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Arzneimittel zur Behandlung von eine Inhibition oder Aktivitatsverminderung von pH-

Wert-regulierenden Bikarbonat-Transporter-Proteinen erfordernden Erkrankungen

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Selektiven Imidazolin
Rezeptor Agonisten und deren physiologisch vertraglichen Saureadditionssalzen zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen und/oder Erkrankun-
gen in gréBeren S&ugetieren oder Menschen, die eine Inhibition oder Verminderung
der Aktivitat von den intrazellularen pH-Wert regUIierenden und zur Superfamilie der
Bikarbonat-Transporter gehérenden Proteinen erfordern, und zur Herstellung von fir
diese Behandlung und/oder Prophylaxe geeigneten Arzneimitteln.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue pharmazeutische Zubereitun-
gen zu entwickeln, welche geeignet sind zur Behandlung von funktionellen Stérun-
gen und/oder Erkrankungen, die eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von
den intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat-
Transporter gehérenden Proteinen erfordern. Insbesondere besteht die Aufgabe dar-
in, Arzneimittel zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Erkrankungen bereitzustel-
len, die ausgewéhlt sind aus der Gruppe bestehend aus Krankheitsbildern der Kno-
chen, die durch ein unerwiinschtes MaB an Knochenresorption bedingt sind, insbe-
sondere Osteoporose, Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, insbesondere
Magengeschwdre, und neuronalen und/oder neuropsychiatrischen Erkrankungen, die
mit einer pathologisch verdnderten, vorzugsweise einer gesteigerten neuronalen Ak-
tivitat zusammenhéngen, insbesondere Depression, Alzheimer'sche Erkrankung,
Essstorungen und Schizophrenie.
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Erfindungsgeman werden zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitun-
gen zur Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen und/oder Er-
krankungen, die eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von den intrazellula-
ren pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat-Transporter gehé-
renden Proteinen erfordern, vorzugsweise zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
Erkrankungen ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus Krankheitsbildern der
Knochen, die durch ein unerwiinschtes MaB an Knochenresorption bedingt sind, ins-
besondere Osteoporose, Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, insbesondere
Magengeschwire, und neuronalen und/oder neuropsychiatrischen Krankheiten, die
mit einer pathologisch verénderten, vorzugsweise einer gesteigerten neuronalen Ak-
tivitat zusammenhéangen, insbesondere Depression, Alzheimer'sche Erkrankung,
Essstérungen und Schizophrenie, selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten und de-

ren physiologisch vertragliche Saureadditionssalze verwendet.

Als physiologisch vertragliche Saureadditionssalze der selektiven Imidazolin
Rezeptor Agonisten eignen sich Salze mit anorganischen Sé&uren, beispielsweise
Halogenwasserstoffsduren, oder mit organischen Sauren, beispielsweise niederen
aliphatischen Mono- oder Dicarbonsduren wie Essigsdure, Fumarsdure oder Wein-

sdure oder aromatischen Carbonsauren wie z.B. Salicylsaure.

Verbindungen, die Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten darstellen, sind
zum Beispiel aus den Européischen Patentanmeldungen EP 0 710 658 und EP 0 846
688, sowie aus den PCT Anmeldungen WO 01/41764 und WO 00/02878 bereits be-
kannt, ohne damit die Gruppe der selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten einzu-
schranken. Die in der Europdischen Patentanmeldung EP 0 710 658 beschriebenen
neuen 5-(Aryloxymethyl)-Oxazolin Derivate zeichnen sich durch eine selektive Affini-
tat fir den Imidazolin Rezeptor des Typs 1 aus. In der Européischen Patentanmel-
dung EP 0 846 688 werden neue Imidazolin-Derivate beschrieben, die Bindungsaffi-
nitat zu Imidazolin Rezeptoren besitzen, aber kaum Affinitat zu den adrenergen Re-
zeptoren aufweisen. Die PCT Anmeldung WO 01/41764 beschreibt neue Isochinolin
und Chinolin Derivate, die Affinitat fir Imidazolin Rezeptoren besitzen. Die PCT An-
meldung WO 00/02878 offenbart neue B-Carbolin Derivate als potentielle Liganden

flr Imidazolin Rezeptoren. Die besagten Verbindungen kénnen auf an sich bekannte
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Weise nach den in den vorgenannten Patentanmeldungen beschriebenen Verfahren

oder analog zu diesen Verfahren hergestellt werden.

