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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania 25-hydroksyprowitaminy Ds, cholesta-
-5,7- dieno-3p,25-diolu (wzér 1) z 7-dehydrocholesterolu (wzér 2). Sposéb syntezy obejmuje zabezpie-
czenie grup funkcyjnych w 7-dehydrocholesterolu (grupy hydroksylowej i wigzan podwadjnych), regiose-
lektywng hydroksylacje w pozycji 25 i finalne usuniecie grup zabezpieczajgcych.

wzor 1 wzor 2

Cholesta-5,7-dieno-3p,25-diol (wzor 1) jest stosowany do wytwarzania 25-OH-Dzs (inne nazwy:
hydroksycholekalcyferol, kalcydiol, kalcyfediol, solcidiol). W poréwnaniu z cholekalcyferolem (wita-
mina Ds), jego 25-hydroksylowa pochodna lepiej wchtania sie z przewodu pokarmowego (niemal
w 100%) z powodu bardziej hydrofilowego charakteru. Zaleca sie stosowanie takiej formy witaminy D
pacjentom, ktérzy cierpig z powodu schorzen watroby oraz osobom otytym.

Witaminy z grupy D s3g rozpuszczalnymi w tluszczach zwigzkami steroidowymi. Majg one wielo-
stronne dziatanie fizjologiczne, polegajgce przede wszystkim na regulacji gospodarki wapniowo-fosfo-
ranowej oraz utrzymywaniu prawidtowej struktury i funkcji kos¢ca. Witamina D3 jest powszechnie sto-
sowana w profilaktyce krzywicy oraz w leczeniu hipokalcemii i osteoporozy. Ponadto uczestniczy ona
w zjawiskach odpornosciowych oraz proliferacji i roznicowaniu komérek, zapobiega powstawaniu ko-
morek nowotworowych. Moze zmniejszac ryzyko zachorowania na grype i Covid-19. Witaminy D po-
wstajg z prowitamin, ktérymi sg wystepujacy w drozdzach ergosterol (prowitamina D2) oraz 7-dehydro-
cholesterol (prowitamina D3). Ten ostatni zwigzek wystepujgcy w skérze organizmow zwierzat ulega
pod wptywem promieniowania stonecznego izomeryzacji poczatkowo do prewitaminy, ktéra z kolei na
skutek cieptoty ciata przeksztatca sie w witamine D3 (cholekalcyferol). Witaminy D tradycyjnie zalicza
sie do witamin, chociaz petnig one w organizmie cziowieka funkcje prohormonéw, gdyz w wyniku prze-
ksztatcen metabolicznych ulegajg aktywacji do form hormonalnie aktywnych.

Po potaczeniu z biatkiem wigzgcym witamina Ds jest transportowana do watroby, gdzie ulega
pierwszej hydroksylacji w pozycji 25. W tej postaci (25-OH-Ds) krgzy w organizmie i dociera do nerek
(a takze do niektérych innych tkanek, np. skéry oraz komérek odpornosciowych), gdzie zachodzi druga
hydroksylacja w pozycji 1a. Powstaje w ten sposéb 1a,25-(OH)2Ds (cholekalcytriol), czyli hormon wita-
minowy. W procesach hydroksylacji uczestniczy zespoét hydroksylaz nalezacych do cytochromu P450.

Do tej pory opisano kilka metod syntezy cholesta-5,7-dieno-33,25-diolu. W charakterze substra-
téw stosowane byly m.in. desmosterol, ergosterol, stigmasterol, kwas cholenowy, cholesterol.

Z desmosterolu:

e Hydroksyrteciowanie (Hg(OAc)2, NaBH4) wigzania podwojnego C24-C25 w desmosterolu
(Shul'man, A. I.; Mikhailova, N. P.; Sarkisov, Yu. S.; V'yunov, K. A., Zh. Org. Khim. 1988, 24,
2342-2346).

o Epoksydowanie wigzania podwdjnego w tancuchu bocznym desmosterolu za pomocg kwasu
m-chloroperoksybenzoesowego, a nastepnie redukcja LiAlH4 (Shul'man, A. |.; Mikhailova,
N. P.; Viktorovskii, I. V.; V'yunov, K. A., Zh. Obsh. Khim. 1988, 58, 214-223).

o Hydroksybromowanie wigzania podwdjnego w fancuchu bocznym desmosterolu za pomocg
NBS, a nastepnie redukcja LiAlH4 (Sun, B; Jin, C; Su, W., J. Chem. Res. 2016, 40, 213-215).

Z ergosterolu lub stigmasterolu:

o Ozonoliza wigzania C22-C23 w zabezpieczonym ergosterolu, a nastepnie kilkuetapowa od-
budowa tancucha bocznego z jednoczesnym prowadzeniem grupy 25-OH z wykorzystaniem
reagentdw magnezo- lub miedzio-organicznych (Scherlitz-Hofmann, I.; Dubs, M.; Prousa,
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R.; Schonecker, B.; Droescher, P.; Schick, H; Schrétter, E., Synthesis 1999, 1331-1334;
Fuse, S.; Mifune, Y.; Tanabe, N.; Takahashi, T., Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 5205-5211;
Tachibana, Y.; Yokoyama, S.; Tsuji, M., Bull. Chem. Soc. Jpn. 1989, 62, 2599-2603; Datla,
A.; Nagre, P.; Tamore, J.; Prabhu, M. S.; Kadam, S. V., WO 2021/005619 Al).
e Podobna synteza ze stigmasterolu jako substratu. W tym jednak przypadku zachodzi dodat-
kowo koniecznos¢ wprowadzenia podwdjnego wigzania C7-C8 na drodze allilowego bromo-
wania i dehydrobromowania (Datla, A.; Nagre, P.; Tamore, J.; Prabhu, M. S.; Kadam, S. V.;
Shirsath, A., WO 2020/225830 A1l).
e Synteza cholesta-5,7-dieno-33,25-diolu i jego pochodnych z (20S)-20-formylo-33-hydroksy-
pregn-5-en-7-onu (otrzymanego na drodze ozonolizy wigzania podwojnego C22-C23 w za-
bezpieczonym stigmasterolu), ktérej kluczowe etapy to: wprowadzenie tancucha bocznego
Z grupg 25-OH z wykorzystaniem reakcji Wittiga, konstrukcja uktadu 5,7-dienowego oraz se-
lektywna redukcja wigzania podwdjnego w fancuchu bocznym (William G. Salmond, 1976,
US4116985A).
Z kwasu cholenowego:
e Synteza z kwasu cholenowego polegajgca na homologacji tancucha bocznego metodg
Arndta-Eisterta, wprowadzeniu wigzania podwdjnego C7-C8 oraz reakcji Grignarda
z CHsMgBr (Campbell, J. A.; Squires, D. M.; J. C. Babcock, Steroids 1969, 13, 567-577).
Kutner et al, zaproponowali alternatywng synteze tego samego homocholenianu polegajgcg
na zamianie grupy karboksylowej na brom, a nastepnie reakcji bromku steroidowego z malo-
nianem metylu i demetoksykarbonylacji (Kutner, A.; Chodynski, M.; Masnyk, M.; Wicha, J.,
Org. Proc. Res. Dev. 1998, 2, 290-293).
Z cholesterolu:
e Ozonowanie dibromo pochodnej cholesterolu zaadsorbowanej na suchym zelu krzemionko-
wym (Cohen, Z.; Mazur, Y., J. Org. Chem. 1979, 44, 13, 2318-2320).
o Reakcja Grignarda otrzymanego z cholestesterolu 33-hydroksy-27-norcholesta-5,7-dien-25-
-onu z CHsMgl (Blunt, J. W.; DelLuca, H. F., Biochemistry 1969, 8, 671-675).
e Enzymatyczne metody C25 hydroksylacji roznych pochodnych cholesterolu, w tym 7-dehy-
drocholesterolu. Przy zastosowaniu steroidowej C25 dehydrogenazy, ktéra nalezy do rodziny
enzymow zawierajgcych molibden, uzyskano 25-hydroksy-pochodng z wydajnoscig 99%
(Warnke, M.; Jung, T.; Dermer, J.; Hipp, K.; Jehmlich, N.; von Bergen, M.; Ferlaino, S.; Fries,
A.; Miller, M.; Boll, M., Angew. Chem, Int. Ed. 2016, 55, 1881-1884).
Nalezy zauwazy¢, ze metodg enzymatyczng mozna przeprowadzi¢ 25-hydroksylacje nie tylko
7- dehydrocholesterolu (prowitaminy), ale takze gotowej witaminy Dz (Rugor, A.; Szaleniec, M.; Staron,
J. PL 2015/235932B1). Niedawno opublikowano mikrobiologiczny sposéb regioselektywnej hydroksyla-
cji w pozycje 25 adduktu Dielsa-Aldera 7-dehydrocholesterolu przy uzyciu halofilowych bakterii Actino-
polyspora actinomycetes (CN111892637A, Shandong Haineng Bioengineering Co LTD; Shandong Ha-
ineng Pharmaceutical Co LTD, 2020-11-06).

Wsrod opisanych metod wyrdzniajg sie swojg prostotg syntezy cholesta-5,7-dieno-3p,25-diolu
z desmosterolu. Jednak surowiec ten jest trudnodostepny, podobnie jak kwas cholenowy, ktory nalezy
do rzadkich kwasow zétciowych. Sterol roslinny stigmasterol i produkowany przez drozdze ergosterol
sg tatwo dostepne, ale opisane z tych surowcow syntezy, polegajgce na degradac;ji tancucha bocznego,
a nastepnie jego odbudowy, sg wieloetapowe i dos¢ ktopotliwe. Najwiekszy potencjat majg metody po-
legajgce na bezposredniej hydroksylacji pozycji C25, w tym metody mikrobiologiczne, najczesciej pole-
gajace na wykorzystaniu oczyszczonych enzyméw. Wadg tych metod jest jednak ktopotliwy proces wy-
odrebniania produktu hydroksylacji z mieszaniny reakcyjnej. Z tego powodu Tworcy niniejszego wyna-
lazku podjeli poszukiwania prostych metod chemicznych, ktére pozwolityby na selektywng hydroksyla-
cje trzeciorzedowego atomu wegla C25. Ze wzgledu na podatnos¢ ukiadu dienowego i grupy 3p-hy-
droksylowej w 7-dehydrocholesterolu na utlenianie nalezy je odpowiednio zabezpieczy¢, w sposob
umozliwiajgcy fatwe ich odtworzenie.

Celem niniejszego wynalazku bylo opracowanie nowego sposobu wytwarzania cholesta-

-5,7- dieno-3p,25-diolu z 7-dehydrocholesterolu na drodze czysto chemicznej, bez koniecznosci ucie-
kania sie do metod mikrobiologicznych.

Cel ten zostat osiggniety w wyniku czteroetapowej syntezy cholesta-5,7-dieno-3p3,25-diolu

(wzor 1) z 7-dehydrocholesterolu (wzor 2), tatwo dostepnego znanymi metodami z cholesterolu.
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A zatem, przedmiotem niniejszego wynalazku jest sposéb wytwarzania cholesta-5,7-dieno-3p,25-
-diolu o0 wzorze 1

wzor 1

z 7-dehydrocholesterolu o wzorze 2

wWzOor 2

HO

obejmujacy etapy, w ktérych

a) zabezpiecza sie ugrupowanie dienowe w 7-dehydrocholesterolu o wzorze 2 w postaci ad-
duktu Dielsa-Aldera w reakcji cykloaddycji z cyklicznym albo tancuchowym azadienofilem;

b) zabezpiecza sie grupe 3p-hydroksylowg w 7-dehydrocholesterolu o wzorze 2 w postaci estru
lub eteru w reakcji estryfikacji lub eteryfikacji z wytworzeniem 7-dehydrocholesterolu z zabez-

pieczonym ugrupowaniem dienowym i zabezpieczong grupa 3p-hydroksylowg o wzorze 3
albo o wzorze 4 albo o wzorze 5,

wzor 3 e
wzor 4

nasycony lub aromatyczny piecio- lub R = acyl, alkil, trialkilosilil
" szescioczionowy hetero- lub karbo-
cykliczny pierscien
R = acyl, alkil, trialkilosilil
R =H, alkil, aryl, halogen, nitro

R4 = alkil, aryl, acyl
X=Club N
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wzOor 5

