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Fremgangsmdde til fremstilling af et la,3p,24-trihydroxy-
A’-steroid reprasenteret ved formlen (II):

hvori R, og R, uafhengigt af hinanden reprasenterer et hy-
drogenatom, eller R, og R, tilsammen danner en enkeltbin-
ding, R, reprasenterer en usubstitueret eller halogensub-
stitueret lavere alkylgryppe, og R, reprazsenterer et hy-
drogenatom, en hydroxygruppe eller en beskyttet hydroxy-
gruppe, i hvilken fremgangsmade der indgdr, at man reduce-

rer et la,2a-epoxy- &*¢-3,24-dioxosteroid, reprazsenteret
ved formlen (I):

hvori R;,, R,, R, og R, har de samme betydninger, som de

der er defineret 1 forbindelse med formel (II), under an-
vendelse af et alkalimetal eller jordalkalimetal og en
protondonor i et oplesningsmiddel, der omfatter ammoniak
eller amin. I denne fremgangsmidde omsattes 1 et tidligt
trin i reaktionen la,2a-epoxy- A‘°-3,24-dioxosteroid med

alkalimetallet eller jordalkalimetallet i nazrvarelse af en
protonacceptor, og det derved fremkomne mellemprodukt der-

efter omsattes i et senere trin i reaktionen med protondo-
noren.
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Opfindelsen angar en hidtii ukendt fremgangsméde til fremstilling af
1,3, 24-trihydroxy-A%-steroidforbindelser ud fra 1a,2a-epoxy-A*©-3,24-
dioxosteroidforbindelser. 1a,3B,24-trihydroxy-A°-steroidforbindelseme er nyt-
tige til fremstiling af derivater af 1a,24-dihydroxyvitamin D3 ifelge for
eksempel en fremgangsmade, der er beskrevet i JP ikke-behandlet pa-
tentpublikation 56-92266. Falgelig er den nzerveerende fremgangsmade en
enhedsfremgangsmade, der indgar i syntesen af derivater af vitamin Ds.

Som fremgangsméader til fremstilling af 10,3, -dihydroxy-A°-steroid-
forbindelser er der i JP patentpublikation 53- 9222, 53-24073 og 58-54160
gjort fremgangsmader kendt, i hvike 1a,2a-epoxy-A*°-3-oxosteroidfor-
bindelser reduceres ved hjselp af et alkalimetal og en protondonor i et blan-
det oplesningmiddel, der omfatter vaeskeformet ammoniak, men anvendel-
sen af disse konventionelle fremgangsmader til fremstilling af 1a,3B,24-
trihydroxy-A>-steroider giver et lavere udbytte end det, der opnas, nér disse
kendte fremgangsmader anvendes til fremstilling af 1a,3B-dihydroxy-A°-
steroider, og derfor er disse fremgangsmader ufordelagtige ud fra et industri-
eit synspunkt.

Ifelge Morisaki et al. (J.C.S. Perkin | 1421 (1975)) kan syntese af 1a,3(3,24%-
trihydroxycholest-5-en udferes ved reduktion af det tilsvarende 1o, 2a-epoxid
med lithiumammnoniumchlorid i vaeskeformigt ammoniak-tetrahydroxyfuran.

Fransk patent FR-A-1 081 424 angiver en fremgangsméde til fremstilling af
en 3p,24dihydroxy-A°-steroid og under anvendelse af et alkalimetalalkoholat

som reduktionsmiddel i et alkoholoplesningsmiddel sasom n-propylalkohol.

Derfor tilvejebringes der med opfindelsen en forbedret, hidtil ukendt frem-
gangsmade til fremstilling af 1a,3R,24-trihydroxy-A>-steroider ud fra 1a,2a-
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epoxy-A*°-3,24-dioxosteroider, hvilken fremgangsmade giver et hgjt udbytte

af den gnskede forbindelse.