Aus den oben angefihrten Patentanmeldungen seien insbesondere die fol-
genden Verbindungen genannt, die Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten darstel-
len. Zunachst sei die Verbindung 5-[(2-Bromphenoxy)methyl]-4,5-dihydro-oxazol-2-

ylamin (S-23515) der Formel |
N
A3
o NH, I

0—C
H,

Br

genannt, die zu den in der oben angefilihrten Européischen Patentanmeldung
EP 0 710 658 beschriebenen 5-(Aryloxymethyl)-Oxazolin Derivaten gehért.

Weiterhin sei die Verbindung 1-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-isochinolin
(BU98008) der Formel i

AN

~N i

N “NH
/

genannt, die zu den in der oben angefihrten PCT Anmeldung WO 01/41764
beschriebenen Isochinolin und Chinolin Derivaten gehért. Die genannten Verbindun-
gen kénnen auf an sich bekannte Weise nach den in den vorgenannten Patentan-
meldungen beschriebenen Verfahren oder analog zu diesen Verfahren hergestelit
werden.

Weiterhin zahlen insbesondere die in der deutschen Patentanmeldung Nr. 28
49 537 beschriebenen 5-[(2-Imidazolin-2-yl)-amino]-pyrimidin-Derivate, die blut-
drucksenkende Eigenschaften aufweisen, zu der Gruppe der Selektiven Imidazolin
Rezeptor Agonisten. Hier sei insbesondere die Verbindung 4-Chlor-5-[(4,5-dihydro-

1H-imidazol-2-yl)-amino]-6-methoxy-2-methylpyrimidin (= Moxonidin) der Formel Il|
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Cl
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genannt. Moxonidinhaltige pharmazeutische Zubereitungen sind als Antihy-
pertensiva unter den Markennamen Physiotens® im Handel erhéltlich und werden
medizinisch als Antihypertensivum eingesetzt. Aus dem Stand der Technik ist hin-
langlich bekannt, dass es sich bei Moxonidin um einen selektiven Liganden des Imi-
dazolin Rezeptors des Typs | handelt (siehe auch z.B. [Ernsberger (2000) Pharma-
cology of moxonidine: an I1-imidazoline receptor agonist. J Cardiovasc Pharmacol.
35:527-41]). Die oben genannten Verbindungen kdnnen auf an sich bekannte Weise
nach den in der vorgenannten Patentanmeldung beschriebenen Verfahren oder ana-

log zu diesen Verfahren hergestellt werden.
Weiterhin gehéren die in der deutschen Patentanmeldung Nr. 23 62 754 be-
schriebenen Cyclopropylmethylamine, die blutdruckvermindernde Eigenschaften be-

sitzen, zu der Gruppe der Selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten. Hier sei insbe-
sondere die Verbindung N-(Dicyclopropylmethyl)-4,5-dihydro-2-oxazolamin (Rilmeni-

DU

genannt. Dass es sich bei Rilmendine um einen selektiven Imidazolin Rezep-

dine) der Formel IV

tor Agonisten handelt, ist aus dem Stand der Technik hinlanglich bekannt (siehe z.
B. [Bock et al. (1999) Analysis of the receptor involved in the central hypotensive
effect of rilmenidine and moxonidine. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol.
359:262-71}). Die oben genannten Verbindungen kénnen auf an sich bekannte Wei-
se nach den in der vorgenannten Patentanmeldung beschriebenen Verfahren oder

analog zu diesen Verfahren hergestellt werden.



