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hvori R har formlen

3 3
R 5 R6
X Vg5
eller L

A -

og hvori Rt betegner hydrogen, hydroxy, O-acyl eller
O-alkyl, Rz fluor, R3, R og R5 er valgt blandt hydrogen,
hydroxy, O-acyl, O-alkyl og fluor og R~ hydrogen eller
alkyl, og fluorerede mellemprodukter herfor fremstilles
ved forskellige fremgangsmider.

Forbindelserne udviser vitamin D-lignende virkninger.
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opfindelsen angdr en sarlig fremgangsmade til fremstilling
af hidtil ukendte l-fluorvitamin D forbindelser eller 1-
fluor~5,6-transvitamin D forbindelser eller 1-fluoxr-3,5-

cyclovitamin D forbindelser.

Vitamin D3 0g D2 er velkendte midler til at kontrollere
calcium- og phosphorhomeostase. Disse forbindelser sti-
mulerer hos normale dyr eller mennesker tarmcalciumtrans-
porten og knoglecalciummobiliseringen, og de er i stand

til at forhindre rakitis. Videnskabelige undersegelser i lg-

bet af det sidste decenhium har imidlertid vist, at vita-
min D, og D3 md omdannes til deres hydroxylerede former,

inden de udviser biologisk aktivitet. Nylige undersegelser
har f. eks. vist, at 1,25-dihydroxyvitamin D3, det dihydro-

xylerede omsmtningsprodukt -af vitamin DB’ er den forbindelse ,

der er ansvarlig for de tidligere nmvnte biologiske virk-
ninger. P& lignende mdde er 1,25-dihydroxyvitamin D2 den
aktive form af vitamin D2.

Henvisninger til forskellige vitamin D derivater findes
inden for patent- og anden litteratur. Se f. eks. USA pa-
tent numrene: 3 565 924, der omhandler 25-hydroxychole-
calciferol; 3 697 559, der omhandler - 1,25-dihydroxy-
cholecalciferol; 3 741 996, der omhandler. la-hydroxy-
cholecalciferol; 3 743 661, der omhandler - 5,6-trans-
25-hydroxycholecalceferol; 3 907 843, der omhandler - lo-
hydroxyergocalciferol; 3 715 374, der omhandler 24,25~
dihydroxycholecalciferol; 3 739 001, der omhandler 25,
26-dihydroxycholecalciferol; 3 786 062, der omhandler .
22-dehydro-25-hydroxycholecalciferol; 3 847 955, der om-
handler 1,24,25-trihydroxycholecalciferol; 3 906 Ol4,

der omhandler * 3-deoxy-la-hydroxycholecalciferol;

L 069 321, der omhandle? fremstillingen af forskellige si-
dekzdefluorerede vitamin D3 derivater og sidekzdefluorerede
dihydrotachysterol3 analoge.
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Det har nu vist sig, at l-fluorerede vitamin D forbindel-
ser ogsd er i besiddelse af vitamin D-lignende virkning.
sddanne fluoranaloge er derfor verdifulde forbindelser ved
behandling af forskellige sygdomme som f.eks. osteomalacia,

osteodystrophi og hyperparathyroidisme.

Specielt angdr opfindelsen en fremgangsmade til fremstil-

ling af fluorvitamin D forbindelser med den almene formel

I og 5,6~trans-fluorvitamin D forbindelser med den almene
formel TIXT
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hvor Rl er valgt blandt hydrogen, hydroxy, 0-lavere alkyl
eller 0-acyl, og hvor hver af R3, R4 og R5 er valgt blandt
hydrogen, hydroxy, O-lavere alkyl, o-acyl og fluor, og

hvor R6 betegner hydrogen eller lavere alkyl.

Opfindelsen tilvejebringer en fremgangsmade til fremstil-
ling af 1-fluorvitamin D forbindelser eller 1-fluor-5,6-

trans-vitamin D forbindelser eller 1-fluor-3,5-cyclovita-
min D forbindelser, hvilken fremgangsmade er ejendommelig

ved det i krav 1's kendetegnende del angivne.
velegnede udgangsmaterialer til denne fluorering omfatter
angivet nedenfor eller hydroxy-5,6~trans-vitamin D forbin-

delser med den almene formel IV eller hydroxy-3,5-cyclo-

vitamin D forbindelser med den almene formel V ligeledes

angivet nedenfor.

Z0

“OH

IIT v A
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hvor R betegner en steroid sidekzde med formlen

6
R
323
4
. R
1~ /I/
og hvor Rl er valgt blandt hydrogen, hydroxy, 0-lavere
alkyl og 0-acyl, og hver af R3, R4 og R5 er valgt blandt
6

hydrogen, hydroxy, 0-lavere alkyl og 0O-acyl, og hvor R
betegner hydrogen eller lavere alkyl, og hvor Z betegner

lavere alkyl.

T den foreliggende beskrivelse med krav betegner udtryk-
ket "lavere alkyl" en carbonhydridgruppe indeholdende fra
1 - 5 carbonatomer, der kan vare lige eller forgrenet
(f.eks. methyl, ethyl, isopropyl), og udtrykket "acyl"
betegner en alifatisk acylgruppe indeholdende 1 - 5 car-
bonatomer (f.eks. acetyl, propionyl) eller en aromatigk
eller substitueret aromatisk acylgruppe (f.eks. benzoyl

eller nitrobenzoyl).

