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Optisk aktive S(-)-pyridobenzoxazinforbindelser med den

almene formel (VI),

X

N\
R,— N
/

hvori Xy betegner et hydrogenatom, Ry betegner en alkyl-
gruppe, o0g Ry betegner alkylgruppe, kan opnas ved, at

man ferst fremstiller
formel (X),

et mellemprodukt med den almene

fortsettes
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°\/k 2 | (x)

hvori R1 og X; er som defineret ovenfor, Xo betegner et
halogenatom, og Q betegner et hydrogenatom eller en

gruppe

hvori R, betegner en substitueret sulfonyi-, en alkoxy-
carbonyl- eller aralkyloxycarbonylgruppe, o9 n er et
kelt talt fra 1-3, ved omsatning af 7,8-dihalogen-3-ail-
kyl-2,3-dihydro-44-[1,4]benzoxazin med den almene formel
(x"")

e
° R

x")

hvori X,, Xz 0og Ry er som defineret ovenfor, med en for-
bindelse med den aimene formel (XIV)

R
2 (X1V)

!
N
L‘
CHy)

hvori Ry og n er som defineret ovenfor til opnielse af
et 4-substitueret benzoxazinderivat med den almena for-
mel (X")

X3

1 (x")

(x")

hvori Xy, X3, Ry, Ry 0g n er som defineret ovenfor, ad-
skillelse af den siledes opniede i optisk aktive isomere
til opndelse «f en forbindelse med formlen (X), hvori Q
ikker er hydrogen, og eventuelt hydrolyse af denne ti}
dannelise af forbindelsen med formlen (X}, hvors Q er hy-
drogen, og dernast behandler mellemproduktet ved en sad-
vanlig fremgangsmade.

De optisk aktive pyridobenzoxazinderivater har forbedret
antimikrobiel virkning og formindsket toksicitet.



10

15

20

25

30

35

DK 170473 B1

opfindelsen angadr optisk aktive pyridobenzoxa-
zinderivater. Opfindelsen angar narmere angivet hidtil
ukendte S(-)-pyridobenzoxazinforbindelser, der er optisk
aktive forbindelser af ofloxacin og dens analoger.

Ofloxacin ((i)—9-fluor—3—methyl—10—(4-methyl-1—
piperazinyl)—7—oxo—2,3—dihydro—7H—pyrido[l,2,3-de][1,4]
—benzoxazin-6-carboxylsyre) er kendt som varende et for-
trinligt syntetisk antimikrobielt middel som beskrevet i
japansk patentansggning (OPI) nr. 46986/82 (betegnelsen
"OPI" anvendes heri i betydningen "ikke-prevet offent-
liggjort patentansegning"). :

Ofloxacin har et asymmetrisk carbonatom i 3-stil-
lingen og opn&s som et racemat (specifik drejning [alp =
0°) ved kendte fremgangsmader. Ifplge den foreliggende
opfindelse har man opndet optisk aktive forbindelser af
den racemiske forbindelse ofloxacin og fundet, at S(-)-
forbindelsen har en antimikrobiel virkning, der er ca.
to gange sterre end virkningen for (x)-forbindelsen og
en akut toksicitet (LDgq), der er svagere end for (%)-
forbindelsen, bestemt i mus ved intravengs administrer-
ing. P& den anden side har man ifglge den foreliggende
opfindelse fundet, at R(+)-forbindelsen har en antimi-
krobiel virkning p& ca. 1/10 til 1/100 gange virkningen
af (t)-forbindelsen, medens den har en akut toksicitet,
der i det vaesentlige er lig med toksiciteten for (%)-
forbindelsen. Det vil sige, at S(-)-formen af ofloxacin
har vist sig at have meget enskelige egenskaber, dvs. en
stgrre antimikrobiel virkning og reduceret toksicitet,
og den forventes at vare et meget nyttigt farmaceutisk
middel i sammenligning med (#)-forbindelsen. Endvidere
har bade R(+)- og S(-)-forbindelserne af ofloxacin 1 den
frie form en bemzrkelsesverdig hej vandopleselighed i
sammenligning med (t)-forbindelsen og i sammenligning
med frie forbindelser af denne type, og de kan anvendes
som injicerbare praparater. Disse fordele vil fremgd af
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2
de eksperimentelle data vist senere.

Som et resultat af undersegelser med det formdl
at fremstille iszr S(-)-formen, der har den sterkeste
virkning blandt ofloxacin-isomererne har det vist
sig, at forbindelser med den nedenstdende formel (X) er
nyttige som mellemprodukter til fremstilling af en of-
loxacinisomer og andre isomere af pyridobenzoxazinderi-
vater med fortrinlig antimikrobiologisk virkning:

9
o -

hvori X, og X,, der kan vare ens eller forskellige, hver
betegner et halogenatom, s&som et fluor- eller chlora-
tom, idet begge X; og X, fortrinsvis er fluoratomer, R;
betegner en alkylgruppe med fra 1 til 4 carbonatomer,
som en methyl-, ethyl- eller propylgruppe, osv. for-
trinsvis en methylgruppe, Q betegner et hydrogenatom
eller en gruppe med den almene formel:

o 12
I~

“)
CH,y)

hvori R, betegner en substitueret sulfonylgruppe, en al-
koxycarbonylgruppe eller en aralkyloxycarbonylgruppe,
og n betegner et helt tal fra 1 til 3. Disse mellempro-
dukter med formlen (X) er gjort til genstand for dansk
patentansegning nr. 6416/88.
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Det tilsigtes med opfindelsen at tilvejebringe
optisk aktivt ofloxacin og dets analoger.
Det optisk aktive ofloxacin og dets analoger
ifslge den foreliggende opfindelse er S(-)-pyridobenzox-
azinforbindelser, der er ejendommélige ved, at de har

den almene formel (VI):

X COOH
/ N\
R,— N N

(VI)

AN

hvori X; betegner et halogenatom, R; betegner en alkyl-
gruppe med 1 til 4 carbonatomer, og R3  betegner en
alkylgruppe med 1 til 3 carbonatomer.

T den ovenfor angivne formel VI betegner X; for-
trinsvis et fluoratom, R; fortrinsvis en methylgruppe og
Rs fortrinsvis en methyl- eller ethylgruppe.

Det optisk aktive ofloxacin og dets analoger
ifelée opfindelsen, dvs. S'(-)-pyridobenzoxazinforbindel-
ser med ovenstdende formel (VI), kan i gvrigt fremstil-
les ved enhver af fremgangsm&derne A, B og C vist neden-

for:
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Fremgangsmade A:

NO2
NO2
(ITY
o -
Xl COOC2H5
—_— —_—
X N

Optisk aktiv (III)
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+
(PhO)3P"CHj I
DMF

A\

(IV)
0
X, COOH —_—
1) nBugSnH/EtOH l ‘ R,=N  NH
2) AcOH - HCL ~ : N
X N y )
2 .
O\)\
CH,
(v')
X COOH
Ry —N N

(VI')

hvori X;, X, og Rz er som defineret ovenfor.

Mere specifikt behandles (+)-3-hydroxymethylfor-
bindelsen (I) med 3,5-dinitrobenzoylchlorid, ovs. til
opndelse af et derivat deraf, sdsom (%)-3,5-dinitroben-
zoatforbindelsen (II), som dernest adskilles i to optisk
aktive forbindelser ved en passende fremgangsmade, sasom
HPLC. De efterfslgende procedurer kan udfgres enten med
S(-)-forbindelsen eller R(+)-forbindelsen for at fore
til de respektive slutprodukter, men i betragtning af
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det tilsigtede med den foreliggende opfindelse er slut-
produktet (VI') vist som S(-)-form. '

Den opn&ede optisk aktive forbindelse behandles
med natriumhydrogencarbonat, osv. til selektiv hydrolyse
af benzoatdelen til dannelse af hydroxymethylforbindels-
en (III). Hydroxymethylforbindelsen omdannes til 3-iod-
methylforbindelsen (IV) ved anvendelse af et ioderihgs—
middel, hvilken forbindelse dernast reduceres med n-tri-
butyltinhydrid, osv. til fremstilling af 3-methylforbin-
delsen. Denne forbindelse kan uden at vare isoleret og
renset hydrolyseres som s&dan under sure betingelser til
opn&else af 3-methyl-6-carboxylsyren (V'). Carboxylsy-
ren behandles dernast med en N-alkylpiperazin; f. eks.
ved opvarmnging under omregring til opndelse af 10-(4-al-
kylpiperazinyl)forbindelsen (VI') som slutprodukt.

