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25 Zellschadigungen und Zelltod.

Es ist bekannt, daf Radikale wie Superoxid-Anion, NO und Wasser-
stoffperoxid in Zellen zu DNA-Sch&digungen fiihren kénnen und da-
mit PARP aktivieren. Die Bildung von grofRen Mengen an Radikalen

30 wird bei eine Reihe von pathophysiologischen Zust&nden beobachtet
und man geht davon aus, daR diese Anh&ufung von Radikalen zu den
beobachteten Zell- bzw Organschéden fiihren oder beitragen. Dazu
z&hlt von zum Beispiel isch&mische Zust&nde von Organen wie im
Schlaganfall, Herzinfarkt ( C. Thiemermann et al., Proc.Natl.A-

35 cad.Sci.USA, 1997, 94, 679-683) oder Isché&mie der Nieren, aber
auch Reperfusionsschéden wie sie zum Beispiel nach der Lyse von
Herzinfarkt auftreten (s. oben : C. Thiemermann et al.). Die Hem-
mung von dem Enzym PARP kdnnte demzufolge ein Mittel sein, um
diese Schiden zum mindestens zum Teil zu verhindern oder abzumil-

40 dern. PARP-Inhibitoren kénnten somit ein neues Therapieprinzip
zur Behandlung von eine Reihe von Krankheiten darstellen.

Das Enzym PARP beeinfluf’t die Reparatur von DNA-Sch&den und
kénnte somit auch in der Therapie von Krebs-Erkrankungen eine

45 Rolle spielen, da in Kombination mit cytostatisch wirksamen Stof-
fen ein héheres Wirkpotential gegeniiber Tumorgewebe beobachtet
wurde (G. Chen et al. Cancer Chemo.Pharmacol. 1988, 22, 303)
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NMCP- 1- Anta§§ﬁ¢gﬁqﬂinbgggﬁm|¥g§;4 WBE geen Krelslaufschock (S. Cuzzocrea et
al., Br.J.Pharmacol. 1997, 121, 1065-1074).

25 EFbenfalls gibt es experimentelle Hinweise, das Inhibitoren des
Enzymes PARP als Mittel zur Behandlung von Diabetes mellitus
niitzlich sein kénnten (V. Burkart et al. Nature Med. 1999, 5,
314-319).

30 2-Phenylbenzimidazole sind vielfach beschrieben worden. So sind
in DE 38 30 060 alkylierte Derivate als Inhibitoren der Erythro-
zytenaggregation offengelegt. In DE 35 22 230 ist ein Ester-Deri-
vat vom 2-Phenylbenzimidazol als Inhibitor der Plattchenaggraga-
tion aufgefiihrt. Halogen-substituierte 2-Phenylbenzimizazole, die

35 am Phenyl-Ring substituierte Amin-Reste tragen, sind in WO
98/06703 als MCP-l-Antagonisten beschrieben worden.

Ebenfalls sind 2-Phenyl-benzimidazole bekannt, bei denen die Ben-
zimidazol-Gruppe durch eine Amid-Gruppe substituiert ist.

40 5-Amido-Derivate des 2-Phenylbenzimidazols, die am Phenyl-Ring
Alkyloxy-Reste tragen, sind in WO 94/12461 als Inhibitoren der
cAMP-Phosphodiesterase beschrieben worden. Flir analoge Derivate
wurde in DE 35 46 575 (z.B. Beispiel 15) gefunden, daf diese
Verbindungen positiv inotrope Effekte auslSsen. Ebenfalls

45 4-Amido-Derivate, die in 3-Stellung ein Pyridyl-Rest tragen, sind
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o-8) auf- uel sehe, 50 43S ok nendilidisonsbosiGJagtaes ldidennai denikann. 25
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25 viele der beschriebenen PARP-Inhibitoren, insbesondere die besser
wirksamen PARP-Inhibitoren, haben jedoch den Nachteil, daR sie
nur geringe oder keine Wasserldslichkeit bei diesen pH-Werten
zeigen und somit nicht fiir eine intravendse Applikation in Frage
kommen. Derartige Wirkstoffe kdnnen nur mit Hilfsstoffen, die die
30 Wasserldslichkeit vermitteln sollen, appliziert werden (vgl WO
97/04771 ). Diese Hilfsstoffe, zum Beispiel Polyethylenglykol und
Dimethysulfoxid, verursachen haufig Nebeneffekte oder sind sogar
unvertradglich. Gut wirksame PARP-Inhibitoren mit ausreichender
Wasserldslichkeit sind bisher nicht beschrieben worden.
35
Es wurde iiberraschender weise gefunden, daf 2-Phenyl-benzimida-
zole, die am Phenyl-Ring noch einen Amin-Rest tragen, gut wirk-
same Inhibitoren darstellen, die aber durch den Einbau des ali-
phatischen Amin-Restes eine Salzbildung mit S&uren ermdglichen
40 und dadurch eine deutlich verbesserte Wasserldslichkeit zeigen.

In der vorliegenden Erfindung werden neue 2-Phenylbenzimidazol-
und 2-Phenylindol-Derivate der allgemeinen Formel I beschrieben,
die gegeniiber den bereits beschriebenen Verbindungen Vorteile

45 zeigen und potente PARP-Inhibitoren darstellen und zugleich auch
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WO- 00/ 29384 4 PCT/ EP99/ 08466 rehgnde Wasserl oslichkeit zeigen, die
eine Applikation als Infusio ng erfAoglicht. Gegenstand der
vorliegenden Erfindung sind s ierte 2-Phe- 5 nyl benzi m dazol e and

2- Phenyl®ndol e der all genei nen | 1 R*/IONH2 10 ~A1 NRI/ R R3
15 worin A N oder CH bedeutet, , Wasserstoff, verzweigtes and

unver zwei gtes Cl- C6- Al kyl, webei epn=C-BRPom des Al kyl -RRestes noch OR11
oder eine G uppe R5 tragen kann, R11 Wasserstoff oder Cl-C4-Al kyl
bedeutet, and 25 R2 Wasserstoff, Ch=e\ggluor, Brom Jod, verzweigtes and
unverzwei gtes Cl-C6-Al kyl, Nitro, CF3, CN, NR2Z1R22, NH CO R23, OR21, wobei
30 R21 &Ad R22 unabhangi g vonei nander Wasserstoff oder Cl-C4- Al kyl

worin
A N oder CH bedeutet,
20 RI Wasserstoff, verzweigtes und unverzweigtes

C,-Cg-Alkyl, wobei ein C-Atom des Alkyl-Restes noch
OR!l oder eine Gruppe R5 tragen kann, wobei

R11 wWasserstoff oder C3-Cs4-Alkyl bedeutet, und
25
R2 Wasserstoff, Chlor, Fluor, Brom, Jod, verzweligtes und
unverzweigtes C;—C¢-Alkyl, Nitro, CF3, CN, NR21R2Z,
NH-CO-R23, ORZ21,wobei

30 R2! und R22 unabhiingig voneinander Wasserstoff oder C;—-Cq-Alkyl
bedeuten und

R23 Wasserstoff, C;-Cy-Alkyl oder Phenyl bedeuten, und

35 R3 - (CHp) g-NR31R32, (CH,) -NR33R34 bedeutet, wobei q 0, 1,
2 oder 3 sein kann,

R31 bedeutet Wasserstoff, C;—Cg-Alkyl, (CH) NR33R34
40 Rrj, bedeutet (CHy) NR33R34,

worin bei R3! und R32 unabhéngig voneinander r 2, 3,
4, 5 oder 6 bedeutet und R33 und R3¢ unabhiéngig von-
einander Wasserstoff, Ci-Cg-Alkyl, zusammen mit dem
45 Stickstoff gleich einem Ring 3 bis 8 Atomen, der ein
zus&tzliches Heteroatom ausgewdhlt aus O,
N-C;,-Cg-Alkyl, N-Cg-Cp-Phenyl oder NH tragen kann,
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Cl- C6- Al kyl, Chlor, Brom Fluor, N tro, Cyano, NR4A1R42, 15 NH CO R43,
OR41, wobei gR41 and R42yy @@J@dwfg veﬁﬁh&w@rumﬁw@%ﬁg@@@r Cl- C4- Al kyl
bedeut en and 20 R43 Clgc%A'Aﬂ% 100eBY¥bn g"% lt@@d BRVEr ZHghg42,

Positionen fur den Res enel nen sind di e 3-Position
and di e 12- Posi ti on zunN%e?ﬁl% da%ﬁqrwgltj Fur den Rest R3 ist ebenfalls die
3-Position oder 4-Position zum Benz- 25 im dazolring bevorzugt. Die

bevor zugt erBedeudt By vonahdrgti Sivboksnaider Whssebeahfz 9ges Bedeublig! von R1
i st Wasserstoff. 30 pedeuten und

20 R43 C1-C4-Alkyl oder Phenyl bedeuten, und

Bevorzugte Positionen fiir den Rest R? in der allgemeinen Formel I

sind die 3-Position und die 4-Position zum Benzimidazolring. Fiir

den Rest R3 ist ebenfalls die 3-Position oder 4-Position zum Benz-
25 imidazolring bevorzugt.