Fluorvitamin D forbindelserne med den almene formel T
fremstilles ud fra udgangsmaterialerne med den almene
formel TIII, medens fluor-5,6-trans~vitamin D forbindel-
serne med formel IT fremstilles ud fra forbindelserne
med formel IV, og fluorering af cyclovitamin D udgangs-
materialet med formel V efterfulgt af omdannelser som
beskrevet nedenfor ferer til begge de fluorerede forbir-

delser T og II.

Udgangsmaterialerne for fluoreringen f.eks. forbindelser-
ne med den almene formel IIT - V kan fremstilles ved vel-
kendte metoder. Hydroxyvitamin D forbindelserne med den

almene formel III kan sdledes tilvejebringes ved syntese °
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eller som isolerede naturlige forbindelser. (se f. eks.
Schnoes og Deluca, i Bioorganic Chemistry, E. E. Tamelen,
Vol., 2, kap. 12 p. 299 - 335, Academic Press, NY 1978).
5,6-trans-vitamin D forbindelserne med den almene formel
IV kan fremstilles ud fra tilsvarende 5,6-cis forbin-
delser (almen formel III) ved den velkendte isomeriserings-
reaktion, hvor men anvender iodkatalysator (Verloop et al.
Rec. Trav. Chim. Pays-Bas. 78, 1004 (1969).

3,5-cyclovitamin D forbindelserne med den almene formel

V kan fremstilles ved fremgangsméderne beskrevet af
Sheves og Mazur, J. Am, Chem. Soc. 97, 6249 (1975), og
Paaren et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 75, 2080 (1978).

Jones et al. (USA patentskrift nr. 4 069 321) har beskre-
vet fremstillingen af forskellige sidekedefluorerede vi-
tamin D3 derivater og sidekmdefluorerede dihydrotachyste-
rolanaloge. Fremgangsmdderne beskrevet i disse patenter
indebsrer fluorering af et precursorsteroid og efterfel-
gende omdannelse af fluorsteroidet til den gnskede fluor-

vitamin D forbindelse.

Det har nu imidlertid vist sig, at ring A- og eventuelt
sidekadefluoterede~vibanin D forbindelser eller analoge
med de almene formler I og II meget let kan fremstil-

les ved direkte indfgrelse af fluor i de intakte hydroxy-
vitamin D forbindelser og analoge deraf med formlerne III -
V ved hjelp af et fluorerende middel, der er et dialkyl-
aminosvovltrifluorid f. eks. diethylaminosvovltrifluorid.
Ved hijmlp af disse reagenser kan en eller flere fluor-
substituenter indfgres i et vitamin D molekyle ved direk-
te ombytning af hydroxyfunktionen/funktionerne i1 udgangs-
materialet.

Middleton (J. Org. Chem. 40, 574, (1975)) har beskrevet
anvendelsen af diethylaminosvovltrifluorid til ombytning
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af hydroxyfunktionerne med fluor i orgeniske forbindelser,
men hans anvendelse er begranset til enkle og stabile mo-
lekyler , der ikke giver nogen basis for at bedgmme reagensets
effektivitet til direkte indferelse af fluor i vitamin D
forbindelser uden forandring af den feolsomme trienchro-
mophor . Det er denne kemiske reaktivitet af vitamin D chro-
mophoren, der har ledt andre inden for dette felt til at
anvende indirekte og besverlige veje, ndr man har forsegt

at syntetisere fluorvitamin D forbindelser. F. eks. har
Jones et al. i USA patentskrift nr. 4 069 321 foresldet
fremgangsméder til fremstilling af adskillige fluorvita-
min D analoge, idet der anvendtes diethylaminosvovltri-
fluorid kun'til indfgrslen af fluor i precursorsteroider-
ne, der herefter omdannedes til de fluorvitamin D ama-

loge. Der er faktisk kun en tidligere anvendelse af di-
ethylaminosvovltrifluorid til direkte syntese af 25-fluor-
vitamin Dy ud fra 25-hydroxyvitamin Dy (se Onisko, Schnoes
og Deluca, Tetrahedron Letters (No. 13) 1107 (1977)).

Det har nu vist sig, at det tidligere nzvnte diethylamino-
svovltrifluoridreagens kan anvendes ikke alene til indfer-

slen af fluor ved forskellige stillinger (f. eks. carbon

2L, 25, 26) i vitamin D molekylets sidekzde eller analoge
heraf, men ogs& til indferslen af fluor ved carbon 1, og at det
s&ledes udger en effektiv og direkte vej til de eonskede
1-fluorprodukter sivel som C-1- og sidekmdefluorerede
forbindelser. Disse C-l-fluorvitamin D og C-1-fluor-5,6-
trans-vitamin D forbindelser er hidtil ukendte forbindelser.

