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AMPA antagonista 2,3-benzodiazepinek: Metabolitok és hetero-
ciklusos szarmazékok szintézise

SOLYOM Séandor', ABRAHAM Gizella, CSUZDI Emese, KERTESZ Mariusz és HAMORI Tamas
IVAX Gydgyszerkutato Intézet Kft, Berlini u. 47-49, 1045 Budapest

1. Bevezetés

Aglutaminsav alegfontosabb izgato hatasuidegi atvivé anyag
a kozponti idegrendszerben. Hatasat tobb ioncsatornahoz és
G-fehérjéhez kapcsolodo receptor kozvetiti, melyek koziil
az AMPA receptor altal szabalyozott ioncsatorna felelds a
gyors szinaptikus valaszokért. (AMPA = 2-amino-3-metil-
(3-hidroxi-5-metil-izoxazol-4-il)-propionsav; a receptorhoz
kotott ioncsatornat e természetes, agonista hatasu ligandjarol
nevezték el.) Ma mar kozismert, hogy ez az ioncsatorna
- tobbek kozott - jelentds szerepet jatszik az idegsejtek
fejlédésénél, valtozasanal (idegen szoval: plaszticitas)
valamint a tanulds és memoria folyamataiban. Az AMPA
receptor egyes fajtainak koros tilmikodése a sejtekbe
nagy mennyiségli kalcium bearamlasat okozhatja, mely
sejtizgatast és neurodegeneracioés folyamatokat indithat
el. Az AMPA receptor antagonistak legfontosabb terapias
felhasznalasi lehetdségei: gorcsgatlas, epilepszia ellenes
hatas, akut és kronikus neurodegeneracios betegségekben
(pl. agyvérzés, Parkinson kor, Alzheimer kor, stb.) az
idegsejt védelme.! A hatdsmechanizmus azonban tovabbi
alkalmazasokat is lehetové tehet, kiilondsen ha figyelembe
vessziik, hogy e receptorok centralis és periférids szerepe
még tavolrol sem eléggé ismert.?

Intézetiinkben a 80-as évek végén Korosi és munkatarsai
nyugtatd hatasu 2,3-benzodiazepinek vizsgalata soran
figyeltek fel 1 szarmazékra, mely centralis gorcsgatld
hatast mutatott és a részletes vizsgalatok elsének igazoltak
a nem-kompetitiv. AMPA antagonista hatasmechanizmust
(1. abra). E vegyiilet GYKI-52466 koédszammal azdta a
tertilet farmakolodgiai standardjava valt. A nem-kompetitiv
hatdsmechanizmus azért jelentds, mert hatasat fliggetleniil
fejti ki az egyébként endogén koriilmények kozott altalaban
jelenlévd agonistatol, a glutaminsavtol. Ez kiilonféle terapias
elényoket eredményezhet.

Hatékonyabb molekuldk keresése soran tobb jelentds
hatast vegyiiletet talaltunk, ezeket valamint a teriileten
2002-ig kozzétett egyéb eredményeket egy Osszefoglald
kozleménylink tartalmazza.® A 2 képletii vegyiilettel (GYKI-
53773, talampanel) jelenleg elorehaladott fazis I klinikai
vizsgéalatok folynak, els6sorban epilepszias betegeken. A
kiilonféle AMPA antagonista hatasti vegyiiletcsalad koziil
talan az egyik legfontosabb felismerés az volt, hogy a
2,3-benzodiazepin vaz 3,4-helyzetéhez kondenzalt 5-tagh
heterociklusos szarmazékok korében igen jelentds hatasu
vegyiiletek fordulnak el6.’ Ezek koziil pl. 3 (GYKI-47261)
kevésbé a gorcsgatlo hatasaval, mint inkabb a neuroprotektiv
sajatsagaval tiint ki.*

1 (GYKI-52466) 2 (GYKI-53773,

talampanel)

3 (GYKI-47261)
1. Abra. AMPA antagonista 2,3-benzodiazepinek

Jelenkdzleményben néhany kiemelt vegyiilet metabolitjainak
eloallitasat, a 2,3-benzodiazepinek szintézisének néhany
ujabb megoldédsat, valamint egy uj vegylletcsaladdal
kapcsolatos eredményeinket mutatjuk be.