Die bevorzugte Bedeutung von A ist Stickstoff.

Die bevorzugte Bedeutung von R! ist Wasserstoff.

30
Die bevorzugte Bedeutung von R2 ist Wasserstoff, verzweigtes oder
unverzweigtes C;-Cg-Alkyl, Nitro, CN, NHz, 0-C;-C4-Alkyl. Beson-
ders bevorzugt ist R? gleich Wasserstoff.

35 Die bevorzugte Bedeutung fiir R3 ist (CH)1,2NR35R36 und
N(R37) - (CH,) 2-3NR35R36, worin R37 Wasserstoff und C;-C4-Alkyl sein
kann, R35 und R36 unabh#éngig voneinander Wasserstoff und
C1~Cs-Alkyl und zusammen als NR35R36 auch cyclische aliphatische
Amine wie Piperidin, Pyrrolidin, Azepin und Piperazin sein kdén-

40 nen, wobei das Piperazin am zweiten N~Atom noch mit Wasserstoff
oder C1-Cs-Alkyl substituiert sein kann.

Die bevorzugte Bedeutung von R% ist Wasserstoff.

45 Ganz besonders bevorzugt sind die jeweiligen Kombinationen der
obigen bevorzugten Bedeutungen.
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auch zu Vegbj ndungar dess&tmRla Her 1o MBERABT €1:00671 et BHY OB &y idembivadangen.
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Ar znei m t t ébf oksartrimg Lte 6@ sBiunkghal8es. Parkhgusad Veglag, BeU.285,
auf gel i st ep24Dpgs), zahlfgal zswatBeDapiekaBadz zamr BeispGieflr 6akaséiure, Wi nsaur e,
M| chsaur emE’P&%éHH&ﬁ%UV feidBifian- us U QASAYT BhoSr@saues, Méﬁmgnsensaur e,
Mal el nsaurg, , F dﬁaerr 8P bMElé\@&géulf%hyﬂé n%aulrlet hPxHﬁHB%hQé' d,

Kal i unhydr 8xi d".an ris. hég’ﬁ"“ﬁ’rdrgﬁ ng] %@%ﬂd

ver st and@nUSHi L% \Na\t}6lurfﬂ?\y find

met r abol i sT&EE- werden. 25 Typi sche Prodrugs sind Phosphate, Car bamat e von
Am nosauren, Ester and andere.
Unter Prodrugs werden solche Verbindungen verstanden, die in vivo

in Verbindungen der allgemeinen Formel I metrabolisiert werden.
25 Typische Prodrugs sind Phosphate, Carbamate von Aminosduren,
Ester und andere.

Die Herstellung der erfindungsgemdfRen Substanzen I kann auf ver-
schiedenen Wegen erfolgen, die analog denen sind, die in WO

30 98/06703 filir Benzimidazol und Indol gezeigt wurden, und den Syn-
theseschemata 1-3 skizziert wurden.
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30 Durch Kondensation des Benzaldehyds mit Phenylendiaminen erh&lt

man das Benzimidazol VII, wobei man bevorzugt in polaren Ldsungs-
mitten wie Ethanol oder Dimethylformamid und Zusatz von S&uren
wie Essigs8ure bei erhéhter Temperatur arbeitet, in der Regl
80-1200C. Glinstig fiir die Reaktion ist der Zusatz von schwachen
Oxidationsmittel wie Kupfer-II-Salzen, die als wdfrige L&sung
zugesetzt werden.

35

40

45



40 45 WD 00/ 29384 8 PCT/ EP99/ 0846
COR R RBRHNH R R VI XX

6 Syntheseschema 2 COO Al kyl COON R4
100 RA RA COR CORHNH2 15 ~ HEN N R2

R3 20 R2 WO 00bd3s4 VI |

Venn i n dem Phenyl endiamin VIII

R = Nd&&itmbossss

ent st ehen bei der

Ansonst en syirHerachena falls R = O Al kyl
gegebenenfal | s erhohert Tenperatur and erhohtem Druck,

bei

Kondensati on direk®8 erfindungsgenai 3e Verbi ndungen |I.
ist, diesen Ester mt Ammoni ak,
zum Am d |

unset zten. Alternativ kann man den Ester VII| mt Hydrazig,in po- laren

Losungsmtteln
Di net hyl f or mam
umset zt ef, wob

“A'e Al kohol e But anolcoard Et hanol ~oder
bei erhohten Tenperatpren, vorzugswei Sg
in HydrazTad™Vill (R HNH2) anfal |t

auch

we mt

unter reduktiv edi ngungen,
Ri ckflui3, zu iGe | reduziert we
Ri am Benzi m dazol-Rest in | (Rl

al

ey-Ni k- kel in A
rdey” Kenn. 35 Eine Bi™nf i W2ung des Restes
H Tgel ifigt unter Al kyl iygrungsbedi ngungen

w e oben (siehe ¥ -VI), wo- bei

Abgangsgr uppe w e

oben) eingesetzt werden rmui 3(si

he Schema 1).

RI-L (L
40 45 WD

00/ 2938%° PCT/ EP99/ 08466
R#

| erdi ngs der Rea;ti onspartner

R4

15

20

25

30

35

40

45

CO-R
CO-R

R?
Vil

Wenn in dem Phenylendiamin VIII R = NH; ist, entstehen bei der
Kondensation direkt erfindungsgeméfie Verbindungen I. Ansonsten
kann man, falls R O-Alkyl ist, diesen Ester mit Ammoniak, bei
gegebenenfalls erhdhert Temperatur und erhdhtem Druck, zum Amid I
umsetzten. Alternativ kann man den Ester VIII mit Hydrazin in po-
laren L6sungsmitteln wie die Alkohole Butanol und Ethanol oder
auch Dimethylformamid, bei erhéhten Temperaturen, vorzugsweise
80-1300C, umsetzten, wobei ein Hydrazid VIII (R = NHNH;) anf&llt,
das danach noch unter reduktiven Bedingungen, wie mit Raney-Nik-
kel in Alkoholen unter Rickfluf, zum Amid I reduziert werden
kann.

Eine Einfiihrung des Restes R1 am Benzimidazol-Rest in I (Rl =H)
gelingt unter Alkylierungsbedingungen wie oben (siehe V -VI), wo-
bei allerdings der Reaktionspartner R1-L (L = Abgangsgruppe wie
oben) eingesetzt werden muR (siehe Schema 1).



Synthesschema 3 CNNR 51 -" 1 +COR R RBH H RR XII VI XV
1I0R COR 15 H ~INR3 R2 20 VIl Alternativ zuden im Schema 1 gezeigten
Benzal dehywemnoNdsgskann nan auch Benzoesauren wie Xl (siehe ﬁ@p@/ﬁ)“oder
Benzonitrile wie Xl V(siehe Schema 3)9 anstel | e des Benzal dehyds el nset zen.
Di e 25 Herghehésuheatizeser Derivate erfol gt anal og zur Herstellung der
substitui erten Benzal dehyde VI. Ausgehend von XI erfolgt die Kondensation

zu VIl in zwei Sctufen . Zuerst wird die Benzoesaure Xl mt demAnilin VI
in einer peptidaftigrn Kupplung zum Ami gyXI | ungesetzt® Dabei arbeitet nman
nach ubli chen i ngungen, die zum 30 Bgi spi el im Houbgh- Wyl , Mthoden der

Or gani séhen Ch , 4. Aufl., E5, Kap. w. C. R Lar r ehensi ve
Organi ¢ Trans-ZfoNgations, VCH Publish 1989, Sei tﬁ auf gel i st et
sind. Der R ngschlui3 erfolgt zum Be#¥izi mirdazol erfol’gt danach bei

erhoht er Tenperatur, zum Bei spiel 60-18gpC, mit oder ohfe L6 35
sungsmtteln wie D nethylformam d, unter Zusatz von Sauren wi e Essigsaure
oder direkt in Essigsaure selbst. D e Reaktion dﬂs Phenyl endi ami ns VI mt

ei nem Bénzonitril XV er- fol gt ebenfall unter ublichen Bedi ngungen. Dabei
kann man in L6- 40 sungsmtten wie D nethylformamd unter Zusatz von Sauren
oder auch in Pol yphosphorsaure bei erhohter Tgnperatur w e 60-2000C
arbeiten. Allerdings kann man auch die ublichgn Methoden zur Her- stellung
von Am di nen aus Benzonitril en anwenden, w e e_kygHou- ben-Weyl, Methoden
der orgiajni schen Chem e, E5, S. 1304 f. , J.