Forbindelserne med formlen VI, hvori R, betegner
en alkylgruppe, bortset fra methylgruppen, kan ogsd
fremstilles p& samme mdde ud fra en passende (*)-3-hy-
droxyalkylforbindelse med formlen I.
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Fremgangsmade B

4 N\ Dinitro-
% benzoy]
Xy NH
P -
Hydrolytisk CI:ZOCOCH3
Enzym (VII)
—_—
NH . +
o‘x//L\ CH.,0COCH X
2 3 1
%)
X WH Dinitro-
2
(VII) o] benzoylering
CH.,OH " >
2 2)
N (vizn /  Acetylering
(VIT) (VIII)
1)
1 NO, Spaltning i X,
o] optisk aktive
I .
— isomere s
X2 N—¢C i 5 Xz NE
No, ‘
O\V/l\ 2) O\V/l\
CH4000CH; Deacylering

(IX)

(VIII)
Optisk aktiv

isomer
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hvori Xy, X5 0g Ry er som defineret ovenfor.

Som beskrevet tidligere er 7,8-difluor-2,3-dihy-
dro-3-methyl-4H-[1,4 ]benzoxazin med formlen X, hvori X,
og X, betegner fluoratomer, Q betegner et hydrogenatom,
og R; betegner en methylgruppe, et vigtigt mellemprodukt
til fremstilling af ofloxacin. Ifglge opfindelsen er
der udfert forskellige undersggelser efter en hensigts-
messig fremgangsmade til fremstilling af en optisk isom-
er af denne forbindelse, idet man forventede at denne
ville vare et nyttigt udgangsmateriale til fremstilling
af S(-)-isomeren af ofloxacin.

Som et resultat heraf har det vist sig, at’der er
en forskel mellem hydrolysehastigheden af (+)-isomeren
og (-)-isomeren, nér en racemisk 7,8-dihalogen-2,3-dihy-
dro3-acetoxymethyl-4H-[1,4 ]benzoxamin (VII), som et sub-
strat, hydrolyseres med et passende enzym, sasom en vis
type lipase til dannelse af en 7,8—dihalogen—2,3—dihy¥
dro-3-hydroxymethyl-4H-[1,4 ]benzoxazin (VIII).

For eksempel omsattes forbindelsen (VII) med 1li-
poproteinlipase (LPL Amano 3 opnédet ud fra Pseudomonas
aeruginosa, fremstillet af Amano Seiyaku K.K.) eller li-
pase (opndet ud fra svinepancreas, fremstillet af Shigma
Chemical Company (USA), opndet ud fra Candida cylindra-
cea, fremstillet af Shigma Chemical Company, eller opné-
et ud fra Rhizopus delemar, fremstillet af Seikagaku
Kogyo Co., Ltd.), og reaktionszndringen med tiden blev.
bestemt gennem HPLC (kolonne: TSK gel ODS-120A, 4,6 X
250 mm, oplesningsmiddel: acetonitril/vand = 1/1 pd ba-
sis af volumen, hastighed: 1 ml/min). Nar hydrolyse-
graden ndede ca. 55%, blev forbindelsen (VII) opsamlet
og bragt i kontakt med et 3,5-dinitrobenzoylderivat
(IX). Det opndede reaktionsprodukt blev bestemt kvanti-
tativt ved HPLC (kolonne; Sumipacks OA-4200, 4,0 x 250
mm, oplesningsmiddel: n-hexan/1,2-dichlorethan/ethanol =
92/6,4/1,6 pd basis af volumen, hastighed: 1,6 ml/min)
til opnéelse af forholdet (+)-isomer/(-)-isomer for for-
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bindelsen (VII). De opndede resultater var som vist i

Tabel 1 nedenfor.

Tabel 1

Enzym

(Oprindelse) Hydrolysegrad % (+)/(-)
LPL Amano 3
(P. aeruginosa) 54,7 23,0/77,0
Lipase
(R. Delemar) 53,6 42,6/57,4
Lipase
(C. cylindracea 54,5 61,9/38,1
Lipase ]
(Svine pancreas) 55,2 56,8/43,2

Disse resultater forte til den konklusion, at de
optisk aktive forbindelser (VII) og (VIII) kan opnés ved
anvendelse af sakaldt asymmetrisk hydrolyse med disse
enzymer. )

Fremgangsm&den B ifslge det ovenfor anforte skema
omfafter, at man omsatteren racemisk 7,8-dihalogen-
2,3-dihydro-3-acetoxymethyl-4H-[1,4 Jbenzoxazin (VII)
med et asymmetrisk hydrolytisk enzym til udvinding af en
blanding omfattende udgangsforbindelsen (VII), som er
rig pad enten den ene eller den anden af de optiske iso-
mere og en 3-hydroxymethylforbindelse (VIII), adskiller
blandingen i hver af forbindelserne, dinitrobenzoylerer
enten den ene eller begge disse forbindelser og yderli-
gere acetylerer den benzoylerede 3-hydroxymethylforbin-
delse (VIII) til opnéelse af forbindelsen (IX), adskil-
ler forbindelsen i et racemat og en optisk aktiv isomer
ved krystallisation, udsztter den opnéede optisk aktive
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isomer for deacylering og dehydroxylering ved hjelp af
kendte kemiske fremgangsmdder til opndelse af en optisk
aktiv 7,8-dihalogen-2,3-dihydro-3-methyl-4H-[1,4]benzo-
xazin (X') og ud fra denne opndr optisk aktivt ofloxacin
eller dets analog (VI') ved kendte fremgangsméder.

Fremgangsm&den B vil blive belyst mere detaille-
ret ved hjzlp af specifikke eksempler.

Den racemiske forbindelse (VII) oplgses i en 0,1M
phosphorsyrepuffer (pH 7,0), og lipoproteinlipase (LPL
Amano 3) tilszttes til oplegsningen til fremkaldelse af
en enzymatisk reaktion ved 37°C. Ved denne reaktion hy-
drolyseres (+)-forbindelsen fortrinsvis til dannélse af
en blanding af forbindelsen (VII), der er rid pa (-)-
isomeren og forbindelsen (VIII), der er rig pd (+)-isom-
eren. Reaktionsblandingen udtages i et passende trin
ved ekstraktion med et organisk oplegsningsmiddel, sésom
ethylacetat. ‘

Reaktionen i et organisk oplgsningsmiddel ved
hjelp af passende dispergerings- eller fikseringsmidler,
som beskrevet ovenfor, er hensigtsmessig, idet substrat-
et kan omsattes i hejere koncentrationer end i en vandig
oplesning, og idet behandlingerne efter reaktionen kan
simplificeres. Ved udferelse af reaktionen i et orga-
nisk oplgsningsmiddel kan reaktionsblandingen faktisk
opsamles i hegje udbytter, blot ved frafiltrtering af di-
spergerings- eller fikseringsmidlet under et passende
stadium og koncentrering af filtratet. Fikseringsmid-
lerne kan endvidere med fordel anvendes gentagne gange.

Forbindelserne (VII) og (VIII) i reaktionsbland-
ingen kan adskilles og renses ved en sazdvanlig isola-
tionsmetode, sasom silicagel-kolonnekromatografi. Den
sdledes fraskilte forbindelse (VII) behandles f.eks. med
3,5-dinitrobenzoylchlorid i tetrahydrofuran i tilstede-
verelse af pyridin til dannelse af 3,5-dinitrobenzoyl-
derivatet (IX), som dernast omkrystalliseres af et pas-
sende oplgsningsmiddel, f.eks. en blanding af ethylace-
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tat og n-hexan, hvorved fortrinsvis racematet krystal-
liseres. De racemiske krystaller separeres ved filtrer-
ing, og (-)—7,8-dihalogen-2,3—dihydro—3—acetoxymethyl—
4H—[l,4]benzoxazin-3,5—dinitrobenzoylderivatet (IX) med
en hgj optisk renhed opnés ud fra filtratet.

Forbindelsen (IX) udsazttes dernast for deacyle-
ringsbehandling, f.eks. ved hydrolyse under alkaliske
betingelser til dannelse af (-)-isomeren af forbindelsen
(VIII). Denne forbindelse oplgses i pyridin og behandl-
es med thionylchlorid, og produktet udsattes desuden for
dehydroxylering pad sadvanlig made, som ved reduktion med
natriumporhydrid i dimethylsulfoxid, til opnaelse af
(-)—7,8-dihalogen-2,3—dihydro—3—methyl—4H-[l,4]benzoxa-
zin (X') med en optisk renhed pad 99% eller mere.