2. Néhény metabolit eldallitasa

4-Aminofenil-csoporttal helyettesitett aktiv 2,3-
benzodiazepinek elsédleges metabolikus dezaktivalodasi
folyamataként az aminocsoport acetilez6dését allapitottak
meg.’ Ilyen vegyiiletek eléallitdsa a kivalasztott vegytilet
egyszerl acetilezésével megoldhato és tobbnyire a kutatasi
fazisban mar erre sor keriil. A masodlagos metabolikus
folyamatokban keletkez6 vegyiiletek szintézise esetenként
tobb-kevesebb nehézségbe iitkozhet. A klinikai fazisban
lévé 2 vegyiilet huméan metabolitjai kozott folyadék-
kromatografia-tomegspektroszkopia (HPLC-MS) vizsga-
latokkal tobbek kozott 4 szarmazékot és acetilezett analogjait
mutattak ki.® Ezért 4 eldallitasat tiiztiik ki célul (2. abra).

A dioxolangylrii  felnyitasara savas ¢€s  bazikus
modszerek johetnek szamitasba. Protikus és Lewis savas
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2. Abra. Talampanel metabolit szintézis-vazlata

megoldasok az S5H-2,3-benzodiazepin gytrii esetén (lasd
1 gytrtrendszerét) a vegyiilet elbomlasahoz vezetnek.
Ugyanezen modszerek 1 szintézise soran alkalmazott
benzopirilium sé tipust intermediereknél alkalmasak ugyan
a benzolgylrii fenoléter szubsztituenseinek hasitasara,
de mindezen eljarasok elvileg sem alkalmazhatok tiszta
enantiomer 4 vagy rokon szerkezet létrehozasara. Ezért
mindenképpen 2 szintézisének enantiomer egységes
intermedierjei kozott kellett kiinduldsi anyagot keresni.
Ismeretes, hogy elektronszivd csoporttal helyettesitett
metiléndioxi-benzol szarmazékok esetén alkali-alkoxid
anionnal dipolaros aprotikus oldoszerben a dioxolangytrii
felnyithato és a megfeleld alkoxi- és hidroxicsoportot orto
helyzetben tartalmazd benzolszarmazékok keletkeznek.’
Sajnos a reakcidkoriilmények szamos valtoztatasaval sem
sikertilt 5 tipusu vegyiiletekbdl fenolos hidroxilt tartalmazd
vegyiilet keletkezését kimutatni. Végil a dioxolangytrii
Lewis savas hasitasdhoz tértiink vissza és a talampanel (2)
ismert szintézisének® egy olyan intermedierjét hasznaltuk
kiindulasi vegyiiletként, ahol a kiralitds centrum mar
optikailag aktiv vegyiilet formajaban adott, de a vegyiilet
még nem tartalmazza a benzodiazepin gyurit (2. abra).
Ennek megfeleléen 6 hemiketdlt nagy feleslegben bor-
tribromiddal reagaltattuk és a fenolos frakcidként izolalt

termékelegyet, mely 7 sztereoizomerek elegyét valamint
a megfeleld hidroxi-keton nyilt lanca tautomert (az abra
nem mutatja) tartalmazza, ecetsav-hidraziddal sav katalizis
mellett reagaltattuk. A kapott 8 hidrazon sztereoizomer
keveréket metanszulfonil-klorid (MsCl) feleslegével
mezileztiik, majd a kapott hdromszorosan szulfonilezett
terméket (9) szamitott mennyiségli natrium-hidroxiddal
kezeltik. A fétermékként kromatografidsan izolalt 10
esetén a mezilcsoport helyzetét 'TH-NMR-NOE mérésekkel
igazoltuk. 10 Intermedier fenolos hidroxilcsoportjat metil-
jodiddal kalium-hidrogén-karbonat jelenlétében alkileztiik,
majd a 8 meziloxi-csoportot hidrolizaltuk.
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3. Abra. Racém referens el6allitasa

