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Obwohl die Funktion von Kainat-Rezeptoren im Hirn aktuell noch nicht vollstédndig geklart ist, werden
diese in der Literatur zunehmend als neue Zielobjekte bei der Entwicklung origindrer Antiepileptika
definiert. Die von uns synthetisierten Thienopyrimidine wurden auf eine antagonistische Wirkung an
den Kainat-Rezeptor-Subtypen GIuR5 und GIluR6 untersucht. Die beste Wirkung erzielte ein 4-Ethoxy-
thieno[2,3-d]pyrimidin mit einem IC5 von 68 uM am GluR6-Rezeptor.

Thieno[2,3-d]pyrimidines as antagonists of the glutamate receptors

Although the function of the kainate receptors in the brain is still not clear, they are increasingly de-
fined as targets in the development of new classes of anti-epileptics. The thienopyrimidines described
in this report were tested for their antagonistic effect at the kainate receptor subtypes GIuR5 and
GluR6. The highest effectiveness was obtained by a 4-ethoxy-thieno[2,3-d]pyrimidin with an

IC50 = 68 uM at the GIuR6 receptor.

1. Einleitung

Etablierte Antiepileptika wie Carbamazepin, Valproinsiu-
re, Phenytoin oder Benzodiazepine weisen Nebenwirkun-
gen auf und konnen bestimmte Epilepsieformen (fokale
Epilepsien) nicht ausreichend therapieren. Dies fiihrte zur
Entwicklung neuer Wirkstoffe, wodurch die Optionen fiir
die Mono- und Kombinationstherapien verbessert wurden.
Dennoch wird die Suche nach neuen Antikonvulsiva fort-
gesetzt. Hierbei erwiesen sich unter anderem basisch sub-
stituierte Chinazoline und die bioisosteren Thieno[2,3-
d]pyrimidine als anti-konvulsiv wirksam (Allgeier et al.
2006; Mkrtchyan et al. 2002). Innerhalb der drei Klassen
ionotroper Glutamat-Rezeptoren (NMDA-, AMPA-, Kai-
nat-Rezeptoren) werden zunehmend Kainat-Rezeptoren als
neue Zielobjekte bei der Entwicklung origindrer Antiepi-
leptika definiert (Galatsis et al. 2007; Wu etal. 2005;
Epsztein et al. 2005; Kronbach 2002).

Eine oft verwendete Methode zur Anellierung eines Pyri-
midincyclus ist die Umsetzung von 2-Aminocarbonséure-
amiden mit C;-Bausteinen (Bohle et al. 1998). Auf diesem
Wege sind auch Thieno[2,3-d][1,3]pyrimidin-4-one zu-
ginglich (Fujita etal. 2002; Litvinov 2004; Ram et al.
1981; Shvedov et al. 1967).

2. Untersuchungen, Ergebnisse und Diskussion

Dem beschriebenen Reaktionsprinzip folgend erhielten wir
durch Umsetzung von la,b mit Orthoameisensidureester
2a,b. Einwirkung von POCI; auf 2a,b fiihrte zur Chlorie-
rung der tautomeriefihigen Lactamgruppe, so dass die
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4-Chlorderivate 3a,b erhalten wurden. Die Einwirkung
von primdren und sekunddren Aminen auf 3a,b lieferte
basisch substituierte Thieno[2,3-d][1,3] pyrimidine 4a—e.
Der Einsatz von Ethoxid als Nucleophil fiihrte zum 4-Etho-
xy-thienopyrimidin 4f.