WO 2004/000312 PCT/EP2003/006319

Desweiteren gehodren die in der Européischen Patentanmeldung EP 1 101 756
beschriebenen neuen Aminopyrrolin Derivate, die fur die Behandlung von kardio-
vaskularen Erkrankungen, u.a. von Bluthochdruck, geeignet sind, zu der Gruppe der
Selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten. Hier sei insbesondere die Verbindung cis-
/trans-Dicyclopropylmethyl-(4,5-dimethyl-4,5-dihydro-3H-pyrrol-2-yl)-amin (LNP-509) .
der Formel V

ZT

genannt. Bei LNP-509 handelt es sich um einen Liganden, der selektiv flir den
Imidazolin Rezeptor Typ |1 ist und hypotensive Eigenschaften besitzt [Schann et al.
(2001) Synthesis and biological evaluation of pyrrolinic isosteres of rilmenidine. Dis-
covery of cis-/trans-dicyclopropylmethyl-(4,5-dimethyl-4,5-dihydro-3H-pyrrol-2-yl)-
amine (LNP 509), an |1 imidazoline receptor selective ligand with hypotensive activi-
ty. J Med Chem. 44):1588-93]. Die oben genannten Verbindungen kénnen auf an
sich bekannte Weise nach den in der vorgenannten Patentanmeldung beschriebenen

Verfahren oder analog zu diesen Verfahren hergestellt werden.

Auch die in der Europaischen Patentanmeldung EP O 638 568 beschriebenen
neuen substituierten Piperazin Derivate, die fir die Behandlung von nicht-insulin ab-
hédngigem Diabetes geeignet sind, zédhlen zu der Gruppe der Selektiven Imidazolin
Rezeptor Agonisten. Hier seien insbesondere die Verbindung 1-(2,4-Dichlorobenzyl)-
2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-4-methylpiperazin (PMS-812, auch als S-21663 be-

zeichnet) der Formel VI
Cl Cl
\N/\|
N

HNT N

\1
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oder die Verbindung 1-Methyl-4-(2,4-dichlorobenzyl)-2-(4,5-dihydro-1H-
imidazol-2-yl)-piperazin, sowie die Verbindung 1,2-Diisopropyl-2-(4,5-dihydro-1H-
imidazol-2-yl)-piperazin (PMS-847, auch als S-22068 bezeichnet) der Formel V|

Y

genannt. Bei PMS-812 (S-21663) und PMS-847 (S-22068) handeit es sich um
Imidazolin-Derivate, die an Imidazolin Rezeptoren binden [Rondu et al. (1997) De-
sign and synthesis of imidazoline derivatives active on glucose homeostasis in a rat
model of type Il diabetes. 1. Synthesis and biologvical activities of N-benzyl-N'-
(arylalkyl)-2-(4',5'-dihydro-1'H-imidazol-2'-yl)piperazines. J Med Chem. 40:3793-803;
Le Bihan et al. (1999) Design and synthesis of imidazoline derivatives active on glu-
cose homeostasis in a rat model of type Il diabetes. 2. Syntheses and biological ac-
ti\}ities of 1,4-dialkyl-, 1,4-dibenzyl, and 1-benzyl-4-alkyl-2-(4',5'-dihydro-1'H-
imidazol-2‘-yl)piperazinés and isosteric analogues of imidazoline. J Med Chem.
42:1587-603]. Die oben genannten Verbindungen kénnen auf an sich bekannte Wei-
se nach den in der vorgenannten Patentanmeldung beschriebenen Verfahren oder

analog zu diesen Verfahren hergestellt werden.

Lebende Zellen sind mit Mechanismen zur Erhaltung des intrazelluléren pH-
Wertes ausgestattet. Zellen sind einerseits mit einer Saurebelastung aus ihrem Me-
tabolismus konfrontiert, andererseits stellt die elektrische Potentialdifferenz an der
Zellmembran eine betrachtliche treibende Kraft fur den H*-lonen-Einstrom in die Zel-
len dar. Fur die Konstanthaltung des intrazellularen pH-Wertes sind vor allem zwei
Mechanismen verantwortlich, die metabolische Pufferung und der Transport von
Sauren und Basen durch die Zellmembran. Von besonderem Interesse sind hier sol-
che Proteine, die Protonen- und Bikarbonat-lonen Uber die Zellmembran transportie-
ren.
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Die Proteinsuperfamilie der Bikarbonat-Transporter umfasst sowohl die Na*-
unabhéngigen Chlorid-/Bikarbonat-Austauscher (abgekirzt AE, von ,anion ex-
change®), verschiedene Na*-/Bikarbonat-Cotransporter (abgekirzt NBC) als auch
Na*-abhédngige Anionen-Austauscher (abgekirzt NDAE), wie den Na*-abhingigen
Chlorid-/Bikarbonat-Austauscher (abgekiirzt N(D)CBE, von ,Na*-driven chlori-
de/bicarbonate exchanger). Ein Charakteristikum der meisten Bikarbonat Transpor-
ter ist, dass sie durch die Verbindung 4,4'-Diisothiocyanostilben-4,4'-disulfonat
(DIDS) relativ effektiv inhibiert werden [Boron (2001) Sodium-coupled bicarbonate
transporters. JOP 24(Suppl):176-81].