Naermere bestemt tilvejebringes der med opfindelsen en fremgangsmade til
5 fremstilling af et 1a,38,24-trihydroxy-A>-steroid reprassenteret ved formlen

(i1):
R [1I)
3
3

'O
o
)

~
x

HO

hvori R1 og R; uafhaengigt af hinanden repraesenterer et hydrogenatom, eller
10 R1 og R tilsammen danner en enkeltbinding, Rs; repraesenterer en
usubstitueret eller halogensubstitueret lavere alkyl, og R4 repraesenterer et
hydrogenatom, hydroxy eller en beskyttet hydroxy, hvilken fremgangsmade
omfatter reduktion af et 1a,2a-epxoy-A*®-3,24-dioxosteroid repraesenteret

ved formlen (1):

(1]

15
hvori Ry, Rz, R3 og R4 har de samme betydninger som dem, der er defineret i

forbindelse med formel (1), under anvendelse af et alkalimetal eller
jordalkalimetal og en protondonor i et oplasningsmiddel, der omfatter
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ammoniak eller amin, kendetegnet ved, at i et ferste trin i reaktionen
omseettes 1a,2a-epoxy-A“'6-3,24—dioxosteroid med formlen (I) med
alkalimetallet eller jordal- kalimetallet i neerveer af et alkalimetalalkoxid af en
primeer alkohol med mindst to carbonatomer, og at et resulterende
mellemprodukt i et andet trin i reaktionen omsaettes med en protondonor.

Som beskrevet ovenfor giver fremgangsmaden i det tilfselde, i hvilket der an-
vendes en konventionel fremgangsmade tii fremstilling af 1a,3R-dihydroxy-
AS-steroid ud fra 1a,2a- epoxy-A*€-3-oxosteroid ved fremstilling af 1a,38,24-
trihydroxy-a°-steroid ud fra 1a,2a-epoxy-A*®-3,24- dioxosteroid, et lavt og
utilfredsstillende udbytte af det enskede steroid. For at klarlzegge arsagen ti
dette lave udbytte separerede og isolerede den naerveerende opfinder et
biprodukt dannet ved reduktion af 1a,2a-epoxy-A*®-3,24-dioxosteroid og
fandt, at en dimer repraesenteret ved formlen ([ll)

{III)

hvori R1, Rz, R3 0g R4 har de samme betydninger, som de, der er defineret i
forbindelse med formel (l), fremkommer, hvilket ferer til en saenkning af
udbyttet, men reduktionen af 1a,2a-epoxy-A*®-3-oxosteroid giver ikke en
tilsvarende dimer.
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Generelt kendes der til forhindring af dannelsen af en dimer en frem-
gangsmade, i hvilken der udferes en reaktion i nzervaer af en protondonor fra
et tidligt trin i reaktionen for at accelerere reduktionen af et anionradikal tit en
tilsvarende alkohol. lkke desto mindre fremmer anvendelsen af denne
fremgangsmade til reduktion af 1a,2a- epoxy-A*®-3,24-dioxosteroid ugnske-
de sidereaktioner, og derfor kan denne fremgangsmade ikke anvendes til det
neerveerende formal. De naervaerende opfindere fandt derefter som en
overraskelse, at dannelsen af en dimer kan forhindres ved at lade en
protonacceptor virke pad en ketondel i position 24 i et udgangssteroid i et
tidligt trin i reaktionen for at danne en mellemproduktenolanion, der ikke
reduceres, hvorefter der tilsaettes en protondaonor i et senere trin i reaktionen
for at omdanne enolanionen til en mellemproduktketon, der derefter redu-
ceres til den enskede alkohol.

I de ovenfor anfarte formler (1), (11} og (lll) er den usubstituerede lavere alky!
Cie-alkyl, sasom methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, isobutyl, eller
tert.-butyl, n-pentyl og forgrenede pentyler savel som n-hexyl og forgrenede
hexyler. Blandt de ovenfor anferte grupper er methyigruppen specielt
foretrukket. Den halogensubstituerede lavere alkyl som R; er for eksempel
en Cy.g-alkyl, der er mono-, di- eller trisubstitueret med fluor, chlor eller brom,
sasom en lavere alkyl, der er substitueret med fluor. Specielt er trifluor-
methylgruppen foretrukket.