Mit dem Ziel ein 2-Ethoxy-thienopyrimidin 6 zu erhalten,
wurde 2-Amino-4,5,6,7-tetrahydro-benzo[b]thiophen-3-car-
boxamid (1b) nach Literaturangaben mit Chlorameisenséu-
reethylester in der Siedehitze umgesetzt. Nach einer Vor-
schrift von Sauter (1970) sollte hierbei 6 in guter
Ausbeute erhalten werden konnen. Unter den von Sauter
beschriebenen Bedingungen wurde jedoch ein Produkt er-
halten, welches die gleichen Ergebnisse der MS-Untersu-
chung (Molpeak: m/z = 250,1) und den gleichen Schmelz-
punkt wie das von Sauter erhaltene Produkt zeigte. Die
IR- (v = 2223 cm™!) und '3C-NMR-spektroskopischen Da-
ten (0 = 114,44 ppm) zeigten aber charakteristische Signa-
le der CN-Gruppe. Daraus folgt, dass die Umsetzung von
1b mit Chlorameisenséureethylester in der Siedehitze zur
Acylierung der Aminogruppe und zur Dehydratisierung
der Carbonsdureamidfunktion fiihrte. Als Reaktionspro-
dukt wurde das Nitril § erhalten. Durch Anwendung mil-
derer Reaktionsbedingungen konnte die Dehydratisierung
verhindert werden. Aus dem erhaltenen Thiophen 7 war 6
nicht zugénglich.

Die Thienopyrimidine 4a—f wurden auf eine antagonisti-
sche Wirkung an den Kainat-Rezeptor-Subtypen GIuRS
und GIuR6 untersucht. Als Testsystem wurden humane
embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen) in denen der
GIuR5- oder der GluR6-Rezeptor stabil exprimiert war,
verwendet (Kronbach 2002). Die antagonistische Wirkung
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wurde iiber die Messung der Hemmung einer durch Gluta-
mat verursachten Lumineszens ermittelt. Hierbei diente
das biolumineszente, Ca®*-affine Photoprotein Aequorin
als Reporter. Die Gesamtlumineszens der Zellen wurde
mit dem Detergent Triton-X100 ermittelt (Kronbach
2002).

Wihrend die Thienopyrimidine 4a—e das Lumineszenzsi-
gnal sowohl im GluR5- als auch im GluR6-Assay kaum be-

Tabelle: Synthese von Thieno[2,3-d]-pyrimidinen® und Aktivi-
tit im Kainat-Rezeptor-Aequorin-Assay”

Nr. R! R? XR? Inhibition der fraktionellen
Lumineszenz
[% von Kontrolle]
bzw. ICso-Wert
GluR5-  GluR6-
Rezeptor Rezeptor
1-3a CH3 C()H5 -
1-3b (CH,), -
4a CH; Cg¢Hs N(C,Hs), -369 1
4b (CHp)4 N(CyHs), 9 8
4c CHs; C¢Hs NH(CH,),OH 11 15,3
4d (CH,), NH(CH,),OH -89 —4,1
4e (CH2)4 NHC2H5 1 1
af (CH,), 0C,Hs 8 ICso =68 uM
5 (CHy)4 -
6 (CHa)4 -
7 (CHz)4 -

* Konzentration: 10 uM

" Die Lumineszenzsignale wurden durch Applikation von 275 uM Glutamat und nach-
folgend 1% Triton-X100 ausgeldst. Triton-Signale >80% von Kontrolle.

¢ Triton-Signal <80%
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einflussen, zeigt das 4-Ethoxy-Derivat 4f eine relativ starke
und selektive antagonistische Aktivitit im GluR6-Assay.
Die Glutamat-Antwort im GluR6-Aequorin-Assay wird mit
einem ICsp-Wert von 68 mM inhibiert. Dies stellt einen
Ausgangspunkt fiir weiterfiithrende Untersuchungen dar.

3. Experimenteller Teil

Schmelzpunkte (unkorrigiert): Heiztischmikroskop nach Boetius. IR-Spek-
tren: IR-Spektralphotometer 16PC FT-IR Perkin-Elmer. 'H- und '*C-NMR
Spektren: Varian Gemini 300 (300 MHz fiir 'H, 50 MHz fiir '3C). Massen-
spektren: Hewlett Packard 5989A (70 eV).

3.1. 3H-Thieno[2,3-d]pyrimidin-4-one 2a und 2b

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV): 10 mmol 2-Aminothiophen-3-carbo-
xamid 1a, b wurden in 50 ml Triethylorthoformiat 12 Stunden unter Riick-
fluss erhitzt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert und umkristal-
lisiert.