Der Na*-unabhangige Chlorid-/Bikarbonat (CI/HCO3’) Austauscher AE kataly-
siert die Freisetzung des Bikarbonat-lons HCOj3; aus der Zelle im Austausch gegen
die Aufnahme eines Chlorid-lons CI" in die Zelle. Dieser Austausch ist elektrisch
neutral. Dieser Austauscher ist bekanntermaBen vor allem an der Regulation des
intrazellularen pH-Wertes, des Zellvolumens und der intrazelluldaren Chlorid-lonen
Konzentration beteiligt. Dieser Austauscher wird generell durch intrazellulare Alkalo-
se aktiviert. Die Genfamilie des Na*-unabhéngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI/HCOy)
Austauschers umfasst bisher die drei Isoformen AE1, AE2 und AE3, die auf Amino-
séureebene besonders im Carboxy-terminalen Bereich eine hohe Homologie aufwei-

sen und sich in ihrem Expressionsmuster unterscheiden.

So werden zum Beispiel in ventrikularen Myozyten die AE Proteine durch ext-
razellulare Azidose oder intrazelluldre Alkalose aktiviert. Als Reaktion auf einen Ab-
fall des extrazellularen pH-Wertes fangen die AE Proteine an, Bikarbonat lonen zu
exportieren; als Folge stellt sich eine Abnahme des intrazellularen pH-Wertes ein. Ist
der pH-Wert im Zellinnern erhéht, wird durch die Aktivitat der AE Proteine der intra-
zellulare pH-Wert wieder normalisiert. Wahrend einer Ischdmie des Myokards ist ei-
ne Inhibition von AE Proteinen in den ventrikularen Myozyten sehr nitzlich, da der
als Folge verminderte Export der intrazellularen Bikarbonat-lonen eine intrazellulére
Azidose mit ihren negativen Konsequenzen flr die Zellen verhindert.

Die Na+-/Bikarbonat-Cotransporter (NBC) katalysieren den gleichzeitigen
Transport von Bikarbonat HCO3; und Na™ lonen Uber die Zellmembran. Der Transport
kann in Abhé&ngigkeit von der exprimierten NBC-Isoform mit einer Stéchiometrie von
3:1, 2:1 oder von, elektrisch neutral, 1:1 erfolgen. AuBerdem kann der Transport
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nach auBen (aus der Zelle hinaus) wie in der Niere oder nach innen (in die Zelle hin-

ein) wie im Herzen, der Bauchspeicheldriise oder im Gehirn gerichtet sein.

Die Na*-abhangigen Anionen-Austauscher (NDAE oder N(D)CBE) katalysie-
ren den gleichzeitigen Transport von Bikarbonat HCO3 und Na* lonen Uber die Zell-
membran ins Zellinnere im Austausch gegen die Ausschleusung eines Chlorid lons
CI" aus der Zelle. Die NBCE’s scheinen fur die pH Regulation in Neuronen von grof-
ter Wichtigkeit zu sein. Die Aktivitat des NDAE lasst sich demgegenlber in Neuro-
nen, in der Niere und in Fibroblasten nachweisen [Romero et al. (2000) Cloning and
characterization of a Na+-driven anion exchanger (NDAE1). A new bicarbonate
transporter. J Biol Chem 275:24552-9).