Som beskyttelsesgrupper i den beskyttede hydroxygruppe af R, anfgres der
acylgrupper, der er afledt af aliphatiske eller aromatiske carboxylsyrer med 1-
12 carbonatomer, eller nitro-, halogen- eller alkoxysubstituerede derivater
deraf, sdsom acetyl, propanoyl, cyclohexanoyi, chloracetyl, bromacetyl,
benzoyl, p-brombenzoyl, p-nitrobenzoyl, ethylbenzoyl og lignende savel som
grupper, der danner en etherbinding med en hydroxygruppe, for eksempel
tert-butyl, benzyl, triarylmethyl, sasom triphenylmethyl, tetrahydropyranyl,
methoxymethyl, alkylsubstitueret silyl, sasom trimethylsilyl, og lignende.
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Blandt de ovenfor anfarte grupper er acetyl, benzoyl eller propanoyl fore-
trukket.

Protonacceptoren er et alkalimetalalkoxid, fortrinsvis et alkoxid af en primaer
alkoho! med lithium, kalium eller natrium, sasom lithiumethoxid, kalium-
methoxid, natriumethoxid, lithiumpropoxid, kaliumpropoxid, natriumpropoxid,
lithium-n-butoxid, kalium-n-butoxid eller natrium-n-butoxid.

Mzengden af protonacceptor sat til reaktionen er fortrinsvis en maengde pa 1-
30 aekvivalenter taget i forhold til maengden af udgangsmaterialet i form af
1a,2a-epoxy-A*©-3,24-dioxosteroid. En maengde pa mindre end 1 sekvivalent
giver ikke nogen virkning, og en meengde pa mere 30 aekvivalenter-proton-
acceptor fremmer en isomerisationssidereaktion, og derfor foretraekkes
anvendelsen af bade en for lille maengde og en for stor maengde proton-
acceptor ikke.

Protonacceptoren seettes fortrinsvis til reaktionsblandingen inden tilszetnin-
gen af alkalimetal eller jordalkalimetal.

Alkalimetallet anvendt i fremgangsmaden ifelge opfindelsen er et af: lithium,
natrium og kalium, fortrinsvis lithium. Det anvendte jordalkalimetal i frem-
gangsmaden ifeige opfindelsen er fortrinsvis calcium.

Maengden af alkalimetal eller jordalkalimetal, der anvendes, er ikke kritisk,
men er fortrinsvis 12-90 ackvivalenter, mere fortrinsvis 25-70 akvivalenter,
mest fortrinsvis 30-55 aekvivalenter taget i forhold til maengden af udgangs-

materialet 1a,2a-epoxy-A*®-3,24-dioxosteroid.

De aminer, der anvendes ved fremgangsmaden ifeige opfindelsen, er for
eksempel primaere, sekundzere og tertizere alkylaminer, for eksempel primze-
re lavere alkylaminer, sdsom methylamin og ethylamin, di-(lavere alkyl)ami-
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ner, sasom dimethylamin og diethylamin, og tri-(lavere alkyl)aminer, sdsom
triethylamin; diamin, for eksempel lavere alkendiamin, sasom ethylendiamin
og propylendiamin savel som maettede heterocykliske aminer, sdsom pipe-
ridin og piperazin.

Oplgsningsmidlet, der anvendes i blanding med ammoniak eller amin ved
fremgangsmaden ifelge opfindelsen, er ikke kritisk og eksemplificeres ved et
inert organisk oplasningsmiddel, sdsom ethylester, tetrahydrofuran, dioxan
eller hexan.

En koncentration af ammoniak eller amin i et blandet reaktionsmedium er
fortrinsvis 25-60 rumfangsprocent, mere fortrinsvis 35-50 rumfangsprocent.

Den mest foretrukne kombination af alkalimetal og ammoniak eller amin er

kombinationen af lithium og ammoniak.

Ifelge opfindelsen szettes der i et senere trin af reaktionen en protondonor til
reaktionsblandingen. Protondonoren, der indgar i opfindelsen, er for eksem-
pel ammoniumsalte og aminsalte, for eksempel de salte, der er afledt af mi-
neralsyrer, sasom halogenider, sasom fluorid og chilorid, nitrater og suifater.
Alkohol, for eksempel en lavere alkohol, sdsom methanol og ethanol, kan
ogsa virke som protondonor. Maengden af protondonor er fortrinsvis 50-250
eekvivalenter, mere fortrinsvis 100-200 aekvivalenter, mest fortrinsvis 150-180
sekvivalenter, taget i forhold til det anvendte 1a,2ac-epoxy A*°-3,24-di-

oxosteroid.