3.1.1. 5-Methyl-6-phenyl-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-4-on (2a)

Nach AAV, ausgehend von 2,3 g (10 mmol) la. Ausbeute: 2 g (85%).
Farblose Kristalle vom Schmpt. 254-256 °C (Toluol). MS (EI): m/z
(%) = 241,9 (M™+, 100), 197,9 (7), 1859 (5), 171,9 (4), 164,9 (9), 154,9
(5), 120,8 (15), 114,9 (8), 76,8 (8). '"H NMR (dg-DMSO): & [ppm] = 2,57
(s, 3H, CH3), 7,45-7,55 (m, 5 H, Phenyl-H), 8,13 (s, 1 H, CH), 12,50 (s,
1 H, NH), mit D,O austauschbar. IR (KBr, cm™!): 3440 (breit, Wasserspu-
ren im KBr-Pressling), 2862, 1689 (C=0), 1589-1488, 1294, 1164.
C3HoN,0S (242,1).

3.1.2. 5,6,7,8-Tetrahydro-benzo[4,5]-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-4-on (2b)

Nach AAYV, ausgehend von 2 g (10 mmol) 1b. Ausbeute 1,9 g (93%). Farb-
lose Kristalle vom Schmpt. 261 °C (C,HsOH) [Ram 1979: 255-256 °C
(C,HsOH)]. MS (ED: m/z (%) = 206 (M™, 100), 190,9 (33), 177,9 (89),
164,9 (8), 1499 (7), 122,8 (7), 90,8 (7). 'HNMR (ds-DMSO): o
[ppm] = 1,77-1,81 (m, 4 H, C6- und C7-CHy), 2,70-2,77 (m, 2 H, CH,),
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2,91 (t, 2 H, CHy, J = 5,7 Hz), 8,02 (s, 1 H, CH), 12,34 (s, 1 H, NH), mit
D0 austauschbar. IR (KBr, em~1): 2039-2817, 1661 (C=0), 15911467,
1171.

CioH10N,0S (206,1)

3.2. 4-Chlor-5-methyl-6-phenyl-thieno[2,3-d]pyrimidin (3a)

0,7 g (2,9 mmol) Thieno[2,3-d]pyrimidin-4-on 2a wurden mit 21 ml Phos-
phoroxychlorid 5 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Dann wurde der Uber-
schuss an Phosphoroxychlorid abdestilliert und der Destillationsriickstand
mit Eis versetzt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen
und aus Ethanol umkristallisiert. Ausbeute 0,6 g (79%). Hellgelbe Kristalle
vom Schmpt. 139-140°C (C,HsOH). MS (ED): m/z (%) =262
(IM*- + 2], 36), 260 (M*-, 100), 225 (16), 195,9 (14), 182,9 (20), 170,9
(7), 1539 (11), 126,9 (8), 121,0 (6), 114,9 (14), 98,3 (11), 76,8 (9).
"HNMR (d-DMSO): 8 [ppm] = 2,65 (s, 3H, CHj), 7,58-7,62 (m, 5H,
Phenyl-H), 8,94 (s, 0,5H, CH). IR (KBr, cm™'): 3423 (Wasserspuren im
KBr-Pressling), 3060—-2926, 1532-1498, 1227, 1212.

Ci3HoCIN,S (260,5)

3.3. 4-Chlor-5,6,7,8-tetrahydro-benzo[4,5]thieno[2,3-dpyrimidin (3b)

Nach Ram 1979, ausgehend von 1 g (5,1 mmol) 2b. Ausbeute 0,7 g (61%).
Beige Kristalle vom Schmpt. 99-100°C (C,HsOH) [Ram 1979: 99—
100 °C (C,HsOH)]. MS (EI): m/z (%) =226 ([M*- + 2], 24), 224 (M*,
69), 195,9 (100), 182,9 (11), 168,9 (13), 161 (13), 133,9 (15), 120 (4),
76,9 (5). IR (KBr, cm™'): 3426 (Wasserspuren im KBr-Pressling), 3059—
2860, 1560-1487, 1226, 1201.

C0HyCIN,S (224,5)

3.4. 4-Aminothieno[2,3-d]pyrimidine (4a—e)

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV): 1,15 mmol 4-Chlor-thienopyrimidin 3
wurden in Dichlormethan geldst, wobei pro 1,15mmol 3 3 ml Di-
chlormethan eingesetzt wurden. AnschlieBend wurde mit 4 mmol Amin
versetzt. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur stehengelassen. Trat
nach 5—-10 Stunden keine Kristallisation ein, wurde das Gemisch mit Was-
ser versetzt. Nach beendeter Kristallisation wurde der Niederschlag abfil-
triert, getrocknet und aus Ethanol umkristallisiert.