Es wurde nun (iberraschenderweise gefunden, dass Selektive Imidazolin Re-
zeptor Agonisten und ihre physiologisch vertraglichen Saureadditionssalze sehr vor-
teilhafte pharmakologische Eigenschaften aufweisen. Insbesondere hat sich gezeigt,
dass Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten Inhibitoren von den intrazellularen pH-
Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat Transporter gehbrenden
Proteinen darstellen und eine der Verbindung 4,4'-Diisothiocyanostilben-4,4'-
disulfonat (DIDS), einem Standardinhibitor von Bikarbonat-Transporter Proteinen,
ahnliche, inhibierende Wirkung aufweisen. Daraus folgt, dass Selektive Imidazolin
Rezeptor Agonisten und ihre physiologisch vertraglichen Saureadditionssalze nicht
nur, wie in den vorstehend zitierten Patentanmeldungen angegeben, selektiv an Imi-
dazolin Rezeptoren binden und fur die Behandlung von mit Imidazolin Rezeptoren
verbundenen pathologischen Zusténden, wie zum Beispiel Erkrankungen im Herz-
Kreislauf-Bereich, insbesondere Bluthochdruck, oder nicht-insulin abhéangigem Dia-
betes, geeignet sind, sondern auch zur Behandlung und/oder Prophylaxe von funkti-
onellen Storungen und/oder Erkrankungen in gréBeren Saugetieren oder Menschen,
die eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitdt von den intrazellularen pH-Wert
regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat Transporter gehérenden Protei-

nen erfordern, eingesetzt werden kdénnen.

Zu den durch die erfindungsgemafB verwendeten Verbindungen behandelba-
ren funktionellen Stérungen oder Erkrankungen zéhlen insbesondere pathologische

Zustande, deren Behandlung eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von
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Na*-unabhangigen Chlorid-/Bikarbonat (CI" /HCOjz) Austauscher Proteinen (AE) er-
fordert. Des Weiteren zahlen zu den durch die erfindungsgemaB verwendeten Ver-
bindungen behandelbaren funktionellen Stérungen oder Erkrankungen insbesondere
pathologische Zustédnde, deren Behandlung eine Inhibition oder Verminderung der
Aktivitat von Na*-/Bikarbonat (Na* /HCOj’) Cotransporter Proteinen (NBC) erfordert.
Weiterhin zdhlen zu den durch die erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen
behandelbaren funktionellen Stérungen oder Erkrankungen insbesondere pathologi-
sche Zustadnde, deren Behandlung eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat
von Na*-abhéngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI' /[HCOj3’) Austauscher Proteinen (NDAE
und N(D)CBE) erfordert.

Die pharmakologische Bewertung der erfindungsgeman verwendeten Verbin-
dungen, die Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten darstellen, zeigte insbesonde-
re, dass Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten zur Herstellung von pharmazeuti-
schen Zubereitungen flr die Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Sté-
rungen oder Krankheitsbildern der Knochen geeignet sind, die durch ein uner-

wilnschtes MaB an Knochenresorption bedingt sind.

Die menschlichen Knochen unterliegen einem fortwahrenden dynamischen
Umbauprozess, der Knochenresorption und Knochenaufbau beinhaltet. Diese Pro-
zesse werden von daflr spezialisierten Zelltypen gesteuert, Knochenaufbau beruht
auf der Ablagerung von Knochenmatrix durch Osteoblasten, wahrend Knochenre-
sorption auf dem Abbau von Knochenmatrix durch Osteoklasten beruht. Die Mehr-
zahl der Knochenerkrankungen basiert auf einem gestorten Gleichgewicht zwischen
Knochenbildung und Knochenresorption. So ist die Krankheit Osteoporose gekenn-
zeichnet durch einen Verlust an Knochenmatrix. Bei Osteoklasten, den wichtigsten
am Knochenresorptionsprozess beteiligten Zellen, handelt es sich um polarisierte
Zellen mit einer spezialisierten Region auf der zur Knochenoberflache hin gewandten
Seite, der sogenannten ,geriffelten Kante“ (aus dem engl. ,ruffled border”), siehe
Fig. 1. Zwischen der ,geriffelten Kante” und der Knochenoberflache befindet sich die
Resorptionslakune. Die Osteoklasten transportieren Protonen durch eine H*-ATPase
vom Vakuolentyp Uber die ,geriffelte Kante“ in die Resorptionslakune, so dass die in
ihr befindliche Flussigkeit angesauert wird. Die saure Umgebung bewirkt, auch im
Zusammenspiel mit zusatzlich in die Resorptionslakune sezernierten proteoloyti-

