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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung wurde mit Unterstitzung der Regierung unter Zuschussnummer
1U01-AI3363 von den National Institutes of Health durchgefiihrt. Die Regierung besitzt bestimmte Rechte an
dieser Erfindung.

GEBIET DER ERFINDUNG

[0002] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Verfahren, die zur Bekampfung von Infektionskrankhei-
ten nitzlich sind.

[0003] Gegenstand der Erfindung sind im einzelnen Verfahren zur Bekdmpfung von Infektionskrankheiten un-
ter Verwendung dikationischer Bisbenzimidazol-Verbindungen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0004] Der Bedarf an neuen Antimykotika ist aufgrund der zunehmenden Anzahl an Pilzinfektionen, die bei
immungeschwachten Patienten auftreten, dringlicher geworden. Es besteht eine erhdhte Pilzinfektionsinzi-
denz, die zum Beispiel der aggressiven Verwendung von Krebschemotherapie, Organtransplantationen und
opportunistischen Infektionen, die bei Patienten mit dem Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS; erwor-
benem Immundefekt-Syndrom) assoziiert sind, zugeschrieben wird. Pilzinfektionen gehoren zu den haufigsten
Komplikationen von AIDS wie auch der Krebschemotherapie. Zu den wichtigsten opportunistischen Pilzpatho-
genen, die bei immungeschwachten Wirten disseminierte Mykosen auslésen, zahlen Candida und Cryptococ-
cus.

[0005] Derzeit zur Behandlung syntemischer Mykosen angewendete Antimykotika kdnnen als Polyen-Antibi-
otika, einschlieBlich Amphotericin B, Flucytosin und synthetischer Azole klassifiziert werden. Aus der Anwen-
dung dieser Mittel kénnen sich jedoch signifikante Nachteile ergeben, einschliel3lich einer begrenzten Wirk-
samkeit und/oder Toxizitat. Es ist demgemal eine erfindungsgemafie Aufgabe, neue Verbindungen bereitzu-
stellen, die zur Behandlung von Pilzinfektionen nitzlich sind.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] Ein erster erfindungsgemaler Aspekt betrifft ein Verfahren zur Behandlung von Cryptococcus neofor-
mans unter Verwendung einer Verbindung der Formel I:
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worin:

R, und R, jeweils unabhangig aus der Gruppe ausgewahlt sind, bestehend aus H, niederem Alkyl, Alkoxyalkyl,
Cycloalkyl, Aryl, Alkylaryl, Hydroxyalkyl, Aminoalkyl oder Alkylaminoalkyl, oder R, und R, zusammen ein C,-
bis C,,-Alkyl, Hydroxyalkyl oder Alkylen darstellen oder R, und R, zusammen stehen fir:

R,

worin n eine Zahl von 1 bis 3 ist, und R,, fir H oder -CONHR;NR ;R4 steht, worin C,, fur ein niederes Alkyl
steht und R,; und R,, jeweils unabhangig aus der Gruppe ausgewahlt sind, bestehend aus H und niederem
Alkyl; und

R, fur H, Hydroxy, niederes Alkyl, Cycloalkyl, Aryl, Alkylaryl, Alkoxyalkyl, Hydroxycycloalkyl, Alkoxycycloalkoxy,
Hydroxyalkyl, Aminoalkyl oder Alkylaminoalkyl steht;

A eine heterocyclische aromatische Gruppe der Formel
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ist, worin R, R, und R, jeweils unabhéngig aus der Gruppe ausgewahlt sind, bestehend aus H, niederem Alkyl,
Halogen, Aryl, Arylalkyl, Aminoalkyl, Aminoaryl, Oxyalkyl, Oxyaryl oder Oxyarylalkyl; oder ein physiologisch
vertragliches Salz davon.

[0007] In einer bevorzugten erfindungsgemafRen Ausfiuhrungsform stellen R, und R, zusammen ein C,-bis
C,-Alkylen dar, und R,, R,, R; und R, stehen fiir H. In einem Aspekt dieser erfindungsgemafien Ausfiihrungs-
form stellen R, und R, zusammen

~]

dar, und R, steht fur H.
[0008] In einem anderen Aspekt dieser erfindungsgemaflen Ausfihrungsform stellen R, und R,

~

dar, und R, steht fur H.

[0009] In einer noch anderen bevorzugten erfindungsgemafien Ausflihrungsform steht jeweils jedes von R,
R,, R;, R,, Ry und Ry fur H.

[0010] In einer noch anderen bevorzugten erfindungsgemafien Ausflihrungsform steht jeweils jedes von R,
R,, R,, R und Ry fiir H, und R, stellt ein niederes Alkyl, bevorzugt Isopropyl dar.

[0011] In einer noch anderen bevorzugten erfindungsgemafien Ausfiihrungsform steht A fir:

Rs
R4 Rs

worin R,, R; und R; jeweils fir N stehen.