For at udfere fremgangsmaden ifglge opfindelsen oplaser man farst et alka-
limetal eller jordalkalimetal og en protonacceptor i ammoniak eller amin pa
vaeskeform, og til denne oplgsning szetter man drabevis 1a,2a-epoxy-A*®-
3,24-dioxosteroid, der er oplgst i et inert oplesningsmiddel, og derefter saet-
ter man en protondonor til reaktionsblandingen. Reaktionen udferes for-



10

15

20

25

30

DK 174183 B1

trinsvis under omrering og under fiernelse af fugtighed ogleller oxygen fra

reaktionen.

Ifelge opfindelsen frembringes der 1a,30,24-trihydroxy- AS-steroider i et hajt
udbytte, og pa denne made formindskes prisen pa det endelige produkt,
nemlig 1a,24-dihydroxyvitamin D.

Eksemopler

Opfindelsen vil nu blive yderligere illustreret ved hjeelp af de felgende
eksempler og sammenligningseksempler.

Sammenligningseksempel 1

Fremstilling af 1a,3R-dihydroxycholest-5-en

Farst blev 2,60 g (en maengde pa 40 zekvivalenter) lithiummetal oplest i 130
ml veeskeformig ammoniak under en nitrogenatmosfeere, og til denne
oplesning blev der drabevis sat 3,60 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3-on
oplast i 150 ml tetrahydrofuran i 90 minutter, medens der i reaktionsblan-
dingen blev opretholdt en temperatur pa —75 °C. Efter at der var gaet 60
minutter, blev der tilsat 36 g (en maengde pa 72 sekvivalenter) af den totale
maengde ammoniumchlorid i ti portioner med intervaller p&4 10 minutter, og
omraringen blev fortsat, indtil lithiumiaget forsvandt.

Dernzest blev - efter afdampning af det meste af ammoniakken fra reak-
tionsblanding ved stuetemperatur - der sat vand til reaktionsblandingen, som
derefter blev ekstraheret med ethylacetat. Ekstrakten blev i reekkefelge
vasket med 1 N saltsyre, en meettet vandig oplasning af natriumhydro-
gencarbonat og en masttet vandig oplesning af natriumchlorid, terret over
magnesiumsulfat og koncentreret til tarhed. Resten blev chromatograferet pa
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en “tier-meengde” silicagel under anvendelse af benzen/acetone som
elueringsmiddel, og man fik 1a,3B-dihydroxycholest-5-en i et udbytte pa
78%.

Sammenligningseksempel 2

Fremstilling af 1a,3R,24-trihydroxycholest-5-en

Farst blev 2,79 g (en maengde pa 55 aekvivalenter) lithiummetal oplest i 130
ml veeskeformig ammoniak under en nitrogenatmosfaere, og tii denne
oplgsning blev der drabevis sat 3,00 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3,24-
dion opl@st i 150 ml tetrahydrofuran i 90 minutter, medens der i reaktions-
blandingen blev opretholdt en temperatur pa =75 °C. 60 minutter senere blev
der tilsat 37,2 g (en maengde pa 95 aekvivalenter) af den totale maengde
ammoniumchlorid i ti portioner med intervaller pa 10 minutter, og omreringen
blev fortsat, indtil lithiumlaget forsvandt.

Dernzest blev - efter afdampning af det meste af ammoniakken fra reak-
tionsblandingen ved stuetemperatur - den samme fremgangsméade som den
i sammenligningseksempel 1 beskrevne fremgangsmade udfert, og man fik
10,3B,24-trihydroxycholest-5-en i et udbytte pa 60%, hvilket var lavere end
udbyttet for 1a,3R-dihydroxycholest-5-en i sammenligningseksempel 1.

En analyse af produktet viste, at produktet indeholdt en betydelig maengde
dimer af 1a,3B,24-trihydroxycholest-5-en.