Végiil a nitrocsoport redukcidja vezetett a kivant
metabolithoz (4), melynek igen gyenge AMPA antagonista
hatasat csak in vitro vizsgalatokkal tudtuk igazolni. A kapott
4 metabolit optikai tisztasagat kiralis folyadékkromatografias
uton bizonyitottuk, oly modon, hogy 13 ismert diketonbol a
dihidroxi-benzodiazepin-szarmazékot allitottuk eld, majd
ezt részlegesen metileztiik és igy 15 monometoxi- valamint
16 dimetoxi-szarmazékok 1:0,3 elegye keletkezett (3. abra).
A kapott keverék valamint 4 kiralis folyadékkromatografias
Osszehasonlitasa azt igazolta, hogy 4 tiszta enantiomer €s
a dioxolangylirli bor-tribromidos felnyitasa az izokroman
gyurtiben taldlhatdo kirdlis centrumot nem érinti. A
kondenzalt gytiris AMPA antagonista vegyliletek koziil
intézetiinkben 3 keriilt farmakokinetikai vizsgalatra. A mar
emlitett aminocsoport acetilez6dése itt is a metabolikus
atalakulas egyik f6 iranya,” de tovabbi atalakulasok is
valdszintsithetok voltak. Ezattal oly moédon jartunk el,
hogy eldbb néhany potencidlis metabolitot allitottunk
el6 kémiai szintézissel, majd ezeket hasonlitottuk Gssze
egy ex vivo technikaval 3 kiindulasi vegyiiletb6l kapott
termékeleggyel.'® A 4. dbra néhany 3 vegyiiletb6l varhato
potencialis metabolit szintézisét tartalmazza. A kiindulasi
vegyiillet 17 tiooxo szarmazék,® mely nyomas alatt
tetrahidrofuranban ammoniaval higany-klorid jelenlétében
18 képlettel jellemezhetd tautomer amidrazon vegyiiletté
alakult. Utébbit brom-pirosz6lésav etil-észterrel alkilezve
egyetlen termék 19 gyiiriis vegyiilet keletkezett, melynek
savas kezelése mintegy 2:1 aranyban 20 és 21 termékekhez
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4. Abra. Reagensek és koriillmények: (a) NH /THF/HgCl,, autoklav, 70°C, 81 %; (b) brém-piroszél8sav-etilészter, DMF, K,CO,, sz.h., 65 %; (c) kat. pTsOH,
EtOH/CHCI,, 58 % (20), 28 % (21); (d) RaNi, NH ,NH,.H,0, CH,C1/MeOH, 87 %; (¢) NaOH, EtOH, reftux, 63 %; (f) L1A1H THF 59 %; (g) Ac,0,

CH,CL,, sz. h 79 %; (h) AcCl, piridin, sz.h., 41 %.

vezetett. (21 Jeld nyiltlanci melléktermék keletkezése az
alkilezés regioszelektiv lefutasat is igazolja.) A 20 jell
benzodiazepin karbonsav-észter csoportjanak redukcioja,
illetve hidrolizise, valamint ezek acilezése eredményezte
a 23-26 potencialis metabolit szarmazékokat. Az ex vivo
metabolizmus kisérletet patkdny méjon torténd perfuzidval
végeztik."! A kapott mintat folyadékkromatografia-
tomegspektroszkopiai mddszerrel elemeztiik. Ilyen moédon
3 kiindulasi vegyiileten kiviil 25 metilcsoporton hidroxilalt
szarmazék, valamint mindkét vegyiilet N-acetil szarmazéka
volt azonosithatd. (Hasonld, metilimidazo-csoporttal
kondenzalt benzodiazepin-szarmazék metabolikus
hidroxilez0dését masok is megfigyelték.'””) A biologiai
vizsgalatok szerint 25 csak jelentéktelen AMPA antagonista
hatassal rendelkezik, igy megallapithato, hogy 3 vegyiiletbdl
nagy valosziniiséggel nem keletkezik aktiv metabolit.