[0012] Es werden erfindungsgemaf’ weiter Verbindungen bereitgestellt, die zur Behandlung von C. neofor-
mans nutzlich sind. Die Verbindungen weisen die vorstehend beschriebene Strukturformel (1) auf. Zu derzeit
bevorzugten Verbindungen der Formell zahlen, sind aber nicht beschrankt darauf, 2,6-Bis[5-(2-imidazoli-
nyl)-2-benzimidazolyl]pyridin; 2,6-Bis(5-amidino-2-benzimidazolyl)pyridin; 2,6-Bis[5-(1,4,5,6-tetrahydro-2-pyri-
midinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin; und physiologisch vertragliche Salze davon.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0013] Wie hierin verwendet, versteht man unter dem Begriff ,niederes Alkyl" ein lineares oder verzweigtes
C,- bis C4-Alkyl, wie zum Beispiel Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Isopropyl, sec-Butyl, tert-Butyl, Butyl, Pentyl, Iso-
pentyl und Hexyl. Unter dem Begriff ,Cycloalkyl", wie hierin verwendet, versteht man cyclisches C,- bis C4-Al-
kyl, wie zum Beispiel Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl und Cyclohexyl. Unter dem Begriff ,Aryl", wie hierin
verwendet, versteht man cyclische aromatische C,-bis C,,-Gruppen, wie zum Beispiel Phenyl, Naphthyl und
dergleichen, und er schlief3t substituierte Arylgruppen, wie zum Beispiel Tolyl ein. Unter dem Begriff ,Hydrox-
yalkyl", wie hierin verwendet, versteht man lineares oder verzweigtes Hydroxy-substituiertes C,- bis C,-Alkyl,
d. h. -CH,OH, -(CH,),OH usw. Unter dem Begriff ,Aminoalkyl", wie hierin verwendet, versteht man lineares oder
verzweigtes Amino-substituiertes C,- bis C,-Alkyl, worin der Begriff ,Amino" auf die Gruppe NR'R" verweist,
worin R"und R", wie vorstehend definiert, unabhangig ausgewahlt sind aus H oder niederem Alkyl, d. h. -NH,,
- NHCHj,, -N(CH,), usw. Unter dem Begriff ,Alkoxyalkyl", wie hierin verwendet, versteht man lineares oder ver-
zweigtes C,- bis C,-Alkoxy, wie zum Beispiel Methoxy, Ethoxy, Propyloxy, Butyloxy, Isopropyloxy und t-Butylo-
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Xy.
[0014] Die vorliegende Erfindung ist, wie vorstehend angemerkt, niitzlich zur Behandlung von Cryptococcus
neoformans, indem sie den Beginn, das Wachstum oder die Ausbreitung der Erkrankung inhibiert, zur Ruck-
bildung der Erkrankung flihrt, die Erkrankung heilt oder anderweitig die allgemeine Befindlichkeit eines von der
Erkrankung befallenen Patienten oder einem mit Risiko, daran zu erkranken, bessert.

[0015] Bei den zu behandelnden Patienten handelt es sich in der Regel um menschliche Patienten, obwohl
die vorliegende Erfindung bei jedem dem Durchschnittsfachmann bekannten geeigneten Patienten niitzlich
sein kann.

[0016] Wie vorstehend angemerkt, stellt der erfindungsgemafle Gegenstand pharmazeutische Formulierun-
gen bereit, umfassend die vorstehend erwahnten Verbindungen der Formel | oder pharmazeutisch vertragliche
Salze davon in pharmazeutisch vertraglichen Tragern flir Aerosol und zur oralen und parenteralen Verabrei-
chung wie nachstehend ausfihrlich erldutert wird.

[0017] Die therapeutisch wirksame Dosis von jedweder spezifischen Verbindung, deren Verwendung in den
erfindungsgemafen Umfang fallt, wird von Verbindung zu Verbindung und von Patient zu Patient etwas vari-
ieren und hangt vom Zustand des Patienten und dem Verabreichungsweg ab. Eine Dosierung von 0,1 bis 50
mg/kg besitzt, als allgemeiner Anhaltspunkt, therapeutische Wirksamkeit, wobei noch héhere Dosierungen po-
tenziell zur oralen Verabreichung und/oder als Aerosol eingesetzt werden. Bedenken hinsichtlich der Toxizitat
bei héheren Konzentrationen kann intravendse Dosen auf eine niedrigere Konzentration, wie zum Beispiel bis
zu ca. 1 mg/kg einschranken, wobei alle Gewichte bezogen auf das Gewicht des Wirkstoffs, einschliellich der
Falle, wenn ein Salz eingesetzt wird, berechnet werden. Zur intravensen oder intramuskuléaren Verabreichung
wird in der Regel eine Dosierung von 0,5 mg/kg bis 5 mg/kg eingesetzt. Zur oralen Verabreichung kann eine
Dosierung von 10 mg/kg bis 50 mg/kg eingesetzt werden. Die Dauer der Behandlung erfolgt gewéhnlich einmal
taglich fur eine Dauer von zwei bis drei Wochen oder bis sich die Infektion mit Cryptococcus neoformans weit-
gehend unter Kontrolle befindet. Niedrigere Dosen, die weniger haufig gegeben werden, kénnen zur Verhinde-
rung oder Reduktion der Inzidenz fir Infektionsrezidive verwendet werden.