Nar den racemiske forbindelse (VII) behandles med
lipase (opnd&et ud fra Candida cylindracea eller svine-
pancreas), hydrolyseres fortrinsvis (-)-forbindelsen til
opn&else af forbindelsen (VIII), der er rig pa f—)-iso-
meren. Den opndede forbindelse bringes i kontakt med en
forbindelse (IX), som dernast behandles ifslge de oven-
for beskrevne fremgangsm&der, sésom separation ved kry-
stallisation til dannelse af (-)-isomeren af forbindel-
sen (VIII). (-)-isomeren af forbindelsen (X') kan der-
nest fremstilles ud fra dette produkt péd samme méde som
beskrevet ovenfor med hej renhed.

Andre asymmetriske hydrolyser, der kan opfylde
det tilsigtede foruden de ovenfor angivne enzymer, kan
findes p& basis af den ovennavnte redeggrelse. Endvide-

re kan de samme fremgangsmdder som beskrevet ovenfor

fglges pd basis af den ovennavnte redeggrelse, nar det
tilsigtes at opné (+)-forbindelserne.

(-)-forbindelsen af ofloxacin og analoge deraf
kan fremstilles ud fra de hidtil ukendte mellemprodukter
med formlen (X') ved fremgangsm&den C, som narmere be-

skrevet nedenfor.
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Fremgangsméde C
1“2
1 X3 N
N
X2 NH (CHZ)n
O\)\
Ry
(x! ) (XIV)
Xl .
0 2
| 1) Adskiilelse i
N
x2 N’JL\I:—;\] optiske isomere
2) Hydrolyse
O\\v//L\ R (CHz)n
1
(X")
Xl Xl COOC2Hs
] COOC2H5
_—% __-é
i \/NE K 1
0 0\/k
Rl Rl
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0 (0]
X COOC,Hy  ¥3 COOH
] — |
X2 X2 .
O\/k C)\/k
R
Ry 1
(XII) (V)
R— N NH COOH

(VI)
I formlerne er n, X1, X3, Ry, R, 0g R3 er som
defineret ovenfor, og X5 er en carboxylgruppe eller et
reaktivt derivat deraf, f.eks. en aktiv ester, et halo-

genid eller et syreanhydrid af carboxylsyren.
I fremgangsmade C kondenseres 7,8-dihalogen-1,4-

benzoxazinderivatet (X"') med en cyklisk aminosyre eller
et reaktivt derivat deraf (XIV) ved amidbindingsdannelse
til opnéelse af forbindelsen (X"). Kondensationsreak-

tionen kan udfgres ved enhver af den aktive estermetode,
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syreanhydridmetoden eller DCD-metoden, men i almindelig-
hed omszttes forbindelsen (X') og syrechloridet (XIV),
hvori X3 er -COCL, i et organisk oplgsningsmiddel, sasom
et halogeneret carbonhydrid, f£.eks. dichlormethan, 1
tilstedevarelse af en syreacceptor, sasom pyridin, tri-
ethylamin eller kaliumcarbonat, ved stuetemperatur under
omrgring. Reaktionsproduktet kan isoleres og renses pa
sedvanlig made, sé&som krystallisation, kolonnekromato-
grafi osv.

ved denne kondensationsreaktion kan separation af
den diastereomere blanding af forbindelsen (X") let ud-
fores, nar enten den ene eller den anden af de to iso-
mere af den cykliske aminosyre eller det reaktive deri-
vat deraf (XIV), dvs. en S-forbindelse eller en R-for-
bindelse, anvendes. Nzrmere betegnet anvendes derivater
(XIV), sésom S- eller R-prolin, S- eller R-pipecolsyre
(piperidin-2-carboxylsyre) osv., hensigtsmessigt. De
mest foretrukne forbindelser (XIV) omfatter (S)-N-ben-
zensulfonylprolin og (S)-N-p-toluensulfonylprolin.

Den diastereomere blanding af forbindelsen (X")
kan separeres ved fraktioneret krystallisation, kromato-
grafi ved anvendelse af silicagel osv. som en berer,
eller en kombination heraf.

Den saledes separerede diastereomer hydrolyseres,
sedvanligvis under basiske betingelser, til dannelse af
en 7,8-dihalogen-3-(S eller R)-lavere alkyl-[1,4]behz-
oxazin (X'). Denne forbindelse kan omdannes til en 9,10-
dihalogen-3~(S eller R)-lavere alkyl-7-oxo2,3-dihydro-
7H-pyrido[1,2,3-de][1,4]benzoxazin-6-carboxylsyre (V)
gennem kendte reaktioner, hvilken forbindelse dernast
kan omdannes til en 10-(4-alkylpiperazinyl)-forbindel-
se (VI).

Af de ovenfor beskrevne fremgangsmader A, B og C
er fremgangsm&de C sarligt foretrukken.
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Antimikrobiel virkning
De antimikrobielle virkninger af de optiske isom-
mere [(-) og (+)] af ofloxacin og en analog forbindelse
overfor forskellige mikroorganismer blev sammenlignet

med virkningen af ofloxacin (racemat), og resultaterne
er vist i Tabel 2 nedenfor. Testmetoden var i overens-
stemmelse med standardmetoden angivet af The Japan
Society of Chemotherapy.
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akut toksicitet
Den akutte intravensse toksicitet af (%), R(+)-
og S(-)-formerne af ofloxaxin i hanmus er vist i Tabel 3

nedenfor.

Tabel 3

Forbindelse Dosis antal Antal dage efter Dgdelighed

(mg/kg) mus behandling
1 2 3
(%) 100 0 0 0 :0/5
200 2 0 0 - 2/5
400 5 0 0 5/5
R(+) 100 5 0 0 0 0/5
200 5 3 0 0 3/5 .
400 5 5 0 0 * 5/5
S(-) 100 5 0 0 0 0/5
200 5 0 0 0 0/5
400 5 5 0 0 5/5

LDgq (i.v. i mus)

(x)-form 203 mg/kg
S(-)-form 244 mg/kg
Oplgselighed

Oplgseligheden af (%), R(+)- 09 S(-)-formerne af
ofloxacin i vand ved en temperatur i omrédet fra 23 til
26°C er vist i Tabel 4 nedenfor.
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Tabel 4

Forbindelse vandoplgselighed (ug/ml)

(%) 2.400
R(+) 25.800
S(-) 22.500

omdannelsen af mellemprodukterne med formlen (X)
til den onskede ofloxacin eller en analog deraf kan ud-
fores ved velkendte fremgangsm&der, f.eks. som beskrevet
i US patentskrift 4 382 892, EPC patent 47005, japansk
patentanseggning (OPI) 29789/83 og 43977/83.

Opfindelsen vil i det fglgende blive belyst mere
detailleret ved hjzlp af de felgende eksempler, men det
ma& forstds, at de ikke m& opfattes som begrznsende for
opfindelsens omfang. I Eksemplerne 1 til 7 beskrives
fremstilling af ofloxacin ifglge Fremgangsm&de A, i Ek-
semplerne 8 til 11 beskrives fremstillingen af ofloxacin
ifelge Fremgangsm&de B, og i Eksemplerne 12 til 17 be-
skrives fremstillingen af ofloxacin og analoge forbin-
delser ifplge Fremgangsmade C.

Eksempel 1
Fremstilling af benzoyloxy-forbindelse
Et gram (*)-9,10-difluor-3-hydroxymethyl-7-oxo-
2,3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4 ]benzoxazin-6-carbo-
xylsyre-ethylester (I) og 500 mg pyridin blev suspender-
et 1 100 ml vandfri tetrahydrofuran (THF), og 1,6 g 3,5-
dinitrobenzoylchlorid sattes dertil, hvorefter der blev

refluxet ved 90°C. Suspensionen blev oplgst og dernast
dannedes et farvelest bundfald. Reaktionen fortsatte i
1,5 timer. Efter afkeling blev bundfaldet opsamlet ved
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filtrering, vasket med methanol og diethylether og ter-
ret til opnaelse af 1,2 g (+)-9,10-difluor-3-(3,5-dini-
trobenzoyloxy)methyl-7-oxo~2,3—dihydro—7H—pyrido[1,2,3—
de][1,4]benzoxazin-6-carboxylsyreethylester (II) som et
farvelgst pulver med et smeltepunkt pa 240-242°C.

NMR (CDCl3/5% DMSO-dg) & (ppm).-

1,30 (3H, t, J=7,0 Hz, -CH,CH3), 4,26 (2H, q, J
7,0 Hz, -CH,CH3), 4,4-4,5 (5H, m), 7,76 (1H, dd, J
11,0 Hz, 7,0 Hz, Cg-H), 8,8 (1H, s, Cg-H), 9,0 (2H, d,
J = 3,0 Hz, aromatisk ringproton) og 9,2 (1lH, t, J=3,0

]

Hz, aromatisk ringproton).

