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BENZIMIDAZOLOVE ZLUCENINY, FARMACEUTICKY PROSTRIEDOK
OBSAHUJUCI TIETO ZLUCENINY A POUZITIE TYCHTO ZLUGENIN AKO
CHEMOTERAPEUTICKYCH CINIDIEL

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka uréitych novych benzimidazolovych zlGéenin, ktoré s
predmetom zaujmu z toho dévodu, Ze sU prinajmen3om potencialne vhodné
ako chemoterapeutické ¢inidla vzhladom na ich schopnosti inhibitovat' aktivitu
enzymu poly-ADP - ribosyltransferazy (EC 2.4.2.30), ktora je rovnako znama
pod oznadenim poly (ADP — rib6za) — polymeraza, vieobecne oznadovana ako
ADPRT alebo PARP. Tato vSeobecne pouzivana skratka PARP bude
pouzivana v celom texte tohoto vynalezu.

DoterajS§i stav techniky

Pokial sa tyka doterajSieho stavu techniky, potom prinajmensom u
vysSich organizmov je o enzyme poly ADP- ribosyltransferaze zname, ze
katalyzuje prenos ADP- ribozovej &asti zoxidovanej formy, NAD* |,
nikotinamidadenindinukleotidu na nuklearne akceptorové proteiny, pricom sa
tvoria homo-ADP- rib6zové polyméry, a dalej je zname, Ze tento proces sa
vyskytuje u radu celularnych prihod, ako je napriklad oprava DNA poskodenia,
vyvoj celuldrnej diferenciacie, transformacie buniek onkogény a génova
expresia. Spoloénym znakom u celého radu tychto procesov je tvorba a oprava
porich DNA retazca a toto pésobenie, do ktorého je zapojeny PARP enzym, sa
javi ako faktor opatovného spojenia DNA retazca sprostredkovaného ligazou .
Vo vacsine pripadov bolo zistené, Ze funkcia poly ADP- ribosylacie sa v tychto
pripadoch vyskytla v dosledku pouZitia inhibitorov PARP enzymu, a tato
skutocnost' viedla k zaverom, Ze tieto inhibitory, tym, Ze su zapojené do
intracelularneho mechanizmu  DNA  opravy, mé6zu mat vhodny
chemoterapeuticky Ucinok pokial by boli schopné modifikovat charakteristiky

suvisiace s odolnostou voéi lieGeniu a dalej potenciovat alebo zvySovat
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ucinnost cytotoxickych liegiv pri chemoterapii alebo oZarovani pri radioterapii,
kde primarny Gcinok tohoto lieGenia spoéiva viom, Ze sa dosiahne DNA
poskodenia u ciefovych buniek, ako je tomu napriklad pri mnohych formach
protinadorovej terapie.

V tejto suvislosti je treba uviest, Ze z doterajSieho stavu techniky je
znamych niekolko skupin PARP inhibitorov, v&itane benzamidovych zlG&enin a
réznych nikotinamidovych a benzamidovych analégov, najma st v tomto smere
zname 3-substituované benzamidy s malymi substitudnymi skupinami, ako je
napriklad 3-aminoskupina, 3-hydroxyskupina a 3- metoxyskupina. PARP
inhibi€ny G¢inok urgitych N-substituovanych benzamidovych zlugenin je
napriklad uvadzany v eur6pskom patente EP-A-0 305 008, kde je rovnako
navrhované pouzitie tychto zlugenin v medicine pre zvySenie cytotoxicity

radiacie alebo ako chemoterapeutickych liegiv.

Vzhladom namozZnost pouZitia benzamidovych zluéenin ako
chemoterapeutickych Cinidiel bola podfa réznych §tadii vykonavanych s tymito
zlceninami, o ktorych je zndme, Ze inhibuju PARP inhibiény G&inok, potvrdena
skutoCnost, Ze tieto zli¢eniny mézu potenciovat cytotoxicitu u celej rady
protinadorovych Einidiel in vitro , ako je napriklad bleomycin a metylagné
lie€iva. KonkrétnejSie vymedzenejsie vysledky potom dalej ukazali, Ze tieto
benzamidove zli¢eniny méZzu rovnako potenciovat G&innost cytotoxickych lie&iv
in vivo, i ked pozadované davky na dosiahnutie tohoto uginku sa javia ako
prili§ vysoké (napriklad v oblasti 0,5 gramovi/kilogram na jednu davku v pripade
3-aminobenzamidu), takZe sa tu mézu vyskytnit stym suvisiace probiémy
tykajuce sa pripravy vhodnych farmaceutickych prostriedkov a pripravkov a
s obmedzeniami tykajlicimi sa zamedzeniu toxicity. Okrem toho je treba uviest,
ze podla doterajieho stavu techniky bolo zistené, Ze celda rada znamych
benzamidovych zlGCenin vykazuje jednoznaéne Gé&innost ako radiosenzitizéry,
¢o znamena, Ze napriklad zvySuje niGenie nadorovych buniek vyvolané
ionizaénym Ziarenim ako in vitro tak in vivo, pritom sa predpokiada, Ze

v mnohych pripadoch tento uginok suvisi s tym, Ze tieto zlG&eniny posobia ako
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PARP inhibitory a ako latky zapojené do procesu DNA oprav.

Ovsem bez ohfadu na existujlce vysledky testov in vivo a in vitro, podfa
ktorych bolo zistené, Ze PARP inhibitory maju znaény potencial ako vhodné
chemoterapeutické lietiva, ¢o si zasluhuje dalsie klinické vyhodnotenia,
napriklad v suvislosti s naddorovou terapiou, je ale treba uviest, ze v stidasnej
dobe dostupné PARP inhibitory nie su povazované zatial za celkom vhodné
latky, aby mohli predstavovat’ moznych kandidatov liediv, takZe v tomto odbore
stale existuje potreba najst, vyvinut vacsiu skupinu ziu&enin, ktoré by boli

potencialne vhodné ako latky, ktoré prejavuji PARP inhibiéné viastnosti.

Podstata vynalezu

Podla predmetného vynalezu bola identifikovana nova skupina alebo rad
zlaCenin, ktory je zaujimavy ako PARP inhibitory, pricom tieto zliCeniny su
vyuZiteiné v medicine, najma je mozné ich pouZit pre podévanie v spojeni
s prinajmenSom uritymi cytotoxickymi liedivami alebo radioterapeutickymi
metédami na zvySenie cytotoxickej uginnosti tychto latok alebo metod.
VSeobecne je moZné uviest, ze vrozsahu zludenin podla predmetného
vynalezu s uréité benzimidazolové derivaty, konkrétne je mozné uviest
benzimidazol-4-karboxamidové zlugeniny, ktoré budlG definované dalej.
Vzhladom ku $truktire tychto zligenin je zrejmé, Ze mnoho z tychto zluéenin je
hlavne dobre prispésobitefnych ku konkurovaniu s prirodzenym substratom
NAD® pre PARP enzym.

Podfa prvého aspektu sa teda predmetny vynalez tyka pouzitia zlGéenin
definovanych v tomto popise na pripravu liegiva alebo veterinarneho pripravku
aplikovatelného na inhibovanie aktivity enzymu poly-(ADP-ribézy) polymerazy
alebo PARP (rovnako oznaovany ako ADP-ribosyltransferaza alebo ADPRT),
priCom toto inhibovanie enzymu predstavuje sigast terapeutického lie&enia,
pricom tato zluCenina predstavuje aktivne inhibiéné &inidio PARP enzymu a
touto zliCeninou je benzimidazol-4-karboxamid vieobecného vzorca I:
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alebo farmaceuticky prijatelna sof a/alebo prekurzorovi formu tejto zluceniny,
priCom vo vyssSie uvedenom veobecnom vzorci I:

R je zvoleny zo stboru zahriiujiceho atém vodika, alkylov( skupinu,
hydroxalkylovi skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylovii skupinu (ako je
napriklad acetylovd skupina alebo benzolova skupina) a pripadne
substituovanu arylovd skupinu (ako je napriklad fenylova skupina) alebo
aralkylova skupina (ako je napriklad benzylové skupina alebo karboxybenzylova
skupina), a

R’ je zvoleny zo stboru zahrfiujlceho atém vodika, alkylova skupinu,
hydroxyalkylovi skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylova skupinu (ako je
napriklad acetylovd skupina alebo benzoylova skupina) a pripadne
substituovana arylova skupina (ako je napriklad fenylova skupina) alebo
aralkylova skupina (ako je napriklad benzylova skupina alebo karboxybenzylova

skupina).

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri  pouzitie

benzimidazolovych zli&enin, ktoré maju nasleduijtici véeobecny vzorec I:
0

M

NTe



nahradna strana 5

alebo farmaceuticky prijatelné soli odvodené od tejto zludeniny a/alebo
prekurzorové formy tejto zluceniny, v ktorom:

VSetky substituenty maju vyssie definovany vyznam, s tou podmienkou,

R neznamena 4'-metansulfonyloxy-2' -metoxyfenylovl skupinu, alebo
4'metansulfonylamino-2"-metoxyfenylova skupinu a dalej neznamena fenylova
skupinu, ktora ma substituent vybraty zo stboru zahriiujuceho alkylsulfenylov
skupinu,  alkylsulfinylovd  skupinu, alkansulfonylovi  skupinu, alebo
alkylsuifooximinovil skupinu, alkylsulfooximinovl skupinu substituovand na
atbme dusika alkanoylovou skupinou, alkylsulfonylovou skupinou, alebo
hydroxykarbonyl-alkylénkarbonylovou skupinou, etoxyskupinu, alebo n-
propoxyskupinu, z krorych kazda je substituovana na koncovej polohe
alkylsulfenylovou skupinou, alkylsulfinylovou skupinou, alkansulfonylovou
skupinou, alebo alkylsulfoximinovou skupinou, alkoxykarbonylaminovi skupinu

alebo N-alkylaminokarbonylaminovi skupinu

R’ neznamena pripadne substituovanu aralkylovi skupinu, a nezahrfiuje
bifenylova skupinu alebo substituovanu bifenylov( skupinu,
pri terapii ako u€inné farmaceutické latky, najma , ovSem nie vyluéne, ako
PARP inhibitorov.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patria nové benzimidazolové
zla€eniny, ktoré maju uvedeny vSeobecny S$truktGrny vzorec |, alebo
farmaceuticky  prijatelné soli odvodené od tychto zlienin a/ alebo
prekurzorovych foriem tychto zlicenin, v ktorom jednotlivé substituenty maja
rovnaky vyznam ako bolo definované vy$Sie stou podmienkou, Ze R,
neznamena pripadne substituovanu aralkylovi skupinu a R neznamena 4' -
metansulfonyloxy-2' -metoxyfenylovi skupinu alebo nesubstituovant arylovi
skupinu, ako je napriklad fenylova skupina.

Alkylové skupiny, ktoré su pritomné ako také alebo ako sGéast inych
skupin, obvykle obsahuju | az 8 atémov uhlika, vo vyhodnom vyhotoveni podla
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vynalezu | aZ 6 atémov uhlika a podla este vyhodnejsieho vyhotovenia | a3 4
atomy uhlika. Konkrétne je mozné uviest, Ze v pripade, kedy R a/ alebo R
predstavuju alkylovi skupinu, potom sa jedna obvykle o alkylovu skupinu
obsahujicu | az 6 atémov uhlika, ako je napriklad metylova skupina, etylova
skupina, n-propylova skupina, i-propylova skupina, n-butylova skupina, t-
butylova skupina alebo cyklohexylova skupina. V pripade, kedy R a/ alebo R’
znamena fenylovu skupinu alebo zahriiuje fenylovd skupinu, potom tato
skupina méZe byt substituovana, najmé v polohe 4 (para), ovéem alternativne
alebo naviac méZe byt tato skupina substituovana v polohe 2 a/alebo v polohe
3, napriklad réznymi substituentami, medzi ktoré je mozné zaradit

hydroxyskupinu, alkoxyskupinu (ako je napriklad metoxyskupina alebo



etoxyskupina), dalej kyanoskupinu, karboxyskupinu, amedovli skupinu,
terazolovd skupinu, aminovu skupinu alebo substituovani aminovu skupinu,
skupinu CW; (ako je napriklad CF3) alebo skupinu W, kde W znamena

halogén.

V pripadoch, kedy R' znamena atém vodika alebo alkylovu skupinu,
potom medzi vyhodné zluéeniny vy3Sie uvedeného Strukturneho vzorca | je
mozno zaradit zluCeniny, vktorych R znamena fenylovl skupinu alebo
benzylovu skupinu, ktoré maju prinajmenSom jeden substituent na benzénovom
kruhu a tento substituent je vybrany zo stboru zahriiujuceho hydroxyskupinu,
alkoxyskupinu, NO,, N3, NRsRg (kde Rs a Rg kazdy jednotlivo a na sebe
nezavisle znamenaju atdm vodika, alkylovu skupinu alebo alkoxyskupinu), dalej
NHCOR; (kde R3 je alkylova skupina alebo arylova skupina), CO2R, (kde R,
znamena atém vodika alebo alkylovl skupinu), amidova skupinu (ako napriklad
skupinu CONH,), tetrazolovi skupinu, alkylovi skupinu, hydroxyalkylovu
skupinu, skupinu CW3 alebo W (kde W znamena halogén) a skupinu CN.

Konkrétne st vyhodné podla predmetného vynalezu zlG&eniny, v ktorych
R predstavuje substituovanu fenylovid skupinu vSeobecného Strukturneho
vzorca Il :

/X

(ID)

vktorom R;, R, a Rg st kazdy nezavisle na sebe vybrané zo s suboru
zahriujuceho atém vodika, hydroxyskupinu, alkoxyskupinu, NO;, N3, NRsRe
(kde Rs a Rg kazdy jednotiivo a na sebe nezavisle znamenaju atém vodika,
alkylovu skupinu alebo alkoxyskupinu), dalej NHCOR; (kde Rj; je alkylova
skupina alebo arylova skupina), CO,R, (kde R4 znamena atom vodika alebo
alkylovi  skupinu), amidovi skupinu (ako napriklad skupinu CONH,),
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tetrazolovl skupinu, alkylovt skupinu, hydroxyalkylov skupinu, skupinu CW;
alebo W (kde W znamena halogén) a skupinu CN.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako pa‘ri postup pripravy
zliceniny vSeobecného Strukturneho vzorca |, ktory bol definovany vyssie,
v ktorom R znamena pripadne substituovanu fenylovt skupinu v8eobecného
Struktirneho vzorca Il, ktory bol definovany vyssie, priGom podstata tohoto
postupu spociva v vykonani reakcie alkylesteru kyseliny 2,3-diaminobenzoove;j
s chloridom arylkyseliny, pricom takto ziskany produkt sa spracuje kyselinou
octovou pri zvySenej teplote, pricom ddjde k tvorbe benzimidazolového kruhu, a
potom nasleduje reakcia s kvapalnym amoniakom za vzniku amidového
derivatu.

V pripade, Ze R’ predstavuje substituovani fenylovu skupinu, potom tato

skupina ma vyhodne $truktarny vSeobecny vzorec Ill:
/X

AN
R?

Rg

(IIT)

v ktorom:

R7. Rg @ Rig s kazdy nezavisle vybrany zo stboru zahriujuceho atém vodika,
hydroxyskupinu, alkoxyskupinu, NO2, N3, NRsRg (kde Rs a Rg kazdy jednotlivo a
na sebe nezavisle znamenaji atéom vodika, alkylov( skupinu alebo
alkoxyskupinu), dalej NHCOR; (kde Rs je alkylova skupina alebo arylova
skupina), CO:R; (kde R; znamena atém vodika alebo alkylova skupinu),
amidovl skupinu (ako napriklad skupinu CONH,) tetrazolovd skupinu, alkylovu
skupinu, hydroxyalkylova skupinu, skupinu CW; alebo W (kde W znamena
halogén) a skupinu CN.

Zlueniny vysSie uvedeného $trukttrneho vzorca |, ktory bol definovany

vyssie, ktoré maji aromaticky kruh obsahujuci skupinu CN ako substituent, je
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mozno v mnohych pripadoch rovnako vyuZit ako medziprodukty pre pripravu

ostatnych zliéenin podla predmetného vynalezu, Iebo kyanoskupina ako

substituent méze byt obvyklym spdsobom prevedena na rad réznych inych

funkénych skupin, v&itane aminovej skupiny, karboxylove;j skupiny, amidovej

skupiny a tetrazolovej skupiny, priom sa pouziji bezne zname metddy v tomto

odbore.

Do rozsahu benzimidazolovych zlG&enin popisovanych v tomto vynaleze

vo vyhodnom vyhotoveni nalezia latky, ktoré st z hladiska svojho pouzitia

zvlast zaujimavé a sice

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)
(®
(9)
(h)

0
(k)
(1)
(m)
(n)
(0)
(P)

2 —metylbenzimidazol-4-karboxamid,
benzimidazol-4-karboxamid,
2-fenylbenzimidazol-4-karboxamid,

2-(4'-metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,
2-(4'-trifluormetylfenyl)benzimidazol-4-karboxamid,
2-(4’-hydroxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,
2-trifluormetylbenzimidazol-4-karboxamid,
2-(4'-metoxyfenyl)-N-metylbenzimidazol-4-karboxamid,
2-(4'-nitrofenyl)benzimidazol-4-karboxamid,
2-(4'-kyanofenyl)benzimidazol-4-karboxamid,
2-(3'-trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,
2-(3'-metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,
2-(4'-metoxyfenyl)-I-N-benzoylbenzimidazol-4-karboxamid,
2-(4'-aminofenyl) benzimidazol-4-karboxamid,
2-(2'-trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,
N-karboxybenzyl —2-(4’-metoxyfenyl) benzimidazol-4-

karboxamid.

V pripade vys§ie uvedenych ziigenin podfa predmetného vynalezu, u

ktorych sa vyskytuje elektronovo bohaty aromaticky kruh, sa predpoklada, ze
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prinajmenSom v niektorych pripadoch méze byt karboxamidova skupina
uzavreta do fixovanej konfirmacie, ktora je najmé priazniva pre prezentovanie
tejto zlGéeniny ako inhibitoru NAD® vézieb na PARP enzym, Co suvisi
s intramolekuranou vodikovou vazbou medzi dusikom imidazolového kruhu a

jednym z vodikovych atémov karboxamidovej skupiny.

Ako uz bolo vy$Sie uvedené, do rozsahu predmetného vynalezu rovnako
patri postup pripravy zligenin, ktoré su definované vysSie (véitane
medziproduktov, ¢o prichadza do Gvahy v niektorych pripadoch), a rovnako
rozsah predmetného vynalezu zahriiuje terapeutické pougitie tychto ziadenin
pre lieCenie cicavcov. Toto pouzitie zahrfiuje pouzitie vyssie uvedenych latok na
pripravu medicinskych alebo veterinarnych pripravkov a farmaceutickych
prostriedkov obsahujlicich i&inné PARP inhibiéné mnozstvo ucéinnej zliceniny
podfa vynalezu na podanie pacientovi v kombinécii s cytotoxickym liecivom
alebo radioterapeutickou metédou, pridom déelom je zvySenie cytotoxickej
ucinnosti tychto latok, resp. metéd. Tieto pripravky alebo prostriedky je mozno
pripravit’ ubovolnou bezne znamou a pouzivanou metddou podfa doterajSieho
stavu techniky v odbore farmécie, pricom tieto prostriedky alebo pripravky su
ur¢ené pre podanie [ubovolnym vhodnym spdsobom, ako je napriklad
peroraina  aplikicia, parenterdlne podanie  (véitene subkutanneho,
intramuskularneho alebo intravenézneho podavania) alebo miestna aplikacia,
pricom metéda podavania, typ pouZivanych pripravkov alebo prostriedkov,
resp. formulacii, a davkové mnozstva je veobecne uréované besne Znamymi a
podrobnymi  névodmi pouzivanymi v suvislosti s chemoterapiou alebo

radioterapiou za pouZzitia cytotoxickych liediv.