Den direkte med held udferte fluorering ved carbon 1 i vi-
tamin D molekylet er serlig bemmrkelsesverdig og overrask-
ende, fordi tilgzngelige informationer har antydet, at
vitaminchromophoren, der er sterkt tilbgjelig til

at omlejres, ville undergd uegnskede og Iirreversible foran-
dringer efter fluorindfgrsel ved carbon 1. Faktisk er den
tilsyneladende analoge reaktion nemlig indfgrsel af fluor
ved carbon 3 ved at behandle en C-3-hydroxyvitamin D3 for-
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bindelse eller analog heraf med diethylaminosvovltrifluorid
ikke mulig netop pad grund af chromophoromlejring. Ombytning
af hydroxyfunktionen ved denne stilling med diethylamino-
svovltrifluorid ferer til en ugnsket forbindelse, i hvil-
ken den chromophore er forandret., Den lette fremstilling
af 1-fluorvitamin D forbindelser og vitamin D analoge er
derfor et hidtil ukendt og uventet resultat. Det har og-

s& vist sig, at mere end ét fluoratom kan indfegres sam-
tidig simpelthen ved at underkaste fler-hydroxylerede (f. eks.
di-,trihydroxy) vitamin D udgangsmaterialer for fluorering.
Da fluoreringen medferer ombytning af den frie hydroxy-
gruppe /grupper, er det nedvendigt at eventuelle andre hy-
droxyfunktioner i udgangsmaterialet, der ikke skal ombyttes
med fluor, beskyttes pd passende mdde ved acylering som f.
eks. acetylering og benzoylering. Specielt, dersom C-3-
hydroxyfunktionen findes i udgangsmaterialet, er det ned-
vendigt at beskytte ved acylering, da som allerede nzvnt
behandling af C-3-hydroxyvitamin D forbindelser eller ana-
loge med diethylaminosvovltrifluorid ferer til ugnsket
chromophoromlejring. Beskyttelse af hydroxygrupperne kan
let udfores ved velkendte metoder, og efter fluoreringen
kan acylgrupperne naturligvis let fjernes, dersom det on-
skes, ved hydrolyse under basiske betingelser.

Det vide anvendelsesomrdéde for den direkte fluoreringsproces,
hvor fluorvitamin D forbindelser med den almene formel

I og fluor-5,6-trans-vitamin D forbindelser med formel II
kan fremstilles ud fra udgangsmaterialerne med formlerne
III, IV og V illustreres nmrmere ved fglgende typiske om-

dannelser,

(1) 1la,25-dihydroxyvitamin D3-3-O-acyl""?1,25—difluor-
vitamin D3—3-O-acy1

(2) la-hydroxyvitamin D3-3—O-acy1 —> 1-fluorvitamin
D3-3—O-acyl



10

15

20

25

30

DK 156716B

(3) la,25-dihydroxy-6-methoxy-3,5-cyclovitamin Dy

i

trin 1 1'25_difluorfs—methoxy—3,5~cyclovitamin D,
(fluorering)

trin 2 1,25-difluorvitamin Dy + 1,25 difluor-5,6-
(solvolyse)

trans-vitamin D3

Som det vil fremgd, er det foranstdende reaktionsskema

kun illustrerende. Eksemplerne er opfert for at vise, at
fremgangsm3den tilvejebringer en bekvem indfersel af fluor
i ring A og eventuelt i steroidmolekylets sidekzde, og
specielt, at vitamin D forbindelser og analoge med fluor-
substituenter ved carbonatom 10g et vilkdrligt eller ved
flere af carbonatomerne 24, 25 eller 26 let kan fremstilles

ud fra de tilsvarende hydroxylerede udgangsmaterialer.

Som angivet ovenfor i skemaet giver fluorering af udgangs-
materialerne III eller IV de tilsvarende 1l-fluorforbin-
delser direkte, men afhzngigt af det anvendte udgangs-
materiale og det enskede produkt, kan et forudgdende
hydroxybeskyttelsestrin (acylering) og et efter-

folgende trin for fjernelse af beskyttelsen vere negdven-
dig. Med cyclovitamin D udgangsmaterialet med formel V .

er den totale proces og specielt fluoreringstrinnet det sam-
me, bortset fra at efter fluorindferslen kan der tilfgjes et
solvolysetrin for at udvinde bdde cis--og trans-formerne

af fluorvitaminforbindelserne. Solvolysetrimnet kan imid-
lertid formelt set betragtes som et altermativt trin til
fjernelse af beskyttelse, ved hvilket den "beskyttede" -
(dvs. for sjeblikket fraverende) C-3-substituent sdvel

som bdde den cis og trans trienchromophore atter gendannes.

Et foretrukkent middel til fluorering er diethylamino-

svovltrifluorid (Middleton, J. Org. Chem. 40, 574 (1975)).
Reaktionen udfgres bekvemt i et halogen-carbonhydridoples-=
ningsmiddel som f.eks. methylenchlorid, carbontetrachlorid

eller trichlorfluormethan ved lav temperatur f. eks.
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-78 °c. For at ombytte hydroxygrupperne med fluor er korte
reaktionstider f.eks. 15 - 45 minutter tilstrakkelige.
skent reagenset ogsd angriber ketogrupperne i molekylet,
gor det dette betydeligt langsommere, ©9 peskyttelsen af
eventuel tilstedevarende ketofunktioner er normalt ikke
nedvendig under de betingelser, hvor ombytning af hydroxy-

grupper enskes.