R?
20 i

Alternativ zuden im Schema 1 gezeigten Benzaldehyden VI kann man
auch Benzoesduren wie XI (siehe Schema 2) oder Benzonitrile wie
XIV(siehe Schema 3) anstelle des Benzaldehyds einsetzen. Die

25 Herstellung dieser Derivate erfolgt analog zur Herstellung der
substituierten Benzaldehyde VI. Ausgehend von XI erfolgt die
Kondensation zu VII in zwei Stufen . Zuerst wird die Benzoes&ure
XI mit dem Anilin VI in einer peptidartigrn Kupplung zum Amid XII
umgesetzt. Dabei arbeitet man nach {iblichen Bedingungen, die zum

30 Beispiel im Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie,
4.Aaufl., E5, Kap.V bzw. C.R. Larock, Comprehensive Organic Trans-
formations, VCH Publisher, 1989, Seite 972f. aufgelistet sind.
Der RingschluR erfolgt zum Benzimidazol erfolgt danach bei
erhShter Temperatur, zum Beispiel 60-1800C, mit oder ohne L&-

35 sungsmitteln wie Dimethylformamid, unter Zusatz von Sduren wie
Essigsdure oder direkt in Essigsdure selbst.

Die Reaktion des Phenylendiamins VI mit einem Benzonitril XIV er-
folgt ebenfall unter iiblichen Bedingungen. Dabei kann man in L&-

40 sungsmitten wie Dimethylformamid unter Zusatz von S&uren oder
auch in Polyphosphorsédure bei erhéhter Temperatur wie 60-2000C
arbeiten. Allerdings kann man auch die Ublichen Methoden zur Her-
stellung von Amidinen aus Benzonitrilen anwenden, wie sie in Hou-
ben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, E5, S. 1304 £. , J.

45 Amer.Chem.Soc. 1957, 427 und J.Org.Chem. 1987,1017 beschrieben
sind.]



45 Amer. Chem Soc. 1957, 427 and J. Org. Chem 1987,1017 beschrieben sind.]
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25 Die vorliegenden 2-Phenylbenzimidazole und 2-Phenylindole der
allgemeinen Formel I kodnnen danach zur Behandlung und Prophylaxe
von neurodegenerativen Krankheiten, die nach Ischémie, Trauma
(Schidel-Hirntrauma) , Massenblutungen, Subarachnoidal-Blutungen
und Stroke auftreten, und von neurodegenerativen Krankheiten wie

30 multipler Infarkt-Dementia, Alzheimer Krankheit, Huntington
Krankheit und von Epilepsien, insbesondere von generalisierten
epileptischen Anf&llen, wie zum Beispiel Petit mal und tonisch-
clonische Anf&lle und partiell epileptischen Anf&llen, wie Tempo-
ral Lope, und komplex-partiellen Anf&llen, und weiterhin zur Be-

35 handlung und Prophylaxe von Schidigungen des Herzens nach cardia-
len Ischimien und Schidigungen der Nieren nach renalen Ischdmien,
zum Beispiel der akuten Niereninsuffizienz, des akuten Nierenver-
sagens oder von Schédigungen, die wdhrend und nach einer Nieren-
transplantation auftreten, dienen. Weiterhin konnen die

40 Verbindungen der allgemeinen Formel I zur Behandlung des akuten
Myocardinfarkts und Schadigungen, die wdhrend und nach dessen me-
dikamentdser Lyse auftreten (zum Beispiel mit TPA, Reteplase,
Streptokinase oder mechanisch mit einem Laser oder Rotablator)
und von Mikroinfarkten wdhrend und nach Herzklappenersatz, Aneu-

45 rysmenresektionen und Herztransplantationen dienen. Ebenfalls
kénnen die vorliegenden 2-Phenylbenzimidazole und 2-Phenylindole
I zur Behandlung einer Revascularisation kritisch verengter Koro-



sagens oder von Schadi gungen, di e wahrend and nach einer N eren-
transpl antation auftreten, dienen. Witerhin konnen die 40 Verbi ndungen der
al | genmei newofppessk | zur Behandl ung des akuten Mocardi nf agktspsditfass
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Bei der “PnfigPeh ;gbﬁ?naﬁﬁg q]d Sdite BN Aper APF RS TIPSR h I &l ok ¢
ver abr ei chBeWi n® &2 1EPRzel dosi s werden pro kg Korpergewicht 0,1 20 bis
100 ng gegeben. Di e Zubereitung konnen taglich in einer oder nehreren
Dosi er ungeBej ed @ cihnAt-en amtivésoiumer eetdéen Eriler @nkpecmen onear abr Bircddldeseden.
En]E S p(rjec hepdrgsFe gawungahé ﬁ@?ﬁm&ﬂz@&bgﬁ afdrgent gﬁé ten K@E'ﬁeﬁéeﬁ:fht d&, 1
er fi ndungs r = ; ] . e
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| sopr opanoVeraRERIFY ¥PrES R ci nusol , oxethyliertes Hydriertes Ricinusol,
Pol yacryl saure, Pol yet hyl engl ykol, Poly 30 ethyl engl ykost ear at,
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25 erfindungsgemédfen Arznei-mittelzubereitungen neben dem Wirkstoff
die iiblichen Tragerstoffe und Verdiinnungsmittel. Fiir die lokale
duRBere Anwendung kénnen pharmazeutisch-technische Hilfsstoffe,
wie Ethanol, Isopropanol, oxethyliertes Ricinus&l, oxethyliertes
Hydriertes Ricinus6l, Polyacrylsdure, Polyethylenglykol, Poly-

30 ethylenglykostearat, ethoxylierte Fettalkohole, Paraffinél, Vase-
line und Wollfett, verwendet werden. Flir die innere Anwendung
eignen sich zum Beispiel Milchzucker, Propylenglykol, Ethanol,
St&rke, Talk und Polyvinylpyrrolidon.

35 Ferner kénnen Antioxidationsmittel wie Tocopherol und butyliertes
Hydroxyanisol sowie butyliertes Hydroxytoluol, geschmacks-
verbessernde Zusatzstoffe, Stabilisierungs-, Emulgier- und Gleit-~
mittel enthalten sein.

40 Die neben dem Wirkstoff in der Zubereitung enthaltenen Stoffe so-
wie die bei der Herstellung der pharmazeutischen Zubereltungen
verwendeten Stoffe sind toxikologisch unbedenklich und mit dem
jeweiligen Wirkstoff vertrdglich. Die Herstellung der Arzneil-
mittelzubereitungen erfolgt in {iblicher Weise, zum Beispiel durch

45 Vermischung des Wirkstoffes mit anderen Ublichen Tragerstoffen
und Verdiinnungsmitteln.
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Nat ri unsul fi d- Hyjdfat Man Dipidie Reaktlonslosung auf 5 abkihlen nd gab
vorsichtig 20 ml 32%ige Salzs&ure zu. Dann wurde noch eine

Lésung aus 3,9 g (16,2 mMol) Natriumsulfid-Hydrat in 20 ml

25 Wasser zugetropft und alles fir 10 Minuten gertihrt. Der
Niederschlag wurde abgesaugt und das Filtrat durch Zugabe von
wiRriger Natriumhydrogenkarbonat-Ldsung alkalisiert. Diese
wilrige Phase wurde mit Essigester extrahiert, die organische
Phase abgetrennt, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Man

30 erhielt 2,6 g des Produktes.

b) 2 (4-(N,N-2-(N,N-Diethylamino)eth-1-yl-methylamino)phenyl)-
benzimidazol-4-carbonséurehydrazid

35 2,6 g (6,8 mMol) des Zwischenproduktes 1 und 3,4 g
(68,3 mMol) hydrazinhydrat wurden in 70 ml n-Butanol gegeben
und fiir 12 Stunden auf 120°C erwdrmt. Danach wurde das
Butanol im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde
zwischen Wasser und Essigester verteilt. Die organische Phase
40 wurde abgetrennt, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Man
erhielt 1,1 g des Produktes.