[0018] Eine Verbindung der Formel | oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon kann erfindungsge-
malR oral oder durch Inhalation als ein Feststoff verabreicht werden oder kann als eine Lésung, Suspension
oder Emulsion intramuskular oder intravends verabreicht werden. Als Alternative kann die Verbindung oder
das Salz auch durch Inhalation, intravends oder intramuskular als eine liposomale Suspension verabreicht
werden. Wenn die Verbindung oder das Salz mittels Inhalation verabreicht wird, sollte sie/es in der Form einer
Vielzahl von Feststoffpartikeln oder Tropfchen mit einer PartikelgréRe von 0,5 bis 5 um, bevorzugt von 1 bis 2
pum, vorliegen.

[0019] Aufer zur Behandlung von Cryptococcus neoformans sind die Verbindungen der Formel | auch niitz-
lich zur Prophylaxe gegen Cryptococcus neoformans bei einem immungeschwachten Patienten, wie zum Bei-
spiel einem, der an AIDS leidet, der mindestens eine Episode von Cryptococcus neoformans durchmachte, der
aber zum Zeitpunkt der Behandlung keine Anzeichen einer Infektion aufweist. Da es sich bei Cryptococcus ne-
oformans um eine potenziell besonders verheerende Krankheit fir immungeschwachte Patienten handelt, ist
bevorzugt, anstelle die Erkrankung zu behandeln, nachdem sie symptomatisch geworden ist, das Auftreten
von Cryptococcus neoformans von vornherein zu verhindern. Demgemaf betrifft die vorliegende Erfindung die
Prophylaxe gegen Cryptococcus neoformans, umfassend die Verabreichung einer prophylaktisch wirksamen
Menge einer Verbindung der Formel | oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon an den Patienten. Bei
den Formen zur Verabreichung der Verbindung oder des Salzes gemalR diesem Verfahren kann es sich um die
gleichen handeln wie sie auch zum Zweck der eigentlichen Behandlung eines an einer Infektion mit Cryptococ-
cus neoformans leidenden Patienten verwendet werden.

[0020] Ein weiterer nutzlicher erfindungsgemafier Aspekt stellt die Prophylaxe gegen selbst eine initiale Epi-
sode einer Infektion mit Cryptococcus neoformans bei einem immungeschwachten Patienten dar, der noch nie-
mals zuvor eine Episode einer Infektion mit Cryptococcus neoformans erfahren hat. Diesbezlglich kann ein
Patient, der als immungeschwéacht diagnostiziert wurde, wie zum Beispiel einer, der an AIDS oder ARC (einem
AIDS-related-complex) leidet, bereits vor dem Auftreten einer initialen Episode einer Infektion mit Cryptococ-
cus neoformans eine Infektion vermeiden oder hinauszdgern, indem er sich eine prophylaktisch wirksame
Menge einer Verbindung der Formel | oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon verabreichen lasst.
Die Verbindung oder das Salz kann auf die gleiche Weise wie bei der Behandlung von einem an einer Infektion
mit Cryptococcus neoformans leidenden Patienten verabreicht werden.

[0021] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen umfassen eine Verbindung der Formel | oder ein phar-
mazeutisch vertragliches Salz davon, in jedwedem pharmazeutisch vertraglichen Trager. Wenn eine Lésung
erwlinscht ist, so stellt Wasser in Bezug auf wasserlésliche Verbindungen oder Salze den Trager der Wahl dar.
In Bezug auf die wasserunléslichen Verbindungen oder Salze kénnen ein organisches Vehikel, wie zum Bei-
spiel Glycerol, Propylenglycol, Polyethylenglycol, oder Gemische davon geeignet sein. Im letzteren Fall kann
das organische Vehikel eine erhebliche Wassermenge enthalten. Die Lésung kann dann in beiden Fallen auf
jedwede geeignete Weise, bevorzugt mittels Filtration durch ein Filter von 0,22 Mikron, sterilisiert werden. An-
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schlielfend an die Sterilisation kann die Lésung in geeignete Behaltnisse, wie zum Beispiel pyrogenfrei ge-
machte Glasdwchstichflaschchen, gefiillt werden. Selbstverstandlich sollte die Beflillung anhand eines asep-
tischen Verfahrens erfolgen. Danach kdnnen sterilisierte Verschlisse auf die Durchstichflaschchen aufgesetzt
werden, und der Inhalt des Durchstichlaschchens kann gegebenenfalls lyophilisiert werden.