Pri priprave tychto farmaceutickych prostriedkov vo forme sterilnych
kvapalnych pripravkov pre parenteraine pouzitie je mozné predom uréené
terapeuticky Uginné netoxické mnozstvo kazdej jednotlivej zli&eniny, s ktorou
sa uvazuje na pouZitie, rozpustit vo fosfatovom pufrovacom slanom roztoku,
pricom tento pripravok je mozné pripravit v jednotkovej davkovej forme a
naplnit ju do zapefatenych ampuliek, ktoré si pripravené na pouzitie.
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Vseobecne je mozné rovnako uviest, Ze prinajmensom pokial sa tyka vodného
roztoku koncentracie zodpovedajliceho maximalne 200 miligramov/mililiter s
vyhodné na pouZitie podfa predmetného vynalezu, ovéem mnozstvo a
davkovacia metoda, ktoré s potrebné na dosiahnutie optimalnej G&innosti, sa
samozrejme mézu menit v Sirokom rozsahu a budl v kazdom jednotlivom
pripade zavisiet' na stanovisku lekara alebo veterinara, ktory oSetruje daného
pacienta alebo zviera. V pripadoch, kedy sa uvedena zlG&enina pouziva
v spojeni s cytotoxickym liecivom, je moZné toto cytotoxické liegivo podavat
sucasne, priom je mozné ho beznym spdsobom inkorpcrovat do rovnakého

farmaceutického prostriedku alebo kompozicie.

Ako uZ bolo vySsie uvedené, prejavuji zliéeniny podfa predmetného
vynalezu prinajmenSom ucinnost ako PARP inhibitory, pricom pri in vitro
testoch, ktoré budl popisované v dalSom texte, tieto zlG&eniny vykazovali
pozitivnu farmakologicki uUcinnost, o ktorej sa predpoklada, ze reflektuje
ucinnost’ ktord je mozné zistit in vivo v priebehu terapeutického klinického

pouzitia.

V danej suvislosti je treba rovnako zdéraznit, Ze vSade v popise
predmetného vynalezu, kde sa popisuji zluéeniny vysdie definovaného
v§eobecného vzorca | sa tato zmienka rovnako vztahuje na ich farmaceuticky
prijatelné soli a iné ostatné farmaceuticky prijatelné bioprekurzory
(prekurzorové formy), kde to ovSem prichadza do Gvahy. Tymto vyssie
uvedenym terminom ,prekurzor” liegiva, ktory je pouzity v popise predmetného
vynalezu, sa mieni modifikovana forma derivatu zluéeniny podla predmetného
vynalezu alebo derivaty farmakologicky Géinnych zlG&enin, ktoré podliehaju
biologickému degradovaniu in vivo a po podani sa prevedu takto na uvedent
uéinnu zliéeninu, najmé po peroralnom podani alebo po intravenéznom podani
v priebehu terapeutického liedenia cicavcov. Tieto prekurzory lieéiv sa
vSeobecne pouzivaji ztoho dbvodu, lebo maji zvysenu rozpustnost vo
vodnom prostredi, o napomaha prekonat problémy sich formulovanim a

rovnako v niektorych pripadoch je mozné tymto spésobom dosiahnut' relativne
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pomalé alebo kontrolované uvolfiovanie Géinnej latky.

Prekurzor lie€iva, ktory splfiuje vSetky farmakologické poziadavky musi
byt vo vode rozpustny derivat, ktory je netoxicky a zodpovedajicim sposobom
stabilny v roztoku pri fyziologickej hodnote pH, oviem musi sa samozrejme
jednat o latku, ktord sa biologickymi Géinkami rozpada alebo konvertuje,
napriklad Gginkom enzymatickej degradacie alebo v désledku zmeny hodnoty
pH v danom prostredi, na aéinnl zligeninu na mieste, v ktorom je potrebny po
jeho podani jeho Ucinok v priebehu terapie. V pripade benzimidazolovych
zlucenin podfa predmetného vynalezu je mozné tieto formy prekurzorov liegiv
dosiahnut' prevedenim na karbamaty alebo derivaty aminokyselin, ako je
napriklad glycin alebo iné aminokyselinové karbamatové derivaty, alebo na
fosfatové derivaty. Tieto fosfatové derivaty je mozno pripravit tak, ze su citlivé
na enzymaticku defosforylaciu in vivo, pricom tieto formy su v sucasnej dobe
povazované za vyhodné, najmi patria k vyhodnym vyhotoveniam vo vode
rozpustné amonne soli alebo soli s alkalickymi kovmi tychto fosfatov. Tieto
zliCeniny je mozné v mnohych pripadoch pripravit beznym spésobom zo
zlucenin vy$Sie uvedeného $truktirneho vSeobecného vzorca I, ktoré maju
prinajmenSom jednu hydroxylovi skupinu ako substituent, ako je tomu
napriklad vpripade gasti R  saromatickym  kruhom, reakcie
s dibenzylfosfonatovou zlGéeninou, vo vyhodnom vyhotoveni v pritomnosti

terciarnej bazickej ziu€eniny, ako je napriklad N, N-diizopropyletylamin.

V pripadoch, kedy R predstavuje fenylovi skupinu (alebo benzolovi
skupinu) a kedy je nutné, aby substituent bol iny ako hydroxylova skupina, ako
je naprikiad NO;, COzH, CN, atd., na polohe 4', o je nutné z hladiska
dosiahnutia uspokojivej PARP inhibiénej G&innosti, méze byt hydroxylovy
substituent, podliehajtci fosforylacii alebo iné prekurzorové modifikacie,

k dispozicii na inej polohe aromatického kruhu, ako napriklad na polohe 3.

V pripade vsetkych vo vode rozpustnych prekurzorovych foriem, u
ktorych sa predpokladd forma fosfatu, je karbamatova éast alebo ina
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prekurzorova Cast rozpastajlica sa vo vode zlozkou R alebo R’ wvyssie

uvedeného Struktirneho vzorca l.

Rovnako sa predpokladd ako samozrejmé, 2e v pripade vsetkych
zlGCenin, ktoré su v tomto texte uvadzané a ktoré mozu existovat vo viac ako
jednej enantiomérnej forme, vSetky tieto formy, zmesi obsahuijlce tieto formy a
ich pripravy, a rovnako tak i pouzitie tychto vetkych foriem patri rovnako do

rozsahu predmetného vynalezu.

Priklady vyhotovenia vynalezu

V nasledujtcich prikladoch budu bliz§ie popisa. & benzimidazolové
zlaceniny podla predmetného vynalezu, postupy ich pripravy a rovnako tak ich
medziprodukty a postupy ich pripravy a jednotlivé fazy tychto syntetickych
postupov s réznymi vyhodnymi zlG¢eninami, ktord su hlavne zaujimavé
z hladiska predmetného vynalezu, a dalej pouzitie tychto zlugenin ako
chemoterapeutickych Cinidiel a farmakologické testy a dosiahnuté vysledky
s tymito latkami, priom vSetky tieto priklady s iba ilustrativne a nijako

neobmedzuju rozsah predmetného vynalezu.

V prvom priklade (priklad 1), je popisany postup pripravy réznych
medziproduktov, to znamena =zligenin, kioré si nutné na pripravu
benzimidazolovych zldgenin podla predmetného vynalezu, ktoré st dalej

popisované v prikladoch 2 az 6.

Priklad |1
Postup pripravy zii¢enin predstavujtcich medziprodukty.

(a) Postup pripravy 3-nitroftalamovej kyseliny
Podfa tohoto vyhotovenia bol anhydrid kyseliny 3-nitroftalovej (v

mnozstve 10,0 gramov, €o je 50 mmolov) pridany po &astiach behom intervalu
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20 minut ku koncentrovanému vodnému roztoku amoniaku (I5 mililitrov), pri¢om
takto vzniknuté reakéna zmes bola potom premiesavana pri teplote 30° C po
dobu dalSich 30 minGt. Tymto spésobom sa vykrystalizovala hmota ftalamatu
amoénneho, ktory sa pri ochladzovani usadzoval v tomto svetlo Zitom roztoku,
naco bola tato hmota oddelena a znovu rozpustena v minimalnom mnoZstve
teplej vody. Ktomuto podielu bola potom pridavana koncentrovana kyselina
chlorovodikova (v mnoZstve 4,5 mililitrov), ¢o bolo vykonané po kvapkach a za
mieSania, nago bola vysledna pastovitd hmota premyta vodou a usugena vo
vakuu a tymto spbsobom =zhora uvedenym postupom bola pripravena
pozadovana 3-nitroftalamova kyselina vo forme jemného bieleho pragku.
Vytazok: 9,01 gramov (83 %).

Teplota tavenia: 217 °C,

Analyza pre  CgHgN2Os :

Vypoéitané: 4571% C 2,86% H 13,33% N

Najdené : 4576% C 2,79%H 13,21% N.

max/cm” : 3466,52, 3321,84, 1668,64, 1604,98 a 1525,89,

*H (de-DMSO, 200 MHz) :

7,75 (1, br, s, CONH) , 7,8 (1H, t, Ar = 5H),

8,16 (1H,brs, CONH), 8,2 (IH, d, Ar-6H)

8,3 (1H, d, Ar-4H),

3C(ds-DMSO) :

127,32, 130,06, 132,28, 133,49, 134,78, 147,71, 166,25 a 166,60,

m/z (El) : 192 (M* -1), 177, 149, 103, 75.

(b) Postup pripravy 2-amino-3-nitrobenzoovej kyseliny (alebo 3-nitroantranilovej
kyseliny)

Podfa tohoto vyhotovenia bolo pouZité premieSavanie roztoku
obsahujucého hydroxid draselny (v mnoZstve 24,1 gramov) vo vode (110
mililitrov) pri teplote 0° C, pricom do tohoto roztoku bol pridany brém (2,46
mililitrov), nago nasledoval pridavok 3-nitroftalamovej kyseliny (pouzit¢ 10

gramov, Co je 47,62 mmolu). Takto ziskana reakéna zmes bola potom
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premieSavana po dobu 3 hodin pri teplote 60° C, nao bola ochladena na
teplotu miestnosti a potom bola premie$avana po dob dalsich 12 hodin.
Tymto spésobom vznikla oranZova zrazenina, ktora bola oddelena a potom
znovu rozpustena v minimalnom mnoZstve vody, nao bol tento podiel
okysliceny pridavkom koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej, &o bolo
vykonané po kvapkach. Rekrystalizacia takto vzniknute;] vyslednej Zltej pevnej
latky z horticej vody bola pripravena poZadovana 3-nitroantranilova kyselina vo
forme Zitych mikrokrystalikov.

Vytazok: 6,42 gramov (74%).

Teplota tavenia : 208 — 209 °C,

Analyza pre C7HgN,Q; :

Vypoéitané: 46,15 % C 3,29% H 15,38 % N
Najdené: 45,83 %C 3,07 % H 15,21 % N.
Ymax/cm™: 3476,17, 3344,99, 3094,21 a 1687,93,

%H (ds-DMSO, 200 MHz):

6,76 - 6,84 (1H, t, Ar-5H), 8,29 — 8,41 (2H, dd, Ar-4/6H),

8,60 (2H, s, Ar-NH,), 13,4 - 14,0 (1H, br s, Ar-CO,H),

’C (ds-DMSO):

113,19, 131,19, 131,97, 140,02, (Ar-4/5/6CH), 115,02,
(Ar-C-NHg), 132,77 (Ar-C-CO;H), 147,09 (Ar-C-NO;), 168,95 (Ar-CO,H),
m/z (El) : 182 (M*), 164.

(c) Postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-nitrobenzoovej

'Podra tohoto vyhotovenia bol plynny chlorovodik prebublavany roztokom
2-amino-3-nitrobenzoovej kyseliny(pouzit¢ 0,5 gramov, o je 2,75 mmolu)
v metanolu (40 mililitrov), ¢o bolo vykonavané v intervaloch 15 mintt pri teplote
0° C. Takto ziskana reakéna zmes bola potom zahrievana pri teplote varu pod
spatnym chladiGom po dobu 5 hodin, na&o bola ponechana ochladit na teplotu
miestnosti, pri€om toto ochladzovanie prebiehalo po dobu dalsich 12 hodin, a
tymto spbésobom sa vtomto roztoku usadil metylester kyseliny 2-amino-3-

nitrobenzoovej vo forme Zltej pevnej latky.
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Vytazok : 417 miligramov (77 %).
Teplota tavenia: 95 - 96 °C,
Analyza pre CgHgN>Oy :

Vypocitané: 48,98 %C 4,08 %H 14,29 %N
Najdené: 49,09 %C  3,78%H 14,03% N
Ymax/cm™ 34525, 3316,9, 1702, a 12537,

®H (ds-DMSO, 200 MHz):

3,95 (3H, s, OCHH;), 6,79 - 6,87 (IH, t, Ar-5H),

8,28 — 8,33 (1H, dd, Ar-4H), 8,41 - 8,46 (IH, dd, Ar-6H),
8,45 — 8,46 (2H, br, s, Ar-NH,),

m/z (El): 196 (M*), 164, 118, 90, 63.

(d) Postup pripravy 2,3-diaminobenzoovej kyseliny

Pri prevadzani tohoto postupu bol pouzity roztok 3-nitroantranilovej
kyseliny (v mnoZstve 2,44 gramov, &o je 13 mmolov) v metanole (120 mililitrov),
pricom k tomuto roztoku bolo pridané paladium na uhliku ako katalyzator (10%
paladium, priblizne 200 miligramov), pri¢om tento pridavok bol vykonany
opatmym spbsobom a tento katalyzator bol priddvany vo forme suspenzie
vmetanole (I0 mililitrov), nafo bola takto pripravena reak&éna zmes
premiesavana pod atmosférou vodika podobu 2 hodin pokial neustala
absorpcia plynu. PouzZity katalyzator bol potom odstraneny filtraciou cez vrstvu
celitu a ziskany filrat bol odpareny do sucha za znizeného tlaku, &m bol
ziskany surovy produkt. Vygistenim tohoto produktu v chromatografickej kolone
na silikagély, kde ako eluéného &inidla bola pouzitd zmes dichlormetanu a
metanolu vpomere 4 : | bola ziskana pozadovana 2,3-diaminobenzoova
kyselina vo forme ¢ervenej pevnej latky.

Vytazok: 1,34 gramov (66%).

"max/cm™ : 3433,73, 2882,02, 2602,30a 1658,99,
*H(ds-DMSO, 200 MHz) :

5,8-7.4 (4H, brs, 2 x NH,), 6,45 (IH, t, Ar-5H),

6,75 (IH, d, Ar4H), 7,20 (1H, d, Ar-6H),
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5C(ds — DMSO):

110,31 11545, 118,33, 120,55, 135,03,
140,36, 170,68,
miz (El): 152 (M"), 134, 106, 79.

(e) Postup pripravy metylesteru kyseliny 2,3-diaminobenzoove;.

Pri vykonavani postupu podfa tohoto postupu pripravy bol pouzity roztok
2,3-diaminobenzoovej kyseliny (pouzité 0,2 gramov, & je 1,32 mmolu)
vmetanole (40 mililitrov), ktory bol nasyteny chlorovodikom rovnakym
spésobom ako je uvedené hore, a takto ziskana reakénd zmes bola
v nasledujlcej faze zahrievana pri teplote varu pod spatnym chiadicom po
dobu 2 hodin. V dalSom postupe bola po odpareni pouzitého rozpustadia
ziskana pevna latka vo forme zvysku, priom tento pevny podiel bol rozpusteny
vo vode a vdalSom postupe bola hodnota pH takto ziskaného roztoku
upravena na 7,0 za pouZitia hydrogenuhliéitanu sodného. Po extrahovani
tohoto podielu etylesterom kyseliny octovej (pouZité dva podiely po 30
mililitroch) boli organickeé vrstvy spojené a tento spojeny ; odiel bol  ususeny
(siranom hore¢natym) a pouZité rozpUstadio bolo odstranené, priiom tymto
sposobom bol ziskany metylester kyseliny 2,3-diaminobenzoovej vo forme
hnedého oleja, ktory pri triturovani s benzinom (40/60) stuhol.

Vytazok : 121,6 miligramov (56 %).

Teplota tavenia: 62 .- 63 °C

Analyza pre CgHjoN20,:

Vypogitané: 57,83 % C 6,02%H 16,87 %N
Najdené: 58,35 %C 5,80%H 16,69 %N
3H (ds-DMSO, 200 MH2):

3,87 (3H, s, OCHs), 4,90 (2H, br s, Ar-2-NH,),

6,32 (2H, brs, Ar-3-NH), 6,46 — 6,54 (IH, t, Ar-5H),

6,80 - 6,84 (IH, dd, Ar-4H), 7,18 — 7,23 (IH, dd, Ar-6H),

m/z (El) : 166 (M), 134, 106, 79.

R YN



17

Tento metylester kyseliny 2,3-diaminobenzoovej bol rovnako pripraveny
redukovanim metylesteru kyseliny 2-amino-3-nitrobenzoovej, pricom tento
postup sa vykonaval nasledujicim spdsobom : roztok metylesteru kyseliny 2-
aminobenzoovej (v mnozstve 284 gramov, &o je 1,45 mmolu) v metanole (40
mililitrov), ktory obsahoval paladium na uhliku ako katalyzatoru (10% Pd,
priblizne 50 miligramov) bol premiesavany pod atmosférou vodika po dobu 24
hodin. Takto ziskany roztok bol sfiltrovany cez celit za J&elom odstranenia
katalyzatora, naco bolo pouZité rozpistadio odparené vo vakuu a tymto
sposobom bol ziskany poZzadovany metylester vo forme hnedej pevnej latky
(vytazok 180 miligramov, Go je 75 %) a tento produkt bol identicky
s metylesterom kyseliny 2,3-diaminobenzoovej, pripravenym hore popisanym

spsobom.
(f) Postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-N-benzoylaminobenzoove;j.