R = acyl, alkil, trialkilosilil
X, Y = alkil, aryl, alkoksyl, NH, NHR', N(R');,
gdzie R'= alkil, aryl,

w ktérym
acyl oznacza Ci-1s alkanoil, Cs-1s alkenoil, Ce-10 aryl-C(O)-, przy czym kazda z tych grup moze by¢
dowolnie podstawiona grupami, takimi jak C1-6 alkil, C16 alkoksyl, halogen, NOz;
alkil oznacza prosty lub rozgateziony tancuch weglowodorowy o dtugosci Ci.1s;
Ci.18 alkanoil oznacza Ci-17 alkil-C(O)-;
Cs.1s alkenoil oznacza Cs.17 alkenyl-C(O)-, gdzie alkenyl to prosty lub rozgateziony fancuch we-
glowodorowy zawierajgcy wigzanie podwajne;
trialkilosilil oznacza grupe R1(R2)(R3)Si, gdzie podstawniki R1, Rz, Rs 0znaczajg niezaleznie Ci-1s
alkil albo Ce-10 aryl;
aryl oznacza grupe zawierajgcg od 6 do 10 atoméw wegla i co najmniej jeden pierscien aroma-
tyczny, korzystnie fenyl,
alkoksyl oznacza grupe Ci.1g alkil-O-;
halogen oznacza chlor, brom, jod;
przy czym kolejnos¢ etapow a) i b) jest dowolna;
Cc) po czym przeprowadza sie regioselektywng hydroksylacje w pozycji 25 zabezpieczonego
7- dehydrocholesterolu o wzorze 3 albo o wzorze 4 albo o wzorze 5 z wytworzeniem zwigzku
0 wzorze 6 albo o wzorze 7 albo o wzorze 8,

wzOr 6 wzor 7

O ,:‘ _'_R1
.} nasycony lub aromatyczny pigcio- lub R = acyl, alkil, trialkilosilil
" szesciocztonowy hetero- lub karbo- R, = alkil, aryl, acyl
cykliczny pierscien X=ClubN

R = acyl, alkil, trialkilosilil
R4 = H, alkil, aryl, halogen, nitro
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wzor 8

R = acyl, alkil, trialkilosilil
X, Y = alkil, aryl, alkoksyl, NH> NHR, NR;

w ktérym wszystkie podstawniki majg takie same znaczenia jak zdefiniowano powyzej dla wzoréw
od 3 do 5; a nastepnie

d) usuwa sie grupy ochronne z zabezpieczonego 7-dehydrocholesterolu hydroksylowanego

w pozycji 25 z wytworzeniem cholesta-5,7-dieno-3f,25-diolu o wzorze 1 z odtworzonym ukta-
dem 5,7-dien-3p-olu,

charakteryzujacy sie tym, ze

regioselektywng hydroksylacje w pozycji 25 przeprowadza sie, stosujgc:

metylotrifluorometylodioksiran generowany in situ z trifluoroacetonu przy uzyciu monoperoksy-
siarczanu potasu w buforze o pH 7-8 w ukfadzie dwufazowym chlorek metylenu/woda albo chloro-
form/woda w obecnosci katalizatora przeniesienia miedzyfazowego albo w mieszaninie acetonitryl/woda

albo

dimetylodioksiran generowany in situ z acetonu przy uzyciu monoperoksysiarczanu potasu w bu-
forze o pH 7-8 w uktadzie dwufazowym chlorek metylenu/woda albo chloroform/woda w obecnosci ka-
talizatora przeniesienia miedzyfazowego albo w mieszaninie acetonitryl/woda lub aceton/woda w tem-
peraturze od 0°C do temperatury pokojowej

albo

trifluorooctan chromylu wytwarzany in situ z bezwodnika trifluorooctowego i bezwodnika chromo-
wego, przy czym:

— reakcje utleniania prowadzi sie przez 5 do 15 minut w temperaturze -18°C,

— oziebiony roztwor zwigzku o wzorze 3 albo o wzorze 4 albo o wzorze 5 w chlorku metylenu

albo czterochlorku wegla dodaje sie jednorazowo do roztworu trifluorooctanu chromylu
w czterochlorku wegla.

Korzystnie, w etapie b) reakcje estryfikacji prowadzi sie, stosujgc bezwodnik octowy.

Sposéb otrzymywania cholesta-5,7-dieno-3p,25-diolu, wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym,
ze najpierw zabezpiecza sie podatny na utlenianie uktad dienowy w pierscieniu B i grupe hydroksylowag
w pozycji 3. W tym celu 7-dehydrocholesterol poddaje sie reakcji cykloaddycji z cyklicznym lub fancu-
chowym azadienofilem np. ftalazyno-1,4-dionem lub 4-fenylo-1,2,4-triazolo-3,5-dionem (PTAD) i na-
stepnie estryfikacji np. bezwodnikiem octowym lub eteryfikacji. Kolejno$¢ zaktadania grup ochronnych
moze by¢ dowolna. Otrzymane pochodne, zwigzki o strukturach przedstawionych wzorami od 3 do 5
poddaje sie reakcji 25-hydroksylowania.

Jako utleniacz stosuje sie dioksiran generowany in situ z 1,1,1-trifluoroacetonu (TFA) lub acetonu
za pomocg monoperoksysiarczanu potasu dostepnego na rynku jako reagent Oxone®. Reakcje utle-
nienia prowadzi sie w obecnosci NaHCOs lub NaHCOs i Na2EDTA w ukfadzie dwufazowym chlorek
metylenu/woda (chloroform/woda) badz w mieszaninie acetonitryl/woda lub aceton/woda w temperatu-
rze od 0°C do temperatury pokojowej maksymalnie przez 3 doby. Utleniacz (wytworzony in situ z 20—
100 ekw. TFA i 620 ekw. Oxone®) i NaHCOs3 (1-2 ekw. w stosunku do Oxone®) jest dodawany jed-
norazowo lub porcjach. W przypadku utleniania dimetylooksiranem generowanym z acetonu jest on
jednoczesnie rozpuszczalnikiem.
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Reakcje 25-hydroksylowania pochodnych 7-dehydrocholesterolu z zabezpieczonym uktadem
dienowym i grupg hydroksylowg (zwigzki o strukturach przedstawionych wzorami od 3 do 5) przepro-
wadza sie opcjonalnie z uzyciem trifluorooctanu chromylu. Utleniacz przygotowuje sie in situ przez mie-
szanie bezwodnika trifluorooctowego (TFAA) z bezwodnikiem chromowym przez 16-20 godzin w at-
mosferze argonu i bez dostepu swiatta. Nastepnie do oziebionego do temperatury -18°C roztworu triflu-
orooctanu chromylu w czterochlorku wegla dodaje sie jednorazowo oziebiony roztwor zabezpieczonej
pochodnej 7-dehydrocholesterolu (zwigzki o wzorach od 3 do 5) w chlorku metylenu lub czterochlorku
wegla. Reakcje prowadzi sie przez 5 do 15 minut utrzymujgc temperature -18°C. Oprocz 25-hydroksy-
lowej pochodnej (zwigzki o wzorach od 6 do 8, gtéwny produkt) w reakcji wyizolowano produkty na-
stepczych reakcji utlenienia — 25,26,27-trinor-24-aldehyd i 26-aldehyd, powstajgce z wydajnosciami
ponizej 5%.