gom tidligere nzvnt og som illustreret i reaktionsskemaer-
ne ma eventuelle hydroxygrupper i udgangsmaterialet, der
ikke skal erstattes med fluor ved denne proces, acyleres
(f.eks. acetyleres eller benzoyleres). Specielt kra-

ver en hydroxyfunktion ved carbon 3 (sadledes som den al-
mindeligvis er til stede i vitamin D forbindelser eller
analoge) at blive beskyttet ved acylering, idet som navnt
ovenfor, fluorering i nervarelse af en C-3~hydroxygruppe
kan fore til uenskede forbindelser. Acylering af hydroxy-
grupper er naturligvis en velkendt fremgangsmdde, og den
udfores normalt ved at behandle hydroxyforbindelsen med

et acylerénde middel (f.eks. eddikesyreanhydrid, benzoyl-
chlorid) i et passendewoplgsningsmidde1 (f.eks. pyridin).
Primzre og sekundazre hydroxygrupper i vitamin D forbin-
delserne eller deres analage kan let acyleres under an-
vendelse af disse reagenser 09 oplesningsmidler ved stue-
temperatur (eller ved let forhgsjede temperaturer SO f.
cks. 50 °C) i lebet af 2 - 6 timer. Acylering af tertiemre
hydroxygrupper kraver naturligvis kraftigere reaktionsbetin-
gelser f.eks. forhgjede temperaturer (f.eks. 75 - 100 °C)
og passende reaktionstider f.eks. 4 - 24 timer. Det fore-
trakkes at udfere reaktionen under en nitrogenatmosfare
for at undgd dekomponering af materialet. Selektiv acyle-
ring af sarlige kemisk forskellige hydroxylgrupper kan
derfor let udferes. HvOr selektiv acylering af kemisk ens
hydroxygrupper Kraves, kan chromatografisk adskillelse af
forbindelserne vere nedvendig. g&ledes kan la-hydroxyvita-

min D3—3—acetat fremstilles ved at udfere en acetylering
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ved stuetemperatur og afbryde reaktionen, inden fuldstan-
dig acetylering er sket. Under disse betingelser fas en
blanding af 4 forbindelser: lo-hydroxyvitamin D3, la-hy-
droxyvitamin D3—1facetat, le~hydroxyvitamin D3—3~acetat
og la-hydroxyvitamin D3—1,3—diacetat, ud fra hvilken den
enskede forbindelse f.eks. la-hydroxyvitamin D3—3—acetat
(se reaktion 2) fas ved chromatografi. Andre delvis acy-
lerede forbindelser, der kraves som udgangsmaterialer for
den efterfeglgende fluorering (f.eks. som reaktionen 1)
kan fas pd analog made. Alternativt kan delvis acy-
lerede forbindelser fas ved ferst at acylere alle hydroxy-
grupperne og herefter fjerne en eller flere af acylfunk-
tionerne ved hydrolyse. Sdledes kan 1,25-dihydroxyvitamin
D3-3,25—di—0—acyl forbindelsen fas ved delvis hydrolyse
under basiske betingelser af 1,25—dihydroxyvitamin'D3_,
‘1,3,25-tri-0-acylderivatet. Eksemplerne er givet for

at vise, at mange forskellige metoder er kendte )

og mulige at anvende for at fremstille O-beskyttede vita-
min D forbindelser, sdledes som det kraves for den efter-

folgende fluorering.

Nir forste fluoret er blevet indfert i molekylet kan alle
eventuelle tilstedevarende acylgrupper fjernes ved basisk
hydrolyse f.eks. ved behandling af den acylerede fluorana-
loge med 5% KOH i MeOH ved en temperatur pa 25 - 80 °C i
1 - 4 timer. De herved fremkomne deacylerede fluorerede
forbindelser kan herefter bekvemt yderligere renses ved
chromatografi. Anvendelsen af cyclovitamin D forbindelser
med formel V giver naturligvis udgangsmaterialer med ind-
bygget beskyttelse af C-3-stillingen og den trienchromo-
phore, og med hensyn til fluoreringen kan den 3,5-cyclo-
propano-"beskyttende gruppe" betragtes ved oparbejdningen
som varende zkvivalent med 3-0-acylbeskyttelsen, ndr det
drejer sig om cis og transvitamin udgangsmaterialerne ITI
og IV, naturligvis bortset fra at eventuel "fjernelse af

beskyttelsen" fra disse cyclopropanmellemprodukter kraver
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syrekatalyseret solvolyse. Nir som helst et cyclovitamin-
udgangsmateruale barer hydroxyfunktioner, der ikke skal

fluoreres (f.eks. i sidekaden), kan disse hydroxyfunktio-
ner beskyttes ved acylering, idet man anvender fremgangs-

mader, der er fuldstandig analoge med de ovenfor beskrevne.

Fluorering af cyclovitamin D forbindelserne med formel V
udger en generel og bekvem metode til fremstilling at ba-
de fluorvitamin D forbindelser og fluor-5,6-transvitamin
D forbindelser med formlerne I og II, hvori R1 er valgt
blandt hydrogen, hydroxy, O-acryl eller 0-lavere-alkyl og

hvori R, R?, R4, R5 og R6 betegner de tidligere definerede

substituenter.

