximal zwolf
Stunden alten Drosophila-Embryonen!?®! und ein Lysat aus
Cytoplasma von Drosophila-Puppen®* wurden verwendet,
um die relativen Bindungsaffinititen (RBA)!?5! an den Ec-
dysteroid-Rezeptor in vitro zu ermitteln. Die RBA-Werte
wurden durch Kompetition der Verbindungen [23,23,24,24-
3H,]5 oder [24,25-]/[25,26-*H,]6 mit den in Tabelle 2 angege-
benen Ecdysteroiden um die Bindung an Ecdysteroid-Rezep-
torproteine bestimmt. Da die MeBdaten mit Rezeptorprdpa-
rationen aus Kernen oder Cytoplasma sich nicht signifikant
unterscheiden, wurde in Tabelle 2 fiir jedes Ecdysteroid nur
ein Wert aufgenommen. Die RBA-Werte fiir Ecdyson, 5 und
6 sind im Einklang mit friiher publizierten Bindungskon-
stanten(26: 271,

Auflerdem wurde das AusmaB der Puffinduktion der Ec-
dysteroide an Polytinchromosomen von Speicheldriisen aus
Drosophila-Larven des dritten Hiutungsstadiums gete-
stet{28), Die Puffindikation wurde quantitativ erfat; analog
zu den RBA-Werten sind relative Puffinduktionswerte (RPI)
angegeben, die der Ecdysteroid-Konzentration entsprechen,
bei der eine halbmaximale Puffinduktion bei den Loci 74EF
und 75B auf dem dritten Chromosom hervorgerufen wird.

Der Vergleich der RBA- und RPI-Werte in Tabelle 2 zeigt,
daf} es keinen nennenswerten Unterschied zwischen der in-
vitro-Bindungsaktivitit der Ecdysteroide an den Rezeptor
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Tabelle 2. Relative Rezeptor-Bindungsaffinitit (RBA) und relative Puffinduk-
tion (RPI) von Ecdyson und den Ecdysteroiden 3-7, 19a, 20a, 21¢, 22¢ und
25-27 [a].

Verbindung RBA RPI

6 1000 1000
Ecdyson 03+03 02+0.2
3 53+2 543

4 inaktiv inaktiv

5 140+ 3 14 +4
7[29] 1.0+ 04 0.6+04
19a 14+04 0.8+03
20a 1.4+04 1403
21c 80+ 0.4 8§+1
22¢ 11343 §+2

25 53+2 6+1

26 §0+2 8425
27 150+ 2 nicht getestet

[a} Die RBA-Werte wurden nach Ojasoo et al. [25] bestimmt. Der RBA-Wert fiir
6 wurde als 1000 angenommen. Die Bindungskonstanten fiir [*H,]Pona-
steron A [*H,)6 betragen bei 4 °C fiir die Ecdysteroid-Rezeptorpriparationen
(ca. 200fmol Rezeptor/mg Protein) aus Kernen oder Cytoplasma
(4.2 + 0.3)x 1072 M und fidr [*H,]5 (3.0 + 1.5) x 10~ 7 m. Die Konstanten wur-
den nach Scatchard [30] bestimmt (Mittelwert dreier unabhingiger Messun-
gen). Die Ecdysteroid-Konzentration, bei der Puffinduktion bei 74EF und 75B
an Speicheldriisenchromosomen der Drosophila-Larven des dritten Hiutungs-
stadiums halbmaximal war, wurde nach Ashburner [28] bestimmt. Die hierfir
fir 6 bendtigte Konzentration wurde als 1000 angenommen. Die entspre-
chenden Konzentrationen fiir die anderen Ecdysteroide wurden darauf bezogen
und somit relative Werte fiir die Puffinduktion (RPI) berechnet. Die angegebe-
nen Werte sind Mittelwerte von vier Messungen.