Odpowiednie zabezpieczenie uktadu dienowego w pierscieniu B w postaci adduktu Dielsa-Aldera
(wzory 3-5) powinno by¢ dobrane w zalezno$ci od zastosowanego utleniacza (dioksiranu lub trifluoro-
octanu chromylu). W reakcji utlenienia niektérych adduktow, np. 3p-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]tria-
zolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-eteno-cholestano)-3',5'-dionu za pomoca dioksiranu generowanego in situ
z 1,1,1-trifluoroacetonu za pomocg Oxone® otrzymano oprocz produktu 25-hydroksylowania, takze
6,7- epoksyd jako produkt uboczny. W przypadku niektorych zabezpieczonych substratow (np. 3p3-ace-
toksy-5,8-etenoftalazyno[2',3".6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dionu) w reakcji ich utlenienia za pomocg
trifluorooctanu chromylu zaobserwowano rozpad adduktu Dielsa-Aldera.

W ostatnim etapie 25-hydroksy pochodne (wzory 6—8) poddaje sie reakcjom redukcyjnego usu-
niecia grup ochronnych w pierscieniu A i B za pomoca np. LiAlHa.

Spos6b otrzymywania cholesta-5,7-dieno-3p3,25-diolu bedacego przedmiotem wynalazku ilu-
strujg nastepujgce przyktady.

PRZYKLADY

Przyktad 1

Synteza 3p-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6, 7-diazacholestano)-1',4'-dionu

Zabezpieczenie grupy hydroksylowej i uktadu dienowego w 7-dehydrocholesterolu (wzér 2)

Estryfikacja 7-dehydrocholesterolu za pomocg bezwodnika octowego

Do roztworu 7-dehydrocholesterolu (2 g, 5,2 mmol) w bezwodnej pirydynie (15 ml) dodano w tem-
peraturze pokojowej bezwodnik octowy (1,97 ml, 20,7 mmol) w atmosferze argonu. Mieszanine reak-
cyjng mieszano 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie, po kontroli TLC (heksan/octan etylu,
8:2), pirydyne odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w CH2Clz i prze-
myto 5% roztworem HCI i wodg, osuszono bezwodnym siarczanem sodu, rozpuszczalnik odparowano.
Surowy produkt bez oczyszczania poddano dalszym transformacjom.

Cykloaddycja ftalazyno-1,4-dionu do octanu 7-dehydrocholesterylu

Do oziebionego w tazni lodowej roztworu octanu 7-dehydrocholesterylu (1,717 g, 4,47 mmol)
w suchym chlorku metylenu (10 ml) dodano w atmosferze argonu ftalohydrazyd (3,12 g, 19,2 mmol)
i roztwor Pb(OAc)4 (3,2 g, 7,24 mmol) w lodowatym kwasie octowym (3 ml). Mieszanine reakcyjng mie-
szano w temperaturze 0-5°C, kontrolujgc przebieg reakcji za pomocg TLC (heksan — octan etylu, 8:2).
Po godzinie do kolby reakcyjnej dodano obojetny tlenek glinu (8 g) i mieszanine mieszano w tempera-
turze 0-5°C przez 30 minut. Po tym czasie mieszanine przesgczono. Przesgcz przemyto 1M roztworem
NaHCOz i wodg, osuszono nad bezwodnym siarczanem(VI1) sodu, rozpuszczalnik odparowano. Surowy
produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Czysty produkt
wyeluowano mieszaning heksan — octan etylu (80:10) z wydajnoscig 77%.

3B-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3':6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dion: *H NMR (400 MHz,
CDCl3): 8 8.17-8.12 (m, 2H), 7.73-7.68 (m, 2H), 6.67 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.31 (d, J=8.2 Hz, 1H), 4.74-
4.69 (m, 1H), 4.04-4.00 (m, 1H), 3.95-3.91 (m, 1H), 2.25 (dd, J1=12.3, J2=13.7 Hz, 1H), 2.15-2.11 (m,
1H), 2.03 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.94 (d, J=5.9 Hz, 3H), 0.884 (d, J=6.2 Hz, 3H), 0.878 (d, J=6.6 Hz, 3H),
0.84 (s, 3H) ppm; 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.1 (C), 162.2 (C), 159.8 (C), 137.7 (CH), 132.84
(CH), 132.76 (CH), 130.5 (C), 129.9 (C), 129.1 (CH), 127.0 (CH), 126.9 (CH), 70.0 (CH), 68.3 (C), 66.8
(C), 56.6 (CH), 50.3 (CH), 48.7 (CH), 44.4 (C), 40.4 (C), 39.5 (CH>), 39.3 (CHz2), 35.8 (CHy), 35.2 (CH),
34.9 (CH2), 31.1 (CHz), 28.0 (CH), 27.6 (CH2), 26.1 (CH2), 24.5 (CH>), 23.7 (CH2), 22.8 (CH3), 22.6
(CHs), 21.8 (CH2), 21.3 (CHs), 18.5 (CHs), 18.4 (CHzs), 13.1 (CHs) ppm; HRMS (ESI): obliczone
Cs7Hs1N204" [M+H]* 587,3843, znalezione 587,3846; IR (ATR): vmax 1732, 1650, 1602, 1309, 1238,
1169, 1026, 725, 695.
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Przyktad 2

25-Hydroksylowanie 3p-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dionu
za pomocg metylotrifluorometylodioksiranu w uktadzie dwufazowym CH:Clz/woda