Podla tohoto vyhotovenia bol pouzity roztok benzoylchloridu (v mnozstve
38,4 ul, ¢o je 0,331 mmolu) v tetrahydrofurane (5 mililitrov), ktory bol pridavany
po kvapkach do roztoku metylesteru kyseliny 2,3-diaminobenzoovej (pouzité 50
miligramov, €o je 0,301 mmolu) v suchom tetrahydrofurane (5 mililitrov), ktory
obsahoval trietylamin (46 pl) a 4-dimetylaminopyridin (1,8 miligramov, &o jebd
molovych %). Pre premieSanie tejto reakénej zmesi, ktoré prebiehalo po dobu
24 hodin pri teplote 45°C, boli pouZité rozpustadla odparené a surovy produkt
bol preCisteny v chromatografickej koléne na silikagély, priom ako eluéné
Cinidlo bola pouZitda zmes benzinu (40/60) a etylacetatu v pomere 3:2.
Rekrystalizaciou zo zmesi etylacetdtu a benzinu (40/60) bola =ziskana
pozadovana titulna zli¢enina vo forme bielych krystalikov.
VytazZok: 60 miligramov (74%).
*H (ds-DMSO, 200 MHz):
3,95 (3H, s, OCHs), 6,64 (2H, brs, Ar-NH,),
6,69 - 6,77 (1H,t, Ar-5H), 7,46 - 7,50 (IH, d, Ar<4H),
7,59 - 7,70 (3H, m, Ph-3 a Ph-3 4H),
7,81 - 7,85 (IH, d, Ar-6H),
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8,11 - 8,14 (2H, d, Ph-2H a Ph-2 H),
9,8 -9,9 (H, br, s, Ar-NHCO),
m/z (El) : 20 (M*), 253, 105.

(g) Postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-A-(4' -metoxybenzoyl)

aminobenzoovej.

Pri vykonavani tohoto postupu bol pouzity roztok metylesteru kyseliny
2,3-diaminobenzoovej (460 miligramov, ¢o je 2,77 mmolu) v suchom
tetrahydrofurane (20 mililitrov), priom do tohoto roztoku bol pridany 4-
metoxybenzoylichlorid (v mnoZstve 387 ul, ¢o je 2,77 mmolu), dalej trietylamin
(v mnozstve 3855 ul, ¢o je 2,77 mmolu) a 4-dimetylaminopyridin (17
miligramov, €o je 5 % molovych).Takto ziskand reakéna zmes bola potom
premieSavané pri teplote miestnosti po dobu cez noc a tymto spésobom bola
ziskana nerozpustna zrazenina , ktora bola oddelena filtraciou. Oddeleny filtrat
bol potom odpareny za znizeného tlaku a zvyskova pevna latka bola potom
znova rozpustena vo vriacom metanole, nac¢o bol tento podiel sfiltrovany za
horlica za ¢elom odstranenia nerozpustného materialu. PouZité rozpustadlo
bolo potom odstranené vo vakuu a pevny zvySok bol spojeny s predtym
ziskanou zrazeninou. Rekrystalizaciou z vodného roztoku metanolu boli ziskané
biele krystaliky pozadovanej titulnej zluéeniny.

Vytazok: 513,2 miligramov (62 %).

Teplota tavenia : 179 - 180 °C,

Analyza pre CigHigN2Os:

Vypocitané: 64,0 %C 5,33 %H 9,33%N
Najdené:  64,26%C 5,31%H 9,17%N.
max/cm™ : 342554, 3341,54, 3277,84, 1699,24, 1632,12, 1251,11,
®H(ds -DMSO, 200 MHz):

3,92 (3H, s, OMe), 3,94 (3H, s, OMe), 6,59 (2H, s, Ar-NH,),
6,68 - 6,75 (IH, t, Ar-5H),

7,13 - 7,17 (2H, dm J=8,8, Ph-3/3 H),

7,43 - 7,46 (1H, d, Ar-4H), 7,79 - 7,83 (1H, d, Ar-6H)
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8,07 - 8,12 (2H, d, J=8,8, Ph-3,3 H),

9,7 (1H, br, s, - NHCO-).

®C(ds - DMSO):

51,98, 55,76, 110,62, 113,79, 114,67, 1250, 126,84, 129,12, 130,14,
133,20, 147,36, 162,21, 165,74, 168,33,

m/z (El) : 300 )M"), 135, 107, 77.

(h) Postup pripravy metylesteru kyseliny 2-fenylbenzimidazol-4-karboxylovej.

Podfa tohoto postupu bol pouzity roztok metylester.. kyseliny 2-amino-3-
A-benzoylaminobenzoovej (v mnozstve 6,3 miligramov, &o je 0,023 mmolu)
v fadovej kyseline octovej (0,5 mililitrov), pri¢om tento roztok bol premiesavany
pri teplote varu pod spétnym chladiéom po dobu 15 mindt.. Po ochladeni bolo
pouzité rozpustadlo odstranené za zniZeného tlaku, &im bola ziskana
poZadovana tituina ziucéenina.
®H (ds -DMSO, 200 MHz):

4,09 (3H, s, OCH3), 7,40 - 7,48 (1H, t, Ar-5H),

7,64 - 7,70 (3H, m, 2-Ph-3H a 3 - Ph4H),

7,93 - 7,97 (1H, d, Ar-4H), 8,06 - 8,10 (1H, d, Ar-6H),
8,93 - 8,41 (2H, d, 2-Ph-2/2 H),

12,4 -12,5 (1H, br, s, Ar-NHCO).

Priklad 2
Postup pripravy benzimidazol-4-karboxamidu (ziG&enina NU1066).

(@) Prvy stupefi — postup pripravy benzimidazol-4-karboxylovej kyseliny
(zldéenina NU1067).

Podla tohoto postupu bola pouZitA zmes obsahujica 2,3-
diaminobenzoovu kyselinu (pouzité 0,5 gramov, ¢o je 3,29 mmolu) a kyselinu
mravenc¢iu (v mnozstve 405 u |, o je 9,87 mmolu) v kyseline chiorovodikovej

(4 M roztok, 10 mililitrov), priGom tato zmes bola zahrievana pri teplote varu pod
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spatnym chladi¢om po dobu jednej hodiny. Takto vzniknuta zrazenina bola
potom pri ochladzovani roztoku oddelena, potom bol tento podiel opat
rozpusteny vo vriacom metanole a ziskany roztok bol odfarbeny aktivnym
uhlim.

Odparenim rozpustadla bola ziskana benzoxazol-4-karboxylova kyselina vo
forme bieleho prasku.

Vytazok: 407,9 miligramov (77%).

Analyza pre CgHgN2O3 :

Vypocitané: 4628 % C 3,88%H 13,49 %N

Najdené: 46,11%C 363%H 13,27 %N.

*H (ds — DMSO, 200 MHz) :

7,7 -7,8 (1H, 1, Ar-5H), 8,2 - 8,3 (2H, dd, Ar-4/6H),

9,65 (1H, s, imidazol-2H).

(b) Druhy stupeft — postup pripravy benzimidazol-4-karboxamidu (zlu&enina
NU1068).

Podla tohoto postupu bola pouZitd suspenzia benzimidazol-4-
karboxylovej kyseliny (v mnozstve 3,97,4 miligramov, & je 2,45 mmolu)
v thionyichloride (10 mililitrov), pri€om tato suspenzia bola zahrievana pri
teplote varu pod spatnym chladi¢om po dobu 3,5 hodiny a potom bol pouzity
thionylchlorid odstraneny vakuovou destilaciou. Tymto spésobom bola ziskana
zvyskova pevna latka, ktora bola suspendovana v suchom tetrahydrofurane (10
mililitrov) a potom bol tento podiel pridany po kvapkach do koncentrovaného
vodného roztoku amoniaku (50 mililitrov), &o bolo vykonané za miesania
vintervale 30 minut. Prebytkovy podiel rozpustadia bol potom odstraneny vo
vakuu a takto ziskany zvySok bol rozpusteny v minimainom objeme vody a
potom bol tento roztok extrahovany etylacetatom (dva podiely po 20 mililitroch).
Pevna iatka bola ziskana po odpareni spojenych organickych vrstiev, pricom
tato pevna latka bola potom rozpustena v kyseline chlorovodikovej (0,1 M
roztok, pouzité 10 mililitrov), nao bola nerozpustena zrazenina odstranena
odfiltrovanim. Hodnota pH ziskaného vodného roztoku filtratu bola potom
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opatrnym spdsobom upravena na 9 po malych postupnych krokoch, pri ktorych
bola upravovana hodnota pH o jednu jednotku, pricom v kazdom stupni bola
vykonana extrakcia etylacetatom (10 mililitrov). Jednotlivé extrakty boli spojené
a tento spojeny podiel bol usu$eny (siranom horeénatym) a pouzité rozpustadio
bolo potom odparené. Rekrystalizaciou z etylacetatu bol ziskany pozZadovany
produkt, benzimidazol-4-karboxamid.

Vytazok : 50 miligramov (13 %).

Analyza pre CgH;N1O:

Vypocitané: 59,63 %C 435%H 26,09%N

Najdené :5995%C 390%H 2459%N.

uv/inm: 210, 270, 291,

‘max/cm™  3321,84, 3150,16 1747,73, 1680,21,

*H (ds-DMSO, 200 MHz) :

7,4 (1H,t,Ar-5H), 7,8 - 8,0 (3H, dd, Ar-4/6H),

8,5 (1H, brs, midazol-2H), 9,4 (1H, brs, CONH),

13,1 (1H, br s, CONH),

m/z (El) : 161 (M"), 141, 116, 99.

Priklad 3
Postup pripravy 2-metylbenzimidazol-4-karboxamidu (zluéenina NU1064).

(a) Prvy stuperi — postup pripravy 2-metylbenzimidazol-4-karboxylovej kyseliny.

Podla tohoto vyhotovenia bola kyselina octova (pouzité 0,23 mililitrov)
pridana do roztoku 2,3-diaminobenzoovej kyseliny (200 miligramov, o je 1,32
mmolu) v kyseline chlorovodikovej (4 M roztok, pouzité ..,2 mililitrov) a takto
pripravena reakéna zmes bola potom zahrievana pri teplote varu pod spatnym
chladicom po dobu | hodiny. Pouzité rozpustadla boli potom odparené a
zbytkovy podiel pevnej latky bol opat rozpusteny vo vriacom metanole 5
mililitrov) a tento roztok bol odfarbeny aktivnym uhlim. Po odstraneni
rozpustadia bola ziskana 2-metylbenzimidazol-4-karboxylova kyselina vo forme
amorfnej bielej pevnej latky.
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VytaZok : 167,5 miligramov (72 %).

’H (ds-DMSO):

2,9 (3H, s, imidazol-2CHs), 7,6 - 7,8 (1H, t, Ar-5H),
8,1 (2H, dd, Ar-4/6H),

m/z (El): 176 (M), 158, 130.

(b) Druhy stuperi — postup pripravy 2-metylbenzimdiazol- 4-karboxamidu
(zldgenina NU1064).

Podla tohoto postupu bola pouZitd suspenzia 2-metylbenzimidazol-4-
karboxylovej kyseliny (v mnozstve 500 miligramov, éo je 2,84 mmolu)
v thionylichloride (10 mililitrov), priom tato suspenzia bola zahrievana pri
teplote varu pod spatnym chladicom po dobu 2 hodin a potom bol pouzity
thionylchlorid odstraneny vakuovou destilaciou. Tymto spésobom bola ziskana
zbytkova pevnd latka, ktora bola opat suspendovana v suchom
tetrahydrofurane a potom bol tento podiel pridany po kvapkach do
koncentrovaného vodného roztoku amoniaku (50 mililitrov), o bolo vykonané
za mieSania v intervale 30 minut. PouZité rozpastadio bolo potom odstranené
vo vakuu a takto ziskany zvySok bol znovu rozpusteny v minimalnom objeme
hordcej vody a potom bol tento roztok extrahovany etylacetatom (dva podiely
po 30 mililitroch). Odparenim pouzitého rozpustadla bola ziskana hneda pevna
latka, ktora bola potom rekrystalizovana z etylacetatu , a tymto spésobom bola
pripravena poZadovana titulna zli¢enina vo forme bielej pevnej latky.

Vytazok: 70,1 miligramov (14 %).

Analyza pre CgHgNsO:

Vypolitané: 61,71% C 514%H 2400%N

Najdené: 6147%C 4,96%H 23,339%N.

uv/nm : 208, 270,

Ymax/cm™ 3296,77, 3071,07, 1913,63, 1859,62, 1805,60,
®H (ds-DMSO, 200 MHz2):

2,68 (3H, s, imidazole-2CH3), 7,30 - 7,38 (1H, t, Ar-5H),
7,72 - 7,46 (H,d, Ar4H), 7,86 - 7,90 (H, d, Ar-6H),
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7,72 - 7,90 (H, br s, imidazol-NH), 9,4 (IH, brs, CONH),
12,8 (IH, brs, CONH),
m/z (El) : 175 (M"), 158, 130.

Priklad 4
Postup pripravy 2-fenylbenzimidazol-4-karboxamidu (zit&enina NU1070).

(a) Prvy stuperi — Postup pripravy 2-fenylbenzimidazol —4-karboxylovej kyseliny.

Podfa tohoto vyhotovenia bola pouZitd zmes obsahujuca 2,3-
diaminobenzoovd kyselinu (v mnozstve 0,1 gramov, &o je 0,66 mmolu),
.kyselinu benzoovi (pouzité 80,2 miligramov, & je 0,66 mmolu) a kyselinu
polyfosforeénu (priblizne 5 mililitrov), pri¢om tato reakéna zmes bola zahrievana
pri teplote v rozmedzi od 150° do 160 °C po dobu 30 minut a potom po
ochladeni bol k tomuto produktu pridany rozdrveny fad (priblizne 10 gramov).
Nerozpustny podiel bol odstraneny ztakto ziskanéhr tmavého roztoku
odfiltrovanim, priom filtrat bol extrahovany etylacetatom (dva podiely po 20
mililitroch) za Gelom odstranenia nezreagovanej kyseliny benzoovej. Vodny
roztok bol potom opatrne neutralizovany hydroxidom sodnym (10 M roztok),
naco bol tento podiel sfiltrovany a filtrat bol opat extrahovany etylacetatom
(pouzité dva podiely po 30 mililitroch). Ziskané extrakty boli spojené a tento
spojeny podiel bol usuSeny (siranom horeénatym) a pouzité rozptstadio bolo
odparené. Chromatografickym spracovanim v koléne naplnenej silikagélom,
kde ako elu¢né éinidlo boli pouzité zmesi dichlormetanu a metanolu v pomere
85 : 15 bola ziskana pozadovana titulna zliéenina.

Vytazok: 31,2 miligramov (20 %).

*H (ds-DMSO, 200 MHz):

7,4 (1H, t, Ar-5H), 7,62 (3H, brs, 3-Ph-4H a 3 —Ph-4H),

7,91 (H, d, Ar-6H), 7,97 (1H, d, Ar-4H), 8,39 (2H, d, Ph-Z 4 a Ph 2-H),
m/z (EI): 238 (M"), 220, 192, 77.

(b) Druhy stupefi — postup pripravy 2-fenylbenzimidazol-4-karboxamidu
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(zlucenina NU1070).

Podla tohoto postupu bola kyselina 2-fenylbenzimidazol-4-karboxylova
(pouzitt 50 miligramov, ¢o je 0,21 mmolu) rozpustena v suchom
tetrahydrofurane (10 mililitrov), naco bol pridany tionylchlo.id (pouzité 16,8 p |,
¢o je 0,231 mmolu) a DMF (0,05 mililitrov). Takto ziskana reakéna zmes bola
potom premieSavana pri teplote miestnosti po dobu 12 hodin , kedy sa vytvorila
biela zrazenina, naco potom bola v dal§om postupe takto ziskana suspenzia
pridana po kvapkach do premieSavaného vodného roztoku amoniaku (10
mililitrov), €o bolo vykonané v intervale 10 minut. Takto ziskana zmes bola
potom premieSavana po dobu dalSich 30 minut, naco bola zriedena vodou (20
mililitrov) a neutralizovana kyselinou chlorovodikovou (4 M roztok). Pri
ochladzovani tejto reakénej zmesi sa vyzrazala biela pevna latka, ktora bola
potom oddelena filtraciou a tymto spbsobom bol ziskany pozadovany 2-
fenylbenzimidazol-4-karboxamid.

Vytazok: 31 miligramov (62 %).

max/cm™ 3320, 3180, 1660, a 1600,

*H (de-DMSO, 200 MHz):

7,45 (H, t, Ar-5H), 7,72 (3H, d, 3-Ph-4H),

7,87 (IH, d, Ar-4H), 7,97 (IH, brs, CONH),

7,99 (2H, d, Ar-6H), 8,38 (2H, d, Ph-2-H a P-2-H),
9,5 (IH, brs, CONH),

m/z (El): 237 (M%), 220, 192, 165, 77.

Priklad 5
Postup pripravy 2-(4'-metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamidu (zlt&enina
NU1076).

(@)  Prvy stupefi — postup pripravy acetatovej soli metylesteru kyseliny 2-(4'-
metoxyfenyl)
(b)  benzimidazol-4 - karboxylovej.
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Podlfa tohoto postupu bol metylester kyseliny 2-amino-3-N-(4' -
metoxybenzoyl) benzoovej (pouzité 480 miligramov, &0 je 1,6 mmolu)
rozpusteny v fadovej kyseline octovej (pouzité 15 mililitrov), naéo bola tato
reak¢na zmes zahrievana pri teplote v rozmedzi od 120° do 130 °C po dobu 30
mindt. PouZité rozpastadio bolo potom odstranené a ziskany pevny 2vySok bol
potom rekrystalizovany so zmesou etylacetatu a benziru (40/60), &im bol
ziskany pozadovany titulny produkt vo forme bielej kryStalickej pevnej latky.
VytaZok: 409 miligramov (75 %).

Teplota tavenia: 141 - 142 °C.

Analyza pre CHuN203 . CH3CO,H:

Vypocitané: 63,16 %C 5,26 %H 8,19% N

Najdena: 63,68 %C 4,79 %H 7,88 % N.

max/cm™  3375,33, 1718,46, 1696,80, 1282,81,

1257,81, 1257,34,

*H (ds-DMSO, 200 MHz);

2,02 (3H, s, CH3COH), 3,97 (3H, s, OMe), 4,09 (3H, s, OMe),

7,21 - 7,25 (2H, d, J=8,6, Ph-3/3m H),

7,39 - 7,46 (1H, t, Ar-5H), 7,90 - 7,93 (1H, d, Ar-4H),

8,00 - 8,04 (1H, d, Ar-6H),

8,36 - 8,40 (2H, d, J=8,6, Ph-2,2 H), 12,1 (1H, s, Imz-H),

12,3 - 12,4 (1H, br, s, CH3COzH),

3C (ds-DMSO):

21,35, 5237, 55,64, 114,41, 12168, 122,35, 124,34, 129,56,
153,63, '

161,27, 166,13, 172,37,

m/z (El) 282 (M'-CH;CO,H), 250, 222, 77, 60, 43, 32.

(c)  Druhy stupefi — Postup pripravy 2-(4'- metoxyfenyl) — benzimidazol- -
karboxamidu (zluéenina AU1076).

Pri prevadzani tohoto postupu bola acetatova sol metylesteru kyseliny
2-(4'-metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxylovej rozpustena v prebytkovom

30872 11



podiely kvapalného amoniaku a potom bola tato zmes zahrievana pri teplote
100° C v utesnenej tlakovej nadobe pri tlaku 4,0 Mpa po dobu cez noc.
Amoniak bol potom ponechany odparit a zbytkovy podiel pevnej latky bol
zhromazdeny a premyty [adovo chladnou vodou (pouZité tri podiely po 5
mililitroch). RekryStalizaciou zvodného roztoku metanolu bola ziskana
pozadovana titulna zlU&enina.