3. Néhany, talampanellel (2) rokon vegyiilet eloallitasa

Szerkezet-hatas Osszefliggések tanulmanyozasahoz
27 (2 meta-izomerje) valamint 28 eldallitasat céloztuk

meg (5. abra). Utdbbi esetén tanulmanyozni kivantuk
az aminocsoport teljes szterikus arnyékolasanak a
biologiai hatasara valé befolyasat, ugyanis EGIS
kutatok leirtak, hogy egyetlen orto-metil helyettesitd
elénydsen modositotta 2 és rokon vegyiiletek metabolikus
dezaktivalodasat és ezen keresztiil a hatdsidétartamot.'
A kivant vegyiiletek szintézisét 2 eldallitdsdnak jol bevalt
ﬁtjén kivéntuk Végrehajtani 8 (Metiléndioxi fenil)aceton
izopropanolbodl a megfeleld benzaldehlddel 30a,b izokroman
vegylileteket allitottuk el6. A kovetkezd, hemiketal
képzési reakciot 2 szintézise soran DMSO-DMF oldészer
keverékben levegdvel torténd oxidacioval hajtjdk végre
erdsen bazikus koriilmények soran. Ez az egyébként igen
j6 hozamu reakcidé 30a esetén nem megy végbe, 30b-bol
pedig egy hasznalhatatlan termékelegy képzodott. Elobbi
esetben nyilvan a meta helyzetii nitrocsoport egy olyan
elektronikusan eldnytelen atmeneti allapotot eredményez,
mely gatolja a benziles, kétszeresen aktivalt proton levalasat.
Masik esetben (30b) viszont tovabbi reaktiv benzil-helyzet(i
protonok ellendrizhetetlen folyamatokat indithatnak el.
Emiatt mas mechanizmust koveté hemiketal képzési
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eljarast kellett kidolgozni.'* Segitségiil vettikk azt az ismert
reakcidt, mi szerint oxigén atommal szomszédos benzil
helyzeti szénatomot CrO,-dal, vagy cérium-ammonium-
nitrattal illetve 2,3-diklor-5,6-dicianbenzoquinonnal (DDQ)
oxidalva oxokarbénium ion keletkezhet, mely azutan alkohol
vagy viz jelenlétében acetalld, hemiketalld vagy laktonna
alakul.’>'” Ennek megfeleléen, amikor 30a,b izokromanokat
csekély feleslegi DDQ-val reagaltattuk diklérmetanban
kevés viz jelenlétében, gyakorlatilag kvantitativ hozammal
¢s jo tisztasaggal 31a,b hemiketal szarmazékok keletkeztek.
Utobbiakat a megfeleld savhidraziddal savkatalizis mellett
toluolban vizlevalasztds mellett forralva nyertiik 32a,b
hidrazonokat, melyekb6l 2 szintézisével analég modon®
allitottuk el6 33a,b nitroszarmazékokat.'* 33b Vegyiiletb6l
a konnyen hidrolizalhatd véddcsoport eltavolitasaval
jutottunk a helyettesitést nem tartalmazo 34b-hez, majd
ennek acetilezésével 35b szarmazékhoz. Végiil 33a és 35b
nitrocsoportjait redukalva allitottuk elé a szerkezet-hatés
tanulmanyokhoz sziikséges 27,28 vegyiileteket. Utobbiak
AMPA antagonista hatast gyakorlatilag nem mutattak. A
részleteket illet6en a megfelel kozleményre utalunk.'

4. Heterociklussal helyettesitett 2,3-benzodiazepinek

Kordbbi hatdsos AMPA antagonista 2,3-benzodiazepinek
jellegzetes szerkezeti elemeit figyelembe véve DISCO
szamitasok segitségével egy 4-pontos farmakofor modellt
szerkesztettiink.’ Erdekes modon két, egymastol csak
egy H-hid donor kapcsolodasi helynél kiilonbséget
mutatd modell jott létre. Arra is felfigyeltiink, hogy az
egyik modellhez tartozé vegyiiletek (ilyen pl. 3 és rokon
szarmazékai) korében nagyobb gyakorisaggal fordulnak
elé az in vitro vizsgilatokban kisebb IC, | értéket mutato
anyagok, mely a kdotéhelyhez vald nagyobb affinitasra
utalhat. Ennek megfeleléen flexibilis, az adott donor
helyhez  heteroatommal  kapcsoldodd,  heterociklussal
helyettesitett 2,3-benzodiazepinek eldallitdsat kezdtik el
(6. abra). Mar az els6 vegyiiletek is igazoltak, hogy hatasos
vegyiiletek remélheték e korben. Az idokézben az Eli Lilly
kutatoi altal publikalt 36 2-piridil-szarmazeék talampanelt
megkozelitd hatékonysaga csak fokozta igyekezetiinket.”
Szamos, kiilonféle 5- és 6-tagh heterociklussal helyettesitett
2,3-benzodiazepint allitottunk el8.%