45



25 Wasser zugetropft and alles fur 10 Mnuten geriihrt. Der N ederschlag
wur de abgesaugt and das Filtrat durch Zugabe von wagri ger

Nat ri umhydyv@@esysgd bonat - Losung al kal i siert. Diese wai3rigedhsmeoygsde mt
Essigester extrahiert, die organi schel3 Phase abgetrennt, getrocknet and im

Vakuum ei ngeengta— (MN-30 (@) ®ldtnZ1 Smnsles nProgdukie@sylnino) phenyl) -

2(4- (N, N-2-(N, r%érgl%'a)é%éﬂl@ﬂé&tﬂanéaﬁkem&W am no) phenyl ) - benz
i m dazol - 4- car bonsaur ehydrazid 35 2 g (6,8 mvbl) des Zw schenprodukt es 1

and 3,4 g (68,3 nivwl) hydrazi nhydrat wurden in_70 n But egeben and
fur 12 Stunder?ual}f 1150 ef VIRIY . IPANERKT éoﬁ‘é%te%#aﬁ& ?{)] ]\/%klgum
entfernt5 Der reatialifenmamid skudendl wairkrRaey2 Wi SRk roagebesr AR RIEES gest er
verteilt. Di e firg@nisschdehmste 120°Mrmiérabgebae itaktgensoekirah wnddem
Vakuum ei ngeengi1t Veie ehlli @d Flilirge des vakaduks Bfgeebyt WDED/ XIEA4 ehd

PCT/EP99/0846 d 1ol Wasser und Es51 ter vertellt Die
2(4- (NN—2 (N#%et wurde zwischen Wass

Ia no) et h-.| - Ia
benzi m dazol - %&ﬁ u?%éa F‘)dmrge %ﬂjﬁé@rte %ﬁg}?iﬁ WI SC evr?;])(rugﬁlukt es
b in 389m D|91r§et?é‘9ﬁyIM%‘i‘rFaW:F’i1€ %uPd% feg BEf ckel egeben and al | es
far 8 Stunden HrNMR2DODUEONAr At .= Bag FQéHktl?brﬂsd@ schr QNu $iPt k4t and
das Filtrat i ns\akeun, einpeerot,. 7D6r7 8 hid@H)end, 1 REZIKst &nd W\LH)demziW schen
Wasser and Essigest@r)vgpheilt. Die organische Phase wurde abgetrennt,
getrocknet and imVakuum 10 eingeengt. Man erhielt 0,9 g des Produktes.
1H NVR( ri‘ :22(6H) 2,4 (2H), 3,0 (34, 3,5 (2H, 6,8 (2H, 7,2
(1H), 7, ”9;& and (1H) ispiel 2
2(4- (N, N 22 {4x ¢ %Eﬁﬂy%?ﬁ@?&}lé’?ﬁmwae%tlﬁy%ﬁ?mlﬁﬁ%ﬁg% Eﬁ’
i m dazol - diciatdroisdureapdnsdireayédbi ndung wur de anal og zu den Vorschriften
imBeispiel 1 20 hergestellt. 1HNWVR(D6-DVMSO: S = 2,2 (6H), 2,55 (2H),

3,1 (2H), H; & \)(eyf,blnduﬂg&m,(r%@ anZl@g(éf%ensvéréélfﬁmft%n3lﬁlﬁﬁls;ﬁe4 ¢1H), 9,2
(1H) ppgy BeiaRSh 3

1H-NMR (Dg—DMSO) : 8§ = 2,2 (6H), 2,55 (2H), 3,1 (2H), 7,4 (1H),

7,8 (2H), 7,9 (1H), 8,1 (1H), 8,3 (1H), 8,4 (1H), 9,2 (lH) ppm.

Beispiel 3
25 2(3(2(N,N-Dimethylamino)eth-1-yl)-4-nitrophenyl)benzimidazol-4-
carbonsédureamid

a) 3(E-2-N,N-Dimethylamino-ethen-1-yl)-4-nitro-benzoesaure-

methylester

30
10 g (47,8 mMol) 3-Methyl-4-nitrobenzoesdureethylester und
30 ml N,N-Dimethylformamiddimethyl-acetal wurden in 100 ml
Diemthylformaid fiir 8 Stunden unter Riickfluft gekocht. An-
schlieRend wurde der Ansatz im Vakuum eingeengt. Der Ruck-

35 stand wurde in 100 ml Toluol geldst und durch Zugabe von
Petrolether wurde das Produkt ausgef&llt. Man erhielt 7,5 g
des Produktes.

b) 3(2-N,N-Dimethylamino-eth-1-yl)-4-nitrobenzylalkohol

40
Zu 7 g (26,5 mMol) des Zwischenproduktes 3a in 70 ml Ethanol
wurden 2,0 g (53 mMol) Natriumborhydrid portionsweise zuge-
geben. Anschliefend wurde alles fiir 30 Minuten unter RiUckfluf
erwdrmt. Die Reaktionslésung wurde dann im Vakuum eingeengt.

45 Der erhaltene Riickstand wurde zwischen Wasser und Essigester
verteilt. Die organische Phase abgetrennt, mit Wasser und mit
wéRriger Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, getrocknet und im



25 2(3(2(N, N-Di net hyl am no) et h-1-yl)-4-nitrophenyl ) benzi m dazol - 4-
carbonsauream d a) 3(E-2-N, N-Di net hyl am no- et hen-1-yl)-4-nitro-benzoesaure-
met hyl est ayo 8629884 9 (47,8 nvol) 3- I\/E'::&/I -4-ni trobenzoesaur ggitypepifE and
30 mM N, N-Dinet hyl formam ddi net hyl -acdetal wurden in 100 M D ent hyl f or nai d
far 8 Stunden weher eRhakéhat 3 DgekschtrhaAnenschl i wimied inuEtkentsr 9fddstz im
Vakuum ei ngeengly 98I cRBEKi &heSttandrimbidia st f100s singl dletebt giel axts and dur ch

Zugabe von P%%%%g?&%‘%ﬂ%ﬂ%ﬁ*tgrQijé”ﬁyd%‘é%ﬁ%ﬂ&taus'\/aﬁaﬁr&rﬁﬂéltl 59

des Produkt es. thyl'am no-éeth-1-yl)-4-nitrobenzyl al kohol 40
Zu 7 g (26,5 ¥ -des Zwi schenproduktes 3a in 70 m Ethanol wurden 2,0 g
(53 mwbl ¥ Natriunborhydrid portionsweise zuge- geben. Anschlief, end wurde
alles far 80 M Rrrem-DitmethR acioo-atB-1erMardmni tppeerRedidePBAs| Ssung wur de
darn i m Vakuum ei ngeengt. 45 Der erhaltene Rackstand wurde zw schen Wasser

and Essigester, #erd qQigl huwoP) ady dankecdtd Armxeeabyeturrnet, 3 #i t (4sssmel ) and
mt vairiger égajiﬁrggg, L8 e qﬂgsaq}@m%@hﬁgsaf%@ebe@@&; BMAch

00/ 29384 14 P s de i
£t hanol 1Bel os{SXaP e Jc nbhd SUL) G Drvdcgapst o iognaa arden
)

S
Produkt kri st abeytsionsweiseszmydiogHreEe PlAES TRENCLARITEHEN 2 BARPch 5 ¢
3(2- N, N Di net hyhais ferethsdty| i Famgium obergesndehyed 1635 R§ckot b | W ides
Zwi schenpr oduk@ser3iivaaize r6usd dsHi4bstdblyerthiilet hylammanwisdea Fhass0 ni
Di ”?;hy|SULfO?&§%é5ﬂdaﬁ?-KE@?@%&‘mi%owgé§bf”§bwésgh8n(]é%dﬁﬁ@khfdeﬁﬁﬁ imf 50
ridi n: Schwe r1oxi.d- e f e alles fur
vnut en?‘gDanacﬁa%%eel&greggﬁgaﬁ%q %g%igg%wg %ggé%g%#é&géf Ri i ckstand
zwW - schen Wasser and Essigester verteilt. Die organi sche Phase ,wirde noch
zwei mal i @) Wag 32 gbwardinerhy Fsminge RRBT 1 af 14T E5ORRRRYUIMPEPAGREIRAC Man
erhielt 1,8 g desaRsadukiresnid) 2(3 (2 (N, N D net hyl am no)
eth-1-yl)-4-nitrophenyl)befl Zi m dazd -
20 Das Zwischenprodukt 51c wurde analog der Vorschriften aus
Beispiel 29a,b und ¢ zum Produkt umgesetzt.
1H-NMR (Dg-DMSO): & = 1,25 (6H), 3,1 (3H), 3,2 (4H), 3,9 (2H),
7,0 (28), 7,2 (1H), 7,6-7,9 (3H), 8,1 (2H), 9,5 (1H),
10,9 (1H) und 13,5 (breit) ppm.
25
Analog der Methoden, die in WO 98/06703 beschrieben wurden oder
der Methoden in der vorliegenden Anmeldung beschrieben sind, koén-

nen folgende Beispiele hergestellt werden:

30 1. 2(4-(Diethylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsaure-
amid

2. 2(4-(Dimethylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonséure-
amid
35
3. 2(4-(Pyrrolidin-l-yl)methyl)phenyl-benzimidazol-4~-carbon-
sdureamid

4. 2(4—(Piperidin—l—yl)methyl)phenyl—benzimidazol—4—carbonsaure—
40 amid

5. 2(4-Aminomethyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsédureamid
6. 2(4—(Methylamino)methyl)phenyl—benzimidazo1—4—carbonséureamid

45
7. 2(4—(Propylamino)methyl)phenyl—benzimidazol—4—carbonséureamid



4-car bons~uream d 20 Das Zw schenprodukt 51c wurde anal og der Vorschriften
aus Beispiel 29a,b and ¢ zum Produkt ungesetzt. 1H NI\/R(D6 DVBO: S = 1,25

(6H), 3,1 @erdozosk2 (4H), 3,9 (2H), 7,0 (2H), 7.2 (1H), 7, fefmodidiils S 1
(2H), 9,5 (1H), 10,9 (1H and 13,5 (bA&it) ppm 25 Anal og der I\/% (ﬁﬂ cfen
die in WO 98/ 0€71@3 ( besmrand henmati ey phectel ~beter i nldetalzod e - taristersdureamid
vor |l i egenden Annel dung beschri eben sind, kon- nen fol gende Bei spiele

hergestelltgwergz§ h-1-v1)phenyl)-b dazol- bon-
2(4-(Di ethyl am gogm(at %%3 lhammf) %en2| n% 528?y4) caer Z&ﬁ%aﬁ?%- n%aé Sn 2(4-

(Di et hyl ani no)® henyl bef | Zi m dazQ - 4- Car bOn5aur amd 35 3.
2(4-(Pyr ol i di n- 1- yI ) met hyl ) phenyl - benzi m dazol - 4- car bon- sauream d 4.
2( 4- ( Pi periddi n2X4y2 Y pindthiviiehéng ) eferizivi) daeey L 4-beazbohdaze e-4-4araand 5.
2( 4- Am nonet hylsppheawia benzi m dazol - 4- car bonsaur eam d 6.