Vytazok: 226,4 miligramov (80%).

Teplota tavenia: 261 - 263 °C,

Analyza pre C;sH13N3O, . 0,2 CH30H:

Vypocitané: 66,70%C 508%H  15,35% N

Najdené: 66,07% C 4,23%H 1529% N

maxiem™  3321,47, 3140,72, 1656,23, 1608,25, 1421,43,
1242,55,

°H (Ds-DMSO, 200MHz):

3,96 (3H, s, OMe), 7,23 - 7,27 (2H, d, J=8,6 Ph-3/3H),

7,37 -7,45 (1H. t, Ar-5H), 7,78 - 7,82 (1H, d, Ar-4H),

7,87 (1H, brs, Imz-H), 7,93 - 7,96 (1H, d, Ar-6H),

8,27 - 8,31 (2h, d, J=8,6, Ph-2,2 H),

9.4 - 95 (1H, brs, -CONH), 13,3 - 13,4 (1H, br, s, -CONH),

m/z (El): 267 (M"), 249, 222, 206, 77, 32.

Priklad 6
Postup pripravy 2-(4’ - trifluormetyl) benzimidazol-4-karboxamidu (ziG&enina
NU1077).

(a) Prvy stupen — postup pripravy metylesteru kyseliny
2-amino-3-N-(4'- trifluormetylbenzoyl)aminobenzoove;.

Podrfa tohoto vyhotovenia bol pouzity roztok metylesteru kyseliny 2,3-

diaminobenzoovej (v mnoZstve 300 miligramov, o je 1,807 mmolu), ku

ktorému bol pridany 4-trifluormetylbenzoyichlorid (pouzité 268,4 u |, &o je 1,807
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mmolu), trietylamin (pouzité 2514 u I, & je 1,807 mmolu) a 4-
dimetylaminopyridin (pouZité 11 miligramov, &o je 5 molovych percent), pricom
takto pripravena reak&éna zmes bola potom premiesavana pri teplote miestnosti
po dobu cez noc. Pouzité reakéné rozpustadio bolo potom odstranené za
znizeného tlaku a takto ziskana pevna latka bola potom premyta etylacetatom.
Rekrystalizaciou zo zmesi metanolu a vody, ktora bola vykonana dvakrat bola
ziskana poZadovana titulna ziiéenina vo forme bielej pevnej latky.
Vytazok: 83,6 miligramov (14%).
Teplota tavenia: 180 - 181 °C,
Analyza pre CigH;3F3N2Os,
Vypoditané: 56,80%C 3,85 %H 8,28% N
Najdené: 56,75%C 3,50 %H 8,28% N.
uv/nm 222,
%H (ds-DMSO, 200 MHz):
3,93 (3H, s, OMe), 6,70 -6,76 (3H, m, Ar-5H, Ar-NH,),
7,46 - 7,49 (H, d, Ar-4H), 7,81 - 7,85 (H, d, Ar-6H),
7,99 - 8,03 (2H, d), 8,29 - 8,33 (2H, d),
10,5 (1H, s, -NHCO-),
m/z (El): 338 (M"), 321, 289, 145, 32.
(b) Druhy stupefi — postup pripravy acetatovej
soli metylesteru  kyseliny  2-(4'-trifluormetylfenyl)-benzimidazol-4-

karboxylove;.

Podra tohoto postupu bol pouzity metylester kyseliny 2-amino-3-A- (4’ -
trifluormetylbenzoyl) aminobenzoovej (v mnozstve 75,7 miligramov, o je 0,224
mmolu),ktory bol rozpusteny vladovej kyseline octovej (5 mililitrov) a tato
reakéna zmes bola potom premiesavana pri teplote 125 °C po dobu 0,5 hodiny.
Pouzité rozpustadio bolo potom odparené a zostatkova pevna latka bola
premyta benzinom (40/60), a tymto hore popisanym spdsobom bola ziskana
pozadovana titulna zlGéenina.

VytaZok: 59,6 miligramov (70%).
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Teplota tavenia: 138 - 140°C,

Analyza pre CigH11F3N20,CH3CO,LH:

Vypocitané: 56,84 %C 3,94 %H 7,37% N

Najdené: 56,78 %C 3,98 %H 7,36% N

uv/inm 206, 319,

*H (dg-DMSO, 200MHz):

2,01 (3H, s, CHiCOH), 7,44 - 7,52 (1H, t, Ar-5H),

7,97 - 8,14m (4H, m), 8,65 - 8,66 (2H, d),

12,1 (brs, imidazol-NH), 12,7 - 12,8 (1H, brs, CH;CO,H),

m(z (El): 320 (M*-CH3CO.H), 301, 288, 260, 145, 60, 43.

(c) Treti stuperi - postup pripravy 2-(4'-trifluormetyl)-benzimidazol-4-
karboxamid (zlGEenina NU1077).

PodTfa tohoto postupu bola acetatova sof metylesteru kyseliny 3-(4’ -
trifluormetylfenyl)  benzimidazol-4-karbosylovej rozpustena v prebytkovom
mnoZstve kvapalného amoniaku a tato reakéna zmes bola zahrievana pri
teplote 100 °C v utesnenej tlakovej nadobe pri tlaku 4,0 Mpa podobu 12 hodin.
Amoniak bol potom ponechany odparit a pevny zvy$ok bol premyty ladovo
chladnou vodou (pouzité tri podiely po 5 mililitroch). Rekrystalizaciou tohoto
produktu zo zmesi metanolu a vody bol ziskany poZzadovany produkt vo forme
jemne bielych ihliciek.

Vytazok: 19,1 gramov (48%).

Teplota tavenia: 301 - 305 °C,

Analyza pre C;sHqoF3N3O . CH3OH:

Vypocitané: 56,97 % C 4,18%H 12,46%N
Najdeneé: 5645%C 350%H 1241%N

*H /Ds-DMSO, 200 MHz):

7,45 (IH, t, Ar-5H), 7,888 - 7,92 (1H, d, Ar-4H),

7,99 (1H, brs, imidazole-NH), 8,03 (1H, d, Ar-6H),

8,06 - 8,10 (2H, d, J=88,1), 8,55 - 8,59 (2H, d, J=8,1),
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93 - 9,4 (1H, brs, -CONH), 13,7 - 13,8 (H, brs, -CONH),
m/z (El):288 (M"-NH3), 260, 69.

Priklad 7
Postup pripravy 2-(4' -hydroxyfenyl) -|-H-benzimidazol —4-karboxamidu
(zlucenia NU1085).

Podra tohoto postupu bol pod atmosférou argénu | M roztok bromidu
boritého v dichlormetanu (pouzité 3,8 mililitrov, &o je 3,79 mmolu) prevedeny
do nadoby obsahujici 2-(4' -metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid
(zltCenina NU1076 z prikladu 5) (pouzité 202,4 miligramov, &o je 0,758
mmolu). Takto ziskany vysledny roztok bol potom zahrievany pri teplote varu
pod spatnym chladiom podobu 24 hodin za pouzitia vzduchového chladiéa.
Pouzité rozpustadlo bolo Upine odstranené destilaciou az do sucha. Ziskany
pevny zvySok bol potom spracovany 10% -nym roztokom hydroxidu sodného
(10 mililitrov), nato nasledoval pridavok koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej k neutralizovaniu tejto reakénej zmesi (pH 7). Vzniknuta biela
zrazenina bola potom oddelena filtraciou a rozpustena v etylacetate (10
mililitrov). Organické rozpustadio bolo premyté vodou (dva podiely po 3
mililitroch), naco bol tento podiel ususeny siranom horecnatym a takto ziskany
produkt bol potom zbaveny rozpistadla odparenim za znizeného tlaku.
Vytazok: 109,5 miligramov (57%).

Teplota tavenia: 266 - 267 °C,

Analyza pre Ci4H11N3O, . 0,75 MeOH:

Vypocitané: 67,04 %C 4,69 %H 15,76 %N

Najdené: 63,27 %C 437%H 15,67 %N

‘maxicm” :  3424,01 338416, 3309,20 3249,55 315562, 1642,35,
1618,02, 1594,50, 1577,74

°H7,03-7,07 (2H,d, J=8,5), 7,34 - 7,42 (IH, 1),

7,75 - 7,79 (1H, d), 7,85 (1H, brs), 7,90 - 7,94 (IH, d),

8,15 - 8,19 (2H, d, J=8,5), 9,4 - 9,6 (1H, brs),

10,0 - 10,4 (1H, brs), 13,0 - 13,4 (1H, brs,),
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m/z (El) : 235 (M"), 236, 208, 93.

Priklad 8
Postup pripravy 2-(4' - metoxyfenyl)-l-metylbenzimidazol- 4-karboxamidu
(zlu€enina NU1090).

Podra tohoto postupu boli 2-(4’ - metoxyfenyl)- benzimidazol-4-karboxamid
(zldcenina NU1076 z prikladu 5) (pouzité 105,3 miligramov, &o je 0,394 mmolu)
a praskovity hydroxid draselny (pouZité 22 miligramov, &o je 0,394
mmolu)suspendované v aceténe (4 mililitre) a tato reak&nd zmes bola
premieSavana tak dlho, dokial vietok podiel pevnych latok nebol rozpusteny.
Potom bol pridany metyljodid (pouzité 24,6 u I, éo je Om394 mmolu) a tato
reakéna zmes bola zahrievana pri teplote miestnosti po dobu cez noc. Pouzité
rozpustadlo bolo potom odstranené za znizeného tlaku a . bytkova biela pevna
latka bola pregistena v chromatografickej koléne, pricom ako eluéné &inidlo bola
pouzita zmes dichlormetanu a metanolu v priemere 95 : 5, &m bola pripravena
pozadovana titulna zlG¢enina vo forme jemnych bielych krystalikov.

Vytazok: 33,2 miligramov 30%

Teplota tavenia: 289 - 292 °C,

Analyza pre C4gH15N305:

Vypocitané: 68,33 % C 934 %H 14,95 %N
Najdené: 68,62 % C 536 % H 14,67 %N
‘maxicm™ 3309,23, 314144, 1671,29, 1605,30, 1255,08.
®H:3,95 (3H, s), 4,02 (3H, s), 7,22 - 7,27 (2H, d),

7,44 - 7,52 (1H,1), 7,86 - 8,00 (5H, m), 9,4 (1H, brs, NH),
m/z (El) : 281 (M), 264, 250.

Priklad 9
Postup pripravy 2-(4' -metoxyfenyl) -l-benzoylbenzimidazol- 4 —karboxamidu

(zlucenina NU1101).

Pri vykonavani tohoto postupu bol pouzity roztok obsahujuci 2-(4H -
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metoxyfenyl) benzimidazol-4- karboxamid (zliéenina NU1076 z prikladu 5)
(pouzite 75,1 miligramov, Co je 0,281 mmolu) a pradkovy hydroxid sodny
(pouzité 15,8 miligramov, ¢o je 0,281 mmolu) v aceténe (3 mililitre) a takto
pripraveny roztok bol premieSavany tak dlho, dokial sa nerozpustil vetok
podiel pevnych latok. Potom bol pridany benzoyichlorid (v mnozstve 32,6 pl, Go
je 0,281 mmolu) a takto ziskany roztok bol potom premiesavany po dobu cez
noc pri teplote miestnosti, prifom sa vytvorila biela zrazenina. Pouzité
rozpustadia boli odstranené za znizeného tlaku a biela pevna latka
predstavujica zvySok bola precistena v chromatografickej koléne za pousitia
dichlormetanu a metanolu v priemere 95 : 5. Takto ziskana vysledna pevna
latka bola potom rekryStalizovana so zmesou benzinu (40/60) a etylacetatu,
¢im bol ziskany Cisty produkt vo forme lesklych bielych hranolkov.

Vytazok: 15,6 miligramov (15%).

Teplota tavenia: 207 - 210 °C,

Analyza pre C2;H17N303 . 025 CH30H:

Vypocitané: 70,45% C 4,47 %H 11,08%N

Najdené: 7045% C 4,60 %H 10,99%N

‘max/cm™ 344599 3318,55, 2922,99, 1689,79, 1666,36,

°H: 3,86 (3H, s, OCHs), 7,02 -7,06 (12H, d),

7,50 - 7,65 (4H, m), 7,72 - 7,82 (3H, m),

7,88 - 7,92 (2H,d), 8,08 (1H, s, CONH),

8,10- 8,14 (1H,d), 9,1- 9,2 (1H, brs, CONH),

m/z (El): 371 (M"), 105.

Dalsie priklady
Pri vykonavani dalSich postupov podla nasledujicich prikladov, &o
plati rovnako pre postupy podfa predchadzajucich prikladov, boli pouzité uréité
Standardné postupy. Tieto postupy zahrriuji:
(I) reakciu metylesteru kyseliny 2,3-diaminobenzoovej s chloridmi arylovych

kyselin (Standardny postup A),
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(2) tvorbu benzimidazolového kruhu cyklizacie katalyzovanou kyselinou

(Standardny postup B),

(3) tvorba ar'nidovej zlu¢eniny reakciou s kvapalnym amoniakom

(Standardny postup C).

Detailné vyhotovenia pouZité pri praktickej aplikacii tychto Standardnych
postupov st popisané v dalSom popise.

Standardny postup A:

Podla tohoto vyhotovenia bol pripraveny roztok obsahuijtci metylester
kyseliny 2,3-diaminobenzoovej (I ekvivalent), suchy trietylamin (Il az 1,5
ekvivalentu) a dimetylaminopyridin (DMAP - 5 molovych %) v poloviénom
pozadovanom objeme suchého tetrahydrofuranu (THF), ktory bol chladeny v
kupeli fadu a soli. Pozadovany chlorid kyseliny (I ekvivalent) bol rozpusteny
v zbyvajicom podiely suchého tetrahydrofuranu (THF) a tento podiel bol
pridany k ochladenému roztoku za miesania behom intervaiu 30 minut. Tato
reakcia bola potom pomaly ponechana ohriat na teplotu miestnosti a potom
bola premieSavana po dobu cez noc. PouZité rozpustadio bolo sfiltrované a tym
bola oddelena zrazenina, ktora bola suspendovana v etylacetate, potom bol
tento produkt dvakrat premyty vodou, potom nasledovalo premytie nasytenym
roztokom sofanky a usuSenie siranom horeénatym. Organickd vrstva bola
potom pridana k reakénému filtrdtu a pouzité rozpustadlo bolo odstranené za
znizeného tlaku. Pevny zostatok bol potom opét rozpusteny v etylacetate, tento
podiel bol potom premyty dvakrat vodou, potom nasledovalo premytie
sofankou a usuSenie produktu siranom horeénatym. Po odstraneni pouzitych
rozpustadiel za zniZeného tlaku bol ziskany zvy$ok pevnych latok, pricom tento
produkt bol precisteny v chromatografickej kolone a/ alebo rekryStalizovany

z vhodnych rozpustadiel.
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Standardny postup B

Vychodiskova latka bola rozpustena v fadovej kyseline octovej a tento
produkt bol ponoreny do predom zahriateho olejového kipela o teplote 120°C.
Tento roztok bol potom zahrievany vhodne dihy &asovy interval a potom bol
tento produkt ochladeny na teplotu miestnosti. Kyselina octova bola potom
odstranena za znizeného tlaku a pevny zvySok bol precisteny
v chromatografickej koléne a/ alebo rekrystalizovany vo vhodnych

rozpustadiach.
Standardny postup C

Vychodiskova latka bola rozpustena v prebytkovom mnozstve &erstvo
skondenzovaného kvapalného amoniaku. Tento produkt bol potom zahrievany
pri teplote 80°C v utesnenej nadobe, kde bol generovany tlak 4,0 Mpa, po
dobu 24 hodin. Pouzity amoniak bol potom odpareny a ziskany pevny zvy$ok
bol potom precisteny v chromatografickej koléne a/ alebo rekry$talizovany

z vhodnych rozpustadiel.

Priklad 10
Postup pripravy 2-(4’-kyanofenyl)-I-H-benzimidazol-4-karboxamid (zlucenina
NU1092).

(a) Prvy stupefi - postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-A-(4'-

kyanobenzoyl) aminobenzoove;j.

Pri tomto postupe bolo pouZity tandardny postup A, vid vysSie, pricom
podfa tohoto vyhotovenia boli metylester kyseliny 2,3-diaminobenzoovej (v
mnozstve 300 miligramov, ¢o je 1,81 mmolu), triehylamin (pouzité 251 put, éo
je 1,81 mmolu) a DMAP (11 miligramov) rozpustené v THF (7,5 mililitrov) a tato
reakénd zmes bola chladena. V dal§om postupe bol k tejto reakCnej zmesi
pridany 4-kyanobenzoylchlorid (v mnozstve 299 miligramov, ¢o je 1,81 mmolu),
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ktory bol rozusteny v THF (7,5 mililitrov). Takto ziskany produkt bol predisteny
v chromatografickej koléne, pricom ako eluéné &inidlo bola pouzitd zmes
dichlormetanu a metanolu vpomere 99 : 1, nado potom nasledovala
rekrystalizacia z vriaceho metanolu. Tymto spésobom bol ziskany pozadovany
produkt.

Vytazok: 196 miligramov (37%).

Teplota tavenia: 198 - 202 °C,

max/cm™ 3486,40, 3374,02, 324561, 2231,25, 1688,04, 164665
®H: 3,93 (3H, s, CO,CHs), 6,68 - 6,76 (1H, 1),

6,72 (2H, br s, NH,), 7,45 - 7,49 (IH, d),

781 - 7,86 (H,d), 8,11 - 8,15 (2H,d, J=8,4),

8,25 - 8,29 (2H, d J=8,4), 10,01 (1H, brs, NH),

m/z (El): 295 (M"), 278, 263, 246, 130, 102.

(b) Druhy stupefi ~ postup pripravy metylesteru kyseliny 2-(4’-kyanofenyl) —IH-

benzimidazol-4-karboxylove;j.

Pri tomto postupe bol pouzity Standardny postup B, vid vyssie, pricom
podla tohoto vyhotovenia bol pouzity metylester kyseliny 2-amino-3-A-(4'-
kyanobenzoyl)-aminobenzoovej (v mnozstve 301 miligramov, &o je 1,02 mmolu)
ziskany postupom podla prvého stupria, priéom tato latka bola zahrievana
vladovej kyseline octovej (10 mililitrov). Takto ziskany produkt bol potom
rekryStalizovany dvakrat za pouzitia zmesi benzinu (40/60) etylacetatu. Tymto
spdsobom bol pripraveny pozadovany produkt.

Vytazok: 203 miligramov (72 %).