schen Enzymen, eine Auflésung des Knochenmaterials und damit einen Abbau des
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Knochens. Im Osteoklasten selbst erfolgt die Bereitstellung der Protonen Uber die
Hydratation von CO; und anschlieBende Dissoziation in Protonen und Bikarbonat-
lonen. Der standige Abtransport von Protonen aus der Zelle fuhrt zu einer intrazellu-
laren Alkalisierung, die mit einem intrazellularen Uberschuss von Bikarbonat-lonen
einhergeht. Die Ausschleusung der Bikarbonat lonen erfolgt Uber das auf der ande-
ren Zellseite des Osteoklasten lokalisierte AE Protein durch die gleichzeitige Auf-
nahme von Chlorid-lonen. Die Elektroneutralitdt wird durch den parallel zum Proto-
nen Transport erfolgenden Transport der Cl- lonen auf der Knochenseite bewahrt.
Eine Reduktion der Aktivitdt des AE Proteins reduziert nachgewiesenermaf3en den
Prozess der Knochenresorption [Teti et al. (1989) Cytoplasmic pH regulation and
chloride/bicarbonate exchange in avian osteoclasts. J Clin Invest. 83:227-33; Hall et
al. (1989) Optimal bone resorption by isolated rat osteoclasts requires chio-
ride/bicarbonate exchange. Calcif Tissue Int. 45:378-80].

Demnach sind die erfindungsgemai verwendeten Selektiven Imidazolin Re-
zeptor Agonisten, da sie durch die Reduktion der Aktivitat des AE Proteins der Oste-
oklasten die Knochenresorption durch die Osteoklasten reduzieren bzw. inhibieren,
insbesondere zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen fur die Behand-
lung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen oder Krankheitsbildern der
Knochen geeignet sind, die durch ein unerwinschtes Mal3 an Knochenresorption
bedingt sind. Knochenkrankheiten gegen die Selektive Imidazolin Rezeptor Ago-
nisten bevorzugt eingesetzt werden kénnen, sind insbesondere Osteoporose, Hyper-
calcamie, Osteopenie, beispielsweise hervorgerufen durch Metastasen, Zahnerkran-
kungen, Hyperparathyroidismus, periarticulare Erosionen bei rheumathoider Arthritis
und die Paget’'sche Krankheit. Ferner kdnnen die erfindungsgemaf verwendeten
Selektiven Imidazolin Rezeptor Antagonisten zur Linderung, Vermeidung oder The-
rapie von Knochenerkrankungen, die durch Glucocorticoid-, Steroid- oder Corticoste-
roid-Therapie oder durch einen Mangel an Sexualhormon(en) hervorgerufen werden,
eingesetzt werden. Alle diese Erkrankungen sind durch Verlust von Knochensub-
stanz gekennzeichnet, der auf dem Ungleichgewicht zwischen Knochenaufbau und

Knochenabbau beruht.

Die pharmakologische Bewertung der erfindungsgemaf verwendeten Verbin-
dungen, die Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten darstellen, zeigte insbesonde-

re, dass Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten zur Herstellung von pharmazeuti-
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schen Zubereitungen fir die Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen St6-
rungen oder Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, z.B. Magengeschwiren,
Zwolffingerdarmgeschwiiren, Hypersekretion von Magensaure und Reisekrankheit,

geeignet sind.

Tatséachlich besitzen die Parietalzellen des Magens einen basolateralen AE
(Isoform AE2) dessen Aktivitat fur die Aufrechterhaltung der Magenséuresekretion
durch die apikale H*/K* ATPase essentiell ist [Muallem et al. (1988) Activation of the
Na+/H+ and Cl-/HCOS3- exchange by stimulation of acid secretion in the parietal cell.
J Biol Chem. 263:14703-11]. Eine Inhibition dieses AE Proteins fihrt zu einer ver-
minderten Sekretion von Magensédure. Die Epithelzellen des Dickdarms besitzen ein
apikales AE Protein, das in die Sekretion von Wasser und Bikarbonat involviert ist

und das die Bindungsstelle des Cholera Toxins darstellt.