De negdvendige cyclovitamin D udgangsmaterialer kan bekvemt
fremstilles ud fra C-3-hydroxyvitamin D forbindelser ved
fremgangsmdderne omtalt af Sheves og Mazur (J. Am.Chem.
Soc. 97, 6249 (1975)) og Paaren et al. (Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 75, 2080 (1978)). Ved at anvende fremgangsmaden

ifelge opfindelsen fluoreres disse forbindelser let ved

carbon 1 og eventuelt ved en vilkarlig af sidekadestillingerne.

Efter indfersel af fluor kan fluorcyclovitaminderivaterne
underkastes syrekatalyseret solvolyse saledes som beskre-
vet af Sheves og Mazur og Paaren et al. i de ovenfor an-
forte litteraturhenvisninger for at give bdde fluorvitamin

D forbindelser og 5,6-trans-fluorvitamin forbindelser.

Disse C-~1-fluorerede cis og trans reaktionsforbindelser
kan let adskilles ved chromatografi pa dette stadium (sa-
ledes som beskrevet af Paaren et al. i den ovenfor navnte
litteraturhenvisning), og de kan hver for sig herefter un-
derkastes hydrolyse (hvis acylbeskyttelsen skal fjernes)
under anvendelse af standardbetingelserne beskrevet tid-
ligere f.eks. 0,1 M KOH i methanol ved 60 °C 1 1 - 4 ti-
mer. Det skal bemarkes, at fjernelsen af acylgrupperne

principielt (under anvendelse af de ovenfor navnte betin-
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gelser) kan udferes pa et hvilket som helst stadium efter
indferslen af fluor. Sdledes kan acylgrupperne fjernes
ogsd inden solvolysen eller inden adskillelsen af cis og
trans solvolyseprodukterne. Valget mellem disse mulighe-
der afhenger af praktiske hensyn og/eller det egnskede pro-
dukt. Sadvanligvis foretrakkes deacyleringen som det sid-

ste trin.

Afhzngig af de ngjagtige solvolysebetingelser fés 5,6-
cis og -transforbindelser med forskellige C-3-substituen-
ter. Dersom solvolysen udferes i et medium, der bestar

af vandig dioxan og en katalytisk mengde af p-toluen-
sulfonsyre far man fluorerede 5,6-cis og -transforbindelser,
der indeholder en C-3-hydroxysubstituent. Solvolyse af
fluorcyclovitamin D mellemprodukter i sure alkoholiske
oplosningsmidler (f. eks.methanol, ethanol, isopropanol)
forer til 3-0-alkyl-5,6-cis og -transforbindelser, hwvor
alkylgruppen svarer til alkyldelen af det anvendte alko-
holiske oplegsningsmiddel. Solvolyse af fluorcyclov1tam1n
D forbindelser i varm eddikesyre (f. eks. 50 - 60° ¢)
giver 5,6-cis og —transfluorvitamin D forbindelser inde-
holdende en C-3-acetoxysubstituent, og dersom solvoly-
sen af fluorcyclovitaminerne udferes i dioxan/myresyreop-
1gsningsmidler, fir man de tilsvarende 3-0-formyl-5,6-
cis og -transforbindelser. Dersom det gnskes, kan de C-
3-0-acylerede forbindelser let omdannes til de tilsvaren-
de C-3-hydroxyforbindelser ved mild basisk hydrolyse.

Fremstillingen af bdde 5,6-cis og 5, 6-trans-1—fluorv1ta—
min D forbindelserne (der let kan adskilles ved chroma-
tografi) ud £fra 3,5-cyclovitamin D udgangsmaterialerne

er et-fordelagtigt trzk ved demne fluorering, og C-l-flu-
orerede-3,5-cyclovitamin D derivaterne er hidtil ukendte
og szrdeles verdifulde mellemprodukter.



10

15

20

25

DK 156716B

13

EKSEMPEL 1

la-hydroxyvitamin D3;3—acetat:

la-hydroxyvitamin D3 (25 mg, 0,063 mmol) og eddikesyre-
anhydrid (50 /ul) i pyridin-benzen (2 ml, 1:1) opvarmes
under argon ved 50O C i L timer. Reaktionsblandingen af-
koles, vand og ether tilsettes, og faserne adskilles.

Etherlaget vaskes med wnd, 1 N HC1 (2 gange), fortyndet
NaHCO5, mettet NaCl og terres (NaZSOA). Oplegsnings-
midlet afdampes, og remanensen chromatograferes pd en
silicagelplade (20 x 20 cm, 0,75 cm tyk), der fremkal-
des med ethylacetat/“Skellysolve" B (1:1). Fire bédnd for
Rf 0,20, 0,38, 0,49 og 0,64 er synlige. Bandet ved Re
0,49 stemmer overens med forbindelsen la—hydroxyvitémin
D3-3—acetat, 6,0 mg (22%).