Teplota tavenia: 195 - 198 °C

‘max/cm™; 3447,66, 2228,84, 1691,90, 128811,
°H: 4,09 (3H, s, CO,CHa), 7,44 - 7,53 (1H, 1),

7,87 - 8,01 (1H.d), 8,10 - 8,13 (2H, d, J=8,4),
8,58 - 8,62 (2H, d, J=8,4), 12,8 (1H, brs),

m/z (El): 277 (M"), 245, 217.
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(c) Treti stuperi — postup pripravy 2-(4'-kyanofenyl)-l-H-benzimidazol —4-
karboxamidu (zluéenina NU1092)

Pri tejto priprave bol pouzity $tandardny postup C, vid vyssie, pri¢om podfa
tohoto vyhotovenia bol metylester kyseliny 2-(4‘-kyanofenyll)-I-H-benzimidazol-
4-karboxylovej (pouZité 169,5 miligramov, o je 0,612 mmolu) spracovany
amoniakom pod tlakom. Ziskany surovy produkt bol rekrystalizovany z vriaceho
metanolu a tymto spésobom bola pripravena poZadovana titulna zlugenina vo
forme &istych bielych krystalikov.

Vytazok: 116,5 miligramov (73%).

Teplota tavenia: 310 °C,

Analyza pre C15H10N40.0,2 MeOH:

Vypo itané : 67,95 %C 4,05%H 20,85%N
Najdené: 67,81 %C 3,89%H 20,87%N
‘max/cm™ 3332,27, 3274,86, 3177,98, 2230,85 1658,54, 1608,10
oH: 7,45 - 7,49 (1H, 1), 7,87 - 7,91 (1H, d),

7,91 (1H, brs), 7,98 -8,02 (1H, d),

8,13 - 8,17 (2H,d, J=8,3), 8,50 - 8,54 (2H, d, J=8,3)
92 - 94 (1H,brs), 13,6 - 13,8 (1H, brs),

m/z (El) : 262 (M"), 245, 217, 102.

Priklad 11
Postup pripravy 2-(4'-nitrofenyl)-1-H-benzimidazol-4-karboxamidu (zlu&enina
NU1091).

(a) Prvy stupef — postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-A- (4’ -

nitrobenzoyl) aminobenzoove;.
Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup A, vid vyssie, pricom podla

tohoto vyhotovenia boli metylester kyseliny 2,3-diaminobenzoovej (v mnozstve

300 miligramov, ¢o je 1,807 mmolu), suchy trietylamin (pouZité 276,6 pl, éoje
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1,988 mmolu) a DMAP (Il miligramov) rozpustené v suchom THF (12 mililitrov).
K tejto reakénej zmesi pridany 4- nitrobenzoylchlorid (v mnoistve 3352
miligramov, €o je 1,807 mmolu), ktory bol rozpusteny vsuchom THF (12
mililitrov). Takto ziskany produkt bo predisteny v chromatografickej kolone,
pricom ako eluéné Ccinidlo bola pouzitda zmes dichlormetanu a metanolu
vpomere 99 : 1, na o potom nasledovala rekrystalizacie z metanolu. Tymto
spésobom bol ziskany poZadovany produkt v &istej forme.

Teplota tavenia: 196 - 197 °C,

Analyza pre CisH13N30s:

Vypocitané: 57,14%C 4,12%H 13,33 %N

Najdené: 57,08% C 3,78% H 13,25 %N

‘max/cm™  3382,31, 3293,01, 3226,56, 1702,05, 1657,83, 1525,37
®H:3,94 (3H, s, CO,CH3), 6,70 - 6,78 (1H, 1),

6,66 (2H, brs, NHy), 7,48 - 7,51 (1H, d),

7,83 -7,87 (H,d), 8,33 - 3,38 (2H, d, j=8.8),

8,48 - 8,51 (2H, d, J=8,8), 10,15 (1H, brs, NH),

m/z (El): 315(M"), 297, 265, 165.

(b) Druhy stupeil — postup pripravy metylesteru kyseliny 2- (4’ -nitrofenyl) —IH-

benzimidazol-4-karboxylove;.

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup B, vid vyssie, pricom podla
tohoto vyhotovenia bol pouZity metylester kyseliny 2-amino-3-A- (4’ -
nitrobenzoyl) — aminobenoovej (v mnozstve 340,2 miligramov, &o je 1,08
mmolu), pricom tato latka bola zahrievand vladovej kyseline octovej (10
mililitrov) po dobu I5 minut. Takto ziskany produkt bol po rekrystalizacii
Zz metanolu ziskany v ¢istom stave.

Vytazok: 208 miligramov (65%).

Teplota tavenia: 208 - 210 °C,

Analyza pre Cy5H11N3O, :

Vypotitané: 60,61 %C 3,70% H 17,17% N
Najdené: 60,69%C 3,57%H 13,96% N
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‘max/cm™: 3433,70, 1720,14, 1601,84, 1513,07,
%dH: 4,21 (3H, s, CO,CH3), 7,57 - 7,65 (1H, 1),

8,10 - 8,12 (1H, d), 8,23 - 8,27 (1H, d),

8,60 - 8,64 (2H,d, J=8,8), 8,78 - 8,82 (2H, d, J=8,8),
13,04 (1H, brs, NH),

m/z (El) : 297 (M), 265.

(c) Treti stuperi- postup pripravy 2-(4' -nitrofenyl)-l-H-benzimidazol-4-
karboxamidu (zli¢enia NU1091).

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup C, vid vyssie, pricom podla
tohoto vyhotovenia bol metylester kyseliny 2-(4' -nitrofenyl -I-H-benzimidazol-4-
karboxylovej rozpusteny v kvapalnom amoniaku a zahrievany za konstantného
objemu v tiakovej nadobe. Ziskany surovy produkt bol potom precisteny
v chromatografickej kolone, pri¢om ako eluéné &inidlo bol pouzity dichlormetan
a metanol v pomere 99 : 1,pricom bola vykonana rekrystalizacia z metanolu a
tymto spésobom bola pripravena poZzadovana titulna zlGéenina.

Teplota tavenia: > 310°C,

oH: 7,48 - 7,56 (IH,t), 7,90 - 7,94 (IH, d),

8,00 (iH, s, NH), 8,00 -8,04 (IH,d),

8,52 - 8,56 (2H, d, J=8,8), 8,60 - 8,64 (2H, d, J=8,8),
93 - 94 (1H, brs, NH), 13,8 - 14,0 (1H, brs, NH).

Priklad 12
Postup pripravy 2-(3' -trifluormetylfenyl) —I-H-benzim; !azol-4-karboxamidu

(zluéenina Nu1093).

(@) Prvy stupefi — postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-A-(4'-

nitrobenzoyl) aminobenzoove;.

Pri tejto priprave bol pouzity $tandardny postup A, vid vysSie, pricom
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podfa tohoto vyhotovenia boli metylester kyseliny 2,3-r'iaminobenzoovej (v
mnozstve 200 miligramov, €o je 1,205 mmolu), suchy trietylamin (pouzité 704
l, €o je 5,06 mmolu) a dimetylaminopyridin (DMAP, 7,3 miligramov) rozpustené
vsuchom THF (7,5 miliitrov). Ktejto reakénej zmesi pridany 3-
trifluormetylbenzoyichlorid (v mnoZzstve 183 p |, ¢o je 1,205 mmolu), ktory bol
rozpusteny v suchom THF (7,5 mililitrov). Takto ziskany produkt bol predisteny
v chromatografickej koléne, pricom ako eluéné &inidlo bola pouZita zmes
dichlormetanu a metanolu vpomere 99 : 1, vktorom boli odstranené
zneCistujlce zlozky, a polarnej$i produkt bol eluovany zmesou dichlormetanu a
metanolu v pomere 97 : 3. Potom nasledovala rekry$talizacia z metanolu, &im
bol ziskany poZadovany produkt vo forme bielej pevnej latky.

Vytazok : 160,4 miligramov (26%).

Teplota tavenia: 157 - 159 °C

Analyza pre : C1gH13F3N204

Vypocitané: 56,80%C 3,85 %H 8,28%N

Najdené : 57,14%C 357%H 8,10%N

max(cm™) : 3368,48, 3283,82, 2953,87, 170598, 165077, 1250,02

*H 3,93 (3H, s, CO,CH5), 6,69 - 6,77 (1H, 1),

6,73 (2H, s, NH2), 7,45 - 7,49 (IH, d),

7,82 - 7,92 (H,m), 8,06 - 810 (1H, d),

8,40 - 8,44 (1H,d), 8,48 (HH,s, 2-H), 10,1 (IH, s, NH),

m/z (El) : 338 (M"), 320, 288, 260, 173, 145.

(b) Druhy stuperi — postup pripravy acetatovej soli metylesteru kyseliny 2-(3' -

trifluormetylfenyl)-I-H-benzimidazol- 4-karboxylove;j.

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup B, vid vy$sie, pricom
podfa tohoto vyhotovenia bol roztok metylesteru kyseliny 2-amino-3-A- (3'-
trifluormetyl-benzoyl) aminobenzoovej v ladovej kyseline octovej (6 mililitrov)
zahrievany po dobu I5 minGt. Po odstraneni rozpustadia za znizeného tlaku
nasledovalo usu$enie takto ziskaného produktu za vysokého vakua, pricom

tymto sp6sobom bol ziskany pozadovany produkt vo forme &istej bielej tatky.
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Vytazok: 154,2 miligramov (96%).

Teplota tavenia: 105 - 107°C,

Analyza pre CgH11F3N20, .CH3CO,H:

Vypogitané: 56,84%C 3,95%H  7,37%N
Najdené: 56,93%C 3,78 %H  7,32%N
Ymax™): 3438,30, 3339,14, 2959,13, 1707.99, 132824, 131353
®H: 2,01 (3H, s, CH3COzH), 4,09 (3H, s, CO,CHs),

7.44 - 7,51 (1H,1), 7,79 - 8,13 (4H, m),

8,71 - 8,75 (1H,d), 8,82 (1H,s), 11,8 - 12,2 (1H, brs),
12,8 - 13,0 (1H, brs),

m/z (El) : 320 (M* -CH3CO,H), 288, 260.

(a) Treti stupen — postup pripravy 2-(3’ -trifluormetyl-feny!)-l-H-benzimidazol —4-
karboxamidu (zluCenina NU1093).

Pri tejto priprave bol pouzity standardny postup C, vid vyssie, pricom
podfa tohoto vyhotovenia bola pouzita acetatova sof metylesteru kyseliny 2-(3' -
trifluormetyl-fenyl)-l-H-benzimidazol-4-karboxylovej (v mnosstve 1348
miligramov, ¢o je 0,358 mmolu), pricom tato zliGenina bola spracovavana
prebytkovym mnoZstvom kvapalného amoniaku v utesnenej nadobe. Takto
ziskany produkt bol potom preéisteny rekrystalizaciou z metanolu, a tymto
postupom bol ziskany poZadovany produkt vo forme $edivo bielych krystalikov.
Vytazok: 78 miligramov (72%).

Teplota tavenia: 268 - 270 °C,

Analyza pre CysH1oF3N3O . 0,6 CH3OH:

Vypoditané : 57,74%C  3,82%H 12,95%N

Najdené: 57,68%C  3,82%H 12,96%N

" max“™: 3488,83, 3348,86, 317645 1667.66, 1600 93, 132063
*H: 7,44 - 7,52 (1H, 1), 7,88 - 8,04 (6H, m),

8,66 - 8,70 (1H,d), 8,70 (1H,s, 2 H), 9,3 (1H, brs, NH),

13,6 (1H, brs, NH),

m/z (El): 305 (M), 288, 260, 145.
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Priklad 13

Postup pripravy 2-(4' -metoxyfenyl) -I-H-benzimidazol-4-karboxamidu
(zld€enina NU1098).

(a) Prvy stupeii-postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-A-(4'-

metoxybenzoyl) aminobenzoove;.

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup A, vid vyssie, pricom
podla tohoto vyhotovenia boli metylester kyseliny 2,3-diaminobenzoovej (v
mnozstve 670,3 miligramov, ¢o je 4,038 mmolu), suchy trietylamin (pouzité
842,6 u |, €o je 6,057 mmolu) a DMAP (25 miligramov) rozpusteny v suchom
THF (20 mililitrov). Ktejto reakénej zmesi pridany roztok 3-
metoxybenzoylchloridu (v mnozstve 567 p |, &o je 6,038 mmolu) s suchom THF
(12 miliitrov). Takto ziskany pevny zvy$ok bol predisten; v chromatografickej
koléne, pricom ako eluéné &inidlo bola pouZita zmes dichlormetanu a metanolu
vV pomere 99 : 1, nato potom bol takto ziskany produkt dvakrat
rekrystalizovany so zmesou benzinu (40/60) a etylacetatu. Tymto spdsobom bol
ziskany pozadovany produkt.
Vytazok: 282,6 miligramov (23%).
Teplota tavenia: 124 - 125 °C,
Analyza pre CigHigN2O,4
Vypoditané: 64,0%C 5,33%H 9,33%N
Najdené: 63,9%C 5,11%H 9,24%N
Vma " : 3386,19, 329238, 1697,97, 1586,87, 1520,79, 125027,
®H: 3,92 (3H,s), 3,93 (3H, s), 6,61 (2H, s, NH,),
6,68 - 6,76 (1H,t), 7,22 - 7,27 (1H, d),
744 - 7,47 (1H,d), 7,49 -b 7,57 (HH, 1),
7,66 (1H,s,2 -H), 7,67 - 7,71 (1H, d),
7,79 - 7,84 (1H,d), 9,8 (1H, s, NH),
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m/z (El) : 300 (M), 283, 135, 107.

(b) Druhy stuperi — postup pripravy acetatovej soli metylesteru kyseliny 2-

(3' -metoxyfenyl)-I-H-benzimidazol-4-karboxylove;.

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup i, vid vysSie, pricom
podfa tohoto vyhotovenia bol zahrievany roztok metylesteru kyseliny 2-amino-3-
A-(3'-metoxybenzoyl)-aminobenzoovej (pouzité 356,9 miligramov, &o je 1,19
mmolu) v lfadovej kyseline octovej (12 mililitrov). Po odstraneni rozptstadla za
znizeného tlaku nasledovala rekrystalizacia so zmesou benzinu (40/60) a
etylesteru kyseliny octovej a tymto spdsobom bol ziskany pozadovany produkt
vo forme Gistej latky:

Vytazok: 235,6 miligramov (58%).

Teplota tavenia: 93 - 94 °C,

Analyza pre C1gHisN203 . CH3CO,H:

Vypocitané: 63,16%C  5,26%H 8,18%N
Najdené: 62,66%C  5,13%H 8,06%N
" max “™:3453,23 337510, 1706,75, 1257,40,

*H: 1,99 (3H, s, CHsCO;H), 3,96 (3H, s), 4,06 (3H, s),
715 - 7,21 (1H,d), 7,38 - 7,46 (1H, 1),

7,91 - 7,59 (1H,t), 7,91 - 8,00 (3H, m),

8,04 - 8,08 (1H,d), 12,0 (1H,s), 12,5 (1H, s),

m/z (El): 282 (M* - CH3CO,H), 250.

(c) Treti stupef — postup pripravy 2-(3'-metoxyfenyl)-l-H-benzimidazol-4-
karboxamidu (zlaéenina NU1098).

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup C, vid vyssie, pricom
podfa tohoto vyhotovenia bol pouzity roztok metylesteru kyseliny 2-(3' -
metoxyfenyl)-I-H-benzimidazol-4-karboxylovej(v mnozstve 203 miligramov, &o je
0,596 mmolu) vkvapalnom amoniaku a tento roztok bol zahrievany za
konstantného objemu. Takto ziskany pevny zvy$ok bol potom rekrysStalizovany

z metanolu, &im bol ziskany pozadovany &isty produkt.
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Vytazok: 73,5 miligramov (46%).

Teplota tavenia : 223 - 225 °C,

Analyza pre CisH13N30a:

Vypocitané: 67,42%C  4,87%H 15,73%N

Najdene: 67,52%C  4,91%H  15,62%N

“max ™. 3408,59, 3388,94, 3168,65 1662,05 162586, 160339,
®H: 3,99 (3H, s, OCH3), 7,22 - 7,27 (1H, d),

743 - 7,51 (1H,t), 7,58 - 7,66 (1H, 1),

7,85 - 8,01 (5H,m), 9.4 - 9,5 (1H, brs), 13,5 (1H, brs),

m/z (El) : 267 (M"), 250.

Prikiad 14
Postup pripravy 2-(2' - trifluormetylfenyl) —I-H-benzimidazol-4-karboxamidu
(zlaéenina) NU1104).

(@) Prvy stupeft — postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amino-3-A-(2'-

trifluormetylbenzoyl) aminobenzoove;.

Pri tejto priprave bol pouZity Standardny postup A, vid vy$sie, priom podla
tohoto vyhotovenia bol roztok metylesteru kyseliny 2,3 —diaminobenzoovej (v
mnozstve 564 miligramov, ¢o je 3,4 mmolu) v THF (20 mililitrov) spolo&ne
s trietylaminom (pouzité 709 ul, ¢o je 5,1 mmolu) a dimetylaminopyridinom
(DMAP, 21 miligramov) premieSavany a k tejto reakénej zmesi bol pridany
roztok 2-trifluormetylbenzoylchloridu v THF (20 mililitrov). Vysledny olejovy
zvySok bol potom absorbovany na oxide kremigitom a potom bol tento podiel
podrobeny spracovaniu chromatografickej kolone, kde ako eluéné &inidlo bola
pouZita zmes dichlormetanu a metanolu v pomere 99 : 1. Takto ziskany
produkt bol rekrystalizovany zo zmesou benzinu (40/60) a etylacetatu, a tymto
postupom bola pripravena titulna zlu¢enina v &istom stave.

Vytazok. 303 miligramov (26%).
Teplota tavenia: 163 — 166 °C,
Analyza pre CigH13F3N203:

20874 |



Vypotitané : 56,80%C  3,85%H 8,28%N
Najdené: 56,91%C  3,75%H 8,29%N

"max®™; 3329,85, 324390 295552, 1696,66, 166358, 1312,69,
®H: 3,94 (3H, s, CO,CHs), 6,58 (2H, s, NHy),

6,74 - 6,82 (1H,1), 7,57 - 7,62 (1H, d),

7,79 - 8,03 (5H, m), 10,0 (1H, s, NH),

m/z (El): 338(M"), 321, 289, 173, 145,

(b) Druhy a treti stupefi — postup pripravy 2-(2 trifluormetyl) —I-H-
benzimidazol-4-karboxamidu (zlG&enina NU1104).

Podla tohoto postupu bol ziskany produkt z prvého stupiia podrobeny
postupne spracovavaniu $tandardnymi postupmi B a C, pritom bola ziskana

pozadovana titulna zlGéenina.

Priklad 15
Postup pripravy 2-(4’-aminofenyl)-I-H-benzimidazol-4-karboxamidu (zldCenina
NU1103).

(a) Prvy stupefi — postup pripravy metylesteru kyseliny 2-amin-3-A-(4' -

aminobenzoyl) aminobenzoove;.