[0022] Aufier den Verbindungen der Formel | oder ihren Salzen kénnen die pharmazeutischen Zusammen-
setzungen andere Zusatzmittel, wie zum Beispiel ein Zusatzmittel zur pH-Einstellung, enthalten. Nitzliche Mit-
tel zur pH-Einstellung schlieen insbesondere Sauren, wie zum Beispiel Salzsawe, Basen oder Puffer, wie zum
Beispiel Natriumlactat, Natriumacetat, Natriumphosphat, Natriumcitrat, Natriumborat oder Natriumgluconat
ein. Die Zusammensetzungen kénnen weiter mikrobielle Konservierungsmittel enthalten. Zu nitzlichen mikro-
biellen Konservierungsmitteln zéahlen Methylparaben, Propylparaben und Benzylalkohol. Das mikrobielle Kon-
servierungsmittel wird in der Regel eingesetzt, wenn die Formulierung in ein zur Mehrdosenentnahme be-
stimmtes Durchstichflaschchen gegeben wird. Die erfindungsgeméaflen pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen kdnnen, wie angezeigt, selbstverstandlich unter Verwendung von dem Durchschnittsfachmann bekannten
Verfahren lyophilisiert werden.

[0023] In einem noch anderen erfindungsgemalen Aspekt ist eine injizierbare, stabile, sterile Zusammenset-
zung vorgesehen, umfassend eine Verbindung der Formel | oder ein Salz davon, in einer Einzeldosierungsform
in einem fest verschlossenen Behaltnis. Die Verbindung oder das Salz wird in der Form eines Lyophilisats be-
reitgestellt, das mit einem geeigneten pharmazeutisch vertraglichen Trager zw Bildung einer flissigen Zusam-
mensetzung, die zur Injektion davon in einen Menschen geeignet ist, rekonstituiert werden kann. Die Einzel-
dosierungsform umfasst in der Regel von ca. 10 mg bis ca. 10 g der Verbindung oder des Salzes. Wenn die
Verbindung oder das Salz weitgehend wasserunldslich ist, kann eine ausreichende Menge eines physiologisch
vertraglichen Emulgators, in ausreichender Menge zum Emulgieren der Verbindung oder des Salzes in einem
wassrigen Trager, eingesetzt werden. Ein derartig nitzlicher Emulgator stellt Phosphatidylcholin dar.

[0024] Andere pharmazeutische Zusammensetzungen kdnnen aus den wasserunléslichen Verbindungen der
Formel | oder den Salzen davon, wie zum Beispiel wasserbasierten Emulsionen, hergestellt werden. In einem
derartigen Fall enthalt die Zusammensetzung eine ausreichende Menge des pharmazeutisch zulassigen Emul-
gators zum Emulgieren der gewiinschten Menge der Verbindung der Formel | oder des Salzes davon. Beson-
ders nitzliche Emulgatoren schlieRen Phosphatidylcholine und Lecithin ein.

[0025] Es werden erfindungsgemaf weiter liposomale Formulierungen der Verbindungen der Formel | und
Salze davon bereitgestellt. Die Technologie zur Bildung liposomaler Suspensionen ist dem Durchschnittsfach-
mann weithin bekannt. Wenn die Verbindung der Formel | oder das Salz davon ein wasserlosliches Salz dar-
stellt, kann die/das gleiche unter Verwendung herkdmmlicher Liposomen-Technologie in Lipidvesikel inkorpo-
riert werden. In einem solchen Fall wird die Verbindung oder das Salz, aufgrund der Wasserloslichkeit der Ver-
bindung oder des Salzes weitgehend in das hydrophile Zentrum oder in den Kern der Liposomen eingeschlos-
sen. Die eingesetzte Lipidschicht kann von jedweder herkbmmlichen Zusammensetzung sein und kann entwe-
der Cholesterin enthalten oder cholesterinfrei sein. Wenn die Verbindung oder das Salz von Interesse wasse-
runléslich ist, knn das Salz, wiederum durch Einsatz herkémmlicher Liposomenbildungstechnologie, weitge-
hend in der hydrophoben Flissigkeitsdoppelschicht, welche die Struktur des Liposoms bildet, eingeschlossen
werden. In jedem Fall kann die GréRRe der hergestellten Liposomen, wie zum Beispiel durch Standardbeschal-
lungs- und -homogenisierungsverfahren, reduziert werden.

[0026] Die liposomalen Formulierungen, welche die Verbindungen der Formel | oder Salze davon enthalten,
koénnen selbstverstandlich zur Herstellung eines Lyophilisats, das mit einem pharmazeutisch vertraglichen Tra-
ger, wie zum Beispiel Wasser, zum Regenerieren einer liposomalen Suspension rekonstituiert werden kann,
lyophilisiert werden.