Mieszanine reakcyjng zawierajgcg 3p-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazachole-
stano)-1',4'-dion (100 mg, 0,17 mmola), BusNHSO4 (5% mol, 3 mg), CH2Cl2 (6 ml) i wode (6 ml) ochto-
dzono w fazni lodowej po czym dodano Oxone® (10 ekw.; 1,05 g; 1,7 mmola) oraz NaHCOs (20 ekw.;
286 mg; 3,4 mmola). Kolbe reakcyjng zamknieto szczelnie gumowym septum. Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej w 0°C dodano strzykawka oziebiony do -19°C 1,1,1-trifluoroaceton (50 ekw., 8,5 mmola,
0,76 ml). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 20 godzin. Nastepnie do
kolby reakcyjnej dodano wode i produkt wyekstrahowano CH2Clz. Warstwe organiczng przemyto wodg
i osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu, rozpuszczalnik odparowano. Surowy produkt oczysz-
czono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Stosujgc jako eluent mieszanineg
heksan — octan etylu (90:10) odzyskano substrat z wydajnoscig 5%. Czysty produkt, 3p-acetoksy-25-
-hydroksy-5,8-etenoftalazyno[2',3".6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dion, wyeluowano mieszaning hek-
san — octan etylu (80:10). Produkt otrzymano z wydajnoscig 48% (uwzgledniajgc odzysk substratu z wy-
dajnoscig 51%).

3B-acetoksy-25-hydroksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dion: 'H NMR
(400 MHz, CDCls): 4 8.16-8.11 (m, 2H), 7.71-7.68 (m, 2H), 6.66 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.30 (d, 1H, J=8.2
Hz, 1H), 4.74-4.68 (m, 1H), 4.04-3.99 (m, 1H), 3.96-3.91 (m, 1H), 2.28-2.21 (m, 1H), 2.14-2.10 (m, 1H),
2.02 (s, 3H), 1.23 (s, 6H), 1.05 (s, 3H), 0.95 (d, 3H, J=6.1 Hz), 0.84 (s, 3H) ppm; **C NMR (100 MHz,
CDCl3): 8 170.1 (C), 162.1 (C), 159.7 (C), 137.7 (CH), 132.8 (CH), 132.7 (CH), 130.4 (C), 129.8 (C),
129.0 (CH), 127.0 (CH), 127.0 (CH), 71.0 (C), 69.9 (CH), 68.3 (C), 66.8 (C), 56.6 (CH), 50.3 (CH), 48.7
(CH), 44.3 (CH2+C), 40.4 (C), 39.2 (CH2), 36.0 (CH2), 35.2 (CH), 34.9 (CH2) 31.0 (CH2), 29.2 (2xCHs3),
27.6 (CH), 26.0 (CH2), 24.4 (CH2), 21.7 (CHz), 21.3 (CHs), 20.6 (CH2), 18.4 (CHs), 18.3 (CHs), 13.1
(CHz3) ppm; HRMS (ESI): obliczone Cs7Hs1N20s* [M+H]* 603,3792, znalezione 603,3795; IR (ATR): Vmax
3446, 1732, 1644, 1602, 1310, 1237, 1026, 725, 695.

Przyktad 3

25-Hydroksylowanie 3B-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dionu
za pomocag metylotrifluorometylodioksiranu w ukfadzie dwufazowym CH2Cl2/woda na skale 0,5 g

Do roztworu 3pB-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dionu (0,5 g,
0,85 mmola) w CH2Cl2 (20 ml) dodano Oxone® (10 ekw., 5,23 g, 8,5 mmola), BusNHSO4 (2.5% mol,
8 mg) i wode (10 ml). Kolbe reakcyjng zamknieto szczelnie gumowym septum, przepuszczono strumien
argonu i ochtodzono w tazni lodowej. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 0°C dodano
strzykawkag oziebiony 1,1,1-trifluoroaceton (50 ekw., 3,8 ml, 42,5 mmola) oraz roztwér NaHCO3
(10 ekw., 0,72 g, 8,5 mmola) w 10 ml wody. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowe;j.
Po 24 godzinach przebieg reakcji skontrolowano za pomocg chromatografii TLC (heksan/octan etylu,
6:4) i dodano nowg porcje Oxone® (5 ekw., 2,62 g, 4,3 mmola) w 5 ml wody. Mieszanine reakcyjng
ochtodzono do temperatury 0°C i dodano 1,1,1-trifluoroaceton (25 ekw., 1,9 ml, 21 mmola) i roztwor
NaHCOs (5 ekw., 0,357 g, 4,3 mmola) w 10 ml wody i mieszano przez kolejne 24 godziny w temperatu-
rze pokojowej. Po tym czasie do kolby reakcyjnej dodano wode i produkt wyekstrahowano CH2Cl2. War-
stwe organiczng przemyto wodg i osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu, rozpuszczalnik odparo-
wano po zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumno-
wej na zelu krzemionkowym. Czysty produkt 25-hydroksylowania wyeluowano mieszaning heksan —
octan etylu (80:20). Produkt otrzymano z wydajnoscig 46%.

Przyktad 4

25-Hydroksylowanie 3B-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dionu
za pomocg dimetylodioksiranu

Do roztworu 3p-acetoksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-dionu (50 mg,
0,085 mmola) w 3,3 ml acetonu oraz 1,3 ml wody dodano Oxone® (10 ekw., 524 mg, 0,85 mmola) oraz
NaHCOs (20 ekw., 140 mg, 1,7 mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowe;j
przez 24 godziny i ponownie dodano porcje Oxone® (5 ekw., 262 mg, 0,425 mmola) oraz NaHCOs
(10 ekw., 70 mg, 0,85 mmola). Po kolejnych 24 godzinach zawartos¢ kolby reakcyjnej przelano do roz-
dzielacza, dodano 5 ml wody i produkt ekstrahowano CH2Cl2 (3x20 ml). Warstwe organiczng osuszono
bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Su-
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rowg mieszaning oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Stosu-
jac jako eluent mieszanine heksan — octan etylu (90:10) odzyskano substrat z wydajnoscig 24%, a czy-
sty produkt 25-hydroksylowania wyeluowano mieszaning heksan — octan etylu (80:20). Produkt otrzy-
mano z wydajnoscig 26% (uwzgledniajgc odzysk substratu z wydajnoscig 34%).