Podla tohoto postupu bol metylester kyseliny 2-amino-3-A-(4' -
nitrobenzoyl)aminobenzoovej (tato latka bola ziskana postupom podrfa prvého
stupfia v priklade 11) suspendovany v metanole (40 mililitrov) a k tejto
suspenzii bola pridana zmes 10 %-ného paladia ako katalyzatora na aktivnom
uhli (priblizne 50 miligramov) v metanole (10 mililitrov), priom tento pridavok
bol vykonany za mieSania a pod atmosférou argénu. Takto ziskany roztok bol
potom hydrogenovany za atmosferického tlaku po dobu 2 hodin. Po sfiltrovani
cez vrstvu celitu (chranena znacka), pri ktorom bol odstraneny katalyzator, bol
ziskany produkt, z ktorého bolo odstranené pouzité rozpustadio za znizeného

tlaku a tymto spésobom bola pripravena biela pevna latka, ktora bola ususena
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Za vysokého vakua.

Vytazok: 204,1 miligramov (92%).

Teplota tavenia: 197 - 200 °C,

Analyza pre C;5H15N303:

Vypoditané: 63,16%C  5,26%H 14,73%N
Najdené: 62,95%C 5,30%H 14,39%N
"max®™): 3472,55, 3374,96, 334897, 328331, 161391,
®H: 3,94 (3H, s, CO,CHa), 5,87 (2H, s, NHy),

6,54 (2H, s, NH2), 6,68 - 3,73 (2H, d),

6,73- 6,76 (1H,t), 7,42 - 7,47 (IH.d),

7,78 - 7,82 (2H,d), 9.4 (1H, s, NH),

m/z (El) : 285 (M%), 267, 235, 207, 120, 92

(b) Druhy stupefi — postup pripravy acetatovej soli metylesteru kyseliny 2-(4'-

aminofenyl)-I-H-benzimidazol-4-karboxyliove;j .

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup B, vid vyssie, pricom
podra tohoto vyhotovenia bol metylester kyseliny 2-amino-3-A-(4’-minobenzoyl)
aminobenzoovej (pouZité 186,5 miligramov, ¢o je 0,654 mmolu) spracovany
horicim roztokom ladovej kyseliny octovej (8 mililitrov) po dobu 30 minat,
priom po rekryStalizacii zo zmesi benzinu (40/60) a etylesteru kyseliny octovej
bola ziskana pozadovana titulna zlG&enina.

VytaZzok : 113,4 miligramov (91%).

Teplota tavenia: 162 - 164 °C,

Analyza pre CisH13N3035. CH3CO2H:

Vypocitané: 62,39%C  5,20%H 12,84%N

Najdené: 62,60%C  5,04%H 12,73%N

"max“™: 3450,66, 3369,25, 3254,20, 1692,41, 1607,56, 1253,80,
®H: 2,02 (3H, s, CHsCO,H), 4,08 (3H, s, CO,CHa),

5,81 (2H, s, NH2), 6,75 - 6,80 (2H, d, J=8,6),

7,32 - 7,40 (1H,t), 7,83 - 7,86 (1H, d),

7,93 - 7,97 (1H,d), 8,08 - 8,13 (2H, d, J=8,6),
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11,9 (1H,s), 12,1 (1H, brs),
m/z (El) : 267 (M*-CH3CO,H), 235, 207, 92, 60.

(c) Treti stupefi — postup pripravy 2-(4-aminofenyl) —1H-benzimidazol-4-
karboxamidu (NU1103).

Pri tejto priprave bol pouzity Standardny postup C, vid vyssie, pricom
podfa tohoto vyhotovenia bola acetatovad sof metylesteru kyseliny I(4'-
aminofenyl)-I-H-benzimidazol-4-karboxylovej (v mnozstve 113 miligramov, &o je
0,34 mmolu) spracovavana kvapalnym amoniakom za tlaku a po dobu 24
hodin. PoZzadovana ¢ista titulna zlugenina bola izolovana od surového materialu
spracovanim v chromatografickej koléne, pricom ako -luéné G&inidlo bola
pouzita zmes dichlormetan a metanolu v pomere 90 : 10.
VytaZok : 21,4 miligramov (25%).
Teplota tavenia: 237 - 240 °C,
®H: 5,90 2 (H, s, NHy), 6,79 - 6,83 (2H, d, J=8,3),
7,31 - 7,39 (1H, 1), 7,71 - 7,75 (1H, d), 7,84 (1H, s, NH),
7,88 - 7,92 (1H, d), 8,00 8,04 (2H, d, J=8,3),
9,5 - 9,6 /1H, brs, NH), 13,0 (1H, brs, NH).

Test na PARP inhibi¢nu aéinnost

Zluceniny podla predmetného vynalezu, najma zlGeniny uvedené
v predchadzajucich prikladoch, boli testované in vitro na Gginnost' tykajicu sa
PARP inhibicie, pri¢om pri tychto testoch boli pouzité nasledujuce latky a

postupy.

V principe bol pouzity PARP test zaloZzeny na aktivacii endogénnej
PARP (ako bude eSte dalej podrobne vysvetlené) v bunkach obsahujtcich
exogénny [32”] —-NAD* zavedeny do tychto buniek suspendovanim tychto buniek
vroztoku (*)-NAD", vktorych bolo dosiahnuté permeability vo faze
pociato&ného predbezného spracovania. Takto vzniknutd poly (ADP-ribozu),
ktora bola potom syntetizovanad uvedenym enzymom, je mozno vyzrazat
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trichloroctovou kyselinou (TCA) a potom zmerat mno:stva inkorporovane;j
radioaktivne znacné 32p, napriklad za pouzitia scintilatného merada, éim sa
zisti miera 0€innosti PARP za uréitych podmienok pouzitych v tomto
experimente. Opakovanim tohoto experimentu, pri ktorom sa pouziju rovnaké
podmienky, vykonévanym v pritomnosti kazdej testovanej zligeniny je potom
mozné znizenie enzymovej aktivity, €o predstavuje inhibiény ag&inok tejto
testovanej zlugeniny, odhadnit zo znizenia [*%p], ak k nemu déjde, vo

vyzrazanej poly(ADP-ribéze) (i¢inkom TCA.

Vysledky tohoto testu je mozno vyjadrit ako percentudlnu inhibiciu
alebo znizenie aktivity pre jednu alebo viac rozdielnych koncentracii kazdej
testovanej zlG¢eniny, alebo je mozno tento vysledok vyjadrit ako koncentraciu
testovanej zliceniny, ktora znizi enzymovu aktivitu o 50%, to znamena ako ICso
hodnotu. To teda znamena, Ze je mozné tymto sp.sobom ziskat rad
porovnatelnych hodnét inhibiénej Gcinnosti pre celG $kalu rozdielnych

testovanych zlucéenin.

Prakticky sa tento postup vykonaval tak, Zze boli ako zdroj PARP
enzymu pouzité bunky leukémie L1210 odobraté od mysi, ktoré boli predtym
spracované na permeabilné bunky na exogénne [*’p]NAD vystavenim
posobenia hypotonického pufru a §oku chladom. Vo vyhodnom vyhotoveni tejto
metédy, u ktorej bolo zistené, Ze je mozné dosiahnut presné a
reprodukovatelné vysledky, bolo definované mnoZstvo malého syntetického
oligonukleotidu, najmé je mozné uviest jednotlivy retazec oligonukleotidu, ktory
ma palindromickd sekvenciu CGGAATTCCG, zavedenu do buneénej suspenzie
pre aktivovanie PARP enzymu. Téato oligonukleotidova sekvencia sa na sebe
stoci dozadu a vytvori dvojretazovii molekulu s jedinym tupym koncom, pri¢om
tato Struktira predstavuje efektivny substrat pre aktivovanie PARP. Jeho
viastnosti ako (¢inného aktivatora uvedeného enzymu bolo potvrdené na

vyhotovenych testoch.

Zvoleny experimentalny protokol, podfa ktorého bol synteticky
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oligonukleotid, ktory bol popisany vyssie, zavedeny do $pecifického aktivatora
PARP, rozliSoval medzi PARP a dal§imi mono-ADP-ribosyltransferazami
v bunkach. ZvysSie uvedeného vyplyva, Ze zavedenie tychto syntetickych
oligonukleotidov spdsobovalo péatnasobni aZ SestnasobnG  stimulaciu
inkorporovanej radioaktivne znaénej &asti, a tito skutoénost je mozné prisudit’
iba PARP aktivite.

Dalie detaily vykonavania tohoto testu st uvedené v dalsom popise.

PouZité materialy.

Medzi pouZité materidly patria nasledujtice latky:

DTT (ditiothreitol):
Tato latka bola pripravena ako 100 mM roztok (15,4 miligramoviliter)
(pouzity ako antioxidacné ¢inidlo), pricom tento roztok bol rozdeleny na 500 pl

alikvotne podiely a tieto podiely boli uchovavané pri teplote -20°C.

Hypotonicky pufor:
9 mM Hepes (214 mg/100 ml)
4,5 % Dextran (4,5 g/100 ml)
4,5 mM MgCI2) (92 mg/100 ml).

Vyssie uvedené zloZky boli rozpustené asi v 80 mililitroch destilovanej
vody, naco bola hodnota pH upravena na 7,8 (za pomoci NaOH/HCI), priom
objem roztoku bol potom upraveny na 100 mililitrov destilovanou vodou a tento
roztok bol potom uchovavany v chiadnitke. DTT bol pridavany na koncentraciu

5 mM tesne pred samotnym pouzitim (50 pl/mililiter).
Izotonicky pufor:

40 mM Hepes (1,9 g/200 mi)
130 mM KCI (1,94 g/200 ml)
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4 % Dextran (8 9/200 ml)
2 mM EGTA (152 mg/200 ml)
2,3 mM MgCl, (94 mg/200 ml)

225 mM sacharéza (15,39 g/200 ml).

VysSie uvedené zlozky boli rozpustené v priblizne 150 mililitroch
destilovanej vody, hodnota pH bola upravena na 7,8 (za pomoci NaOH/HCI),
takto ziskany roztok bol upraveny na objem 200 mililitrov pridavkom
destilovanej vody a uchovany v chladnicke. DTT bol pridavany na koncentraciu

21,5 mM tesne pred samotnym pouZzitim (25 ul/mililiter).

NAD:

NAD bol uchovavany ako pevna latka vo forme predom zvazenych
alikvotnych podielov pri tepiote -20°C. Z tychto podielov boli pripravené roztoky
o koncentracii priblizne 6 mM (4 az 4,5 miligramov/mililiter) tesne pred
vykonanim testu, pri€om molarita bola stanovend zmeranim optickej hustoty
(O.D.) pri 260 nm. Zasobné roztoky boli potom zriedené jodou tak, aby bola
dosiahnutd koncentracia 600 uM, nago bolo pridané malé mnozstvo % p

znac¢eného NAD (to znamena 2 az 5 pl/mililiter).

Oligonukleotid:

Pouzity bol oligonukleotid, ktory mal palindromickG sekvenciu
CGGAATTCCG, ktory bol syntetizovany beznym spésobom metédami bezne
znamymi z doterajSieho stavu techniky, naco bol tento oligonukleotid vakuovo
vysuSeny a uchovavany vo forme pelet v mrazni¢ke. Pred pouzitim bola tato
latka upravena na koncentraciu 200 pg/mililiter v 10 mM Tris/HCI, o hodnote pH
7,8, s tym, Zze kaZda peleta bola Gpine rozpustena v 50 mililitroch pufru. Takto
ziskany roztok bol potom zahrievany na teplotu 60°C na vodnom kupeli po
dobu 15 minat, nado bol tento roztok ponechany pomaly ochladit, aby bolo
zaistené spravne opéatovné spevnenie. Po pridani 9,5 mililitrov pufru bola
zistena koncentracia zmeranim optickej hustoty zriedeného vzorku pri 260 nm.
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Zasobny roztok bol potom zriedeny na koncentraciu 200pg/mililitrov a tento
roztok bol potom uchovévany vo forme 500 pl alikvotnych podielov v mraznicke,

pripraveny na okamzité pouzitie.

TCA:
Roztoky TCA (trichloroctové kyseliny) boli pripravené v dvoch
koncentraciach, a sice 10% TCA + 10% difosforeénan sodny, a 1% TCA + 1 %

difosforeénan sodny.

Bunky:

Bunky L1210, ktoré boli pouzité ako zdroj PARP enzymu, boli
uchovavané v nasledujicej forme: suspenzia kultiry v RPM! médiu + 10 %
fetalneho bovinného séra + glutamin a antibiotika (penicilin a streptomycin).
Rovnako boli pridané HEPES a hydrogénuhli¢itan sodny, pricom tieto bunky
boli naotkované 100 mililitrami az 200 mililitrami média, takZe bola dosiahnuta

koncentracia priblizne 8 x 10/ mililiter v okamziku vykonavania testu.

Pouzita metdda:

Testované ziugeniny boli obvyklym spésobom pripravené ako
koncentrované roztoky v DMSO (dimetylsulfoxid). Rozpustnost tychto zlt&enin
bola zistena tak, Zze bol podiel DMSO roztoku pridany k podielu izotonického
pufru vtakych poZadovanych koneénych podieloch, ktoré boli pouzité
k vykonaniu testu, a po uréitom intervale bol tento roztok preskimany pod

mikroskopom na zistenie znamok tvorby krystalikov.

Pozadované mnozstvo buniek, zistené vyhodnotenim na
hemocytomeri, bolo podrobené odstredeniu (pri 1500 otackach za minutu
v odstredivke ,Eur6pa“, model 24M, pric¢om odstredovanie bolo vykonavané po
dobu § mindt), naéo bol supernatant odstraneny a ziskané pelety boli potom
opat’ suspendované v 20 mililitroch slaného roztoku pufrovaného fosfatom
prostého CA * a Mg?* i6nov (Dulbecova modifikacia A, pouzivana skratka Dul

A), €o bolo vykonané pri teplote 4°C, nao bolo vykonané opatovné

Jubiedi



50

odstredovanie pri 1500 otackach za minutu pri teplote 4°C. Potom bol opat’
odstraneny supernatant, bunky boli znovu suspendované o koncentracii 3 x 107
buniek/mililiter v fadovo chladnom hypotonickom pufre a potom boli ponechané
po dobu 30 minat na fade. Potom bolo pridanych devat objemov ladovo
chladného izotonického pufru, pricom tieto bunky, ktoré boli teraz v stave, ked
boli permeabilné na exogénne NAD®, boli potom pouzité v intervale dalSej
hodiny na vykonanie viastného testu. Permeabilizacia tychto buniek bola v tejto
faze zistena pridanim zasobnych alikvotnych podielov buniek do rovnakého
objemu tryptanovej modrej, ponechanim vklude po dobu 5 minut a
vyhodnotenim na hemocytometri. Bunky, ktoré boli spracované tak, Zze boli
permeabilneé, zachycovali tryptanovi modru a javili sa ako sfarbené.

Test bol potom vykonany tak, Ze boli pouZité bezné stpravy
plastikovych trubic o objeme 15 mililitrov s kénickym dnom, ktoré boli ulozené
v kupeli s pretrepavanou vodou o teplote 26 °C, &o je optimalna teplota pre
tento enzym. V obvyklom vyhotoveni tohoto testu bol pouzity oligonukieotidovy
roztok o koncentracii 5 pg/mililiter a roztoku obsahujliceho testovanu zlG&eninu
vDMSO o koncentracii 2%, a tento test bol vykonany S&tyrikrat, pricom pri
vykonavani tohoto testu bolo do kazdej testovacej trubice pridaného 5 pl
oligonukleotidového roztoku, 50u! roztoku obsahujiceho 600 um NAD® [*2 p] -
NAD, 8 pl roztoku obsahujiceho testovani zlugeninu a LMSO a 37 pl vody.
Pred zahajenim experimentu bol tento ,koktail* predbezne zahrievany po dobu
7 minut pli teplote 26°C, a rovnako tak to bolo vykonané s bunkovou
suspenziou. Reakcia bola potom na$tartovana pridavkom 300 pl buneénej
suspenzie. Tato reakcia bola potom zastavena pridavkom 2 mililitrov ladovo
chladného 10% TCA + 10% roztoku difosforeénanu sodného.

Okrem toho &o uZ bolo uvedené, bolo obvykle pouzitych Sest
testovacich trubic ako porovnavacie pokusy (slepé testy), pricom tieto
testovacie trubice obsahovali rovnaké zlozky ako bolo uvedené vyssie, oviem
pred pridanim bunenej suspenzie, bol pridany roztok TCA k zamedzeniu
priebehu akejkolvek reakcie. Tymto spésobom bolo vykonané korigovanie na
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vSetky nespecifické vazby oznaceného materidlu na pouzity filter.

Po pridani bunecnej suspenzie v urditych &asovych intervaloch do
kazdej z testovacich trubic bol do kaZzdej testovacej trubice pridany roztok
obsahujuci 10 % TCA + 10% difosforeénanu sodného o teplote 4°C, &o bolo
vykonané presne 5 min(t po pridavku buneénej suspenzie do tejto testovacej
trubice. V dalSom postupe, po ponechani tychto trubic na lade po dobu
minimalne jednej hodiny, boli obsahy jednotlivych trubic sfiltrované za pomoci
oddelenych filtralnych naleviek za pouZitia odsavacej futraénej aparatary a
GF/C filtranych prvkov (hruba strana smerom nahor) zvihéenych 10 % TCA.
Po sfiltrovani obsahu kaZdej trubice a oplachnuti filtrov, &o bolo vykonané
niekofkokrat roztokom 1% TCA + 1% difosforeénanu sodného, boli tieto filtre
opatrnym sp6sobom odstranené a usu$ené a potom boli umiestnené do
jednotlivych scintilaénych skdmaviek. Okrem toho boli pousité Styri dalSie
scintilacné skumavky, ktoré boli pouzité ako referenéné $tandardy a tieto
skamavky obsahovali 10pl roztoku 600 uM NAD* [*p}-NAD, pritom do kazdej
skumavky bolo pridané 10 mililitrov scintilaéného &inidla. Vyhodnocovanie bolo
potom prevadzané po dobu 2 minit na B-poéitadi k zisteniu pritomného *p, a
tymto spdsobom bolo stanovené mnozstvo pritomné poly (ADP-ribozy) a

aktivita PARP enzymu.
Viysledky in vitro PARP inhibi¢nych testov.

Okrem vykonania PARP enzymového testu, pri ktorom boli pouzité
zhora uvedené Standardné metddy, a testovana bola celd rada zlGéenin
pripravenych podfa predmetného vynalezu, boli rovnako vykonané
porovnavacie testy, pri ktorych bola vyssie uvedena $tandardna metdda pouzita
na urcité benzamidové zlugeniny, konkrétne benzamid, 3-hydroxybenzamid a 3-
metoxybenzamid, o ktorych je zname, ze prejavuji uréity PARP inhibiény
ucinok. V nasledujucej tabulke, ktord je uvedenad na konci popisnej Gasti, je
v tabulkovej forme uvedeny prehfad niektorych prikladnych zlGenin, ktoré
spadaju do rozsahu predmetného vynalezu a/ alebo predstavuji vSeobecne

308741



zname zlG¢eniny, ktoré boli testované zhora popisanou metddou, a rovnako si
tu uvedené vysledky PARP inhibiénych testov ziskanych pri vykonavani
jedného alebo viac inych testovacich experimentov, pri¢om tieto vysledky st
vyjadrené bud' ako percentuéine inhibicie pri koncentracii 10 uM alebo, &o je
obvyklejSie, ako hodnoty ICsp , pre testované zli&eniny pri pouZiti vyssie

popisanej testovacej metody.