[0027] Es sind auch pharmazeutische Formulierungen vorgesehen, die zur Verabreichung als ein Aerosol
mittels Inhalation geeignet sind. Diese Formulierungen umfassen eine Losung oder Suspension der ge-
winschten Verbindung der Formel | oder ein Salz davon oder eine Vielzahl von Feststoffpartikeln der Verbin-
dung oder des Salzes. Die gewlinschte Formulierung kann in eine kleine Kammer gebracht und vernebelt wer-
den. Die Vernebelung kann durch Druckluft oder durch Ultraschallenergie zur Bildung einer Vielzahl flussiger
Tropfchen oder von Feststoffpartikeln, umfassend die Verbindungen oder die Salze erreicht werden. Die flis-
sigen Tropfchen oder Feststoffpartikel sollten eine Partikelgréfie im Bereich von 0,5 bis 5 pm aufweisen. Die
Feststoffpartikel kénnen durch Verarbeitung der festen Verbindung der Formel | oder eines Salzes davon, in
jedweder dem Durchschnittsfachmann bekannten geeigneten Weise, wie zum Beispiel durch Mikronisierung,
erreicht werden. Die Grof3e der Feststoffpartikel oder Tropfchen liegt am bevorzugtesten im Bereich von 1 bis
2 ym. In dieser Hinsicht sind im Handel erhéltliche Vernebler zw Erlangung dieses Ziels erhaltlich.

[0028] Wenn die pharmazeutische Formulierung zur Verabreichung als ein Aerosol in der Form einer Flissig-
keit geeignet ist, umfasst die Formulierung bevorzugt eine wasserlésliche Verbindung der Formel | oder ein
Salz davon, in einem Trager, der Wasser umfasst. Es kann ein oberflachenaktives Mittel vorhanden sein, wel-
ches die Oberflachenspannung der Formulierung ausreichend senkt, um in der Bildung von Trépfchen im ge-
wilnschten GréRenbereich zu resultieren, wenn sie der Vernebelung ausgesetzt wird.
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[0029] Der erfindungsgemale Gegenstand stellt, wie angezeigt, sowohl wasserlésliche als auch wasserun-
I6sliche Verbindungen und Salze bereit. Wie in der vorliegenden Beschreibung verwendet, versteht man unter
dem Begriff ,wasserloslich" definitionsgemal jedwede Zusammensetzung, die in Wasser in einer Menge von
ca. 50 mg/ml oder gréRer I6slich ist. Wie in der vorliegenden Beschreibung verwendet, versteht man unter dem
Begriff ,wasserunldslich" definitionsgemal ferner jedwede Zusammensetzung, die in Wasser eine Ldslichkeit
von weniger als ca. 20 mg/ml besitzt. Fur bestimmte Anwendungen kdnnen wasserlésliche Verbindungen oder
Salze erwiinscht sein, wohingegen fiir andere Anwendungen wasserunldsliche Verbindungen oder Salze glei-
chermalien erwunscht sein kénnen.

[0030] Beispiele von Verbindungen, die fur die vorstehende Formel (1) beispielhaft sind, schlieen folgende
ein, sind aber nicht darauf beschrankt:

2,6-Bis[5-(2-imidazolinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin;

2,6-Bis(5-amidino-2-benzimidazolyl)pyridin;
2,6-Bis[5-(1,4,5,6-tetrahydro-2-pyrimidinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin; und physiologisch vertragliche Salze da-
von.

[0031] Die erfindungsgemafl verwendeten Verbindungen kdnnen, wie angezeigt, als pharmazeutisch vertrag-
liche Salze vorliegen. Derartige Salze schlieRen Gluconat, Lactat, Acetat, Tartrat, Citrat, Phosphat, Borat, Nit-
rat, Sulfat und Hydrochloridsalze ein.

[0032] Verfahren zur Bekampfung von Candida albicans mit den vorstehenden Verbindungen der Formell
werden weitgehend auf die gleiche Weise wie vorstehend angegeben durchgefihr, und pharmazeutische For-
mulierungen der Verbindungen der Formel | zur Bekampfung von Candida albicans werden im Wesentlichen
auf die gleiche Weise wie vorstehend angegeben hergestellt.

[0033] Die erfindungsgemalfien Verbindungen kénnen gemal dem Durchschnittsfachmann bekannten Ver-
fahren, insbesondere angesichts der Offenbarung und der nachstehend dargelegten Beispiele hergestellt wer-
den. GemalR einem Verfahren kdnnen die Verbindungen der Formel | durch Kondensation einer geeigneten
heterocyclischen Verbindung (d. h. Pyrrol, Pyridin, Furan usw.) Dicarboxaldehyd (zum Beispiel Pyrrol-2,5-di-
carboxaldehyd) hergestellt werden, die gemaR der Lehre von T. Cresp, et al., J. Chem. Soc. Perkins Tran. 1,
2961 (1973) mit der geeigneten Diaminophenylverbindung (zum Beispiel Diaminobenzamidin, hergestellt ge-
maf T. Fairley, et al., Med. Chem. 36, 1746 (1993), hergestellt werden kann. Die Kondensationsreaktion kann
gemal dem Verfahren von S. Kumar, et al., Indian J. Chem 20B, 254 (1981), durchgefuhrt werden.