Przykiad 5

Usuniecie grup zabezpieczajgcych w 33-acetoksy-25-hydroksy-5,8-etenoftalazyno-[2',3":6,7](6,7-
-diazacholestano)-1',4'-dionie (synteza cholesta-5,7-dieno-3,25-diolu, wzor 1)

Do roztworu 3p-acetoksy-25-hydroksy-5,8-etenoftalazyno[2',3":6,7](6,7-diazacholestano)-1',4'-
-dionu (0,052 g, 0,086 mmola) w bezwodnym THF (10 ml) dodano w temperaturze 0°C w atmosferze
argonu LiAIH4 (0,033 g, 0,86 mmola). Nastepnie mieszaning reakcyjng mieszano przez 3 godziny
w temperaturze 45°C. Po tym czasie reakcje oziebiono do 0°C i nadmiar LiAlH4 roztozono dodajac ko-
lejno mieszanine THF/woda, 15% roztwér NaOH (10 ml) i wode (30 ml). Mieszanine przesgczono przez
warstwe celitu, przemywajgc jg dodatkowo dwoma porcjami eteru (po 20 ml). Otrzymany przesacz prze-
myto wodg, osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu i rozpuszczalnik odparowano. Surowy produkt
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Czysty produkt wyeluo-
wano mieszaning heksan — octan etylu (70:30). Produkt otrzymano z wydajnoscig 61%.

Cholesta-5,7-dieno-3p3,25-diol (wzér 1): *H NMR (400 MHz, CDCls): § 5.60-5.58 (m, 1H,), 5.41-
5.39 (m, 1H), 3.68-3.62 (m, 1H), 2.51-2.46 (m, 1H), 2.33-2.26 (m, 1H), 2.12-2.08 (m, 1H), 1.23 (s, 6H),
0.97 (d, 3H, J=6.6 Hz), 0.96 (s, 3H), 0.63 (s, 3H) ppm. *C NMR (100 MHz, CDCls): & 141.4 (C), 139.8
(C), 119.6 (CH), 116.3 (CH), 71.1 (C), 70.5 (CH), 55.8 (CH), 54.5 (CH), 46.2 (CH), 44.4 (CH>), 42.9 (C),
40.8 (CH2), 39.2 (CH2), 38.4 (CH3), 37.0 (C), 36.4 (CH2), 36.1 (CH), 32.0 (CH2), 29.4 (CHa), 29.2 (CHz3),
28.1 (CH2), 23.0 (CH2), 21.1 (CH2), 20.8 (CH2), 18.8 (CHs), 16.3 (CHs), 11.8 (CH3) ppm. Literaturowe
dane spektroskopowe: Warnke, M.; Jung, T.; Dermer, J.; Hipp, K.; Jehmlich, N.; von Bergen, M.; Ferla-
ino, S.; Fries, A.; Muller, M.; Boll, M. Angew. Chem. Int. Ed., 2016, 55,1881-1884.

Przyktad 6

Synteza 3-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dionu

Zabezpieczenie grupy hydroksylowej i uktadu dienowego w 7-dehydrocholesterolu

Cykloaddycja 4-fenylo-1,2,4-triazolo-3,5-dionu (PTAD) do 7-dehydrocholesterolu

Do mieszanej energicznie mieszaniny 4-fenylourazolu (1.2 ekw. 0,11 g, 0,621 mmola), Oxone®
(1,2 ekw., 0,384 g, 0,624 mmola), KBr (0,24 ekw., 0,015 g, 0,126 mmola) i CH2Cl2 (4 ml) dodano w tem-
peraturze pokojowej 0,1 ml wody. Mieszanie kontynuowano przez nastepne 20 minut, az mieszanina
zmienita barwe na intensywnie czerwong. Mieszanine reakcyjng przesgczono przez lejek ze spiekiem,
przemywajgc osad dodatkowg porcjg CH2Cl2 (2 ml). Przesgcz zawierajgcy 4-fenylo-1,2,4-triazolo-3,5-
-dion (PTAD) przeniesiono do kolby okrggtodennej i w temperaturze pokojowej dodano roztwoér 7-dehy-
drocholesterolu (0.2 g, 0,52 mmola) w CHzCl2 (5 ml). Otrzymang mieszanine reakcyjng mieszano w tem-
peraturze pokojowej przez 1 godzine, kontrolujgc przebieg reakcji za pomocg chromatografii TLC (hek-
san/octan etylu, 1:1). Nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem i surowy
produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Czysty addukt
wyeluowano mieszaning heksan — octan etylu (65:35) z wydajnoscia 98% i poddano acetylowaniu we-
dtug ponizszej procedury.

Acetylowanie za pomocg bezwodnika octowego

Do roztworu 3-hydroksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2".6,7](6,7-diaza-5,8-eteno-cholestano)-3',5'-
-dionu (0,285 g, 0,51 mmola) i DMAP (0,1 ekw., 6,2 mg, 0,051 mmola) w bezwodnej pirydynie (3 ml)
dodano w atmosferze argonu w temperaturze pokojowej bezwodnik octowy (0,5 ml, 5,3 mmola). Mie-
szanine reakcyjng mieszano przez 16 godzin. Po tym czasie, po kontroli TLC (heksan/octan etylu, 1:1),
pirydyne odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w CH2Clz i przemyto
5% roztworem HCI i woda, osuszono bezwodnym siarczanem(VI) sodu, rozpuszczalnik odparowano.
Surowy produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Czysty
produkt, 3p-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]-triazolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dion, wye-
luowano mieszaning heksan — octan etylu (80:20) z wydajnoscig 89%.