3.4.1. 4-Diethylamino-5-methyl-6-phenyl-thieno[2,3-d pyrimidin-sulfat (4a)

Nach AAYV, ausgehend von 0,2 g (0,77 mmol) 3a mit 2,5 ml (0,024 mol)
Diethylamin. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit Wasser gewa-
schen, die organische Phase wurde abgetrennt und mit Natriumsulfat ge-
trocknet. Reinigung durch Siulenchromatographie (Kieselgel 60, Korn-
grofe 63—-200 mm, Merck; FlieBmittel: Ethanol). Das 6lige Produkt wurde
mit Schwefelsdure in absolutem Ether kristallin ausgefillt. Ausbeute 0,17 g
(45%). Beige Kristalle vom Schmpt. 194—197 °C (Diethylether). MS (ESI-
positiv, in CH;OH): m/z =298,1 (M- + H"), 5953 2 M-+ H"), 9144
(3M-+Na®). 'HNMR (CDCl): ([ppm] =137 (, 6H, 2CHs,
J=17.2Hz), 2,50 (s, 3H, CH3), 3,85-3,93 (m, 4H, 2 CH,, J =72 Hz),
7,50-7,55 (m, 5H, Phenyl-H), 8,72 (s, 1H, CH). IR (KBr, cm™!): 3440
(breit, Wasserspuren im KBr-Pressling), 1588, 1559, 1512, 1382, 1130.
Ci7H9N3S - 1,5 HySO4 (395,1)

3.4.2. 4-Diethylamino-5,6,7,8-tetrahydro-benzo[4,5 Jthieno[2,3-d pyrimidin
(4b)

Nach AAYV, ausgehend von 0,2 g (0,89 mmol) 3b mit 2,5 ml (0,024 mol)
Diethylamin. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit Wasser gewa-
schen, die organische Phase wurde abgetrennt und mit Natriumsulfat ge-
trocknet. Reinigung durch Siulenchromatographie (Kieselgel 60, Korn-
grofe 63-200 mm, Merck; FlieBmittel: Ethanol). Ausbeute 0,06 g (25%).
Schmpt. 47-49 °C (C,HsOH). MS (EI): m/z (%) = 261,2 (M*, 35), 246,1
(18), 232,1 (100), 218,1 (32), 205,1 (6), 189,1 (15), 162,0 (5), 135,0 (4),
91,9 (36), 85,9 (27), 76,9 (4), 72,0 (53). 'H NMR (CDCl;): ([ppm] = 1,15
(t, 6H, 2CH;, J=7,2Hz), 1,83 (t, 2H, CH,, J=5,7Hz), 1,96 (t, 2H,
CH,, J =3,9Hz), 2,90-2,96 (m, 4H, C6- und C7-CHy), 3,47 (q, 4H,
2CH,, J=72Hz), 8,54 (s, 1H, CH). IR (KBr, cm~!): 3440 (N—H),
2964-2864, 1559, 1532, 1499, 1380; 1275, 1160, 1094.

C1HioN3S (261,1)

3.4.3. 4-(2-Hydroxyethylamino)-5-methyl-6-phenyl-thieno[2,3-d |pyrimidin
(4c)

Nach AAV, ausgehend von 0,3 g (1,15 mmol) 3a mit 0,3 ml (5 mmol)
Ethanolamin. Ausbeute 0,3 g (91%). Weile Nadeln vom Schmpt. 117-
119 °C (C,HsOH). MS (ED: m/z (%) =285 (M™, 100), 266 (27), 254
(66), 241 (51), 225 (23), 198 (12), 171 (3), 154 (7), 127 (4), 115 (6).
'HNMR (CDCl): ([ppm] =2,64 (s, 3H, CHj3), 3,82 (g, 2H, CH,,
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J=54Hz, J=3,6Hz, J=51Hz), 394 (t, 2H, CH,, J=4,8Hz,
J =45Hz), 6,14 (s, breit, 1 H, NH) mit D,O austauschbar, 7,42—7,53 (m,
5H, Phenyl-H), 8,45 (s, 0,5H, CH). IR (KBr, cm™'): 3461 (O—H), 2933—
2869, 1578—1458, 1364, 1074, 1049.