[0034] Die Diaminophenylverbindungen kénnen zum Beispiel durch Reduktion von Nitrogruppen von 3,4-Di-
nitrobrombenzen zur Bildung von 3,4-Diaminobrombenzen hergestellt werden. Die ,Nitrilisierung" dieser Ver-
bindung zum entsprechenden 3,4-Diaminonitrilbenzen kann durch Reaktion von Kupfer(l)-cyanid mit dem auf
diese Weise hergestellten 3,4-Dinitrobrombenzen im Ruickfluss-DMF gemaf den Standardverfahren durchge-
fuhrt werden. Siehe, J. Spychala, et al., European J. Med. Chem. 29: 363 (1994). Das Nitril kann dann anhand
des Pinner-Verfahrens gemaf B. Das et al., J. Med. Chem. 20, 1219 (1977) in das Imidat umgewandelt wer-
den. Das Imidat kann in die Verbindungen der Formel (1), zum Beispiel durch Reaktion mit Ammonium oder
dem geeigneten Aminoalkan oder Diaminoalkan (wie zum Beispiel Ethylendiamin, Propylendiamin usw.) zur
Bildung einer Amidinogruppe, einer Imidazolinylgruppe bzw. einer 1,4,5,6-Tetrahydro-2-pyrimidinyl-Gruppe
umgewandelt werden. Das Bisnitril kann auch durch Fusion des Nitrils direkt mit dem Hydrochloridsalz des ent-
sprechenden Diamins mittels Thermolyse in die dikationische Bis-Verbindung umgewandelt werden. Dieses
Verfahren ist zur Herstellung von Verbindungen, worin die R,- und R,-Gruppen zusammen ein cyclisches Alkyl
bilden, besonders nitzlich.

[0035] Die Verbindungen der vorstehenden Formel | kdnnen auch durch zuerst Herstellen eines geeigneten
Intermediarprodukts, wie zum Beispiel 2,5-Bis(5-bromo-2-benzimidazolyl)pyrrol durch die Basen-geférderte
Kondensation, zum Beispiel aus 1-Brom-3,4-diaminobenzen und Pyrrol-2,5-dicarboxaldehyd gemal dem Ver-
fahren von S. Kumar, et al., vorstehend, hergestellt werden. Das Intermediarprodukt kann dann durch ,Nitrili-
sierung", gefolgt von Imidatbildung und Umwandlung in das entsprechende Amidino, wie oben beschrieben,
erhalten werden.

[0036] Die erfindungsgemaRen Salze kénnen im Allgemeinen durch Reaktion zweier Aquivalente der hetero-
cyclischen basischen Verbindung mit der gewlinschten Saure in Losung hergestellt werden. Nachdem die Re-
aktion abgeschlossen ist, werden die Salze durch Zufligen einer geeigneten Lésungsmittelmenge, worin das
Salz unldslich ist, auskristallisiert.

[0037] Die erfindungsgemaflen Verbindungen sind nicht nur in Verfahren zur Behandlung von Cryptococcus
neoformans und Candida albicans, sondern auch in Verfahren zur Inhibition von Enzymen, wie zum Beispiel
Topoisomerase, niitzlich. Die Verbindungen der Formel () sind insbesondere zur Inhibition von Topoisomerase
[l nitzlich. Siehe S. Doucc-Racy, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 7152 (1986).

[0038] Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der folgenden nicht einschrankenden Beispiele erlau-
tert, worin ,g" Gramm, ,mg" Milligramm, ,,ug" Mikrogramm, ,mmol" Millimole, ,h" Stunden, ,mI" Milliliter, ,M" mo-
lar, ,mM" millimolar, ,uM" mikromolar, ,UV" Ultraviolett, ,HCI" Salzsaure, ,Schmp." Schmelzpunkt, ,HCN" Blau-
saure und ,°C" Grad Celsius bedeuten.
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[0039] Fur die folgenden Beispiele wurden die Schmelzpunkte unter Verwendung eines Thomas Hoover
(Uni-Melt)-Gerates zur Bestimmung des Kapillarschmelzpunktes ermittelt und sind nicht bereinigt. Die
'"H-NMR- und "*C-NMR-Spektren wurden unter Einsatz eines Varian GX400-Spektrometers aufgezeichnet,
und die chemischen Verschiebungen (d) liegen, sofern nicht anderweitig angegeben, in ppm bezogen auf TMS
vor. Die Massenspektren wurden an einem 70-SE-Spektrometer von VG-Instruments (Georgia Institute of
Technology, Atlanta, GA) aufgezeichnet. Die IR-Spektren wurden unter Verwendung eines Michelson 100 In-
strumentes (Bomem, Ine.) aufgezeichnet. Die Elementaranalyse wurde vom Atlantic Microlab Inc. (Norcross,
GA) durchgefiihrt und liegt innerhalb von +0,4 der theoretischen Werte. Alle Chemikalien und Lésungsmittel
wurden von der Aldrich Chemical Co. oder Fisher Scientific erworben.

[0040] In den nachstehenden Beispielen werden nur die folgenden Verbindungsbezeichnungen verwendet.