2(4- (Met hyl am no) met hyl ) phenyl - benzi m dazol - 4- car bonsauream d 45 7.

ig 4P(C'Fr)/r 0%3 81828)1@l&%{ir)d%&%ﬂx'—ﬂ%x{?lq@%%é £ GRLRANI UL BRI L P95 29384

2(4- (Propyl.am no) net hyl ) phenyl - benzi m_dazol - 4- car bgnsaur eani d

2(4(2(Di et hyt a%‘ﬁé?ﬁﬁwmaﬁéﬁWﬂﬁféﬁEPﬁﬂﬂ%&&6%1&%%6?11 %aﬁﬁréaﬂq d5 9.
2(4(2(Di met hyl ggiznejmid- 1-yl ) phenyl ) - benzi mi dazol - 4- car bon- saureanid 10.
2(4(2- Ami noet h-1 -yl ) phenyl) -benzi m dazol - 4-carbonsauream d 10 11.

2(4(2( Met hybamzr@@)( @tﬁt}%ﬁénﬁﬁb?@yﬁ)r%ﬁéh%gﬁﬁ-%érﬂz19@&9981 A28k Hude-
2(4(2(E4hyl am ng ﬁth 1-yl )pheny ) - benzi m dazol - 4- car bonsaure- 15 am d 13.

2(4(2( Pyrrol idin-Tyl)eth-1-yl)phenyl)-benzi m dazol - 4-car bon-

13. 2(4(2(Pyrrolidin-1yl)eth-1-yl)phenyl)-benzimidazol-4-carbon-
s8ureamid

20 14. 2(4(2(Piperidin-1-yl)eth-1-yl)phenyl)-benzimidazol-4-carbon-
sdureamid

15. 2(3-(Diethylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbons&ure-
amid
25
16. 2(3-(Dimethylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4~carbonsdure-
amid

17. 2(3-(Pyrrolidin-l-yl)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbon-
30 sdureamid

18. 2(3-(Piperidin-1-yl)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsdure-
amid

35 19. 2(3-Aminomethyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsdureamid
20. 2(3-(Methylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsdureamid

21. 2(3-(n-Propylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsdure-
40 amid

22. 2(3(2(Diethylamino)eth-1-yl)phenyl)-benzimidazol-4-carbon-
s8@ureamnid

45 23. 2(3(2{Dimethylamino)eth-1i-yl)phenyl)-benzimidazol-4-carbon-
sdureamid



sauream d 20 14.

2(4(2(Pi peridin-1-yl)eth-1-yl)phenyl)-benzi m dazol - 4-carbon- sauream d 15.
2(3- (Di et wyoaongei net hyl ) phenyl - benzi m dazol - 4- car bonsaur e- P(ﬁ%§b9f%§46%6
2( 3- (D nmet hyl am no) met hyl ) phenyl - benz1én dazol - 4- car bonsaur e-

2(3-(Pyrrotadi mf1ey4p)rrmbayh}prm;ﬂhela@mZLmMaﬁbaéoﬁ&mbo%@aaaémmn d 18.
2(3-(Pi peridin-1-yl)nethyl)phenyl -benzi m dazol - 4- car bonsaure- am d 35 19.

2('3- Ami no éhyﬁ hfgﬁj ﬁﬂ%&&#ﬁ@%&hri g?&gf %%zrﬁ zf%fg%zol— ciﬁponr

2(3- (I\/bth am no enzim

onsaur eam

2(3- (n- Propyl aif dhyI )phenyl benzi m dazol - 4- car bonsaure- 40 am d 22.
2(3(2(Di 8t hyl am no) et h- 1-yl ) phenyl ) - benzi m dazol - 4- car bon-
2(3(2( D mezfhyl am ojNetErhylghi phlerop-l -behotianyd azbér diiatdrmi-4saarkeam d WO

00/ 29384 16 PHARRHiGB466 24.

sauream d 45 23.

2(3(2- Ami noet h-1-yl ) phenyl ) - benzi m dazol - 4- car bonsauream d 25.

2(3( 2( N Meg y| 4- d 5 26.
zEsEzE %@?’ a%lmn{)g?‘f}@f} A e DR

2(3(2( rolld
28. 2(3(2 (Piperidin-1-yl)eth-1-yl)phenyl)-benzi m dazol

-4-¢

&t h-1- yl ) phenyl) -benzi m dazol -4-carbon- 10 sauream d

arbon- sauream d

15 29. 2( 428, N3 (2-PAmemdein-T-wi) bt hyy Biriheoyp heig = inctzjzoll d azcd sbn-

car bons~ur eam sk @»amid

2(4-N-(2(Di et hyl am no) et h- 1-yl ) am no) phenyl - benzi mi dazol - 4-

2031, 244 (2Bt oL AR AR - ) B RN L

carbonsdureamid

car bonsaur eam d
dacZIazol 4-

30. 2(4-N-(2(Diethylamino)eth-l-yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-

carbonsdureamid
20

31. 2(4-N-(2(Dimethylamino)eth-1-yl)amino)phenyl-benzimidazol~-4-

carbonsdureamid

32. 2(4-N-(2-Aminoeth-1l-yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-carbon-

25 sdureamid

33. 2(3-N,N-(2{(Dimethylamino)eth-1-yl)methylamino)phenyl-benz-

imidazol-4-carbonsdureamid

30 34. 2(3-N,N-(2-Aminoeth-1-yl)methylamino)phenyl-benzimidazol-4-~

carbonsdureamid

35. 2(3-N-(2(Diethylamino)eth-1-yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-

carbonsédureamid
35

36. 2(3-N-(2(Dimethylamino)eth-1l-yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-

carbonsdureamid

37. 2(3-N-(2-Aminoeth-l-yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-carbon-

40 sdureamid

38. 2(3-N,N-(3(Diethylamino)prop-1l-yl)methylamino)phenyl-benz-

imidazol-4-carbonsdureamid

45 39. 2(3-N,N-(3(Dimethylamino)prop-1-yl)methylamino)phenyl-benz-

imidazol-4~carbonsdureamid



car bonsauream d 32.
2(4-N-(2- Ami noet h- 1-yl ) am no) phenyl - benzi m dazol - 4- carbon- 25 sauream d 33.

2(3- N, N- (¢ BlogRé3gy! am no) et h- 1-yl ) met hyl am no) phenyl - benz-
i m dazol - 4- car bonsaur eami d 30 34. 17 PCT/EP99/08466

2(3- N, N- (24Am poeii-nl-B-haehbytcgringl phetlyy rdeamnsi) phepyDivehz imathonkaay eani d
35. 2(3-N-(2( Dbg}geﬂﬁgr@g)nggh 1-yl)am no) phenyl - benzi m dazol - 4-

car bonsauream d 3

2(3-N-(2(Di h - ' - 4-
Cgrbongaﬁrégﬁ:a é;ﬂp n%%ﬁ%@h%l!ﬁfﬁﬂ?pggéphsy ;ag?%g§pﬂéﬁg¥ggeﬁ%imidazol—4-

2( 3- N- ( 25Ani noearrAnsAUrgRnAd) phenyl - benzi ni dazol - 4- car bon- 40 sauream d 38.
2(3-N,N-(3(Di et hyl am no) prop- 1-yl ) met hyl am no) phenyl - benz-

I m dazol - 44gar PenspuUrE@®Tindt #Pl 8% ino ) prop-1- yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-
2(3-N, N-(3(Di rrgégy&?srgd}%)amgp 1-yl) met hyl am no) phenyl - benz-

‘i m dazol- 4-carbonsauream d WO 00/ 29384 17 PCT/ EP99/ 08466 40.