C5H5N;0S (285,1)

3.4.4. 4-(2-Hydroxyethylamino)-5,6,7,8-tetrahydro-benzo[4,5 Jthieno[2,3-d |-
pyrimidin (4d)

Nach AAV ausgehend von 0,5 g (2,23 mmol) 3b mit 0,5 ml (8,4 mmol) Etha-
nolamin. Ausbeute 0,4 g (72%). Weile Nadeln vom Schmpt. 90-95 °C
(C,HsOH) [Ram 1979: 122 °C (CoHsOH)]. MS (EI): m/z (%) = 249 (M ™",
58), 230 (19), 218 (100), 205 (92), 190 (27), 176 (24), 162 (13), 150 (4), 135
(7), 123 (14), 116 (7). '"HNMR (CDCls): ([ppm] = 1,92 (m, 4H, C6- und
C7-CHp), 2,84 (t, 2H, CHy, J = 5,4 Hz), 2,94 (t, 2H, CH,, J = 5,7 Hz), 3,75
(q, 2H, CHy, J=5,1Hz, J=39Hz), 380 (t, 2H, CH,, J=4,8 Hz,
J =4,5Hz), 3,93 (s, breit, 0,5H, OH), mit D,O austauschbar, 5,85 (s, 1 H,
NH), mit D,O austauschbar, 8,38 (s, 0,5H, CH). IR (KBr, cm™'): 3408—
3186 (O—H), 2931-2850 (C—H). 1577-1441, 1348, 1036, 1113, 1055.
C,H5N;30S (249,1)

3.4.5 4-Ethylamino-5,6,7,8-tetrahydro-benzo[4,5 Jthieno[2,3-d [pyrimidin
(de)

Nach AAYV, ausgehend von 0,3 g (1,33 mmol) 3b mit 0,1 ml (1,26 mmol)
Ethylamin (70%ige wissrige Losung). Ausbeute 0,23 g (74%). Farblose
Kristalle vom Schmpt. 153—-155 °C (C,HsOH) [Robba et al. 1973: 148 °C]
MS (EI): m/z (%) =233 (M*, 100), 218 (29), 205 (35), 190 (29), 175
(5), 162 (10), 135 (5). '"HNMR (CDCls): ([ppm] = 1,27 (t, 3H, CHs,
J=72Hz), 1,90-1,98 (m, 4H, C6- und C7-CHy), 2,80 (s, breit, 2H,
CH,), 2,92 (s, breit, 2H, CH»), 3,58-3,62 (m, 2H, CH,, ] = 7,2 Hz), 5,24
(s, 1H, NH), mit D,O austauschbar, 8,38 (s, 1H, CH). IR (KBr, cm™):
3487 (NH), 3983-2842, 1578-1460, 1298, 1140, 1103.

C,H;5N3S (233,1)

3.5. 4-Ethoxy-5,6,7,8-tetrahydro-benzo[4,5thieno[2,3-d [pyrimidin (4f)

0,5 g (2,23 mmol) 4-Chlor-thienopyrimidin 3b wurden in 10 ml Natrium-
ethylat-Losung (1 mol/l in absolutem Ethanol) 12 Stunden unter Riickfluss
erhitzt. Danach wurde der Ethanol i. Vak. abdestilliert, der ausgefallene
Niederschlag abgetrennt, mit Wasser gewaschen und aus Ethanol umkristal-
lisiert. Ausbeute 0,44 g (85%). Farblose Kristalle vom Schmpt. 43,7-45 °C
(C,HsOH) [Ram 1979: 45 °C (C,HsOH)]. MS (EI): m/z (%) =234 (M*,
100), 219 (29), 206 (69), 191 (24), 178 (71), 162 (12), 150 (8), 135 (9),
123 (8), 91 (9. 'HNMR (CDCl): ([ppm]= 144 (t, 3H, CHjs,
J=72Hz), 1,89-191 (m, 4H, C6- und C7-CHp), 2,82 (t, 2H, CH,,
J=5,1Hz), 297 (t, 2H, CH,, J = 5,4 Hz), 4,51 (q, 2H, CHy, ] = 7,2 Hz),
8,51 (s, 1H, CH). IR (KBr, cm™!): 3441 (breit, Wasserspuren im KBr-
Pressling), 3978-2860, 1566—1450, 1330, 1139, 1044.