Eksempel 2
Adskillelse af optiske isomere
Seks mg af benzoylforbindelsen opnéet i Eksempel
1 blev oplgst i ca. 0,6 ml dimethylformamid (DMF), som
var renset ved destillation. Oplesningen blev filtreret
gennem et milliporefilter og udsat for HPLC ved énven-
delse af en kolonne af Sumipacks OA-4200 (2 cm x 25 cm)
og et oplesningsmiddel af n-hexan/1,2-dichlorethan/etha-
nol = 6/3/1 (p& basis af volumen) ved en hastighed pa 8

ml/min. ,
Tdet de forste fraktioner (fraktioner af (+)-for-

pindelsen) indeholdt sm& mzngder af den racemiske for-
bindelse (I) pad grund af den partielle hydrolyse, nar
den blev oplest i DMF, blev de renset yderligere ved si-
licagelkromatografi ved anvendelse af chloroform til 10%
methanol/chloroform som elueringsmiddel. Disse rens-
ningsprocedurer blev gentaget til opnéelse af 250 mg af
hver af de to optisk aktive forbindelser [(-)isomeren og
(+)-isomeren] ud fra 600 mg af benzoyloxyforbindelsen
(II).
(+)-Isomer: Retentionstid 56-76 min. (kolonne-
temperatur: 22°C), smp. 235-240°C,
[a]23 = +90,8° (c = 0,852, DMF)
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(-)-Isomer: Retentionstid: 78-98 min. (kolonne-
temperatur: 22°C), smp. 244-249°C,
[a]%f = 92,5° (c = 0,889, DMF).

Eksempel 3
Fremstilling af ethyl(-)-9,10-difluor-3-hydroxymethyl-
7-0x0-2, 3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4 ]benzoxazin-6-
carboxYlat (III)

I en blanding af 10 ml ethanol og 4 ml mzttet,
vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning suspenderedes
120 mg af den optisk aktive benzoyloxyforbindelseé [(-)-
isomeren], og suspensionen blev opvarmet til 50 til 60°C
i to timer under omroring. Efter koncentrering tilsat-
tes vand til reaktionsblandingen, og alt uoplgselige ma-
teriale blev opsamlet ved filtrering, vasket successivt
med vand, 95% ethanol og diethylether til opndelse af 68
mg af en optisk aktiv 3-hydroxymethylforbindelse [(III),
(-)-isomer] som farvelgse krystaller med et smp. pd 235
- 240°C.

Elementzranalyse for C;gH;3F,NOg:

Beregnet: (%) C 55,39 H 4,03 N 4,31
Fundet: C 655,44 H 4,01 N 4,49.

[a]2® = -125,9°(c = 0,918, DMF).

P& samme mdde som beskrevet ovenfor fremstilledes
en (+)-3-hydroxymethylforbindelse ud fra (+)-benzoyloxy-
forbindelsen. Smp.: 231-234°C. [a]%3 = +125,9° (c =
0,715, DMF).

Eksempel 4
Fremstilling af ethyl(-)-9,10-difluor-3-iodmethyl-7-oxo-
2,3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4 ]benzoxazin-6-carboxy
-lat (IV) _
I 12 ml vandfri DMF suspenderes 63 mg af (-)-3-

hydroxymethylforbindelsen (III), og suspensionen blev
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opvarmet til 70 til 80°C under omrgring til dannelse af
en oplesning, hvorefter den blev afkslet til stuetempe-
ratur. Til oplgsningen sattes 340 mg triphenylphosphit-
methiodid, hvorefter der omrgrtes i 1,5 timer. Oples-
ningsmidlet blev fjernet ved destillation under reduce-
ret tryk, og remanensen blev oplgst i chloroform. Oples-
ningen blev udrystet med en vandig natriumthiosulfato-
plesning og dernast med mettet vandig natriumchloridop-
lgsning. Chloroformfasen blev terret over vandfrit mag-
nesiumsulfat, og oplesningsmidlet blev fjernet ved de-
stillation. Til remanensen sattes diethylether, hvoref-
ter der omrortes, og det udfzldede faste stof blev op-
samlet ved filtrering, vasket med diethylether og terret
under reduceret tryk til opndelse af 78 mg af en iodme-
thylforbindelse (IV) som et hvidt pulver med et smp. pa
214-217°C.

Elementzranalyse for C;gH;,FoINO,:
Beregnet: (%) C 41,40 H 2,78 N 3,22
Fundet: C 41,16 H 2,58 N 2,99

(+)-Forbindelsen opndedes pé& samme made som

beskrevet ovenfor.

Eksempel 5
Fremstilling af  S(-)-9,10-difluor-3-methyl-7-oxo-2,3-
dihydro-7H-pyrido-[1,2,3-de][1,4]-benzoxazine-6-carbox-
ylsyre (V').

I 18 ml absolut ethanol suspenderedes 78 mg af
iodmethylforbindelsen (IV), og suspensionen blev opvarm-
et til 60 til 70°C under omrgring til dannelse af en
oplesning, som man lod afkele til stuetemperatur. Til
den opnéede oplegsning sattes 0,2 ml n-tributhyltinhy-
drid, og blandingen blev omrert ved 50 til 60°C i en ti-
me og dernast ved stuetemperatur i en time. Oplzsnings—'
midlet blev fjernet ved destillation, og remanensen blev
udsat for kolonnekromatografi' ved anvendelse af 8 g si-
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licagel som en bzrer og chloroform:methanol (40:1 pa ba-
sis af volumen) som elueringsmiddel til opnéelse af en
réd methylforbindelse. Raproduktet blev oplest i to ml
iseddikesyre, og 4 ml koncentreret saltsyre sattes der-
til. Efter opvarmning til refluxning i 40 minutter blev
reaktionsblandingen koncentreret. Der tilsattes vand
til koncentratet, og de sdledes udfzldede krystaller
blev opsamlet ved filtrering, vasket successivt med
vand, ethanol og diethylether og terret under reduceret
tryk til opndelse af 22 mg krystaller af en S(-)-for-
bindelse (V') med et smp. pd 300°C eller mere.
Elementzranalyse for C;3HgF,NO,:

Beregnet: (%) C 55,52 H 3,23 N 4,98
Fundet: (%) C 55,79 H 3,20 N 4,91.
Eksempel 6

Fremstilling af S(~-)-9-fluor-3-methyl-10-(4-methyl-1-
piperazinyl)-7-oxo-2,3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4]-
benzoxazin-6-carboxylsyre

I 3 ml vandfrit dimethylsulfoxid oplgstes 21 mg
af S(-)-9,10-difluor-3-methyl-6-carboxylsyren (V') og
30 mg N-methylpiperazin, og oplgsningen blev omrgrt ved
130 til 140°C i en time. Oplesningsmidlet blev fjernet
ved destillation, og 2 ml ethanol sattes til remanensen.
Det s&ledes udfzldede faste stof blev opsamlet ved fil--
trering og vasket successivt med en lille mzngde ethanol
og diethylether. Det opndede pulver, der vejede 14 mg,
blev ledt gennem en kolonne af 5 g silicagel og elueret
med et nedre lag oplesning af chloroform-methanol-vand

(7:3:1 p& basis af volumen) til opnédelse af titelforbin-
delsen, 10-(4-methyl-l-piperazinyl)forbindelsen (VI').
Moderluden, der blev tilbage efter filtreringen, blev
udsat for tyndtlagskromatografi (silicagel, 20 cm x 20
cm, 5 mm (t)) og fremkaldt med de nedre lag oplgsning af
chloroform-methanol-vand (15:3:1 pd basis af volumen. De
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to rensede produkter blev forenet til opnédelse af 14 mg
af titelforbindelsen som et krystallinsk produkt med et
smp. pa 220-228°C (med senderdeling).

Elementzranalyse for C,gHpgFN304:
Beregnet: (%) Cc 59,82 H 5,58 N 11,63
Fundet: (%) CcC 60,01 H 5,68 N 11,53

[a]2% = -68,8° (c = 0,711, 0,05N NaOH).

MS (m/e): 361 (MT).

NMR (CDClgy) & (ppm):

1,63 (3H, d, C3-CH3), 2,38 (3H, s, N-CHj3), 2,54 -
2,60 (4H, m, 2 x CH,N), 3,40 - 3,44 (4H, m, 2 x CHpN),
4,35 - 4,52 (3H, m, -CH og CH,, 7,76 (1H, d, aromatisk
ring Cg-H) og 8,64 (1H, s, Cg-H). :

(+)-forbindelsen opndedes p& samme mé&de som be-
skrevet ovenfor. Smp. 218-226°C (med sgnderdeling).
[a]24 = +68,7° (c = 0,560, 0,05N NaOH). MS (m/e): 361
(MT).