2(3-N,

Cgl‘ bonsN-ég?égm go -r10p(31—A¥n12'1gg£ct] —le-‘—q/]lr)]g}ng y%n%)leg]zgr%.zé)azoﬁ 4-carbon-

2(3- N- (3( Di et hgdarea)dr op-1 -yl ) ani no) phenyl -benzi m dazol -4- 5

car bonsauream d 42.

2(3-N-(3(Dyaret byiammq)zp@g@raz yci:)oanrxilnmpe@m —~henet iy tazialo)$henyl-benz-

car bonsaur eam ¢
carbo s jure
2(3- N—(iEAm noprop zl yl4) am no) phenyl - ben2| m dazol - 4-car bon- sauream d 44.

2(3-N 2 lid 1-vyl - -

igidazol 4ggg;ég%éghgggﬁg%o}§d£§1]XJ ?Eggyla%b%%%ﬁﬁ?g%ényl—ﬁénzimidazol—
2(3-N- (2( Pyrr okt deoperisdpreanpd| - yl ) ami no) phenyl - benzi ni dazol -

4- car bonsauream d 46.

2(3-N, N(3ﬁ8’yr§@tl1@|lrﬁl—(k( ):96Pﬂii]rr—w—)y@bP&ﬂ)-almﬂ())nﬁhﬁjﬂyémjbﬁﬂZ)heﬂﬁl—-benz—
i m dazo 4 car

2(3-N, N 3( Pi perl I n- 1 r ns ur afn met hyl am no) phenyl - benz-
I m dazol - 4-car bonsauream d 25
2(3-N, N- ( 28Pt péKﬁdNrN-lt%MP)l@?ﬁlthwl)-ﬁ‘ét Ry PRI T70) PRERY T et phenyl-benz-

imidazol-4-carbonsdureamid

25 48. 2(3-N,N-(2(Piperidin-1-yl)eth-1-yl)methylamino)phenyl-benz-
imidazol~4-carbons&ureamid

Beispiel A: Hemmung des Enzyms Poly(ADP-ribose)polymerase oder
PARP (EC 2.4.2.30)

30
Eine 96well Mikrotiterplatte (Falcon) wird mit Histonen (Type
II-AS; SIGMA H7755) beschichtet. Histone werden dazu in Carbonat-
Puffer (0,05 M NaHCO3; pH 9,4) zu einer Konzentration von 50 pg/ml
geldst. Die einzelnen Wells der Mikrotiterplatte werden {iber

35 Nacht mit je 100 pl dieser Histon Lésung inkubiert. Anschliefend
wird die Histon Ldsung entfernt und die einzelnen Wells mit
200 pl einer 1%igen BSA (Bovine Serum Albumine) L&sung in
Carbonat-Puffer fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wird dreimal mit Waschpuffer (0,05 % TweenlO in PBS)

40 gewaschen. Fiir die Enzymreaktion werden je Well 50 pul der Enzym-
reaktionsldsung (541 Reaktions-Puffer (1M Tris-HCl pH 8,0, 100 mM
MgCl,, 10 mM DTT,) 0,5 Ml PARP (c = 0,22 pg/pl), 4 ul aktivierte
DNA (SIGMA D-4522, 1mg/ml in Wasser), 40,5 pl H0) mit 10 Ml einer
Inhibitorlésung fiir 10 Minuten vorinkubiert. Die Enzymreaktion

45 wird durch Zugabe von 40 pl einer Substratlésung (4 Pl Reaktion-
Puffer (s.o.), 8 pl NAD-LOsung (100 UM in Hp0), 28 pl H0)
gestartet. Reaktionszeit ist 20 Minuten bei Raumtemperatur. Die
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reich). Der ICso-Wert eines zu messenden Inhibitors liegt bei der

25 Inhibitorkonzentration, wo eine halbmaximale Farbkonzentrations-
&nderung auftritt. Der K;j-Wert entspricht der Inhibitonskonstante.
Folgende Kj-Werte wurden bestimmt:

Beispiel 1: 16 nM
30 Beispiel 2: 10 nM
Beispiel 3: 4 nM

Beispiel B: Bestimmung des Wasserldslichkeit

35 Eine zu messende Verbindung wird direkt in einem festgelegten
Volumen Wasser geldst und die entstandenne Ldsung mit einer
Natriumacetat-L&sung auf pH 5 bis 6 eingestellt, so daR die zu
priifende Konzentartion des Wirkstoffs erreicht wird. Fall die
MeRsubstanz nicht als wasserel®sliches Salz vorliegt, wurde diese

40 in moglichst wenig Dimethylsulfoxid geldst und anschliefend mit
Wasser verdinnt (Endkonzentration an Dimethylsulfoxid £ 1 %),
wonach auch hier der pH-Wert noch eingestellt wurde. Der potente
PARP-Inhibitor NU 1076 (WO 97/04771) zeigte hier eine L&slichkeit
< 0,01 %, wogegen das erfindungsgemdffen Beispiele eine Loslich-

45 keit > 0,5 % aufweist.



jeweils in einer 1:10000 Verdunnung in Antikorperpuffer ver- wendet. Nach
drei mal i gem WAschen mt Waschpuffer erfolgt die Farbreaktion unter

Ver wendungvoroone3®0 it/ Vel | Farbreagenz (SI GVA, 20 TMB- Fert ipgHippoo/dsigéd0) fur
ca. 15 min. bei Rauntenperatur. Die Xarbreaktion wird durch Zugabe von 100
| 2M H2SO&egest eppt: Tdaanach mm-mﬁbﬁtogenassemnéASﬂemmgenAﬁm nm
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PARP- | nhi iinet AbkJdOHcHMME 8é5 Oftifblkeszenhgs soritler eekaendosluncirkert < 0, 01
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PARP- | rifil bi t
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behandel t Peg&3™8Fe DNA der Zellinie 5 geschadi gt and dadurch das in den
Zel l en vor handene PARP-Enzym aktiviert wrd. Durch die Aktivierung des
Enzym wer danoldet Lenl ey tlerpaliyaddP-Ad1hasee (BEARweadbn PiwtRiIN&n1gebt | det .
Di ese Kgj tan .« caar dep y@&a%llegeéépﬁlzhzfpmclbi@&mﬁmdl@&@@rfcgfa%ﬂdﬁmna&eser
wrd w ec;q mNES ghdienszyeld teé”&%xK%’ﬁQ%ﬁ ﬁg HuUnden, d‘i‘éﬁt%{ tzeeft'lner 10
f 1 uor eszentén Kj eruhg ver séeh ]9 uoreszenz W r ei nem
FI uor eszenFSEARNBR G ERIs's i Cafit! vt W&F@eﬁlr&ht AREMARBYRS R ufla' a1 '
testenden PARP-Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen in
DMEM zugegeben. Nach einer Inkubation fiir 20 min bei 37°C wird mit
25 Wasserstoffperoxid eine Konzentration von 1 mM eingestellt und
weitere 10 min bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle werden Zellen in
einigen Kavit&ten nicht mit Wasserstoffperoxid behandelt (keine
PARP-Aktivierung) oder erhalten keinen Inhibitor (maximale PARP-
Aktivierung). Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen und
30 durch Zugabe von auf -20°C vorgekiihltem Methanol/Aceton Gemisch
(7 Teile Methanol, 3 Teile Aceton) 10 min bei -20°C fixiert. Da-
nach werden die Zellen getrocknet, durch Zugabe von PBS fiir 10min
bei Zimmertemperatur rehydratisiert und unspezifische Bindungs-
stellen in PBS mit 0,05 % Tween20 und 5 % Trockenmilchpulver fir
35 30 min bei Zimmertemperatur blockiert. Der Maus anti-PAR Anti-
k8rper wird in einer Konzentration von 20 pg/ml in PBS mit 0,05 %
Tween20 und 5 % Trockenmilchpulver zugegeben und 1 h bei 37°C
inkubiert. Nicht gebundener Antikdrper wird durch finfmaliges
Waschen mit PBS fiir jeweils 5 min entfernt. Anschliefend wird mit
40 einem verdiinnten Ziege anti-Maus FITC-gekoppelten Zweitantikérper
(Verdlinnung 1:50 in PBS mit 0,05 % Tween20, 5 % Trockenmilch-
pulver und 1 pg/ml DAPI (4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol)) fiir 30 min
bei 37°C inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wird durch finf-
maliges Waschen mit PBS fiir jeweils Smin entfernt. Die FITC- und
45 DAPI-Fluoreszenzen werden an mehreren Stellen der Kavitdten mit
Hilfe eines Fluoreszenzscanners gemessen. Zur Auswertung wird
das FITC-Signal auf das DAPI-Signal normiert. Die Berechnung der



des Enzyns PARP proportional. PARP-Inhibitoren | assen sich an einer
Abschwachung des Fl uoreszenzsi gnal s erkennen. Um Ver- fal schungen der