CioH14N,0S (234,1)

3.6. 2-Ethoxycarbonylamino-4,5,6,7-tetrahydro-benzo[b]thiophen-3-car-
bonitril (5)

Nach Sauter (1970): 3 g (0,015 mol) 1b wurden in 90 ml Chlorameisensiu-
reethylester 5,5 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Dann wurde iiber-
schiissiger Chlorameisensdureethylester abdestilliert und der Riickstand
umkristallisiert.

Ausbeute 1,6 g (42%). WeiBle Nadeln vom Schmpt. 102-103 °C (CH3CN)
[Sauter (1970): 185 °C (C,HsOH)]. MS (El): m/z (%) = 250,1 (M*, 89),
222,1 (7), 205,1 (19), 191,1 (13), 178,1 (100), 150,0 (93), 143,1 (10), 122,0
(7), 116,1 (11), 91,1 (7). 'HNMR (CDCls): ([ppm] = 1,36 (t, 3H, CHj3,
J =172 Hz), 1,85-1,87 (m, 4H, C5- und C6-CHy), 2,60-2,67 (m, 4 H, C4-
und C7-CHy), 4,30 (q, 2H, CHy, J =7,2 Hz), 7,60 (s, 1 H, NH), mit D,O
austauschbar. '3C NMR (CDCl;) & [ppm] = 14,51 (COOCH,CHj3), 22,18
(C-4), 23,21 (C-5), 24,08 (C-6), 24,14 (C-7), 62,99 (COOCH,CHj),
114,44 (CN), 127,52 (C-3), 131,38 (C-7a), 161,26 (C-3a), 148,32 (C-2),
152,58 (C=0). IR (KBr, cm™!): 3216 (N—H), 2992-2854, 2223 (CN),
1722 (C=0), 1581, 1567, 1241, 1082-1024.

C,H14N,0,S (250,1)

3.7. 2-Ethoxycarbonylamino-4,5,6,7-tetrahydro-benzo[b]thiophen-3-car-
boxamid (7)

Zu einem Gemisch von 0,5 g (2,55 mmol) 1b und 1,4 g (10 mmol) Ka-
liumcarbonat in 10 ml Toluol wurde unter Riihren bei 0°C 0,25 ml
(2,63 mmol) Chlorameisensdureethylester zugetropft. Nach 3 Stunden Riih-
ren wurde der anorganische Niederschlag abfiltriert und das Losungsmittel
i. Vak. abdestilliert. Der kristalline Niederschlag wurde abfiltriert und um-
kristallisiert. Ausbeute 0,2 g (31%). Hellgelbe Kristalle vom Schmpt. 209—
210 °C (Dioxan) [Sauter (1970): 208-210 °C (C,HsOH)]. MS (EI): m/z
(%) =268,1 (M*, 96), 251,1 (100), 235,1 (57), 222 (69), 205 (39), 178,1
(78), 149,9 (52), 123,1 (11), 117,1 (22), 90,8 (16), 88,9 (20). 'H NMR
(CDCL): ([ppm] = 1,34 (t, 3H, CH3, J = 7,2 Hz), 1,88-1,90 (m, 4H, C5-
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und C6-CHp), 2,72-2,74 (m, 4H, C4- und C7-CHy), 4,26 (q, 2H, CHa,
J=17,2Hz), 5,69 (s, 2H, NH,), mit D,O austauschbar, 11,24 (s, 1 H, NH),
mit D,O austauschbar. IR (KBr, cm~'): 3380, 3180 (N—H), 2990, 1725
(C=0), 1629, 1534 (C=0), 1587, 1209.

C5H14N,0,S (268,1)

Diese Arbeit wurde gefordert mit Mitteln des ,,European Fund for Regio-
nal Development 2000—2006, sector technology support, sowie durch den
Freistaat Sachsen, Projektnummer SAB8093.
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