Eksempel 7
Fremstilling af S(—)—9-fluor—3—methyl-lo—(4—methyl—l—pi—
perazinyl)-?—oxo—z,3—dihydro—7H-pyrido[l,2,3—de][1,4]-
benzoxazin-6-carboxylsyre (VI')

T 30 ml diethylether suspenderedes 281 mg af (-)-
9,10-difluor-3-methyl-6-carboxylsyren (V') som opndet i
Eksempel 5, og et stort overskud af bortrifluoridethyl-
etherat sattes dertil under omrgring ved stuetemperatur,
hvorefter man lod blandingen reagere i 45 minutter. Det
dannede bundfald blev opsamlet ved filtrering, vasket
med diethylether og terret under reduceret tryk. Den
opnéede chelatforbindelse, der vejede 310 mg, blev op-
lgst i 6 ml diethylsulfoxid, og 0,32 ml triethylamin og
0,13 ml N-methylpiperazin sattes til oplesningen. Blan-
dingen blev omrert ved stuetemperatur i 17 timer, hvor-
efter den blev opkoncentreret til terhed under reduceret
tryk. Remanensen blev vasket med diethylether og der-
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nest oplegst i 20 ml 95% ethanol, indeholdende 0,5 ml
triethylamin, og oplesningen blev opvarmet til reflux i
8 timer. Efter afkeling blev reaktionsblandingen opkon-
centreret til terhed under reduceret tryk. Remanensen
blev oplest i 5% fortyndet saltsyre, og oplgsningen blev
udrystet mellem chloroform og vand. PpH i den vandige
fase blev indstillet til 11 med 1N natriumhydroxid og
dernzst til 7,4 med 1N saltsyre. Oplesningen blev ek-
straheret tre gange med portioneraf 50 ml chloroform, og
ekstrakten blev torret over natriumsulfat. Chloroformen
blev fjernet ved destillation. Omkrystallisation af det
opnédede pulver af ethanol-diethylether gav 120 mgjaf ti-
telforbindelsen som et transparent, fint, n&lelignende,
krystallinsk produkt med et smp. pa 225-227°C (med sen-
derdeling). [a]2D4 = -76,9° (c = 0,385, 0,05N NaOH).
Elementazranalyse for C;gHpoFN30, - %H,0:

Beregnet: (%) C 58,37 H 5,72 N 11,35
Fundet: (%) Cc 58,17 H 5,58 N 11,27.

Referenceeksempel 1
Fremstilling af (t)-3-acetoxymethyl-7,8-difluor-2,3-di-
hydro-4H-[1,4 ]benzoxazin

F
Ccs 9 _—

F \\\//ﬂ\\//,OCOCH3

. N02

> 0
0 \/U\/
F Noz OCO_CH3
CH
(A)

I 1,0 liter acetone oplestes 60,0 g 2,3-difluor-
g-nitrophenol, og 70,0 g l-acetoxy-3-chlor-2-propan
hvorefter 33,1 g kaliumcarbonat tilsattes til oplesnin-
gen under omrgring ved stuetemperatur. Efter omrgring i
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yderligere 30 minutter sattes 6,6 g kaliumiodid dertil,
og blandingen blev refluxet i fire timer. Efter man

havde ladet blandingen afkole, filtreredes reaktions-
blandingen, og filtratet blev opkoncentreret under redu-
ceret tryk. Koncentratet blev oplest i 4,0 liter af en
oplgsningsmiddelblanding af ethylacetat:benzen (1:1
p& basis af volumen). Den opndede oplegsning blev vasket
med vand, terret over vandfrit natriumsulfat og koncen-
treret under reduceret tryk. Koncentratet blev udsat
for kolonnekromatografi under anvendelse af 1,2 kg sili-
cagel og benzen/ethylacetat (10/1) som elueringsmiddel
til opndelse af 32,8 g af Forbindelsen (A) som et olie-
agtigt produkt. Forbindelsen (A) oplestes i 300 ml me-
thanol, og 115 ml Raney-nikkel sattes dertil til frem-
kaldelse af katalytisk reduktion under atmosferetryk.
Reaktionsblandingen blev filtreret, og filtratet blev
opkoncentreret under reduceret tryk. Koncentratet blev
renset ved kolonnekromatografi ved anvendelse af 400 g
silicagel og benzen/ethylacetat (10/1 pé& basis af vo-
lumen) som elueringsmiddel, og produktet blev omkrystal-
liseret af benzen-n-hexan til opndelse af 17,9 g (£)-3-
acetoxymethyl—?,8-difluor—2,3—dihydro-4H—[1,4]benzoxazin
(VII) som farvelgse krystaller med smp. p& 73-74°C.
Elementaranalyse for Cqp;Hp;F,NO3:
Beregnet; (%) C b54,32 H 4,56 N 5,76
Fundet: (%) C 54,09 H 4,42 N 5,76.

Eksempel 8

Fremstilling af (—)—3—acetoxymethyl—7,8—difluor—2,3-di—
hydro—4H—[l,4]benzoxazin—3,5—dinitrobenzoylderivativ
(IX)

a) Ti gram (i)—3—acetoxymethyl—7,8—difluor—2,3—di—
hydro-4H-[l,4]benzoxazin (VII) som substrat blev oplgst
i 1,00 liter af en blanding af benzen/n-hexan (4/1 pé
basis af volumen). En harpisk i vad tilstand, som var
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fremstillet ved suspension af 100 ml DEAE-Toyopearl 650M
i en 0,05M phosphorsyrepuffer (pH 7,0) efterfulgt af
filtrering ved sugning, og tilsatning af 200 mg lipopro-
teinlipase (LPL Amano 3), sattes til den ovenfor frem-
stillede substratoplgsning. Man lod reaktionsblandingen
reagere ved 37°C i seks timer under omrgring. Reak-
tionsblandingen blev filtreret ved sugning, og harpiksen
blev vasket med 200 ml benzen. Filtratet og vaskevasken
plev hazldt sammen og opkoncentreret under reduceret
tryk. Koncentratet, der vejede 9,68 g, blev udsat for
kolonnekromatografi under anvendelse af 200 g silicagel
som en bzrer og benzen/ethylacetat (10/1 pa basis.af vo-
lumen) som elueringsmiddel til opndelse af 4,67.g 3-acet
—oxymethyl—7,8difluor-2,3—dihydro—4H[1,4]benzoxazin.

Den opn&ede forbindelse blev oplegst i 200 ml te-
trahydrofuran, og 5,76 g 3,5-dinitrobenzoylchlorid og
3,3 ml pyridin sattes dertil, hvorefter der opvarmedes
til 60°C i tre timer. Reaktionsblandingen blev opkonceh—
treret under reduceret tryk, og koncentratet blev oplest
i 400 ml ethylacetat, vasket successivt med fortyndet
saltsyre, en vandig oplesning af natriumhydrogencarbonat
og vand, terret over vandfrit natriumsulfat og opkoncen-
treret under reduceret tryk. Tilsatning af n-hexan til
koncentratet forarsagede udfeldning af lysegule krystal-
ler af et racemat. Efter tilstrazkkelig udfeldning blev
bundfaldet skilt fra ved filtrering, og filtratet blev.
opkoncentreret til terhed til opndelse af 3,93 g af et
3,5-dinitrobenzoylderivat af (-)-3-acetoxymethyl-7,8-di-
fluor-2,3-dihydro-4H-[1,4]benzoxazin (IX).