Er gebni ssewdworbssynt er schi edl i che Zel | zahl en zu 15 ver hi ndep@yrpddiddsddi € DNA
‘der Zellen nmt einemweiteren Farbsto2® narkiert and dessen Fl uoreszenz
ebenfal I s Tosf+weres zeizsganaih hbeslodarithh@80REr Zaldweagdrs derranen

ég:v: l nN;s g Cﬂbrmféldagégl 'wagcéél A& Jelds R Do did it gﬂﬁg%@%&%ﬁ%g&g{bﬂ&.
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Errei chen g%n %n |é%%%H&%§¥1§h?§§éﬁ§§%é ritet. Die Zellen werden nit DVEM
gewaschen and die zu testenden PARP-Inhibitoren in verschi edenen

Konzent r & Pea8PL ¢ 1 :DVER 2ligegeben. Nach einer |nkubation fur 20 nin bei
37C wird nBti2bialaeserdbohfiper oxi d ei ne Konzentration von 1 nm eingestellt
and weiteneid®idn r3.beng3dic i nkubiert. Zur Kontrolle werden Zellen in

ei nigen Kavitaten nicht mt Wasserstoffperoxid behandelt (keine
PARP- Akt i vi erung) oder erhalten keinen Inhibitor (maxinmale PARP-
Aktivierung). Die Zellen werden einmal mt PBS gewaschen and 30 durch
Zugabe ¥#8n auf -20C vor gekuhl t em Met hanol / Aceton Gemisch (7 Teile

Met hanol, 3 Teile Aceton) 10 mn bei -20C fixiert. Da- nach werden die
Zel l en getrocknet, durch Zugabe von PBS fur 10m n bei Zi mrertenperatur
rehydratisiert and unspezifische Bi ndungs- stellen in PBS mt 0,05 %
Tween20 and 5 % Trockenm | chpul ver fur 35 30 min bei Zi mertenperatur
bIockie& . Der Maus anti-PAR Anti- korper wird in einer Konzentration von
20 .tg/ in PBS mt 0,05 % Tween20 and 5 % Trockenm | chpul ver zugegeben
and 1 h bei 37C inkubiert. N cht gebundener Antikorper wird durch
funfrmaliges Waschen mit PBS fur jeweils 5 min entfernt. Anschlief,end wird
mt 40 ei nemverdi nnten Ziege anti-Maus FI TC gekoppel ten Zweit anti kor per
(Verdiinnung 1:50 in PBS mt 0,05 % Tween20, 5 % Trockenm | ch- pulver and 1
g/m DABl (4, 6-Di am di no-2-Phenylindol))fur 30 min bei 37C inkubiert.

Ni cht gebundener Anti korper wird durch finf- maliges Waschen mit PBS fur
jeweils 5mn entfernt. Die FITCG and 45 DAPI - Fl uoreszenzen werden an
mehreren Stellen der Kavitaten mit Hlfe eines Fluoreszenzscanners
genessen. Zur Auswertung wird das FITC Signal auf das DAPI-Si gnal
normert. Die Berechnung der WO 00/ 29384 PCT/ EP99/ 08466 20
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| C50-Werte erfol gt nach hal bl ogarithm scher Auftragung der normerten
Werte der verschi edenen | nhibitorkonzentrati onen. Fol gende | C50-Werte

wur den besyoowisssh Bei spiel 1. 115 nM Beispiel 2. 119 nM RBei sibgbsss: 118
nM 10 15 20 25 30 35 40 45 WO2W/ 29384 21 PCT/ EP99/ 08466

Pat ent anspriiche 1. Verwendung von Verbi ndungen der Fornel I 5 R4 O NH2
10 ¢ N RlpsdcB3préenyorin A N oder CH bedeutet, 20 Rl Wasserstoff,

ver zwei gt es and unverzwei gtes Cl-C6-Al kyl, wobei ein C Atom des

Al kyl - Restes noch ORl1 oder_eine Grugl};)e R5 tra%gn kann, wobei R11

Wasser st of ¥+ odEFTHERIERIAVRY | VEFRHEGHBE S AT FOETR Wwasserstoff, Chlor,

Fl uor, BPom Jod, verzweig- tes and unverzwei gtes Cl-C6-Al kyl, Nitro, CF3,
CN, NR21R22, NH CO R23, ORZJ, wobei 30 R21 and R22 unabhangi g vonei nander

Wasserstof f oder CIR{C4- Al Kyl bedeuten and
NH,
10 A |
/N 4
Rt R2
R3
15
worin
A N oder CH bedeutet,
20 R Wasserstoff, verzweigtes und unverzweigtes

C1-Cg-Alkyl, wobei ein C-Atom des Alkyl-Restes
noch OR!1 oder eine Gruppe R3 tragen kann, wobei

R11 Wasserstoff oder Ci—-Cs—Alkyl bedeutet, und
25
R2 Wasserstoff, Chlor, Fluor, Brom, Jod, verzweig-
tes und unverzweigtes C;—-Cg—-Alkyl, Nitro, CFj,
CN, NR21R22, NH-CO-R2?3, ORZ2l,wobei
30 R21 und R22 unabhéngig voneinander Wasserstoff oder
C1~C4~-Alkyl bedeuten und
R23 Wasserstoff, C;—-C4-Alkyl oder Phenyl bedeuten,
und
35
R3 - (CHz) g~NR31R32, -(CHj3)4-NR33R34 bedeutet, wobei g
' 0, 1, 2 oder 3 sein kann,
R31 bedeutet Wasserstoff, C;-Cg-Alkyl, (CH;) NR33R34
40

45



R23 Wasserstoff, Cl-C4-Al kyl oder Phenyl bedeuten, and 35 R3 -(CH2)q
NR31R32, -(CH2)g NR33R34 bedeutet, wobei g O, 1, 2 oder 3 sein kann, R31

bedeut et WWagrgensisaf f, Cl- C6- Al kyl, (CH2) rNR33R34 40 45 22
PCT/ EP99/ 08466 R32 bedeut et (CHZ)rNFaaR34 wori n bei ml%ﬁ@/%%’i&é}“

unabhangi g voneinander r Zpedbutdt IcRdeNrRBERIédeut et and R33 and R34 unab-
5I hanﬁi g vonei nander \é\asserstoff Cl1- C6- AI kyI zu samen mt dem Stickstoff
gl eich einemR ng 3 is 8

ausgevahl t aus 0. N-Cl- C4- Aﬁ’i TN gﬁﬁl ﬁ”g%éﬂa Kgriwetl
Phenyl - C1- C4- Al kyl , wobei d3efr “ph ﬁl?uﬁ?% glerc ?(n 5a87 ver -
schi eden&n Substituenten au%W%l"Pnaﬁ%af&?-ﬁr W@SE%’EJ%"—‘@]}C'C&%@ Y hal Byen,
Nitro, SO02NR35R36 (mit R35sam@@® ovabfemditgokshef haricdichgkeénen Rigg 3
serstoff, Cl-C4-Al kyl oder gusamedmehi demelh StisdatkatiehksgHetedpagomem Ri ng

3 bis 8 Atonen, der ein zu S ter | SQ2,
N-C1- C4- Al kyl, N-CO- C2- Pheng@égéév&am% aﬁtfr@ e m@@mw@%ﬁaﬁ Pﬁrf
S(0) 0- 2- R37 (mt R37 gleic sser %? ]?%% % 66)

0- 4- COR3P, (CH2) 0- 4NR35R369€Y Gl a’éfb\’iﬁ%ﬁéé zu P530R37,
R4 Wasserstoff, verzweigt essﬁfh?eﬁqw& §V\k$1§1tté’§n€§n®u%wltcﬁ‘il%r erBr om

Fluor, Nitro, Cyano, 25 NRAGRAR; NEERIRE3, GRATenwoNEFr R4 ISNE TRES
unabhangi g vonei nander \Wassemnst of3f, qdﬁrunéﬁhaa@-igl kyhe hedelstrenlanch 3tsR43

Cl- I04 ﬁlkyl oder Phenyl bed@é‘{-@fbffanél— Fym;cfext auLorREe hifoaern,
g& : ghg‘gpﬁggpg[orrer en and di ast¢ Orf%og%e& QLR HeTL0 ;B QURUGRen,SOW €

der ein zus#tzliches Heteroatom ausgewdhlt aus
0, S, S0,, N-C;-Cy-Alkyl, N-Cg—-Cz-Phenyl oder NH
tragen kann), Ci-Cs-Alkoxy, S(0)g-2-R37 (mit R37
gleich Wasserstoff, C3-C4—Alkyl). CFj3,

20 (CHp) g-4—COR37, (CHj) ¢-gNR35R36, (CH3)(-4CONR3SR3S,
(CHp) g-4OR37-CH,COOR37,

R4 Wasserstoff, verzweigtes und unverzweigtes
C1-Cg-Alkyl, Chlor, Brom, Fluor, Nitro, Cyano,
25 NR41R42, NH-CO-R43, OR41l,wobei
R41 und R42 unabh&ngig voneinander Wasserstoff oder

C1-Cy4-Alkyl bedeuten und
30 R43 C1-C4-Alkyl oder Phenyl bedeuten, und

sowie ihre tautomeren Formen, méglichen enantiomeren und
diastereomeren Formen, deren Prodrugs, sowie mdgliche physio-
logisch vertrdgliche Salze

35
zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Krank-
heiten, bei denen pathologisch erhéhte Aktivit&dten von PARP
auftreten.