Verbindung Nr. Name
7 2,6-Bis(5-amidino-2-benzimidazolyl)pyridin
8 2,6-Bis [5-(1,4,5,6-tetrahydro-2-pyrimidinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin
BEISPIEL 3

Herstellung von 2,6-Bis[5-(2-imidazolinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin

[0041] 2,6-Bis[5-(2-imidazolinyl)-2-benzimidazolyllpyridin (Verbindung 3). Ein Protokoll, ahnlich dem in Bei-
spielen 1 und 2 vorstehend verwendeten, wurde zur Kondensation von 2,6-Pyridincarboxyaldehyd und
2-(3,4-Diaminophenyl)imidazolin verwendet, um eine 85%ige Ausbeute eines Feststoffes zu ergeben. Schmp.
> 300°C. 'H-NMR (DMSO-d;) (4,05 (s, 8H, N-CH,CH,N), 7,96 (m, 4H, Ar-H), 8,30 (t, 1H, Pyridin), 8,49-8,51
(m, 4H, Ar-H), 10,71 (s, NH). Anal. (C,;H,,,N,-3HCI-3H,0) C, H, N. MS: m/e 448 (M + 1).

BEISPIEL 7
Herstellung von 2,6-Bis(5-amidino-2-benzimidazolyl)pyridin

[0042] 2,6-Bis(5-amidino-2-benzimidazolyl)pyridin (Verbindung 7). Ein Protokoll &hnlich dem in Beispielen
1-6 vorstehend beschriebenen wurde zur Kondensation von 2,6-Pyridindicarboxaldehyd mit 3,4-Diaminobenz-
amidin verwendet, um 89% eines Feststoffes zu ergeben, Schmp. > 300°C. 'H-NMR (DMSO-d, ) (7,79 (dd, J
= 8,4 und 1,6 Hz, 2H, Ar-H), 7,94 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H), 8,28-8,34 (m, 3H, Ar-H), Pyridin), 8,51 (d, J = 8 Hz,
2H, Pyridin), 9,12, 9,45 (brs [breiter Einzelpeak], brs, NH). Anal. (C,,H,;Ng-3HCI-2H,0) C, H, N. MS: m/e 396
(M +1).

BEISPIEL 8
Herstellung von 2,6-Bis[5-(1,4,5,6-tetrahydro-2-pyrimidinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin

[0043] 2,6-Bis[5-(1,4,5,6-tetrahydro-2-pyrimidinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin (Verbindung 8). Ein Protokoll
ahnlich dem in Beispielen 1 — 7 vorstehend beschriebenen wurde zur Kondensation von 2,6-Pyridindicarbox-
yaldehyd mit 2-(3,4-Diaminophenyl)tetrahydropyrimidin verwendet, um eine 89%ige Ausbeute eines Feststof-
fes zu ergeben, Schmp. > 300°C. 'H-NMR (DMSO-d, ) (2,03 (m, 4H, CH,), 3,54 (brs, 8H, CH,N), 7,66 (d, J =
8,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H), 8,17 (s, 2H, Ar-H), 8,29 (t, 1H, Pyridin), 8,43 (d, J = 8 Hz, 2H,
Pyridin), 10,04 (s, NH). Anal. (C,;H,;N4-3HCI-4H,0) C, H, N. MS: m/e 476. (M + 1).

BEISPIEL 12
Aktivitat der Verbindungen gegen Cryptococcus neoformans und Candida albicans

[0044] Die Aktivitat der verschiedenen Verbindungen der Formel | gegen Cryptococcus neoformans und Can-
dida albicans ist in Tabelle 1 ersichtlich. Die Aktivitat der Verbindungen wurde anhand eines standardmaRigen
In-vitro-Assays auf die Inhibition des Pilzzellwachstums (die antifungale Empfindlichkeitstestung von Hefe im
Bouillon-Verdiinnungstest, vorgeschlagenes Standarddokument M27-P, validiert vom National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 1992) beurteilt. Dieses Bouillon-Verdiinnungsverfahren verwendet, kurz ge-
fasst, RPMI-Medien und ein Inokulum von 10* Zellen. Die Kontrollréhrchen enthielten nur Medium. Nach der
Bestimmung der minimalen Inhibitorkonzentration anhand des vorstehenden Verfahrens wurden Réhrchen mit
keinem sichtbaren Wachstum zur Bestimmung der minimalen fungiziden Konzentration unter Verwendung von
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Kriterien von weniger als 0,01 Uberleben des Ausgangsinokulums subkultiviert. Es wurden zwei Organismen
getestet: (1) H99, ein klinisches Isolat von C. neoformans, das in vitro und in vivo vollkommen empfindlich ge-
gen Azole und Polyene ist; und (2) A39, ein klinisches Isolat von C. albicans, das vollkommen empfindlich ge-
gen Azole und Polyene ist.