Pri posudzovani dosiahnutych vysledkov je moZné povaZovat zname
PARP inhibitory, to znamena benzamid, 3-aminobenzamid a 3-
metoxybenzamid, ako referenéné zlGéeniny. | ked sa dosiahnuté vysledky
nejako liSia , vSeobecne je mozné uviest, Zze zlugeniny podla predmetného
vynalezu, ktoré boli testované, vykazovali relativne vysoky stupefi inhibiénej
u€innosti. Hlavne su vtomto smere benzimidazolkarboxamidy, ktoré sa
oznacené referenénymi znackami NU1064, NU1066, NU1086, a hlavne
zluceniny oznaéené NU1070, NU1076, NU1077, NU1085, NU1090, NU1091,
NU1092, NU1093 a N1088, pricom z tychto zlugenin vykazovali zlGéeniny pod
oznacenim NU1081 a NU1092 vynimo&ne dobré vysledky pokial sa tyka

inhibiénej GEinnosti.

Dalsie $tudie na biologicku aktivitu.

Podra tychto metod boli opat pouzité kultary bunednych linii leukémie
L1210 odobraté od mysi, pricom boli vykonané experiment na inhibicii rastu za
ucelom zistenia cytostatickych Gcinkov zligenin podla predmetného vynalezu a
okrem toho boli vykonané testy na klonogénné prezivanie k zisteniu
cytotoxicity, najma vo vztahu na pouZitie zluéenin podfa predmetného vynalezu
v spojeni s cytotoxickymi ¢inidlami poskodzujicimi DNA, ako st napriklad
cytotoxické protinadorové lie¢ivd alebo gama oZarovanie. Poskodzovanie
DNA a ucinok PARP inhibitorov na proces tvorenia rozruseného DNA retazca a
jeho opravy bol rovnako zistovany pomocou testu na poruchu DNA retazca a
monitorovanie alkalickej elucie, pricom boli pouzité metédy véeobecne znamych

a publikovanych.
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Pri teste na inhibovanie rastu boli v obvykiom vyhotoveni L1210 bunky
naotkované v koncentracii 1 x 10* /mililiter do 24 jimkovych multiplat, pricom
tento test bol uskutoCneny v trojakom vyhotoveni, nago boli po 24 hodinach
pridané  zliceniny alebo testované liediva vo zvolenych kombinacidch a
koncentraciach. V tomto €asovom okamziku bola jedna zostava vzorov (zdvojeny
pokus) vyhodnotena pomocou Coulterovho pogitaga (Ng a po 48 hodinach boli
vyhodnotené zbyvajice vzorky (Ni). Tymto spdsobom mohla byt odhadnuta
percentualna (%) inhibicia rastu v pripade vzorov o$etrenych liegivou latkou.
V pripade experimentov s kombinaciami latok, kedy bola skimana moznost
synergickych Gc€inkov na rast buniek alebo klonogenicita, bola ako kontrolna
hodnota brana pevna koncentracia cytotoxického vzorku .iediva, to znamena

temozolomidu (TM).
Priklady testov na cytotoxicitu in vitro.

Podrla jedného z prikladnych vyhotoveni testu na cytotoxicitu in vitro
bola pouzita zlG¢enina NU1064 (o je 2-metylbenzimidazol-4-karoxamid), prigom
podfa toho postupu boli mysi leukemickej bunky L1210 postupne inkubovane
zvysSujucu sa koncentraciu vy$Sie uvedenej zlugeniny NU1084 v pritomnosti
alebo v nepritomnosti 100uM metylaéného &inidla, temozolomidu, v koneénej
koncentracii DMSO 1%, pri¢om tento postup bol prevadzany v intervale 24 hodin
pri teplote 36°C. Tieto bunky boli potom peletované, nago boli opatovne
suspendované v ¢erstvom médiu, potom boli spoditané a naockované
k utvoreniu koldnii v 0,15% agaréze v médiu neobsahujicom liegiva latku. Po
jednom tyZdni boli kol6nie Zivotaschopnych buniek oznadené MTT (I mililiter 0,5
mg/mililiter) a séitané. Ug&innost na platni v pripade kontrolnych vzorov (89%) a
temozolomidu samotného (32%) bola normalizovand na 100% preZivajdcich
buniek a ainnost a platni v pripade buniek o$etrenych NU1064 bola vyjadrena
ako percento tychto hodnét.

V pripade pouZitia samotnej zli¢eniny NU1064 nastava uréité mierne
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zniZenie prezitia buniek (relativna Gginnost na platni pri koncentracii 100uM a
200 pM zlaceniny NU1064 = 72%, respektive 54%), ovéem znaé&ného zvysenia
temozolomidovej cytotoxicity so zvySujacimi sa koncentraciami zluéeniny
NU1064 (relativna ucinnost na platni pri koncentracii 100p M a 200 p M
zluceniny NU1064 = 28%, respektive 2%) naznaduje na uréité podporovanie
temozolomidovej cytotoxicity suvisiacej so zvySujucou sa koncentraiou
zlu€eniny NU1064. Tieto vysledky su ilustrované na priloZzenom obr. I.

Pri inych testoch na klonogénne prezivanie boli obvyklym spdsobom
bunky L1210 vystavené pésobeniu réznych koncentraci TM + pevné
koncentracie PARP inhibitoru po stanoveny &asovy interval 16 hodin, prigom
predtym boli spoditané a naockované forméacie kolonii v 0,12 az 0,15 %
agaréze v médiu neobsahujlicom liedivo. Po 7 az 10 dfioch boli kolonie
oznacené 0,5 mg/ml MTT a spogitané vizualne na mriezkovom boxe. Tymto
spésobom bolo mozné znazornit' krivky na preZivanie a stanovit hodnotu
DEF10, priCom tato hodnota DEF, je definovana ako pomer koncentracie TM,
pri ktorej je dosiahnuté zniZenie prezitia na 10%, delené koncentraciou TM, pri
ktorej je dosiahnuté zniZenie prezitia na 10 % v pritomnosti stanovenej
koncentracie PARP inhibitoru.

Pri dalSom teste na klonogénne prezitie je mozné k poskodeniu buniek
pouZit ozarovanie gama paprslekmi. V obvyklom vyhoptoveni tohoto testu sa
bunky L1210 (3 mililitre, 4 x 10° /mililiter v plastickych nadobkach) oZiaria pri
teplote 4°C r6znymi ddvkami gama Ziarenia v pritomnosti alebo v nepritomnosti
zluceniny, ktora je testovana, a konecnej koncentracii 2% DMSO. Tieto bunky
sa potom inkubuju pri teplote 37°C po dobu 2 hodin za kcr tinualnej pritomnosti
alebo nepritomnosti PARP inhibitora, naéo sa naogkuju za Géelom tvorby
kolonii.

Oprava potencidlneho lethalneho poskodenia (PLD) nastava v pripade,

ked sU bunky udrZované v stacionarnej faze po iniciovani PLD, nado sa
ponecha prebehnat buneéné delenie. Pri dalSom typickom experimente sa
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testovanie potencialnych PARP inhibitorov, sa bunky L1210 a PLD
spdsobenym gama Ziarenim ponechaju opravit  pritomnosti alebo
nepritomnosti testovanej zli¢eniny nasledujicim spdsobom: L1210 bunky sa
udrzuja v kultivaénom prostredi pokial sa nedosiahne stacionarna faza (>10°
buniek/mililiter). Potom sa prevedie zriedenie na 1,5 x 10° /mililiter
v kondicionovanom médiu z kulttry zo stacionarnej faze za Gi¢elom zabranenia
bunecného delenia. Vzorky buniek o objeme 2 mililitrov v dvojakom vyhotoveni
v plastickych nadobkach boli potom uchovavané na fade, tesne pred a
okamzite po oziareni vykonanom gama paprsleky ,8 Gray". Potom sa prida |
mililiter koncovej koncentracie testovanej zliéeniny (3x) v kondicionovanom
meédiu zo stacionarnej kultury tak, aby sa dosiahli vhodné koncové koncentracie
(to znamena 10° buniek /mililiter 1% DMSO + testované zliéeniny) a potom sa
tieto bunky inkubuja pri teplote 37°C po dobu 0, 2 a 4 hodiny, naéo sa vykona
opatovné suspendovanie v médiu neobsahujiucom lieéivo a nao&kovanie za
ucelom tvorby kol6nii.Vhodnd kontrolu pre stanovenie relativneho prezitia
buniek mézu poskytnat' neoziarené kultdry stacionarnej faze inkubované pri
teplote 37°C po dobu 0, 2 alebo 4 hodiny obsahujiice 1% DMSO + rovnaké
mnozstvo testovanej zlG&eniny. V nepritomnosti PARP inhibitoru sa prezivanie
buniek obvykle zvy3uje s pokracujucim ¢asom. Napriklad je mozné uviest, ze
v pripade jedneho radu vykonavanych experimentov, v pripade, ked bolo
vykonané naockovanie bezprostredne po oZiareni (bez opravy) preZilo iba asi
0.2 % buniek, ovdem po 4 hodinach opravnej periédy sa toto mnozstvo zvysilo
na 0,7%. Ug&inné PARP inhibitory blokuju tito opravu a tym znizuju rychlost

prezitia.

Pokial sa tyka testu na poSkodenie DNA retazca, o bolo zmienené
v prechadzajicom texte, obvykle sa tento postup vykonava tak, ze sa vzorky
buniek L1210 inkubuji po uréity ¢asovy interval, ako napriklad po dobu 1
hodiny, uréitou stanovenou koncentraciou, ako napriklad 150uM, temozolomidu
a okrem kontrolnych vzorov sa testovanie vykonava v pritomnosti zvysujucich
sa koncentracii testovanych PARP inhibitorov. Cim je uginnejsi inhibitor, tym sa
dosiahne vé&csia rychlost alkalickej elucie (meritko miery rozrusenia retazca)

20874 )i



56

Vv porovnani so samotnym temozolomidom.

K uvedenym testom je mozné vieobecne uviest, Ze tieto vykonané §tudie
plne podporuji predpoklad, Ze PAP inhibiéné charakiaristiky testovanych
zlucenin reflektuji schopnost tychto zligenin potenciovat cytotoxicitu &inidiel
poSkodzujucich DNA, ako su uréité cytotoxické protinadorové liediva a
oZarovanie pouZivané pri radioterapii. Vzhladom k vyssie uvedenému, ak sa
vezmi do uvahy silné PARP inhibiéné charakteristiky zli&enin podra
predmetného vynalezu, je mozné predpokladat, ze su tieto zlu€eniny najma
vhodné pre podévanie vspojeni stymito cytotoxickymi liegGivami alebo
radioterapii za G¢elom zosilnenia cytotoxického Uginku tychto &inidiel v priebehu

lieéby popisované vyssie.

V nasledujicom je uvedena tabulka s vysledkami farmakologickych

testov, ktoré boli blizSie popisané v hore uvedenom texte.
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Pomocné oo AEeniny Strukrira % inhibicie pri 10 uM
oznatenie Nazov zluceniny alebo hodnota ICs
o]
Ref benzamid |
C,H,0 NH, ICsp=12423.1 uM
Molekulova hmotnosr l
121,1
0
Ref 3-hydroxybenzamid )
C,H,NO, NH, [C50=8.0%3.5 uM (7)
Molekulova hmotnost |
137 [
OH
o]
Ref 3-methoxybenzamid I
C,H;,NO, NH, 55
Molekulovd hmotost' | P
151
OCH,
0
NU1064
2-methylbenzimidazol- | an -
4-karboxamid Z | NHK, IC5p=1.09 = 0.23 uM (3)
C,H,N,0 x
Molekuiovi hmotnost* \ ”N
175,38 AN
CHy
O
NUt066 benzimidazol-4- I
karboxamid 1 NH; ICqp = 1.26uM
C,HN,0
Molekulové hmotnost N _
o)
NUT067 benzimidazol-4-
karboxylova kyselina " OH Inaktivny
CHN,0,
Molekulova hmotnost' N
162,14 HN-Y
@)
NU1070 2-fenylbenzimidazol-4- |
karboxamid /\)\NH; IC4g=92nM
C\H,N,0 \\/ﬂ\
Molekulova hmotnost' ! N
237,26 M ICqy =103 aM
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NU1076

2-(4-methoxyfenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid
CisH;;N;0,
Molekulova hmotnost*
267,28

leo =59 nM

NU1077

2-(4-trifluormethyl-
fenyl)benzimidazol-4-
karboxamid
CISHIONJOF]
Molekulovd hmotnost!
305,25

NU1085

2-(4-hydroxyfenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid

C 1aH, |N:|oz
Molekulovi hmotnost'
253,26

[Cso =77 aM

NU1086

2-trifluormethyl-
benzimidazol-4-
karboxamid
C\H;;N,0,
Molekulovd hmotost'
281,31

Ic’o = 1.6 ,.LM

NU10%90

2-(4-methoxyfenyl)-N-
methylbenzimidazol-4-
karboxamid

C IGHISNJOZ
Molekulova hmotnost
281,31

IC,O- ~100 nM

NU1091

2-(d-nitrofenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid
Cl-lHloNloJ
Molekulova hmotnost'
282,25

z
xn

|

ICSO =22 aM
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NU1092

2-(4-kyvanofenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid
C.HNO
Molekulova hmotnost'
262.27

CCNH,

A\

N
4

Q

ICSO =33 nM

NU1093

2-(3-trifluormethyl-
fenyl)benzimidazol-4-
karboxamid
CISHIONJOFi
Molekulova hmotnost®
305,25

ICSO = 76 aM

NU1098

2-(3-methoxyfenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid
ClsHuNzoz
Molekulova hmotnost'
267,28

ICSO =130 nM

NUlL101

N-benzoyl-2-(4-
methoxyfenyl)-
benzimjdazo}-4-
karboxamid
C,H,;N,0,
Molekulovd hmotnost*
371,39

IC,O =027 p.x\ll

NUl1e:s

2-(4-aminofenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid
CllleN-lo
Molekulova hmotnost'
25227

ICso =91 nM

NUL104

2-(2-trifluormethyl-
fenyl)benzimidazol-4-
karboxamid

C.H 1eN;OF,
Moiekulova hmotnost'
305.25

Netestované
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NU11035

N-karboxybenzyl-2-(d-
methoxyfenyl)-
benzimidazol-4-
karboxamid
C.4H,oN,0,
Molekulova hmotnose
401,42

1.9 uM
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Zaver

Predmetny vynalez je treba brat komplexne tak, Zze zahriiuje jednotlivé
nové znaky alebo kombinacie tychto znakov, ktoré s popisované v tomto texte,
pricom hlavné aspekty predmetného vynalezu je mozno principidlne, ovéem
neobmedzujucim spdsobom, v SirSich medziach vyjadrit nasledujucim

spdsobom:
(i) Nové zluéeniny vSeobecného vzorca |, definovaného
vysSie,
(ii) Zlhgeniny vSeobecného vzorca | so substituentami

definovanymi vo vy$Sie uvedenom texte (v&itane foriem predstavuijtcich
prekurzory lie€iv a soli tychto latok) pouZitelné na terapiu alebo uréené na
pouzitie v lekarstve a na pripravu lieéebnych pripravkov, pouzitelnych
napriklad ako PARP inhibitory na podavanie v kombinacii s cytotoxickymi
lieCivami alebo s radioterapiou na potenciovanie Uginnosti tychto
prostriedkov pri lie€eni nadorov,

(iii) Postup pripravy novych zliéenin véeobecného vzorca |,
definovanych vo vysSie uvedenom texte, véitane vSetkych novych
medziproduktov vzniknutych pri vykonavani tohoto postupu

(iv) Farmaceutické prostriedky obsahujuce  zliéeninu
vseobecného vzorca |, ktora bola definovana vysSie, spoloéne
s farmaceuticky prijatelnou nosiCovou latkou, a

(V) Postup pripravy  farmaceutického prostriedku,

definovaného ad (iv) vid vyssie, to znamena metédami uvedenymi vyssie.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie benzimidazolovej zlGEeniny vSeobecného Strukturneho

vzorca | 0

NH,

1Y)

~
R'/

R

alebo farmaceuticky prijatelnej soli tejto zliéeniny a/alebo prekurzorovej formy
odvodenej od tejto zliceniny na pripravu prostriedku na medicinsky alebo
veterinarny Ucel na aplikovanie na terapiu na inhibovanie aktivity enzymu poly-
(ADP-rib6zy) polymerazy alebo PARP, rovnako oznaGované ako ADP-
ribosyltransferazy alebo ADPRT, pricom toto inhibovanie enzymu tvori prvok
terapeutického lie¢enia, pricom uvedena benzimidazolova zlGéenina
predstavuje aktivne PARP enzymové inhibiéné &inidlo a v tomto Struktdrnom
vzorci |:

R je zvoleny zo suboru zahriiujliceho atom vodika, alkylovi skupinu,
hydroxyalkylovi skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylovi skupinu (ako je
napriklad acetylovd skupina alebo benzoylova skupina) alebo pripadne
substituovanu arylovi skupinu  (ako je napriklad fenylova skupina) alebo
aralkylovu skupinu (ako je naprikiad benzylova skupina alebo karboxybenzylové
skupina), a

R' je zvoleny zo slboru zahriiujiceho vodik, alkylovi skupinu,
hydroxyalkylovi skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylovid skupinu (ako je

W87 1



64

napriklad acetylova skupina alebo benzoylova skupina) alebo pripadne
substituovant arylovia skupinu (ako je napriklad fenylova skupina) alebo
aralkylovu skupinu (ako je napriklad benzylova skupina alebo karboxybenzylova

skupina).

2. Pouzitie podfa naroku 1, benzimidazolovej zlt¢eniny definovanej v
tomto naroku, podla ktorého alkylova skupina alebo kazda pritomna alkylova
skupina, bud ako také alebo ako sucast alkoxyskupiny alebo inej skupiny,
obsahuje 1 az 6 atémov uhlika.

3. Pouzitie podla naroku 1 benzimidazolovej zlugeniny podfa naroku 1
alebo 2, podra ktorého:
R znamena pripadne substituovanu fenylovi skupinu, ktora ma
Struktarny vSeobecny vzorec |I:
I

(IT)

v ktorom:

R, Rz a Ry sG kazdy nezavisle na sebe vybrané zo suboru
zahriiujuceho atém vodika, hydroxyskupinu, alkoxyskupinu, NO,, N3, NRsRg
(kde Rs a Rg kaZdy jednotlivo a na sebe nezavisle znamenaju atom vodika,
alkylovu skupinu alebo alkoxyskupinu), dalej NHCOR; (kde Rj je alkylova
skupina alebo arylova skupina), CO;R, (kde Rs znamena atéom vodika alebo
alkylovi skupinu), amidovi skupinu (ako naprikad skupinu CONH,) |,
tetrazolovl skupinu, alkylovi skupinu, hydroxyalkylov( skupinu, skupinu CWs
alebo W (kde W znamena halogén) a skupinu CN.