Bandene ved Ry 0,64, 0,38 og 0,20 stemmer overens med henholdsv
la-hydroxyvitamin D3—l,3-diacetat, la~hydroxyvitamin D3—
l-acetat og udgangsmaterialet (7,3 mg, 29%). Det uenskede
l-acetat og diacetatet slis sammen (6,8 mg, 23 - 25%)
hydrolyseres (1 m1 0,1 M KOH/MeOH; 1 ml ether, 1,25 timer ved
stuetemperatur) og slis herefter sammen med udgangsmate-

rialet for at give 14 mg la-hydroxyvitamin D3. Denne pro-

ces gentages yderligere 2 gange, hvorved man ialt far 12 mg
(43%) la-hydroxyvitamin D3-3—acetat :

UV (95% EtOH) N poy 2655\pin 2285 NMMR (270 MHz, CDC15)
d 0,54 (s, 18—CH3), 0,87 (d, J = 6,6 Hz, 26,27—(CH3)2),
0,92 (4, J = 6,1 Hz, 21-CHz), 2,03 (s, 3 AcO-), 4,41
m, 18-H), 5,02, 5,34 (19-H'er), 5,34 (3a-H), 6,02, 6,34
(AB kvartet, J = 11,4 Hz, 6 og 7 H'er).
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EKSEMPEL 2

1-fluorvitamin DB:

uv A

Til 2 mg lo-hydroxyvitamin DB-BB-acetat i CH2012 (0,4 ml)

ved -78° C smttes diethylaminosvovltrifluorid'(12/u1)
under kraftig omrering. Afkelingsbadet fjernes, og 5 mi-
nutter senere bratkeles reaktionen med 5% K,C03. Der til-

szttes ether, og faserne adskilles. Den organiske fase

vaskes med vand og saltoplesning, og der koncentreres

til 0,5 ml. Til den organiske fase smttes 0,1 M KOH/MeOH

(1 ml). Efter 1,5 timer ved stuetemperatur fjernes oples-
ningsmidlet, ether og vand tilsmttes, og man adskiller

faserne. Etherfasen vaskes med vand og saltoplegsning

og filtreres gennem Nazsoh. Den opndede remanens efter
afdampning af etheren chromatograferes over en

findelt silicagelsejle (5 /u—partikler, 0,7 x 25 cm),
der elueres med 0,5% isopropanol/hexan. Den gnskede for-
bindelse elueres i 78 ml (0,85 mg):

nax 265 N pip 226 nm, A max/)\min 2,1; NMR (benzen-
d6) J 0,63 (s, C-18 methyl), 0,98 (d, J = 6,1 Hz, C-26,
27 methyler), 1,01 (4, J - 6,5 Hz, C-21 methyl), 3,52

(m, Wy /o o4 Hz, 3a-proton), 4,71 (dublet af multipletter,
J = 50 Hz, Wy /o 20 Hz), 5,23, 5,55 (to s, 19-protoner),
6,38, 6,52 (ABq, J = 11 Hz, 6~ og 7-protoner); masse-
spektrum m/e (relativ intensitet) 402, 3320 (M*, 0,10,
beregnet til C,-H,;FO, 402,3298), 382 (M" -HF, 0,40),
364 (MY -HF-H,0, 0,28), 349 (M" -HF-H,0, 0,28), 349 (u*
~HF-H,0-CHy, 0,04), 289 (Mt -sidekede, 0,05), 269 (M*
-sideksde-HF, 0,08), 251 (M& -sidekade-HF-HZO, 0,10), 135
(1,00).

EKSEMPEL 3

la,25-dihydroxyvitamin D3-3-acetat:

la,25-dihydroxyvitamin D3 (25 mg) og eddikesyreanhydrid
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(50 /ul) i pyridin-benzen (12 ml, 1:1) opvarmes under
argon i 4 timer ved 500 C. Den szdvanlige oparbejdelse
giver en blanding af delvis acetylerede forbindelser (her-
under l-acetatet, 3-acetatet og 1,3-diacetatet) fra
hvilke det gnskede 3-acetat kan adskilles ved preparativ
lagchromatografi pd silicagel, der fremkaldes med 40% ethyl-
acetat i "Skellysolve" B. Recirkulering af det uom-
dannede udgangsmateriale og hydrolyse af det uenskede 1,3~

diacetat og l-acetat forbedrer totaludbyttet.

EKSEMPEL 4

1,25-difluorvitamin D33

la,25-dihydroxyvitamin D3-3—acétat (3 mg) i CH,Cl, behand-
les under argon ved --‘78o C med diethylaminosvovltrifluo-
rid (20 /ul). Man lader oplesningen opvarme til stuetem-
peratur, og der afkgles med 5% KZCOB‘ Oparbejdelse af re-
aktionsblandingen foregér sdledes som beskrevet i eksem-
pel 2. Chromatografi af det udvundne materiale pd en sili-
cagelplade, der fremkaldes med 25% ethylacetat i "Skelly-
solve" B, giver rent 1,25-difluorvitamin D3-3eacetat.
Hydrolyse (1 ml O,1 M KOH/MeOH, 1 ml ether, stuetemperatur,
2 timer) og chromatografi igen over silicagel (ethylacetat/
nSkellysolve" B) giver 1,25-difluorvitamin D3.