A nagyobb biologiai aktivitas egyértelmiien az 5-tagh
valamint a kén- ¢és nitrogén tartalmi heterociklusos
vegyiiletek korében volt megfigyelhetd. Kiemelkedo,
a referensek (pl. 2, 3) hatdsat jelentdsen meghaladd
aktivitdssal 37 szarmazékok (R3=1-3 szénatomszami
alkilcsoport) rendelkeztek. A jelentés szélesspektrumu
goresgatlod tulajdonsag mellett egyes vegyliletek a human
stroke valamint a szkler6zis multiplex patkdny modelljeiben
mutattak erds aktivitast.”® A heterociklusos vegyiiletek
eloallitasara szamos szintézis modszert alkalmaztunk,
melyek részletes ismertetésére itt nincs mod. Zommel
a szubsztitualatlan 38 tipust szarmazékokbdl kiindulva
épitettiik fel a heterociklust ismert modszerekkel. (38
Szubsztitualatlan kiindulasi vegyiileteket az 5. abraban
bemutatott szintézishez hasonldan, terc-butoxi-karbonil
védocsoport alkalmazasaval készitettiik el.) A 6. abra az
1,3,4-tiadiazol-szarmazékok egyik szintézisét mutatja
be. Tiofoszgént hasznalunk 39 tiokarbamoil-kloridok

eléallitasara, majd ezekkel savhidrazidot acileziink (40),
végil a gylrizarast savas kozegben melegitéssel hajtjuk
végre (41). Bioldgiai vizsgalatra mindenkor csak az
aminofenil-szarmazékok kertiltek.

3a,b 32a (R* = COCH,)
32b (R* = COOtBu)

| R R R
a| NO,H H

b| CH, NO, CH,

33a (R* = COCH,)

Cy33b (R4 = COOtBu)
34b (R* =

35b (R* = COCH,)

5. Abra. Reagensek és koriilmények: (a) megfelelé
benzaldehidszarmazékok, toluol, kat. HCI, 60°C, 63-75 %; (b) CH,Cl,, 5
% H,0, DDQ, 96 %; (c) acethidrazid vagy terc-butil-karbazit, toluol, kat
HCI, reflux, 80-85 %; (d) 1. CH,CL,, Et,N, MsCl, 0°C; 2. EtOH, NaOH,
52-78 %; (e) HCV/etil-acetat, sz. h 88 % (f) CH,CIL,, Ac,0, sz.h., 99 %.
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6. Abra. Reagensek ¢és koriilmények: (a) benzol, Et,N, CSCl,, sz.h.; (b)
sav-hidrazid, DMF, Et,N, 50°C; (c) EtOH, kat. HCI, reflux.

5. Osszefoglalas

Eljarast dolgoztunk ki a legfontosabb AMPA antagonista 2,3-
benzodiazepinszarmazékok f6 metabolitjainak eléallitasara.
Az optikailag aktiv 2,3-benzodiazepinek szintézisét ujabb
szintézis modszerek bevezetésével alkalmassa tettiik olyan
vegyiiletek eldallitasara is, melyekre a korabbi modszer nem
volt alkalmazhato.

Uj, heterociklussal helyettesitett 2,3-benzodiazepineket
allitottunk el6, melyek AMPA antagonista hatasa a korabbi
referensekét meghaladta. Tobb fejlesztésre alkalmas
vegyiilet keriilt kivalasztasra.

Recent Results in Synthesis of AMPA Antagonist 2,3-
Benzodiazepines

A summary of a study on the preparation of a human metabolite
(4) of talampanel (2), an AMPA antagonist in Phase II clinical
investigations, is disclosed. Some putative metabolites of another
leading, AMPA antagonist benzodiazepine (3) were also synthesized
and compared to constituents prepared by an ex vivo experiment
with 3 in rat liver. A modified hemiketal formation reaction and the
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&

application of an easily removable protecting group rendered the
synthesis of 2 suitable for preparation of some types of derivatives
the original procedure had not been suited for. A reference is
made to another biologically active group of 2,3-benzodiazepine
derivatives, substituted by 5- and 6-membered heterocycles, and
the synthesis of the most active compounds is presented.
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