und der in-vivo-Puffinduktion gibt. Wir schlieBen daraus,
daB die biologische Wirkung der Ecdysteroide iiber ihre Af-
finitdt an den Rezeptor zustande kommt. Tabelle 2 bestéitigt
auch, dafl die Diol-Gruppierungen im Ring A und in der
Seitenkette fur volle biologische Wirkung essentiell sind: Ec-
dyson (ohne OH-Gruppe an C-20) und die 2-O-Acetyl-Ver-
bindung 7%} haben nur einen Bruchteil der Aktivitiit von 5,
das (228)-Isomer 4 ist vollig inaktiv, und beim 22-Keton 3
sinkt die Aktivitit auf ca. 30%. Bemerkenswert ist beim
Vergleich der Werte von 5 mit denen von 21 ¢, 22¢, 25 und 26,
daB die Verldngerung der Seitenkette an C-26 relativ wenig
EinfluB3 auf die biologische Aktivitdt hat und daB sich auch
die Konfigurationsumkehr an C-25 (vgl. die Werte von 21¢
und 22c) nicht in einer gedinderten Aktivitit widerspiegelt.
Dieser Teil der Steroide interferiert offensichtlich nicht mit
der Bindung an das Rezeptorprotein(®2l,

Im Sinne der eingangs formulierten Problemstellung
konnte gezeigt werden, daBl nun mit 27 (bzw. der in der
Bromacetylgruppe radioaktiv markierten Form) eine Ver-
bindung zur Verfilgung steht, die zur Affinitdtsmarkierung
des Ecdysteroid-Rezeptors und fiir die Herstellung einer Af-
finitdtsmatrix geeignet ist. Versuche in dieser Richtung sind
im Gange.
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2.4,4-Trimethylthiet durch Photodecarbonylierung
von 3,3,5-Trimethyl-2(3 H)-thiophenon

Von Heiko Hinrichs und Paul Margaretha™

Carbonyl-Tautomere von Hydroxythiophenen, z.B.
2(5H)- und 3(2H)-Thiophenone!': 2! sowie deren 1-Oxide ),
reagieren unter Bestrahlung selektiv zu neuen, interessanten
Organoschwefelverbindungen. Wir berichten hier, daB sich
die bisher nicht untersuchten 2(3H)-Thiophenone analog
verhalten.

So fithrt die Bestrahlung™ von 3,3,5-Trimethyl-2(3H)-
thiophenon 1®! in MeOH, MeCN oder CH,Cl, zu nur ei-
nem (GC)! Produkt, 2, bei dem es sich aufgrund seiner
spektroskopischen Daten!” und seiner quantitativen Um-
wandlung zu 4-Mercapto-4-methylpentan-2-on 3 bei Zugabe
geringer Mengen Wasser um ein Thiet handeln muB. Einige
wenige Thiete sind bis jetzt durch Hofmann-Eliminie-
rung aus 3-(N,N-Dialkylamino)-thietanen hergestellt wor-
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den!® 191 Das Mercaptoketon 3, das in 70% (bezogen auf
1) isoliert!!!! werden konnte, wurde anhand seines 'H-
NMR-Spektrums!! 2 und durch Vergleich mit einer authen-
tischen Probe!!?! identifiziert.

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, dafl durch
Decarbonylierung von 4 nur das cyclische Produkt 2 gebildet
wird (das bekannte a,B-ungeséttigte Thioketon 5 dimerisiert

s=<—< 5
hv -CO
I\ — /__\
NN § O
1 4
A 2
SH S
3

zu einem stabilen Thiin!'%), welches hier nicht beobachtet
wurde). Im Gegensatz dazu entstehen aus 2(3H)-Furano-
nen3! und 3-Cyclopentenonen!'®! nach vorldufigen Beob-
achtungen ausschlieBlich offenkettige Produkte (a,B-unge-
sdttige Ketone bzw. 1,3-Diene). Dieses differenzierte Ver-
halten des Thiolactons 1 (und des Diradikals 4) war nach
CNDO-Rechnungen an Modellverbindungen*™ nicht zu
erwarten.
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