3-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dion: *H NMR
(400 MHz, CDClz): 8 7.46-7.39 (m, 4H), 7.32-7.27 (m, 1H), 6.43 (d, J=8.3 Hz, 1H), 6.24 (d, J=8.3 Hz,
1H), 5.50-5.44 (m, 1H), 3.27-3.22 (m, 1H), 2.57-2.51 (m, 1H), 2.37-2.32 (m, 1H), 2.03 (s, 3H), 1.00 (s,
3H), 0.94 (d, J=6.4 Hz, 3H), 0.875 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.870 (d, J=6.6 Hz, 3H, 26/27-CHs3), 0.81 (s, 3H)
ppm; *C NMR (100 MHz, CDClIs):  170.0 (C), 149.0 (C), 146.5 (C), 135.2 (CH), 131.7 (C), 129.2 (CH),



10 PL 248900 B1

128.8 (2xCH), 127.7 (CH), 126.2 (2xCH), 70.5 (CH), 65.3 (C), 65.0 (C), 55.0 (CH), 52.8 (CH), 49.2 (CH),
44.0 (C), 41.1 (C), 39.4 (CH), 38.2 (CH2), 35.8 (CH2), 35.3 (CH), 33.7 (CH), 30.9 (CH), 28.0 (CH),
27.4 (CH), 25.9 (CH2), 23.6 (CH2), 23.3 (CH), 22.8 (CHz), 22.5 (CHs), 22.4 (CH2), 21.3 (CHz3), 18.9
(CHa), 17.5 (CHas), 12.9 (CHz) ppm; IR (ATR): vmax 2948, 2866, 1732, 1652, 1601, 1462, 1307, 1240,
1026 cmt; HRMS (ESI): obliczone Ca7Hs2N304" [M+H]" 602,3952, znalezione 603,3953. Literaturowe
dane spektroskopowe: Morzycki, J. W.; Sicinski, R. R. Acta Chimica Hungarica, 1985, 120, 239-246.

Przyktad 7

25-Hydroksylowanie 3p-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2".6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholesta-
no)-3',5'-dionu za pomocg trifluorooctanu chromylu

Wstepnie osuszony w piecu (110°C) bezwodnik chromowy (0,062 g, 0,62 mmola) roztarto i prze-
niesiono do kolby typu Schlenk i suszono pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 130°C przez
4 godziny. Po ochtodzeniu do temperatury 0—-5°C dodano w atmosferze argonu bezwodnika trifluorooc-
towego (0,087 ml, 0,617 mmola). Mieszanie kontynuowano w temperaturze pokojowej przez 16 godzin,
zabezpieczajgc kolbe reakcyjng przed dostepem Swiattem (w czasie reakcji czerwona zawiesina CrOs
w TFAA przeksztatca sie w z6tto-brgzowy osad trifluorooctanu chromylu). Nastepnie nadmiar TFAA
usunieto delikathnym strumieniem argonu. Tak przygotowany trifluorooctan chromylu bez izolowania
i oczyszczania uzyto bezpodrednio do reakcji utlenienia 3p-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]tria-
zolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dionu. Kolbe reakcyjng zawierajgcg wytworzony tri-
fluorooctanu chromylu ochtodzono do temperatury -18°C (16d + NaCl). Nastepnie dodano bezwodny
CCl4 (3 ml) oraz ochtodzony do temperatury -18°C (I6d + NaCl) roztwér 3p-acetoksy-4'-fenylo-[1,2,4]tria-
zolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dionu (0,05 g, 0,083 mmol) w bezwodnym CH2Cl2
(10 ml). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 10 minut kontrolujgc przebieg reakcji za pomocg TLC
(heksan/octan etylu, 1:1). Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano nasycony roztwor siar-
czanu(lV) sodu, mieszano jeszcze przez 10 min., a nastepnie przeniesiono do rozdzielacza i ekstraho-
wano chloroformem (3 x 10 ml). Potgczone ekstrakty organiczne przemyto solankg i wodg, osuszono
bezwodnym siarczanem(VI) sodu, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Surowg
mieszanine oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Stosujac jako
eluent mieszanine heksan — octan etylu (83:17) odzyskano substrat z wydajnoscig 20%, a czysty produkt,
3p-acetoksy-25-hydroksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2":6,7](6, 7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dion, wy-
eluowano mieszaning heksan — octan etylu (75:25). Produkt otrzymano z wydajnoscig 20% (uwzgledniajgc
odzysk substratu — 25%).

Trifluorooctanu chromylu mozna takze przygotowac jako roztwér w bezwodnym CCls postepujac
zgodnie z opisang wyzej procedura, ale przed dodaniem do bezwodnika chromowego TFAA dodaje sie
wowczas CCls (3 ml). W miare postepu reakcji czerwona zawiesina CrOs w CCls przeksztatca sie w bra-
zowawy roztwor trifluorooctanu chromylu.

3p-acetoksy-25-hydroksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2":6,7](6, 7-diaza-5,8-eteno-cholestano)-

- 3',5"-dion: *H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.43-7.40 (m, H), 7.33-7.28 (m, 1H), 6.44-6.42 (m, 1H), 6.28-
6.24 (m, 1H), 5.50-5.44 (m, 1H), 3.24 (dd, J=13.9, 4.9 Hz, 1H), 2.58-2.51 (m, 1H), 2.37-2.32 (m, 1H),
2.02 (s, 3H), 1.22 (s, 6H), 1.00 (s, 3H), 0.96 (d, J=6.4 Hz), 0.81 (s, 3H) ppm; 3C NMR (100 MHz, CDCls):
8 170.0 (C), 148.9 (C), 146.4 (C), 135.2 (CH), 131.6 (C), 129.2 (CH), 128.8 (2xCH), 127.7 (CH), 126.2
(2xCH), 71.1 (C), 70.5 (CH), 65.3 (C), 64.9 (C), 55.0 (CH), 52.7 (CH), 49.2 (CH), 44.3 (CH2), 44.0 (C),
41.0 (C), 38.1 (CH2), 36.1 (CH), 35.2 (CH), 33.6 (CH), 30.9 (CHz2), 29.3 (CHs3), 29.2 (CHgs), 27.5 (CH2),
25.9 (CH2), 23.3 (CH2), 22.4 (CH2), 21.3 (CHs3), 20.6 (CH2), 18.9 (CHz), 17.4 (CHz), 12.9 (CHs) ppm; IR
(ATR): vmax 3473, 2938, 1746, 1694, 1500, 1395, 1026, 756, 722 cm™. Literaturowe dane spektrosko-
powe: Eyley, S. C.; Williams, D. H. J. Chem. Soc., Perkin trans. 1, 1976, 731-735.