Die pharmakologische Bewertung der erfindungsgeman verwendeten Verbin-
dungen, die Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten darstellen, zeigte insbesonde-
re, dass Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten zur Herstellung von pharmazeuti-
schen Zubereitungen flr die Behandlung und/oder Prophylaxe von neuronalen und
neuropsychiatrischen Erkrankungen, die mit einer pathologisch veranderten, vor-
zugsweise einer gesteigerten neuronalen Aktivitdt zusammenhéangen, geeignet sind,
wié zum Beispiel Depression, Alzheimer’'sche Erkrankung, Essstérungen (Anorexia),
Schizophrenie, Agitiertheit (motorische und affektive Unruhe), Angstzustande,
Schlafstérungen, Epilepsie, und, allgemeiner, auf veranderter Dopamin-Freisetzung |
beruhende Krankheiten, Krankheiten in Folge von ischdmisch-hypoxischen Ereignis-
sen und altersbedingte degenerative Krankheiten.

Eine gesteigerte neuronale Aktivitat fihrt zu einer lang anhaltenden intrazellu-
laren Ansauerung (Anstieg der Protonenkonzentration), welche die Zelle gegen ei-
nen neuen neuronalen Impuls refraktédr macht. In diesem Zusammenhang fungieren
intrazelluldre Protonen &hnlich wie neuromodulatorische Faktoren, vergleichbar mit
anderen Arten von intrazellularen Botenstoffen (,second messengers®) [Takahashi &
Copenhagen (1996) Modulation of neuronal function by intracellular pH. Neurosci
Res. 24:109-16; Trapp et al. (1996) Acidosis of rat dorsal vagal neurons in situ dur-
ing spontaneous and evoked activity. J Physiol. 496:695-710]. Um diese refraktédren
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Bedingungen zu Uberwinden, muss die intrazelluldare Ansduerung wieder neutralisiert
werden, d.h. es muss eine Anhebung des abgesenkten intrazelluldren pH-Wertes auf
einen physiologisch neutralen pH-Wert erfolgen. Fur diese Neutralisierung sind Ani-
onen Austauscher Proteine wie der NDAE und der N(D)CBE verantwortlich, und
auch die Anwesenheit von extrazelluldren Bikarbonat-lonen ist hierfir essentiell
[Canzoniero et al. (1996) Recovery from NMDA-induced intracellular acidification is
delayed and dependent on extracellular bicarbonate. Am J Physiol. 270:C593-9].
Eine Inhibition dieser Austauscher flihrt zu einer Verlangsamung der Neutralisierung
des intrazelluldren pH-Wertes, d.h. die intrazellulare Protonen-Konzentration bleibt
langer erhéht; als Konsequenz davon sind die Zellen noch langer gegen einen neuen
neuronalen Impuls refraktér [Bonnet et al. (2000) Alteration of intracellular pH and
activity of CA3-pyramidal cells in guinea pig hippocampal slices by inhibition of
transmembrane acid extrusion. Brain Res. 872:116-24].

Soweit die Erfindung die Behandlung von Stérungen des Zentralnervensys-
tems betrifft, die mit einem verdnderten intrazellularen pH-Wert assoziiert sind, han-
delt es sich bei den entsprechenden Krankheiten vorzugsweise um die Alzhei-
mer’sche-Krankheit, um durch die verdnderte Freisetzung von Dopamin oder ande-
ren Transmittern bedingten Krankheiten oder um durch ischamisch-hypoxische Er-
eignisse bedingte Krankheiten.