4. Pouzitie podfa naroku 1, benzimidazolovej zluéeniny definovanej v

naroku 3 podla ktorého R, znamena skupinu int nez atém vodika, pricom tato
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skupina je v polohe 4’ , a R; a Rg znamenaju kazdy atom v dika.

5. Pouzitie zluCeniny podla niektorého z predchadzajucich narokov,

podla ktorého:
R' znamend pripadne substituovani fenylovi skupinu, ktord ma

vSeobecny Strukturny vzorec ll:

Rio

/ >)( (1II)
=/\R7

Rg

v ktorom:

Rz, Rs @ Ry st kazdy nezavisle vybrany zo stbor. zahriiujaceho atém
vodika, hydroxyskupinu, alkoxyskupinu, NO,, N3, NRsRs (kde Rs a Rg kazdy
jednotlivo a na sebe nezavisle znamenaju atém vodika, alkylov skupinu alebo
alkoxyskupinu), dalej NHCOR; (kde R; je alkylova skupina alebo arylova
skupina), CO;Rs (kde Rs znamena atém vodika alebo alkylovi skupinu),
amidovli skupinu (ako je napriklad skupina CONH,), tetrazolovii skupinu,
alkylovt skupinu, hydroxalkylovi skupinu, skupinu CW; alebo W (kde W
znamena halogén) a skupinu CN.

6. Pouzitie podla naroku 1, benzimidazolovej zlGéeniny podfa naroku
5, podfa ktorého
Rz znamena skupinu int nez atém vodika, pri¢om tato skupina je v polohe 4’ , a

Rs a R10 znamenajl kazdy atém vodika.

7. Pouzitie podfla naroku | benzimidazolovej zlGéeniny definovanej v
tomto naroku , podla ktorého R znamena skupinu vybrani zo suboru
zahriujuceho metylovd skupinu, etylovd skupinu, n-propylovi skupinu, i-
propylovi skupinu, n-butylovi skupinu, t-butylovi skupinu a cyklohexylovu
skupinu.
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8. Pouzitie podfa naroku 1 benzimidazolovej zlu¢eniny definovanej v
tomto naroku , podfa ktorého R’ znamena atéom vodika alcbo alkylova skupinu
a R znamena fenylovi skupinu alebo benzylovi skupinu, ktoré obsahuiju
prinajmenSom jeden substituent na benzenovom kruhu, priéom tento
substituent je vybrany zo suboru zahrfiujuci hydroxyskupinu, alkoxyskupinu,
NO2, N3, NRsRg, (kde Rs a Rg kazdy jednotlivo a na sebe nezavisle znamenaiju
atom vodika, alkylova skupinu alebo alkoxyskupinu), dalej NHCOR; (kde R; je
alkylova skupina alebo arylova skupina), CO,R4 (kde R4 znamena atém vodika
alebo alkylovl skupinu), amidovu skupinu (ako napriklad skupinu CONH,) ,
tetrazolov( skupinu, alkylovi skupinu, hydroxalkylovii skupinu, skupinu CWjs
alebo W (kde W znamena halogén) a skupinu CN.

9. Pouzitie zlG€eniny podfa naroku 1 benzimidazolovej zli&eniny, podfa

ktorého je uvedena zlGéenina vybrana zo suboru zahrfiujaceho:

(a) 2-metylbenzimidazol-4-karbaoxamid,

(b) benzimidazol- 4-karboxamid,

(c) 2-fenylbenzimidazol —4-karboxamid,

(d) 2-(4’ -metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(e) 2-(4" -trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

4)) 2-(4'- hydroxyfenyl ) benzimidazol-4-karboxamid,

(9) 2-trifluormetylbenzimidazol-4-karboxamid,

(h) 2-(4' - metoxyfenyl)-A-metylbenzimidazol-4-karboxamid,

(i) 2-(4'- nitrofenyl)benzimidazol-4-karboxamid,

) 2-(4’- kyanofenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(k) 2-(3' - trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(1) 2-(3' - metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(m) 2-(4'- metoxyfenyl) —I-N-benzoylbenzim’ 1azol-4-karbox-
amid,

(n) 2-(4'- aminofenyl) venzimidazol-4- karboxamid,

(0) 2-(2'- trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid, a
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(p) N-karboxybenzyl-2-(4'-metoxyfenyl) benzimidazol-4-karbo-

xamid.

10. PouZitie podla naroku 1 benzimidazolovej zla€eniny, podla
niektorého z predchéadzajucich narokov, podra ktorého je uvedena zli&enina vo
forme prekurzoru lieciva, ktora ma ako substituent skupinu vybrana zo suboru
zahriujaceho fosfatova skupinu, karbamatova skupinu alebo aminokyselinov(

skupinu.

11. Pouzitie podla naroku 1 benzimidazolovej zlGgeniny , ktorou je
fosfatovy derivat zlugeniny uvedeného $truktarneho vzorca | a ktory predstavuje
formu prekurzoru lie€iva benzimidazolovej zligeniny definovanej v niektorom z
narokov 1 az 9.

12. PouZitie podlfa naroku 1 benzimidazolovej zliéeniny vo forme
fosfatového prekurzoru liegiva predstavujliceho vo vode rozpustni fosfatovu
aménnu sol alebo fosfatovli sol alkalického kovu odvondenu od zluéeniny
vSeobecného $trukturneho vzorca |, definovaného v niektorom z narokov 1 a2
9, ktora ma prinajmen$om jednu hydroxylovi skupinu ako substituent.

13. Pouzitie podfa naroku 12, podra ktorého benzimidazolova zlG&enina
vSeobecného $truktirneho vzorea |, od ktorého je odvodeny fosfatovy prekurzor
lieCiva, ma hydroxylovii skupinu ako substituent, ktory Zreagoval
s dibenzylfosfonatom.

14. Benzimidazolova zli&enina v§eobecného §trukturneho vzorea I:
0

NH,

M

<
R,/

R
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alebo farmaceuticky prijatelna sol odvodena od tejto zluéeniny a/alebo forma
prekurzoru lieCiva tejto zli¢eniny, charakterizovana tym, Zze vtomto
vSeobecnom §trukturnom vzorci I

R je zvoleny zo suboru zahriiujuceho atdom vodika, alkylova skupinu,
hydroxyalkylovi skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acy >vi skupinu (ako je
napriklad acetylova skupina alebo benzoylova skupina) alebo pripadne
substituovanu arylovi skupinu (ako je napriklad fenylova skupina) alebo
aralkylova skupinu (ako je napriklad benzylova skupina alebo karboxybenzylova
skupina),

S tou podmienkou, ze

R neznamena 4'-metansulfonyloxy-2' -metoxyfenylova skupinu,
alebo
4’metansulfonylamino-2°-metoxyfenylovl skupinu a dalej neznamena fenylovt
skupinu, ktord ma substituent vybraty zo suiboru zahriujiceho alkylsulfenylova
skupinu,  alkylsulfinylovid  skupinu, alkansulfonylovid skupinu, alebo
alkylsulfooximinovi skupinu, alkylsulfooximinovi skupinu substituovani na
atdbme dusika alkanoylovou skupinou, alkylsulfonylovou skupinou, alebo
hydroxykarbonyl-alkylénkarbonylovou skupinou, etoxys<upinu, alebo n-
propoxyskupinu, z krorych kazda je substituovand na koncovej polohe
alkylsulfenylovou skupinou, alkylsulfinylovou skupinou, alkansulfonylovou
skupinou, alebo alkylsulfoximinovou skupinou, alkoxykarbonylaminovi skupinu
alebo N-alkylaminokarbonylaminovu skupinu a

R’ je zvoleny zo suboru zahrfiujGceho vodik, alkylovd skupinu,
hydroxyalkylovi skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylovi skupinu (ako je
napriklad acetylova skupina alebo benzoylova skupina) alebo pripadne
substituovanu arylovi skupinu (ako je napriklad fenylova skupina),

s tou podmienkou, Zze R’ neznamena bifenylovil skupinu alebo
substituovanu bifenylova skupinu,

na pouZitie v terapii ako uc¢inné farmaceutické latky.

15. Zlucenina vS§eobecného Strukturneho vzorca :

WORT
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NH,

(M

/N\/<
R R
alebo farmaceuticky prijatelna sol odvodena od tejto zluceniny,

v ktorom:

R je zvoleny zo suboru zahriujiceho vodik, alkylovi skupinu,
hydroxyalkylova skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylovd skupinu (ako je
napriklad acetylova skupina alebo benzoylova skupina) alebo pripadne
substiuovanu arylovi skupinu (ako je naprikiad fenylova skupina) alebo
pripadne substituovant aralkylovti skupinu (ako je napriklad benzylova skupina
alebo karboxybenzylova skupina), a
s tou podmienkou, Ze R neznamena 4'-meténsulfonyloxy-2' -metoxyfenylovu
skupinu, alebo 4°'metansulfonylamino-2’-metoxyfenylovii  skupinu a dalej
neznamena fenylovi skupinu, ktora m& substituent vybraty zo stboru
zahriujuceho alkylsulfenylovu skupinu, alkylsulfinylovu skupinu,
alkansulfonylov( skupinu, alebo alkylsulfooximinovt skupinu,
alkylsulfooximinovi skupinu substituovani na atéme dusika alkanoylovou
skupinou, alkylsulfonylovou skupinou, alebo hydroxykarbonyl-
alkylénkarbonylovou skupinou, etoxyskupinu, alebo n-propoxyskupinu, z
krorych kazda je substituovana na koncovej polohe alkylsulfenylovou skupinou,
alkylsulfinylovou skupinou, alkansulfonylovou skupinou, alebo
alkylsuifoximinovou skupinou, alkoxykarbonylaminovii skupinu  alebo  N-
alkylaminokarbonylaminov( skupinu a

R’ je zvoleny zo sUboru zahriujuceho atém vodika, alkylovu skupinu,
hydroxyalkylova skupinu (ako napriklad CH,CH,OH), acylovu skupinu (ako je
napriklad acetylovd skupina alebo benzoylova skupina) alebo pripadne
substituovanu arylov( skupinu (ako je napriklad fenylova skupina),

s tou podmienkou, Ze R* neznamena bifenylovi, alebo substituovant
bifenylovd skupinu,
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16. ZlGCenina podla naroku 14 alebo 15, v ktorej alkylova skupina alebo
kazda pritomna alkylova skupina, bud' ako taka alebo ako sugast alkoxyskupiny

alebo inej skupiny, obsahuje 1 az 6 atémov uhlika.

17. Zlu€enina podla naroku 14, 15 alebo 16, v ktorej:

R znamena fenylovi skupinu, ktora ma $truktirny véeobecny vzorec Il;

Ry
/ Y (1D

v ktorom:

R, Rz a Ry si kazdy nezavisle na sebe vybrané zo suboru
zahrrivjuceho atém vodika, hydroxyskupinu, alkoxyskupinu, NO,, N3, NRsRs
(kde Rs a Rg kaZdy jednotlivo a na sebe nezavisle znamenaju atém vodika,
alkylovl skupinu alebo alkosystupinu), dalej NHCOR; (kde R je alkylova
skupina alebo arylova skupina), CO;R4 (kde R4 znamené atém vodika alebo
alkylovl skupinu), amidov( skupinu (ako napriklad skupinu CONH,),
tetrazolovu skupinu, alkylov skupinu, hydroxalkylovi sk ipinu, skupinu CWs
alebo W (kde W znamena halogén) a skupinu CN.

18. ZlaCenina podfa naroku 17, v ktorej R, znamena skupinu int nez
atém vodika, pricom tato skupina je v polohe 4’ , a R, a Rg znamenaju kazdy
atom vodika.

19. ZlGEenina podla niektorého z narokov 14 a3 18, v ktorej:

R’ znamena pripadne substituovani fenylov(i skupinu, ktora ma
vSeobecny Strukturny vzorec lII:
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/ >>( (111)

v ktorom:

Rz, Rg a Ry st kazdy nezavisle vybraty zo siboru zahriiujiceho atom
vodika, hydroxyskupinu, alkoxyskupinu, NO,, N3, NRsRg (kde Rs a Rg kaZdy
jednotlivo a na sebe nezavisle znamenaji atdm vo vodika, alkylovd skupinu
alebo alkoxyskupinu), dalej NHCORj3 (kde R3 je alkylova skupina alebo arylova
skupina), CO,R; (kde Rs znamena atom vodika alebo alkylov skupinu),
amidovu skupinu (ako napriklad skupinu CONHj), tetrazolovd skupinu, alkylov
skupinu, hydroxalkylovi skupinu, skupinu CW; alebo W (kde W znamena
halogén) a skupinu CN.

20. Zlucenina podlfa naroku 19, v ktorej Ry znamena skupinu int nez
atém vodika, priCom tato skupina je v polohe 4’, a Rg a R1p znamenaju kazdy
atom vodika.

21. Zlucenina podfa naroku 14 alebo 15, v ktorej R znamena skupinu
vybrani zo suUboru zahrfiujiceho metylovi skupinu, etylovi skupinu, n-
propylovui skupinu, i-propylovi skupinu, n-butylovi skupinu, t-butylovd skupinu
a cyklohexylova skupinu.

22, Zlaéenina podla naroku 14 alebo 15, v ktorej R’ znamena atém
vodika a R znamena fenylovi skupinu alebo benzylovi skupinu, ktoré obsahuju
prinajmenSom jeden substituent na benzénovom kruhu, pricom tento
substituent je vybrany zo stiboru zahrfiujiceho hydroxyskupinu,
alkoxyskupinu, NOz, N3, NRsRg (kde Rs a Rg kazdy jednotlivo a na sebe

nezavisle znamenaju atébm vodika, alkylov( skupinu alebo alkoxyskupinu), dalej
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NHCOR; (kde Rj je alkylova skupina alebo arylova skupina), CO3R4 (kde R4
znamena atém vodika alebo alkylovi skupinu), amidovl skupinu (ako napriklad
skupinu  CONH_), tetrazolovi skupinu, alkylovi skupinu, hydroxalkylova
skupinu, skupinu CWs alebo W (kde W znamena halogén) a skupinu CN.

23. Zlucenina podla naroku 14 alebo 15, pritom touto zliéeninou je

jedna zlucenina vybrana zo suboru zahrfujuceho:

(a) 2-metylbenzimidazol-4-karboxamid,

(b) benzimidazol-4-karboxamid,

(c) 2- (4' -metoxyfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(d) 2- (4’ - trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(e 2- (4' -hydroxyfenyl) venzimidazol-4-karboxamid,

)] 2-trifluormetylbenzimidazol-4-karboxamid,

(9) 2- (4’ metoxyfenyl) —N-metylbenzimidazol-4-karboxamid,

(h) 2- (4'- nitrofenyl)benzimidazol-4-karboxamid,

(i) 2- (4'- kyanofenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

() 2- (3’ -trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid,

(k) 2- (3'- metoxyfenyl)benzimidazol-4-karboxamid,

()] 2- (4' -metoxyfenyl)-I-N-benzoylbenzimidazol-4-kar-
boxamid,

(m) 2- (4’ - aminofenyl)benzimidazol-4-karboxamid,

(n) 2- (2' - trifluormetylfenyl) benzimidazol-4-karboxamid, a

(0) N-karboxybenzyl - 2-(4'-metoxyfenyl) benzimidazol-4-
karboxamid.

24. ZluGenina podla niektorého z narokov 14 az 23, pricom tato
zliCenina je vhodna pre peroraine alebo intravenézne terapeutické podavanie a
tato zli¢enina je vo forme prekurzoru liediva, ktora je ako substituent skupiny
vybrany zo stiboru zahriiujliceho fosfatov( skupinu, karbaméatovu skupinu alebo

aminokyselinova skupinu.
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25. Zlugenina podfa naroku 24, kde forma prekurzoru liediva je
fosfatovy derivat zluceniny vyssie uvedeného vSeobecného truktirneho vzorca
I

26. Zlucenina podfa naroku 25, pridom tato zliéenina vo forme
fosfatového prekurzoru liediva predstavujdcehol vo vode rozpustnu fosfatovi
amonnu sol alebo fosfatovi sof alkalického kovu odvodend od zluéeniny
vSeobecného Struktirneho vzorca I, ktord ma prinajmensom jednu hydroxylovu
skupinu ako substituent.

27. ZluCenina podla naroku 26, pricom zlienina uvedeného
vSeobecného Struktirneho vzorca |, od ktorého je odvodeny fosfatovy prekurzor
lieCiva, ma hydroxylovi skupinu ako substituent, ktora zreagovala
s divenzylfosfonatom.

28. Sposob pripravy zluéeniny podla naroku 17, vyznaéujici sa tym,
Zze zahrfiiuje stupne reakcie alkylesteru kyseliny 2,3-diaminobenzoovej
s chloridom arylkyseliny, spracovanie ziskaného produktu kyselinou octovou pri
zvySenej teplote na dosiahnutie tvorby benzimidazolového kruhu a reakcie
s kvapalnym amoniakom za vzniku amidového derivatu.

29. Zlucenina podfa niektorého z narokov 14 aZ 27 na pouZitie v terapii
ako aktivne PARP-inhibiéné g&inidlo.

30. PouZitie zlG&eniny podrla niektorého z narokov 14 az 27 na pripravu
prostriedku na medicinske alebo veterinarne Gdely na aplikovanie pri
terapeutickom lie¢eni cicavcov.

31. Farmaceuticky prostriedok alebo kompozicia na medicinske ucely
vyznacujuca sa tym, Ze obsahuje zlG&eninu podfa naroku 29 v jednotkove;j
davkovej forme uréenej pre podavanie cicavcom prispievajuca Kk lieéeniu

stc¢asne s PARP-inhibi¢nym &inidlom v priebehu terapie.
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32. Farmaceuticky prostriedok alebo kompozicia na medicinske Ggely,
vyznacujica sa tym, Ze obsahuje G¢inné PARP-inhibi¢né mnozstvo zlaceniny
definované v niektorom znarokov 14 az 27 spoloéne s farmaceuticky

prijatelnou nosiovou latkou.

33. Farmaceuticky prostriedok alebo kompozicia podfa naroku 31 alebo
32, vyznatujuca sa tym, Ze je uréend na pouZitie v spojeni s cytotoxickymi

¢inidlami alebo radioterapiou pri protinadorovej terapi.

34. Farmaceuticky prostriedok, vyznadujici sa tym, Ze obsahuje
uCinné PARP inhibiéné mnoZstva zlieniny podla naroku 29 vzmesi
s terapeuticky vhodnym a (¢innym mnozstvom cytotoxického liegiva pre
pouzitie pri protinadorovej terapii.

35. Spbsob terapeutického liecenia vykonavaného u cicavcov, u
ktorych inhibovanie aktivity PARP enzymu je povaZované za prispievajuce
k lieeniu vyznaéujuce sa tym, Ze tento postup zahriiuje podavanie tymto
cicavcom uginného PARP-inhibiéného mnozstva zligeniny podfa niektorého

z narokov 14 az 27.
36. Spdsob podfa naroku 35, vyznaéujici sa tym, Ze sa vykonava

v spojeni s podavanim cytotoxického lie¢iva alebo radioterapiu poskodzujticou
DNA v priebehu protinadorovej terapie.
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Obr. 1

Klonogénny test s bunkami L1210
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