Przyktad 8

Usuniecie grup zabezpieczajgcych w 3B-acetoksy-25-hydroksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2":-
-:6,7](6,7-diaza-5,8-etenocholestano)-3',5'-dionie (otrzymanie cholesta-5,7-dieno-3p,25-diolu, wzoér 1)

Do roztworu 3B-acetoksy-25-hydroksy-4'-fenylo-[1,2,4]triazolo[1',2":6,7](6,7-diaza-5,8-eteno-
cholestano)-3',5'-dion (0,02 g, 0,032 mmola) w bezwodnym THF (5 ml) dodano w temperaturze 0°C
i w atmosferze argonu LiAlH4 (0,012 g, 0,32 mmola). Nastepnie mieszaninge reakcyjng mieszano
przez 2 godziny we wrzeniu. Po tym czasie mieszanine reakcyjng oziebiono do temperatury 0°C
i nieprzereagowany LiAlH4 roztozono dodajgc ostroznie mieszanine THF/woda, a nastepnie roztwor
kwasu solnego. Produkt wyekstrahowano eterem dietylowym. Warstwe organiczng przemyto roz-
tworem NaHCOs3 i wodg, osuszono bezwodnym siarczanem (V1) sodu i rozpuszczalnik odparowano.
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Surowy produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Czy-

sty produkt wyeluowano mieszaning heksan — octan etylu (70:30). Produkt otrzymano z wydajno-
scig 72%.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposoéb wytwarzania cholesta-5,7-dieno-3p3,25-diolu o0 wzorze 1

wzor 1

z 7-dehydrocholesterolu o wzorze 2

wzor 2

Gt H

(0

HO

obejmujacy etapy, w ktérych

a) zabezpiecza sie ugrupowanie dienowe w 7-dehydrocholesterolu o wzorze 2 w postaci ad-
duktu Dielsa-Aldera w reakcji cykloaddycji z cyklicznym albo fancuchowym azadienofilem;

b) zabezpiecza sie grupe 3p-hydroksylowa w 7-dehydrocholesterolu o wzorze 2 w postaci estru
lub eteru w reakcji estryfikacji lub eteryfikacji z wytworzeniem 7-dehydrocholesterolu z za-

bezpieczonym ugrupowaniem dienowym i zabezpieczong grupg 3p-hydroksylowg o wzorze
3 albo o wzorze 4 albo o wzorze 5,

Wzor 3

. nasycony lub aromatyczny piecio- lub R = acyl, alkil, trialkilosilil
" szescioczlonowy hetero- lub karbo-

cykliczny pierscien -
R = acyl, alkil, trialkilosilil X=ClubN

R4 = H, alkil, aryl, halogen, nitro

Ry = alkil, aryl, acyl
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wzor 3

R = acyl, alkil, trialkilosilil

X, Y = alkil, aryl, alkoksyl, NH; NHR', N(R')5,
gdzie R'= alkil, aryl,

w ktérym

acyl oznacza Ci-1s alkanoil, Cs.1s alkenoil, Ce-10 aryl-C(O)-, przy czym kazda z tych grup moze

by¢ dowolnie podstawiona grupami, takimi jak Ci.6 alkil, C1.6 alkoksyl, halogen, NO2;

alkil oznacza prosty lub rozgateziony tancuch weglowodorowy o dtugosci Ci.1s;

C1.18 alkanoil oznacza Ci.17 alkil-C(O)-;

Cs.18 alkenoil oznacza Cs.17 alkenyl-C(O)-, gdzie alkenyl to prosty lub rozgateziony tancuch

weglowodorowy zawierajgcy wigzanie podwojne;

trialkilosilil oznacza grupe Ri(R2)(Rs)Si, gdzie podstawniki R1, R2, R3 0znaczajg niezaleznie

Ci-18 alkil albo Ce.10 aryl;

aryl oznacza grupe zawierajgcg od 6 do 10 atomow wegla i co najmniej jeden pierscien aro-

matyczny, korzystnie fenyl;

alkoksyl oznacza grupe Ci.1s alkil-O-;

halogen oznacza chlor, brom, jod;

przy czym kolejnos¢ etapow a) i b) jest dowolna;

C) po czym przeprowadza sie regioselektywng hydroksylacje w pozycji 25 zabezpieczonego
7- dehydrocholesterolu o wzorze 3 albo o wzorze 4 albo o wzorze 5 z wytworzeniem zwigzku
0 wzorze 6 albo o wzorze 7 albo o wzorze 8,

wzOr 6 wzor 7

s
© : ——Ry4
. nasycony lub aromatyczny pigcio- lub R = acyl, alkil, trialkilosilil
" szesciocztonowy hetero- lub karbo- R, = alkil, aryl, acyl

cykliczny pierscien
R = acyl, alkil, trialkilosilil
R4 =H, alkil, aryl, halogen, nitro

X=ClubN
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wWzOr 8

%,
7,

niiH

Tl

‘ﬁ
N

N 0
Y
)\ Y
o] X

RO

R = acyl, alkil, trialkilosilil
X, Y = alkil, aryl, alkoksyl, NH> NHR, NRp

w ktérym wszystkie podstawniki majg takie same znaczenia jak zdefiniowano powyzej dla

wzoréw od 3 do 5; a nastepnie

d) usuwa sie grupy ochronne z zabezpieczonego 7-dehydrocholesterolu hydroksylowanego
w pozycji 25 z wytworzeniem cholesta-5, 7-dieno-3f3,25-diolu o wzorze 1 z odtworzonym ukta-
dem 5,7-dien-33-olu,

zZnamienny tym, ze

regioselektywng hydroksylacje w pozycji 25 przeprowadza sie, stosujgc:

metylotrifluorometylodioksiran generowany in situ z trifluoroacetonu przy uzyciu monoperok-

sysiarczanu potasu w buforze o pH 7-8 w ukfadzie dwufazowym chlorek metylenu/woda albo

chloroform/woda w obecnosci katalizatora przeniesienia miedzyfazowego albo w mieszaninie

acetonitryl/woda

albo

dimetylodioksiran generowany in situ z acetonu przy uzyciu monoperoksysiarczanu potasu

w buforze o pH 7-8 w uktadzie dwufazowym chlorek metylenu/woda albo chloroform/woda

w obecnosci katalizatora przeniesienia miedzyfazowego albo w mieszaninie acetonitryl/woda

lub aceton/woda w temperaturze od 0°C do temperatury pokojowej

albo

trifluorooctan chromylu wytwarzany in situ z bezwodnika trifluorooctowego i bezwodnika chro-

mowego, przy czym:

— reakcje utleniania prowadzi sie przez 5 do 15 minut w temperaturze -18°C,

— oziebiony roztwor zwigzku o wzorze 3 albo o wzorze 4 albo o wzorze 5 w chlorku metylenu
albo czterochlorku wegla dodaje sie jednorazowo do roztworu trifluorooctanu chromylu
w czterochlorku wegla.
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