Eksempel 1

Fremstilling af 1a,3R,24-trihydroxycholest-5-en
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Farst blev 2,79 g (en maengde pa 55 aekvivalenter) lithiummetal og 3,4 g (en
maengde pa 10 aekvivalenter) lithiumethoxid oplest i 130 ml veaeskeformig
ammoniak under en nitrogenatmosfeere, og til denne oplasning blev der
drabevis sat 3,00 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3,24-dion oplest i 150 ml
tetrahydrofuran i 90 minutter, medens der i reaktionsblandingen blev opret-
holdt en temperatur pa —75 °C. S& 60 minutter senere blev der tilsat 3729
(en maengde pa 95 eekvivalenter) ammoniumchlorid i ti portioner med inter-
valler pa 10 minutter, og omraringen blev fortsat, indtil lithiumlaget forsvandt.

Dernzest blev - efter afdampning af det meste af ammoniakken fra reak-
tionsblandingen ved stuetemperatur - den samme fremgangsmade som den
i sammenligningseksempel 1 beskrevne fremgangsméade udfart, og'man fik
1a,3R,24-trihydroxycholest-5-en i et udbytte pa 79%.

En sammenligning af produktet fra eksempel 1 med produktet fra sammen-

ligningseksempel 2 ved hjzelp af HPLC-analyse viste, at produktet fra eksem-
pel 1 i alt veesentligt ikke indeholder dimerbiproduktet.

Sammenligningseksempel 3

Fremstilling af 10,3R,24-trihydroxycholest-5-en

Forst blev 1,80 g (en maengde pa 35 zekvivalenter) lithiummetal oplest i 130
ml vaeskeformig ammoniak under en nitrogenatmosfeere, og til denne
oplesning blev der drabevis sat 3,00 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3,24-
dion oplest i 150 ml tetrahydrofuran i 90 minutter, medens der i reaktions-
blandingen blev opretholdt en temperatur pa —75 °C. S& 60 minutter senere
blev temperaturen i reaktionsblandingen foraget til -34 °C i ca. 30 minutter,
og til blandingen blev der drabevis sat 40,3 g (en meengde pa 120
aekvivalenter) ethanol, og omraringen blev fortsat, indtil lithiumlaget, der som
et vaeskelag flyder oven pa reaktionsblandingen, forsvandt. Dernaest blev -
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efter afdampning af det meste af ammoniakken fra reaktionsblandingen ved
stuetemperatur - den samme fremgangsmade som den i sammenlignings-
eksempel 1 beskrevne fremgangsméade udfert, og man fik 1q,3R,24-
trihydroxycholest-5-en i et udbytte pa 63%.

Sammenligningseksempel 4

Fremstilling af 1a,3R,24-trihydroxvcholest-5-en

Forst blev 1,80 g (en maengde pa 35 aekvivalenter) lithiummetal og 40,3 g
(en maengde pa 120 aekvivalenter) oplast i 130 ml vaeskeformig ammoniak
under en nitrogenatmosfeere, og til denne oplpsning blev der drabevis sat
3,00 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3,24-dion oplgst i 150 ml tetrahydro-
furan i 90 minutter, medens der i reaktionsblandingen blev opretholdt en
temperatur pa 75 °C. 84 60 minutter senere blev temperaturen i reak-
tionsblandingen foreget til -34 °C i ca. 30 minutter, og omraringen blev
fortsat, indtil lithiumlaget, der som et vaeskelag flyder oven pa reaktionsblan-
dingen, forsvandt.

Dernzest blev - efter afdampning af det meste af ammoniakken fra reak-
tionsblandingen - den samme fremgangsmade som den i sammenlig-
ningseksempel 1 beskrevne fremgangsmade udfort, og man fik 1a,3R,24-
trinydroxycholest-5-en i et udbytte p4 20%. En HPLC-analyse af produktet
viste, at produktet indeholdt en betydelig maengde 1a,3B,24-trihydroxy-
cholest-6-en, selv om der var dannet meget lidt af dimerbiproduktet.

Eksempel 2-4

Fremstilling af 1a,3R,24-trihydroxycholest-5-en
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Farst blev 1,8 g (en maengde pa 35 aekvivalenter) lithiummetal og et i tabel 1
vist alkoxid (en maengde pa 10 aekvivalenter) oplast i 130 ml vaeskeformig
ammoniak under en nitrogenatmosfeere, og til denne oplasning blev der
drabevis sat 3,00 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3,24-dion oplest i 150 ml
tetrahydrofuran i 90 minutter, medens der i reaktionsblandingen blev opret-
holdt en temperatur pa =75 °C. Sa 60 minutter senere blev temperaturen i
reaktionsblandingen forgget til ~34 °C i ca. 30 minutter, og omraringen blev
fortsat, indtil et lithiumlag, der som et veeskelag flyder oven pa reaktions-
blandingen, forsvandt.