[0045] Die MFC (minimale fungizide Konzentration) gegen diese beiden wichtigen AIDS-assoziierten Pilzin-
fektionen sind in Tabelle 1 ersichtlich. Die MFC wurden nach dem folgenden Verfahren von McGinnis bestimmt.
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Anmerkungen:

o “(an Am= —{::' m= —'5:] ™. ——f:}
o~ R =R =

BEISPIEL 13
Nukleinsaure-Bindungsmessungen

[0046] Die DNA-Bindungspotenz wurde flir jede der Verbindungen bestimmt, weil anhand friherer Arbeiten
ermittelt wurde, dass die Bindung der dikationischen Molekiile an DNA eine Voraussetzung fur ihre antimikro-
bielle Aktivitat bildet. Siehe z. B., Tidwell, R. R., et al., Antimicrob. Agents Chemother. 37, 1713-1716 (1993);
Bell, C. A,, et al., Antimicrob. Agents Chemother. 35, 1099-1107 (1991). Die DNA-Bindung der Verbindungen
wurde durch die Anderung des Schmelzens der an die Verbindungen gebundenen DNA bestimmt. Das Ver-
fahren ist gut dokumentiert und wird als ein Standardverfahren zw Bestimmung der DNA-Bindungsstarke er-
achtet. Siehe Cory, M. et al., J. Med. Chem. 25, 431-438 (1992). Es wurde, kurz zusammengefasst, ein
UV/sichtbares Licht-Spektralphotometer mit einem Kivettenwechsler an einen Mikrocomputer angeschlossen,
der die Kivettentemperatur und die DNA-Absorptionsdaten bei 259 nm aufzeichnete, wahrend die Probe bei
einer Rate von 18°C/h erhitzt wurde. Kalbsthymus-DNA wurde bei einer initialen Absorption von 0,3 A, ver-
wendet. Der mittlere Punkt von jeder Denaturierungskurve wurde nach grafischer Auswahl der Anfangs- und
Endabsorptionstemperatur am Computer fir jede Kurve von jedem Experiment bestimmt. DNA oder an die ex-
perimentelle Verbindung gebundene DNA wurde in jedem Experiment mitlaufen lassen, und der AT_s wurde
aus dem Polynukleotid T, fir dieses Experiment bestimmt. Je gréRer die Anderung des Schmelzpunktes, um
so potenter war die DNA-Bindung der Molekiile. Die Ergebnisse sind vorstehend in Tabelle 1 dargelegt.

Patentanspriiche

1. Verwendung einer Verbindung der Formel I:
RN

N N
N>_A_<Nj©\KNR‘
\H H/ R,
| I

R R
3 ’ &)

R, und R, jeweils unabhéangig aus der Gruppe ausgewahlt sind, bestehend aus H, C,-C,-Alkyl, Alkoxyalkyl, Cy-

cloalkyl, Anl, Alkylaryl, Hydroxyalkyl, Aminoalkyl oder Alkylaminoalkyl, oder R, und R, zusammen ein C,- bis
C,,-Alkyl, Hydroxyalkyl oder Alkylen darstellen oder R, und R, zusammen stehen fir:

(Ridpy

worin n eine Zahl von 1 bis 3 ist und R,, fir H oder -CONHR,,NR ;R steht, worin R, fur C,-C4-Alkyl steht und
R,s und R, jeweils unabhéangig aus der Gruppe ausgewahlt sind, bestehend aus H und C,-C,-Alkyl; und

R, fur H, Hydroxy, C,-C4-Alkyl, Cycloalkyl, Aryl, Alkylaryl, Alkoxyalkyl; Hydroxycycloalkyl, Alkoxycycloalkoxy,
Hydroxyalkyl, Aminoalkyl oder Alkylaminoalkyl steht;

A eine heterocyclische aromatische Gruppe der Formel
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ist, worin R,, R; und R, jeweils unabhéngig aus der Gruppe ausgewahlt sind, bestehend aus H, C,-C,-Alkyl,
Halogen, Aryl, Arylalkyl, Aminoalkyl, Aminoaryl, Oxyalkyl, Oxyaryl oder Oxyarylalkyl; oder ein physiologisch
vertragliches Salz davon, bei der Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung oder Prophylaxe einer Infek-
tion mit Cryptococcus neoformans.

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin das Arzneimittel zur Behandlung einer Infektion mit Cryptococcus
neoformans ist.

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin das Arzneimittel zur Prophylaxe einer Infektion mit Cryptococcus
neoformans ist.

4. Verwendung nach Anspruch 1, worin R, und R, zusammen ein C,- bis C,-Alkylen darstellen, und R, fiir
H steht. worin:

5. Verwendung nach Anspruch 4, worin R, und R, zusammen
Nj
N
H/
darstellen.
6. Verwendung nach Anspruch 4, worin R, und R, zusammen
:N:>
N
H/
darstellen.
7. Verwendung nach Anspruch 1, worin jeweils jedes von R,, R, und R, fur H steht.
8. Verwendung nach Anspruch 1, worin jeweils jedes von R, und R, fuir H steht und R, fiir C,-C-Alkyl steht.
9. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Verbindung aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus:
2,6-Bis[5-(2-imidazolinyl)-2-benzimidazolyl]pyridin;
2,6-Bis[5-amidino-2-benzimidazoyl)pyridin;

2,6-Bis[5-(1,4,5,6-tetrahydro-2-pyrimidinyl)-2-benzintidazolyl]pyridin; und den physiologisch vertraglichen Sal-
zen davon.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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