UV: A .. 265 nm; NMR 80,53 (3H.s.18-CH3) 0,93 (3H.d.J=6,0
HZ.Zl—CH3), 1,34 (6H.d.J=22Hz.26- og 27~CH3), 3.98 (1H.m.
3-H), 5,02 (1H.d-m.J=52Hz.1-H), 5,12 (lH.m(skarp), 19(2z)-
H), 5.41 (lH(skarp).l9(E)-H), 6,03 (1H.d4.J=11,0Hz.7-H),
6,44 (1H.d.J=11,0Hz.6-H); massespektrum, m/e.420 (M .20),
400 (70), 382 (35), 135 (100).
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EKSEMPEL

1,25-dihydroxyvitamin D -25-acetat:
a

En oplgsning af 10 mg 1,25-dihydroxyvitamin D3 opvarmes
ved 90° C i 16 timer under argon med 0,5 ml eddikesyre-
anhydrid i 2 ml pyridin. Den sedvanlige oparbejdning gi-
ver en blanding, ud fra hvilken 1,25-dihydroxyvitamin
D3-1,3,25-triacetatet (9,5 mg) fraskilles ved hjelp af
chromatografi pd et preparativt lag af silicagel, der
fremkaldes med 25% ethylacetat/"Skellysolve" B, eller ved hoj-
tryksveskechromatografi pa en silicagelsejle, der elueres
med en blanding af 0,5% 2—propanol i hexan. Selektiv
nydrolyse (0,1 M KOH/MeOH, ether, 1,5 timer, 25° ¢)

af 1-og 3 acetatgrupperne giver 7 mg 1,25-dihydroxyvitamin
D3-25—acetat, der renses ved chromatografi pd silicagel-
tyndtlagsplader, idet man anvender 50% ethylacetat 1
"Skellysolve" B som oplosningsmiddel.

EKSEMPEL 6

1,25-dihydroxyvitamin D.-3,25-diacetat:

1,25-dihydroxyvitamin D3—25—acetat (7 mg) acetyleres un-
der anvendelse af de i eksempel 1 beskrevne betingelser.
Fra blandingen af forbindelser isoleres 1,25-dihydroxy-
vitamin D3-3,25-diacetatet (4 mg) ved silicageltyndtlags-
chromatografi, idet man anvender ethylacetat/"Skellysolve"
B (1:1) som oplesningsmiddelsystem.

EKSEMPEL 7

1,25-difluor-6-methoxy-3,5-cyclovitamin D3:

En oplesning af 1 mg 1,25-dihydroxy-6-methoxy-3,5~cyclo-

vitamin D3 (fremstillet ved fremgangsmaden beskrevet af
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paaren et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 75, 2080 (1978))
i CH2C12 ved -78 °C under argon behandles med diethylamino
svovltrifluorid (2 mg). Efter 10 minutters forleb lader
man reaktionsblandingens temperatur stige til stuetempe-
ratur, og der bratkeles med 5% K,CO5. Efter den sadvanli-
ge oparbejdning (se eksempel 2) isoleres 1,25-difluor-6-
methoxy-3,5~cyclovitamin D, (250/ug) i ren form ved hjalp
af hojtryksvaskechromatografi, idet man anvender en sili-
cagelsgjle, der elueres med 10% tetrahydrofuran/hexan. Al-
ternativt kan forbindelsen renses ved tyndtlagschromato-
grafi p& silicagel, idet man anvender 20% ethylacetat i
"gkellysolve" B som fremkaldningsoplesningsmiddel.

NMR, 0,53 (3H.s.18-CH3), 0,98 (3H.d.J=6,0Hz.21—CH3), 1,34
(6H.d.J=22HzaZ6—og'27—CH3), 3,25 (3H.s.6-OCH3), 4,18 (1H.
d.J=9,6Hz.6-H), 4,97 (1H.d.J=9,6Hz,7-H), 5,18 (1H.dd.J=58
Hz.l1-H), 5,45 (1H.d.J=4,0Hz.19(z)-H), og 5,51 (15.4.J=4,0
Hz.19(E)-H); massespektrum: m/e 431 (M, 40), 402 (50), 271

(50), 245 (40), 135 (100).

Biologisk virkning af fluorvitamin D-forbindelserne

De omhandlede fluorvitamin D-forbindelser udviser signi-
fikant vitamin D-lignende biologisk virkning, nar de af-

proves over for vitamin D manglende dyr. Den vitamin D-
lignende virkning, som de omhandlede fluorvitamin D-for-

bindelser udviser, omfatter stimulering af tarmcalcium-
transporten, stimulering af calciummobiliseringen fra

knogler og kalcifikation af knogler. For at demonstrere
disse virkninger er et udmzrket forsegsdyr en fravennet

hanrotte holdt péd en vitamin D-manglende lav calciumdist

eller en vitamin D-manglende, lav-phosphordizt séledes

som beskrevet af Suda et al. dJ. Nutr. 100. 1049 (1970).
For dyr, der er holdt pd en lav calciumdizt, ken tarmcal-
ciumabsorptionen efterpreoves ved hjelp af den udkrenge-
de tarmteknik beskrevet af Martin og Deluca (Am. J.

_ Physiol. 216, 1351 (1969)) og knoglecalciummobiliseringen

xan bestemmes ved forsgelse af serumcalciumet, séledes
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som det er beskrevet af Blunt et al, Proc. Nat. Acad.