b) Til ca. 2,0 ml Amberlite XAD 7 sattes 2,0 ml af
en 0,05M phosphorsyrepuffer (pH 7,0), hvori der var op-
lgst 20 mg lipoproteinlipase (LPL Amano 3), ©g man lod
blandingen henstd ved stuetemperatur i 18 timer, sdledes
at enzymet kunne adsorberes p& harpiksen. Harpiksen
blev filtreret fra ved sugning og vasket med 10 ml af en
0,05M phosphorsyrepuffer (pH 7,0). En oplgsning af 250
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mg (i)—3—acetoxymethyl—7,8—difluor—2,3—dihydro—4H—[l,4]
-benzoxazin som et substrat i 25 ml af en oplgsningsmid-
delblanding af benzen og n-hexan (4:1 p& basis af volu-
men) sattes til den saledes fremstillede harpiks i vad
tilstand, hvorefter man lod blandingen reagere ved 37°C
i fire timer under omrgring. Reaktionsblandingen blev
oparbejdet pad samme méde som beskrevet i a) ovenfor til
opn&else af 117 mg optisk aktiv 3-acetoxymethyl-7,8-di-
fluor-2,3-dihydro-4H-[1,4 ]benzoxazin. P& samme méde op-
ndedes 65 mg af et 3,5-dinitrobenzoylderivat af (-)-3-
—acetoxymethyl—7,e—difluor—z,3-dihydro—4H—[l,4]benzoxa—
zin.
c) Til 3,60 liter af en 0,1M phosphorsyrepuffer (pH
7,0) sattes 3,60 g (+)-3-acetoxymethyl-7,8-difluor-2,3-
dihydro-4H-[1,4]benzoxazin som et substrat, og blandin-
gen omrgrtes ved 37°C i 18 timer til dannelse af en op-
lgsning. Til den opndede oplesning sattes 50 mg lipo-
proteinlipase (LPL Amano 3), hvorefter man lod reak-
tionsblandingen reagere ved 37°C i 190 minutter under
omrgring. Reaktionsblandingen blev ekstraheret tre gange
med 2,0 1 portioner af ethylacetat. Det forenede eks-
trakt blev vasket med vand, terret over vandfrit natri-
umsulfat og opkoncentreret under reduceret tryk. Kon-
centratet blev udsat for kolonnekromatografi” under an-
vendelse af 70 g silicagel som en bzrer og chloroform
som elueringsmiddel til opndelse af 1,07 g optisk aktiv
3—acetoxymethyl-7,8-difluor-2,3—dihydro-4H—[1,4]benzoxa¥
zin. Den opndede forbindelse blev behandlet p& samme
made som beskrevet i a) ovenfor til opnadelse af 0,9 g
af et 3,5-dinitrobenzoylderivat af (-)~3-acetoxymethyl-
7,8-difluor-2,3-dihydro-4H-[1,4]benzoxazin.
d) il 3,70 liter 0,1M phosphorsyrepuffer (pH 7,0)
sattes 3,70 g (i)—3—acetoxymethyl—7,B—difluor—z,3—dihy—
dro-4H-[1,4]benzoxazin som et substrat, hvorefter der-
omrertes ved 37°C i 3,5 timer til dannelse af en oples-
ning. Til den opndede oplesning sattes 2,22 g lipase
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(opndet ud fra Candida cylindracea), hvorefter man lod
blandingen reagere ved 37°C i 3,5 timer under omrgring.
Reaktionsblandingen blev ekstraheret tre gange med 2,0
1 portioner af ethylacetat. Det forenede ekstrakt blev
vasket med vand, terret over vandfrit natriumsulfat og
opkoncentreret under reduceret tryk. Koncentratet blev
udsat for kolonnekromatografi under anvendelse af 70 g
silicagel og forst behandlet med benzen/ethylacetat (5/1
pd basis af volumen) til eluering af 3-acetoxymethyl-
7,8-difluor-2, 3-dihydro-4H-[1,4 ]benzoxazin og dernast
med benzen/ethylacetat (1/1 p& basis af volumen) til
eluering af 7,8-difluor-2,3-dihydro-3-hydroxymethyl-4H-
[1,4]benzoxazin.

Det sidstnzvnte eluat, der vejede 1,31 g, blev
oplgst i 60 ml tetrahydrofuran, og 1,70 g 3,5-dinitro-
benzoylchlorid sattes dertil, hvorefter der blev opvar-
met til 37°C i 20 timer. Reaktionsblandingen blev-op-
koncentreret under reduceret tryk, og koncentratet blev
oplgst i 400 ml ethylacetat, vasket successivt med en
vandig natriumhydrogencarbonatoplegsning og vand og tor-
ret over vandfrit natriumsulfat og opkoncentreret til
torhed under reduceret tryk til opn&else af 2,52 g af et
reaktionsprodukt. Reaktionsproduktet oplgstes i 10 ml
pyridin, og 10 ml eddikesyreanhydrid sattes dertil,
hvorefter der blev opvarmet til 37°C i 20 timer. Reak-
tionsblandingen blev oparbejdet og omkrystalliseret pa
samme mide som beskrevet i a) ovenfor til fjernelse af
racematkrystallerne og derved til forpgelse af den op-
tiske renhed. Idet produktet stadig indeholdt sma meng-
der biprodukter fra reaktionen, rensedes den yderligere
ved Toyopearl HW-40-kolonnekromatografi (kolonne: 2,5 X
95 cm, elueringsmiddel: methanol/acetonitril = 1/1 pa
basis af volumen) og dernzst silicagelkolonnekromatogra-
fi (kolonne: 1,8 x 34 cm, elueringsmiddel: chloroform/
acetone = 20/1 p& basis af volumen) for til sidst at op-
nd 0,44 g af et 3,5-dinitrobenzoylderivat af (-)-3-
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acetoxymethyl—?,8—difluor—2,3;dihydro—4H—[1,4]benzoxa—
zin.

MS (m/z: 437 (M%)

1H-NMR (CDCly, 200 MHz) & (ppm):

2,14 (3H, s, -OCOCH3), 4,26 (2H, d, J = 7,0 Hz,
—CEZOCOCH3), 4,45 (1H, 44, J=3,0 Hz, 12,0 HZ, Cz—ﬁ),
4,71 (1H, 4, J=12,0 Hz, CZ—E), 4,94 (1lH, m, C3—§), 6,60
(2H, m, aromatisk ringproton), 8,73 (2H, 4, J=2,0 Hz,
aromatisk ringproton) og 9,19 (1H, t, aromatisk ringpro-

ton).

Eksempel 8
Fremstilling af (—)—7,8-difluor—2,3—dihydro—3—hydroxyme—
thyl-4H-[1,4]benzoxazin (VIII)

T 135 ml tetrahydrofuran oplestes 3,03 g af et
3,5-dinitrobenzoylderivat af (-)-3-acetoxymethyl-7,8-di-
fluor-2,3-dihydro-4H-[1,4]benzoxazin, og 135 ml »ethanol
og 30 ml 1,0N kaliumhydroxid sattes til oplgsningen.
Efter omrgring af reaktionsblandingen ved stuetemperatur
i 30 minutter tilsattes 3 ml eddikesyre til neutralise-
ring. Blandingen blev opkoncentreret under reduceret
tryk, og koncentratet blev oplgst i 400 ml chloroform,
vasket successivt med en vandig natriumhydrogencarbonat-
oplesning og vand, torret over vandfrit natriumsulfat og
opkoncentreret til terhed under reduceret tryk. Det fa-
ste stof blev udsat for kolonnekromatografi under anven-
delse af 40 g silicagel og elueret med chloroform/metha-
nol (50/1 p& basis af volumen) til opnéelse af 1,17 ¢
(—)-7,8—difluor—2,3—dihydro-3—hydr0xymethyl—4H-[l,4]ben—

zoxazin.
[a]%? = -14,1° (c = 1,80, CHCl3).

1H-NMR (CDCly, 200 MHz) & (ppm):
3,5 - 4,4 (5H, m), 6,30 - 6,42 (1H, m, aromatisk

ringproton) og 6,54 - 6,74 (1H, m, aromatisk ringpro-

ton).



10

15

20

25

30

35

DK 170473 B1

30

, Eksempel 10 :
Fremstilling af (-)-7,8-difluor-2,3-dihydro-3-methyl-
4H-[1,4]benzoxazin (X')

Til 20 ml pyridin sattes 1,17 g - (-)-7,8-difluor-
2,3-dihydro-3-hydroxymethyl-4H-[1,4 Jbenzoxazin, og 2,77
g thionylchlorid sattes drdbevis dertil under afkeling
med is, hvorefter der omrgrtes ved 50-60°C i 40 minut-
ter. Reaktionsblandingen blev koncentreret under redu-
ceret tryk, og koncentratet blev oplgst i 300 ml chloro-
form og vasket med 100 ml vandig natriumhydrogencarbo-
natoplgsning. Vaskevasken blev ekstraheret to gange med
chloroform i portioner af 200 ml. De forenede- chloro-
formfaser blev vasket med vand, terret over vandfrit na-
triumsulfat og opkoncentreret under reduceret tryk. Kon-
centratet blev udsat for kolonnekromatografi under an-
vendelse af 40 g silicagel og elueret med chloroform til
opndelse af 1,18 g af reaktionsproduktet som et farve-
lgst olieagtigt produkt. Dette produkt blev oplgst i 30
ml dimethylsulfoxxid, og 0,41 g natriumborhydrid sattes
dertil, hvorefter der blev opvarmet til 80 til 90°C i en
time. Reaktionsblandingen blev oplgst i 500 ml benzen,
vasket med vand til fjernelse af dimethylsulfoxid, ter-
ret over vandfrit natriumsulfat og opkoncentreret under
reduceret tryk. Koncentratet blev udsat for kolonnekro-

matografi under anvendelse af 40 g silicagel og elueret
med benzen til opndelse af 0,80 g (-)-7,8-difluor-2,3-
dihydro-3-methyl4H-[1,4 ]benzoxazin som et farvelest,
olieagtigt produkt.