Dernzest blev - efter afdampning af det meste af ammoniakken fra
reaktionsblandingen ved stuetemperatur - den samme fremgangsmade som
den i sammenligningseksempel! 1 beskrevne fremgangsméade udfert, og man
fik 1a,31%,24-trihydroxycholest-5-en i et udbytte, der er vist i tabel 1.

Tabei 1
Eksempel Alkoxid Udbytte (%)
nr.
2 lithiumethoxid 80
3 lithium-n-butoxid 79
4 natriumethoxid 85

Som det ses af tabel 1, giver tilseetningen af et alkoxid af en primaer alkohol,
der indeholder i det mindste to carbonatomer, med et alkalimetal i et tidligt
trin i reaktion et udbytte, der er betydeligt hojere end udbytterne i de for-
udgéende sammenligningseksempler.

Sammenligningseksempel 5

Fremstilling af 1a,3R,24-trihydroxycholest-5-en
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Ferst blev 1,80 g (en maengde pa 35 aekvivalenter) lithiummetal oplast i 130
ml veeskeformig ammoniak under en nitrogenatmosfaere, og til denne
oplesning blev der drabevis sat 3,00 g 1a,2a-epoxycholesta-4,6-dien-3,24-
dion oplgst i 150 ml tetrahydrofuran i 90 minutter, medens der i reaktions-
blandingen blev opretholdt en temperatur pa —75 °C. Efter at tilsaetningen var
bragt til ende, blev 3,4 g (en maengde pa 10 aekvivalenter) lithiumethoxid sat
til reaktionsblandingen. S& 60 minutter senere blev temperaturen i reak-
tionsblandingen foraget til =34 °C i ca. 30 minutter, og til blandingen blev der
drabevis sat 40,3 g (en maengde pad 120 akvivalenter) ethanol, og
omreringen blev fortsat, indtil et lithiumlag, der som et vaeskelag flyder oven
pa reaktionsblandingen, forsvandt.

Dernaest blev - efter afdampning af det meste af ammoniakken fra reak-
tionsblandingen - den samme fremgangsmade som den i sammenlig-
ningseksempel 1 beskrevne fremgangsmade udfert, og man fik 1a,3R,24-
trihydroxycholest-5-en i et udbytte pa 60%. Som det ses af dette resultat,
foregede tilsaetningen af lithiumethoxid som en protonacceptor pa et senere
trin i reaktionen ikke udbyttet.
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PATENTKRAYV

1. Fremgangsmade til fremstiling af et 1a,3[3,24-trihydroxy-A5-steroid

repraesenteret ved formlen (If):

1
R II
MRi ( )

RO

hvori Ry og R, uafhaengigt af hinanden repraesenterer et hydrogenatom, eller
R; og Rz tilsammen danner en enkeltbinding, Rs repreesenterer en
usubstitueret eller halogensubstitueret lavere alkyl, og R4 repraesenterer et
10 hydrogenatom, hydroxy eller en beskyttet hydroxy, hvilken fremgangsmade
omfatter reduktion af et 1a,2a-epoxy-A*®-3,24-dioxosteroid repreesenteret

ved formlen (l):

{1)

15 hvori R4, Rz, R3 og R4 har de samme betydninger som dem, der er defineret i
forbindelse med formel (ll), under anvendelse af et alkalimetal eller
jordalkalimetal og en protondonor i et oplasningsmiddel, der omfatter
ammoniak eller amin, kendetegnet ved, atietferste trin i reaktionen
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omsaettes  1a,20-epoxy-A*t-3,24-dioxosteroid med formlen (1) med
alkalimetallet eller jordal- kalimetallet i naervaer af et alkalimetalalkoxid af en
primaer alkohol med mindst to carbonatomer, og at et resulterende mellem-
produkt omsazettes i et andet trin i reaktionen med en protondonor.
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