Sci. USA 61, 1503 (1968); graden af endochondral kalcifika-
tion kan efterproves ved "] inieforsegg"-metoden, der er
beskrevet i U.S. Pharmacopeia (15. reviderede udgave,

p. 889, Mack Publ. Easton, PA (1955)),idet man anvender
dyr, der er holdt pa en lavphosphordist. Under anvendelse
af disse metoder kan den biologiske virkning af de omhand-
lede 1-fluorvitamin D eller 1-fluor-5,6-trans-vitamin D-
forbindelser let eftervises. S8ledes bevirker 1-fluor-
vitamin D3 administreret intraperitonealt til rotter,

der er holdt pa& en vitamin D manglende lav-phosphordist
en signifikant kalcifikation af knogler, siledes som det
fremgdr af tabel 1.

TABEL 1

Antirakitis virkning af l-fluorvitamin D3 a

Daglig dosis Serum pho;phor Linie-forsegs-
_(ng)b (mg/100 ml) karakter
1,2-propandiol 3,1 ¥ 0,3 0

vitamin Dz (20) 4,5 % 0,3 3,6 £ 0,7
1-fluorvitamin

D5 (270) L0t 0,2 3,2 £ 0,4

8nata som middeltal = SEM af 3 - 5 rotter

bForszgsforbindelsen indgivet intraperitonealt i 1,2-
propandiol oplgsningsmiddel 1 7 dage.

Ligeledes frembringer administrering af 1-fluorvitamin
D3 +il vitamin D manglende dyr, der er holdt pa en lav
calciumdist, signifikent forsgelse af serumcalciumni-
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veauerne, og den stimulerer effektivt tarmcalciumtranspor-
ten, sdledes som det er vist ved typiske dosisresponsfor-

seg angivet i tabel 2.

TABEL 2

Dosisresponsdata for 1-fluorvitamin D3 a

Knoglecalciummobilisering

Serumcalcium Tarmcalcium-

Dosis (ng)b (mg/100 ml) transport
Ethanol (kontrol) 4,6 £ 0,1 1,7 ¥ o,2
Vitamin Dy (24) 5,2 % 0,2 3,11 0,3
1-fluorvitamin Dy (280) 5,1 £ 0,02 2,0 ¥ 0,2

n (700) 5,5 £ 0,2 2,7% 0,2

" (1260) 5,8 10,1 3,8 ¥ o,4

" (2450) 6,2 % 0,3 2,8 0,2

8ngta som middeltal £ SEM af 5 - 6 rotter.

bForbindelser administrerét ved intrajugular injektion i 50
/ul ethanoloplesningsmiddel.
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Patentkrzrav:

1. Fremgangsmide til fremstilling af 1-fluorvitamin D-for-
bindelser eller 1-fluor-5,6-trans-vitamin D-forbindelser
eller 1-fluor-3,5-cyclovitamin D-forbindelser, kende-
tegnet ved, at de tilsvarende 1-hydroxylerede vita-
min D-forbindelser eller l-hydroxylerede 5,6~trans-vitamin
D-forbindelser ellex l—hydroxylerede~3;5—cyclovitamin D-for~
bindelser, ewventuelt efter-beSkyttelsé.af en eller flere andre
hydroxylgrupper heri mod fluorering ved acylering, behand-
les med et dialkylaminosvovltrifluorid, hvorved hydroxylgrup-
pen, der findes i de behandlede forbindelser, erstattes med
fluor, og at den tilsvarende l-fluorerede forbindelse udvin-
des, og at forbindelsen, dersom den er en 1-fluoxr-3,5-cyclo-
vitamin D-forbindelse eventuelt underkastes syrekatalyseret
solvolyse, hvorved der opnds en blanding af 1-fluorvitamin-
D- og 1-fluor-5,6-trans-vitamin D-forbindelser, og at disse
udvindes hver for sig, og at eventuelt beskyttende acylgrup-
per, efter at fluoreringen er udfert, om gnsket fjernes ved

hydrolyse under basiske betingeiser.

2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k ende tegnet ved,
at man i udgangs- l-hydroxyvitamin D-forbindelserne eller
-1-hydroxy-5,6-trans-vitamin D-forbindelserne kun acylerer
en eventuel tilstedevarende C-3-hydroxyfunktion inden behand-

lingen med det fluorerende middel.

3. Fremgangsmiade ifslge krav 1-2, kend e tegnet

ved, at det fluorerende middel er diethylaminosvovltrifluorid.

4. Fremgangsmade ifslge et vilkdrligt af de foregdende
krav, k end e t egnet ved, at den fremstilledé for-

bindelse har en af formlerne:
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A

og hvori R; betegner hydrogen, hydroxy, O-acyl eller O-lavere
alkyl, og hvor

R3, Ré og R5 er valgt blandt hydrogen, hydroxy, O-acyl, O-
lavere alkyl og fluor, og hvor
R6 betegner hydrogen eller lavere alkyl.

5, Fremgangsmdde ifslge krav 4, kendetegnet ved, at
R3 0g R4 betegner hydrogen, hydroxy eller fluor.

6. Fremgangsmide ifelge krav 5, kendetegnet ved,
at R6 betegner methyl, og at forblndelserne har ergosterolslde—

kedens stereokemiske konfiguration.
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