[a]2® = -9,6° (c = 2,17, CHCly):

1H-NMR (CDCly, 200 MHz) & (ppm):

1,20 (3H, 4, J=6,0 Hz, —C§3), 3,53 (1H, m, C3-H),
3,81 (1H, dd, J=8,0 Hz, 10,0 HZ, Cy-H), 4,31 (1H, 44, J
= 3,0 Hz, 10,0 Hz, C,-H), 6,24 - 6,36 (1H, m, aromatisk
ringproton) og 6,52 - 6,70 (1H, m, aromatisk ringpro-
ton).




DK 170473 B1

31
Optisk renhed: >89% e.e.
produktet blev ledt til 3,5-dinitrobenzoylderi-
vatet og bestemt kvantitativt ved HPLC under anvendelse
af en Sumipacks OA-4200 kolonne, 4,0 X 250 mm, Oog en Op-
5 1gsningsmiddelblanding af n-hexan/1,2-dichlorethan/etha-
nol (90/9,1/0,9 pd basis af volumen) med en hastighed pa -

1,5 ml/min.
10 Eksempel 11
Fremstilling af s(-)-ofloxacin
F . . COOC, He
15
‘ OOC2H5
F \\//ii F |
CH3 \\//l*CH3
20
0 0 '
25 F COOC2H5 F COOH
! l —_— ‘ l —> §(-)~-0floxacin
F N F N
CH3 CH3 7
30

Til 1,13 g (-)-7,8—difluqr—2,3-dihydro—3—methyl—
35  4H-[1,4]benzoxazin sattes 1,58 g diethylethoxymethylen-
malonat, og blandingen blev omrert ved 130 til 140°C i
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70 minutter. Reaktionsblandingen blev som sddan udsat
for kolonnekromatografi under anvendelse af 50 g silica-
gel og elueret med chloroform til opndelse af 2,47 g di-
ethyl[(—)—7,8—difluor—3—methyl—2,3—dihydro-4H—[1,4]benz-
oxazin-4-yl]methylenmalonat. Dette produkt blev oplest
i 5 ml eddikesyreanhydrid og 10 ml af en blanding af ed-
dikesyreanhydrid og koncentreret svovlsyre (2/1 p& basis
af volumen) under omrgring og isafkeling, hvorefter der
omrortes ved 50 til 60°C i 40 minutter. Til reaktions-
blandingen sattes is og en vandig oplgsning af natrium-
hydrogencarbonat, og reaktionsproduktet blev ekstraheret
tre gange med portioner af 150 ml chloroform. Det fore-
nede eksktrakt blev vasket med vand, terret over vand-
frit natriumsulfat og opkoncentreret under reduceret
tryk. Da et fast stof begyndte at felde ud, tilsattes en
1ille m@ngde diethylether, og pbundfaldet blev opsamlet
ved filtrering. Bundfaldet med vasket med en lillé
mengde diethylether til opndelse af 1,32 g (-)-ethyl-
9,10—difluor—3-methyl—7—oxo-2,3—dihydro—7H-pyrido[l,2,3—
de][1,4]benzoxazin-6-carboxylat.

T 12 ml eddikesyre oplestes 1,20 g af den opnéede
forbindelse, og 25 ml koncentreret saltsyre tilsattes
til oplesningen, hvorefter der blev refluxet ved 120 til
130°C i 90 minutter. Efter henstand af reaktionsblandin-
gen ved stuetemperatur, udfzldedes ndlelignende krystal-
ler, som blev opsamlet ved filtrering og vasket succes-
sivt med en lille mengde vand, ethanol og diethylether
til opnéelse af 0,96 g (-)-9,10-difluor-3-methyl-7-oxo-
2,3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4 ]benzoxazin-6-carbox-
ylsyre.

I 30 ml diethylether suspenderedes 324 mg af den
opndede forbindelse, og et stort overskud af bortrifluo-
fidethyletherat tilsattes, hvorefter der blev omrgrt ved
stuetemperatur i 30 minutter til dannelse af en chelat-
forbindelse. Produktet blev opsamlet ved filtrering og
vasket med en lille mengde diethylether til opndelse af
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373 mg af et pulver. pulveret blev oplgst i 7 ml dime-
thylsulfoxid, og 136 mg N-methylpiperazin og 228 mg
triethylamin tilsattes, hvorefter der omrgrtes ved stue-
temperatur i 17 timer. Reaktionsblandingen blev opkon-
centreret til terhed under reduceret tryk, og til det
faste stof sattes 15 ml 95% methanol og 0,31 ml tri-
ethylamin. Den opnéede blanding blev refluxet i tre
timer. Reaktionsblandingen blev opkoncentreret under re-
duceret tryk, ©g remanensen plev filtreret og vasket
successivt med en lille mzngde ethanol og diethylether
til opnéelse af 350 mg af et hvidt pulver. Omkrystalli-
sation af en oplgsningsmiddelblanding af ethanol og kon-
centreret vandig ammoniak gav 230 mg S(-)-ofloxacin.

Smeltepunkt: 225-227°C (med sgnderdeling).

[a]%3 = -76,9° (c = 0,39, 0,05N NaOH).

Ms (m/e): 361 (MT).

1y NMR (CDCly, 200 MHz) & (ppm):

1,63 (3H, d, C3-CH3), 2,38 (3H, s, N-CH3), 2,54 -
2,60 (4H, m, 2 X CH,N), 3,40 - 3,44 (4H, m, 2 % CH,N),
4,35 - 4,52 (38, m, CH og CHy), 7,76 (1H, d, aromatisk
ring Cg-H) o9 8,64 (1H, s, Cg-H).

Eksempel 12
Fremstilling af 3S-(+)—7,8—difluor—2,3—dihydro—3—methyl
-4-[(S)-N-para—toluen—sulfonylprolyl]-4H-[1,4]benzoxazin.
(X")

En oplesning af et syrechlorid, der var fremstil-
let ud fra 61,9 ¢ (S)—N-p—toluensulfonylprolin og thio-
nylchlorid i 350 ml torret dichlormethan tilsattes lang-
somt og drabevis til en oplesning p& 32,8 g (%)-7,8-di-
fluor2,3-dihydro-3-methyl-4H-[1,4 ]benzoxazin og 28 ml
pyridin i 300 ml togrret dichlormethan ved stuetemperatur
under omrgring. Omrgringen fortsattes i yderligere fire’
timer ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen blev
vasket successivt med 10% saltsyre, en mettet vandig na-
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triumhydrogencarbonatoplgsning og en mettet vandig na-
triumchloridoplesning og torret over vandfrit magnesium-
sulfat. Dichlormethanet blev fjernet ved destillation,
og den olieagtige remanens blev oplest i 200 mg ethyl-
acetat. Til oplesningen sattes langsomt og drédbevis 750
ml n-hexan under omrgring, hvorved krystaller (-)-isomer
af forbindelsen (X"), hvori X; = X, = F, R; = CHj, Ry =
p-toluenmsulfonyl, og n = 1) udfzldede gjeblikkeligt. De
udfzldede krystaller blev skilt fra ved filtrering, og
filtratet blev opkoncentreret til terhed under reduceret
tryk. Remanensen blev udsat for kolonnekromatografi un-
der anvendelse af 500 g silicagel og elueret med benzen/
ethylacetat (50/1 - 25/1 pad basis af volumen) til opné-
else af et olieagtigt produkt. Det olieagtige produkt
blev oplgst i 500 ml ethanol, og man lod oplgsningen
henstd ved stuetemperatur i en dag til udfazldning af
krystaller. Ethanolet blev destilleret fra, og til de
séledes udvundne krystaller sattes diethylether og n-
hexan, hvorefter der filtreredes. Det faste stof blev
torret under reduceret tryk til opnaelse af 33,4 g 3S-
(+)-7,8-difluor-2,3-dihydro-3-methyl-4-[ (S)-N-p-toluen-
sulfonylprolyl]-4H-[1,4 ]benzoxazin ((+)-isomeren af for-
bindelsen X"), hvori X; = X, = F, Ry = CH3, Ry = p-to-
luensulfonyl, og n = 1) med et smeltepunkt pa 107-108°C.

[a]lp = +70,7° (c = 0,953, chloroform).

IR v XBL  (cm7l): 1685, 1510, 1490.