40 2. Verwendung von Verbindungen nach Anspruch 1, wobel R? in
3-Position und R3 in 4-Position oder R2 in 4-Position und R3
in 3-Position zum Benzimidazolring steht.

3. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriche 1 oder
45 2, wobei R! und R% Wasserstoff bedeuten.



| ogi sch vertragliche Saize 35 zur Herstellung von Arzneimtteln zur

Behandl ung von Krank- heiten, bei denen pathol ogi sch erhohte Aktivitaten
von PARP wwfdorgisgan. 40 2. Verwendung von Verbi ndungen nachpApgpsdifsiissl
wobei R2 in ™ 3-Position and R3 in 4-P28ition oder R2 in 4-Position and R3
in 3-Posithon gURENZIJWIAZOLFHNGISLRAt nach Melewendd thapgricMer bimgkigen
nach ei nem derwﬁgéprfche 1 oder 45 2, wobei Rl and R4 Wasserstoff
bedeut en. WO 00/29384 PCT/ EP99/ 08466 23 4. Verwendung von Ver bi ndungen
nach ei nem der g\nspri che 1 bis 3, wobei R2 \\Msserstoff, verzwei gtes oder
unver zwei gt es B5° Cl- C6- Al ky| Was§arSsOtEN VREDC16EEE - QIRTAURYPTBES 1 Heift et . 5.
Ver wendu®g von Ver bi ndungenCréehRErlemNdéeroAnSHr iNHeheO1ChiCe-Alkywdisei 10 R3
(CH2) 1, 2NR35R36 and N (R3dgqutet(.CH2) 2 3NR35R36 bedeutet, worm R37
Wasserstof f and Cl- C4- Al kyl sein kann, R35 and R36 unabhangi g vonei nander
Wasserstof £ an MO /o ; n : 5 A | { sghe

al i phati sc%é Ag’liggirv%g@P?%grl di n%@%%r?%?dﬁ%&&%ﬁi n anélalgigp%arazi rﬁl'sei n
konnen, wobei 438" Pi perazin am zweiten N-Atom noch mt Wasserstoff oder
Cl- c4- ARRyl substituiert sein kann. 6. Verwendung von Verbi ndungen nach

ei nem der AnspRUct&2] 1 pN&3IR36 WWUB@W'RQHMgséTRgﬁF&FbetAtSt wekin GFf
bedeutet. 7. Vaawesckuyuffvond\er-o,ARLingesedear k&om med35 | umnd ot ¢ ehmessshasheri gAn-
sprUche 1 bis GogdindilcHt Rhby@s:tarT Ahanej-d,thtkyn 2iHa Bebankkn lauRg von

neur odegener at ¥ eg s Kr hz%?i‘s aﬂgpk%a’f‘é&% 3z @be déi%‘é'}ggﬁn,&
Ver wendyng nach Anspr uc u e u ro-.
Kr ankheiCen an Yﬁﬁ%floc_#]ﬁ’l'e

_Zdr % ng, ¥or so Jcﬁgn neur?g)-l enerativen
S’hadt @g@ﬁ, He SSddr SRMISEhATPE. TFAuma oder
Massenbl ut ungeRTBEREIOSN REP HERM!
C1~C4~-Alkyl substituiert sein kann.

om noch mit Wasserstoff oder

6. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
20 wobel R2 Wasserstoff und A Stickstoff bedeutet.

7. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der An-
spriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand-
lung von neurodegenerativen Krankheiten und neuronalen Schéa-

25 digungen.

8. Verwendung nach Anspruch 7 zur Behandlung von solchen neuro-
degenerativen Krankheiten und neuronalen Schddigungen, die
durch Isch&mie, Trauma oder Massenblutungen ausgeldst werden.

30

9. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandlung des Schlaganfalls

und des Schédel-Hirntraumas.

10. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandlung der Alzheimerschen
35 Krankheit der Parkinsonsche Krankheit und der Huntington-
Krankheit.

11. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der An-
spriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand-
40 lung oder Prophylaxe von Schiddigungen durch Isché&mien.

12. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der An-
spriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand-
lung von Epilepsien, insbesondere von generalisierten epilep-

45 tischen Anf&llen, wie zum Beispiel Petit mal und tonisch-clo-



9. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandl ung des Schl aganfalls and des
Schadel - Hi rntraumas. 10. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandl ung der

Al zhei mer SpHQh038p Krankheit der Par ki nsonsche Krankheit ar}%ﬁﬁggm 466
Hunt i ngt on- Krankheit. 11. Verwendungz#on Ver bi ndungen der rmel ? nach

ei nem der An- spsdkenksbine €nd Warkeest edd URe ¥ aBh & ZBgisThbhel i & WerBehand-
40 | ung oder Pﬂ;gp%ty e vQ d%&n&q_l qupgen; dur %hA£§§ en. 12. Verwendung

von Ver bi ndungen orne nach ef nem der  An- he 1 bis 6 zur
Herstel l ung_von Arzneimttel n zur Behand- | ung von E il epsien, insbesondere
von gener af? si BP¥ARRHA ¥pn4%erhischagenien IFé’ﬁmeW & rﬂﬁ% BeRSPi &L Paxit
and t oni 8ch- cl spIABIGD/12 93846 22nPEFLEPSDI OBA GO AF sodianiAtkah| sunrkehgadti el |
epi | epti schen Amialden schéeifergenpaeal Niope, nasd kefgileex Ipanfmbdd emd

Anfallen. 13. é’@fVﬁ‘éﬁ%@@uﬁ?%éfﬁ:’e’?ﬂd”gﬂcﬁ!Q%b}gwleEQﬁE@Anéplgﬁggt%rﬂﬁ{n der An 5
spruche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimttel n zur Behand- [ ung von

Schadi gun r Ni eren nach_renal_en am_en a zur. Behan wahr end
and nagh S, T DAt A RSOy St R RE b o0 B R Aoy

Fornmel ROnach eR¥iEFhaidr PAR- 6 195 Pergehel lung §08 éﬁ?n%éff%ttéllpuﬁ‘@r VRsiand-
Arznei mttel n kemg Batmasdhadinmgaeon dSs hiael zamsgeacd esandeedensIsetinicar.di al en
| scham en. 15. Verwendung von Verbi ndungen der Fornel | nach ei nem der An-
spruche 1 bis @eﬁwndd%sbshlmmuné@ﬁr@éﬂ%&ﬁw 7Y dBebandn dex IaWng von

M kr of nf ar ki en g6z Bel spl gx% LED flan_ ggclgr;#rzkg%e@sn%é dhang-

Aneurysrrﬁnr ese |onenen % ung von
Ver bi nddRgen d&F i eMifrrale tﬁ&n’f" Z%Beiﬁpﬁ?)} J@hgepd b‘}“% gy

Her stel | ung voReTFERIDENEr 8212 7 MNCBENEMRAT 4S@HG 1 peene vl Revasansedieari on
kritischer vereamgtarerKorona- rarterien wie zum Bei spi el bei PTCA and
Bypass- Operationen oder kritisch verengter peripherer Arterien,

i nsbesondei g M&ﬁ@ %n \?éb%%du?(&éx‘{‘@d’éiu%r)ﬁgi' i/%{a@thHH&ﬁrhéieEAnFor mel |
nach ei Qﬁm der S ru% éL tﬂ ?rég li—ierst vlqnnt@rewell@ tEL% zur
Behand- "T'ung d aﬁ< ocardi % a?néf von %(l: Hadi en wa renccil
Tung e1 eln r Revascu arlatlon krltlscher ve en ter Korona-
rarterien wie zum Beispiel bei PTCA und Bypass-Operationen
oder kritisch verengter peripherer Arterien, insbesondere
Beinarterien.
25
17. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der An-
spriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand-
lung des akuten Myocardinfarktes und von Schaddigungen wé&hrend
und nach dessen medikamentdser oder mechanischer Lyse.
30
18. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der
Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur
Behandlung von Tumoren und deren Metastasierung.

35 19. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach Anspruch 6 zur
Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Sepsis des
Multiorganversagens wie zum Beispiel wdhrend des septischen
Schocks und des "acute respiratory distress-synchroms”.

40 20. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der
Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur
Behandlung von immunologischen Kranheiten wie Entziindungen
und rheumatische Erkrankungen, wie zum Beispiel rheumatoide
Arthritis.
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