Elementzranalyse for C,1H,,FyN,0,5:
Beregnet: (%) c 57,79 H 5,08 N 6,42
Fundet: (5) C 58,05 H 5,14 N 6,47.

Eksempel 13
Fremstilling af S-(-)-7,8-difluor-2,3-dihydro-3-methyl-
4H-[1,4]benzoxazin (X)
I en liter ethanol oplestes 32,8 g af (+)-isome-
ren som opn&et i Eksempel 12, og 300 ml 1N natriumhy-
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droxid tilsattes, hvorefter der blev refluxet i tre ti-
mer. Ethanolet blev fjernet ved destillation, og den
olieagtige remanens blev ekstraheret med benzen. Eks-
trakten blev vasket med en mattet vandig natriumchlorid-
oplesning, terret over natriumsulfat og destilleret til
fjernelse af benzen. Remanensen blev udsat for kolonne-
kromatografi under anvendelse af 200 g silicagel som bz-
rer og benzen som elueringsmiddel til opnéelse af 12,7 ¢
(udbytte: 91,4%) S—(-)—7,e—difluor—z,3-dihydro-3-methyl
—4H-[1,4]benzoxazin som et olieagtigt produkt.

[alp = -9,6° (c = 2,17, chloroform).

Den absolutte konfiguration af denne forbindelse
blev bestemt som verende en S-konfiguration ved. rentgen-

analyse p& dens hydrochlorid.

Eksempel 14 o
Fremstilling af ethyl-(S)—(-)—Q,lo—difluor—3—methyl—7—
ox0-2,3-dihydro-7TH-pyrido[1,2,3-de][1,4]benzoxazin-6-
carboxylat (XII)

Til 15,8 g af (S)-(-)-benzoxazinderivatet som op-
ndet i Eksempel 13 sattes 24,0 g diethylethoxymethylen-
malonat, og blandingen blev omrert ved 130 til 140°C i
en time under reduceret tryk. Efter afkeling blev reak-
tionsblandingen oplest i 50 ml eddikesyreanhydrid, og 80
ml af en blanding af eddikesyreanhydrid og koncentreret.
svovlsyre (2:1 p& basis af volumen) tilsattes langsomt
og drabevis til oplesningen under omrgring og isafke-
ling. Efter fortsattelse af omrgringen i yderligere en

time ved stuetemperatur blev reaktionsblandingen omregrt

i et varmt bad med en temperatur pd 50 til 60°C i 30 mi-
nutter. Isvand sattes til reaktionsblandingen, og pul-
verformigt kaliumcarbonat tilsattes til neutralisation.
Blandingen blev ekstraheret med chloroform, og ekstrak-
ten blev vasket successivt med en mzttet vandig natrium-
hydrogencarbonatoplegsning og en mettet vandig natrium-
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chloridoplgsning og terret over natriumsulfat. Chloro-
formen blev fjernet ved destillation, og til remanensen
sattes diethylether. De saledes dannede krystaller blev
opsamlet ved filtrering til opnédelse af 20,0 g af titel-
forbindelsen med et smeltepunkt p& 257-258°C.
[a]p = -68,1° (c = 0,250, eddikesyre).

: Eksempel 15
Fremstilling af S-(-)-9,10-difluor-3-methyl-7-oxo-2,3-
dihydro-7H-pyrido-[1,2,3-de][1,4]benzoxazin-6-carboxyl-
syre .

I 150 ml eddikesyre oplgstes 19,5 g af esterfor-
bindelsen opndet i Eksempel 14, og 400 ml koncentreret
saltsyre tilsattes, hvorefter der blev refluxet i tre
timer. Efter afkeling blev de udfazldede krystaller op-
samlet ved filtrering, vasket successivt med vand, etha-
nol og diethylether og terret til opndelse af 16,2 g af
den tilsvarende carboxylsyre med et smeltepunkt pd 300°C
eller hgjere.

[a], = -65,6° (c = 0,985, DMSO).
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Eksempel 16
Fremstilling af S-(-)-9-fluor- 3-methyl-10-(4-methyl-1-
piperazinyl)-7-oxo-2,3-dihydro-7H- pyrido[1,2,3-de][1,4]-
benzoxazin-6-carboxylsyre (VI) (S-(-)- -isomer af ofloxa-

cin)

T 600 ml diethylether suspenderedes 14,3 g af
carboxylsyren opn&et i Eksempel 15, og 70 ml bortrifluo-
riddiethyletherat sattes dertil, hvorefter der omrgrtes
ved stuetemperatur i fem timer. Supernatantvasken blev
fjernet ved dekantering, og diethylether sattes til re-
manensen, hvorefter der blev filtreret. Det faste stof
blev vasket med diethylether og terret. Produktet blev
oplgst i 100 ml dimethylsulfoxid, og 14,2 ml triethyla-
min og 7,3 ml N-methylpiperazin sattes til oplgsningen.
Efter at blandingen var omrgrt ved stuetemperatur i 18
timer, blev oplesningsmidlet fjernet ved destillation.
Diethylether sattes til remanensen, hvorefter der blev
filtreret. Det opsamlede gule pulver blev suspenderet i
400 ml 95% methanol, og 25 ml triethylamin blev tilsat.
Blandingen blev opvarmet til refluxning i 25 timer. Op-
lgsningsmidlet blev afdestilleret under reduceret tryk,
og remanensen blev oplest i 500 ml 10% saltsyre og va-
sket tre gange med chloroform. Den vaskede oplgsnings
pH-verdi blev indstillet til 11 med en vandig 4N natri-
umhydroxidoplgsning og dernast til 7,3 med 1N saltsyre.
Oplgsningen blev ekstraheret tre gange med portioner af
to liter chloroform, og det forenede ekstrakt blev tor-
ret over natriumsulfat. Chloroformen blev fjernet ved
destillation, og de opndede krystaller blev omkrystalli-
seret af ethanol/diethylether til opnaelse af 12,0 g af
titelforbindelsen med et smeltepunkt pa 226-230°C (med

sgnderdeling).
[al, = -76,9° (c = 0,655, 0,05N NaOH) .
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Eksempel 17
Fremstilling af (8)-(-)-9-fluor-3-methyl-10-(4-ethyl-1-
piperazinyl)-7-oxo-2,3-dihydro-7H-pyrido[1,2,3-de][1,4]-
benzoxazin-6-carboxylsyre (VI)

P& samme méde som beskrevet i Eksempel 16, bort-
set fra at N-ethylpipeazin anvendtes i stedet for N-me-
thylpiperazin, opndedes titelforbindelsen med et smelte-
punkt p& 229-230°C (med senderdeling).

Elementzranalyse for C;gHp,FN30,:

Beregnet: (%) C 60,79 H 5,91 N 11,19
Fundet: (%) C 60,97 H 5,91 N 11,30
[a]p = -67,0° (c = 0,585, Hy).

NMR (CDClg) & (ppm):

1, 16 (3H, t, J=7 Hz, —CH29C§3), 1,63 (3H, 4, J=
7 Hz, CH3), 2,53 (2H, q, J=7 Hz, CH,CH3), 2,57 - 2,69
(4H, m, 2 x CH,), 3,40 - 3,53 (4H, m, 2 x CHp), 4,32 -
4,58 (3H, m, CH og CH,), 7,77 (1H, 4, J= 12 Hz, Cg-H),
8,67 (1H, S, Cg-H).

Skent opfindelsen er beskrevet i detailler og ved
hjzlp af specifikke udfgrelsesformer, vil det vere klart
for fagmanden, at forskellige @ndringer og modifikatio-
ner kan udfgres, uden at man gar uden for opfindelsens
idé og rammer.
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PATENTKRAV

1. S(-)-pyridobenzoxazinforbindelser, kende -
tegnet ved, at de har den almene formel (VI)

0
Xl p ‘ l COOR
/ N\
Ry—X¥ N N N (VI)
— o\/L
R

hvori X; betegner et halogenatom, R, betegner en alkyl-
gruppe med 1 til 4 carbonatomer, og Rj betegner en al-

kylgruppe med 1 til 3 carbonatomer.
2. S(-)-9-Fluor-3-methyl-10-(4-methyl-1-pipera-

zinyl)—?—oxo»Z,3—dihydro—7H-pyrido[l,2,3—de][l,4]benzo—
xazin-6-carboxylsyre ifelge krav 1.

3. S(-)-9-Fluor-3-methyl-10-(4-ethyl-l-piperazi-
nyl)—7—oxo—2,3—dihydro—7H—pyrido[l,2,3—de][l,4]benzoxa—

zin-6-carboxylsyre ifglge krav 1. -
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