Bei der Alzheimer’schen-Kra(mkheit ist die erhdhte Proliferation von Alzheimer-
Lymphoblasten begleitet von einer intrazellularen Alkalisierung, die durch Inhibierung
von Anionen-Austauschern, z.B. solchen dhnlich zum Na+/H+ Austauscher, beein-
flusst werden kann [Urcelay E, Ibarreta D, Parrilla R, Ayuso MS, Martin-Requero A.
Enhanced proliferation of lymphoblasts from patients with Alzheimer dementia asso-
ciated with calmodulin-dependent activation of the na+/H+ exchanger; Neurobiol Dis
2001;8:289-98]. Weiterhin wurde berichtet, daB Veradnderungen der Struktur von A-
nionen-Austauschern beim Altern und insbesondere bei der Alzheimer-Krankheit
durch einen Inhibitor des Anionen-Austauschers beeinfluBt werden kénnen [Bosman
GJ, Renkawek K, Van Workum FP, Bartholomeus 1G, Marini S, De Grip WJ. Neu-
ronal anion exchange proteins in Alzheimer's disease pathology. J Neural Transm
Suppl 1998;54:248-57].
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In Bezug auf Krankheiten, die auf einer veranderten Dopamin-Freisetzung be-
ruhen, ist festzuhalten, dass die neuronale Dopamin-Freisetzung durch den intrazel-
luldren pH-Wert moduliert wird. Die Zusammenhénge der intrazellularen Ansduerung
mit der erhohten Dopamin-Freisetzung werden von Pothos diskutiert [Regulation of
dopamine quantal size in midbrain and hippocampal neurons. Behav Brain Res
2002;130:203-7]. Die Inhibierung von Anionen-Transportern, die der Ansduerung
entgegenwirken, kann daher die Dopamin-Freisetzung beeinflussen.

Krankheiten, die aus ischamisch-hypoxischen Ereignissen resultieren, hangen
wie folgt mit dem intrazellularen pH-Wert zusammen: Da eine schnelle Wiederher-
stellung des sauren intrazellularen pH-Wertes im Zusammenhang mit ischdmisch-
hypoxischen Ereignissen mit dem Austausch von H+ gegen Na+ durch den Na+/H+
Austauscher mit nachfolgender Ca2+ Akkumulation Gber den Na+/Ca2+ Austauscher
assoziiet ist, ist die Gefahr von Zellschadigungen erhéht. Die Inhibierung von am
zelluldaren Na+ Influx beteiligten Anionen-Transportern zeigt daher eine protektive
Wirkung. Dieses steht im Einklang mit der zunehmenden Beobachtung, dass Inhibi-
toren des Na+/H+ Austauschers verschiedene protektive Wirkungen nach ischa-
misch-hypoxischen Ereignissen aufweisen [Avkiran M, Marber MS. Na(+)/H(+) ex-
change inhibitors for cardioprotective therapy: progress, problems and prospects. J
Am Coll Cardiol 2002 Mar 6;39(5):747-53].

Die Erfindung umfasst die Verwendung von Selektiven Imidazolin Rezeptor
Agonisten zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen fir die Behandlung
und Prophylaxe von Krankheitsbhildern der Knochen, die durch ein unerwinschtes
MafB3 an Knochenresorption bedingt sind, von Erkrankungen des gastrointestinalen
Traktes, insbesondere von Magengeschwiiren, von neuronalen und neuropsychiatri-
schen Erkrankungen, die mit einer pathologisch verdnderten, vorzugsweise einer
gesteigerten neuronalen Aktivitdt zusammenhangen, insbesondere Depression, Alz-
heimer'sche Erkrankung, Essstérungen und Schizophrenie, und auBerdem von Er-
krankungen, die auf einer Stérung des Saure-Base-Gleichgewichts (Azidose und
Alkalose) oder des hydroelektrolytischen Gleichgewichts beruhen. Insbesondere um-
fasst die Erfindung die Verwendung von Selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten
zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen fiir die Behandlung und Pro-
phylaxe von Osteoporose.
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Des weiteren umfasst die Erfindung insbesondere die Verwendung einer Ver-
bindung ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Moxonidin, Rilmenidine, LNP-
509, S-23515, PMS-812, PMS-847 und BU-98008 oder deren physiologisch vertrag-
lichen Saureadditionssalzen zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen
fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen und/oder Er-
krankungen in gréBeren Saugetieren oder Menschen, die eine Inhibition oder Ver-
minderung der Aktivitdt von den intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur Su-
perfamilie der Bikarbonat-Transporter gehérenden Proteinen erfordern. Insbesonde-
re umfasst die Erfindung die Verwendung einer der oben genannten Verbindungen
oder deren physiologisch vertraglichen S&ureadditionssalzen zur Herstellung von
pharmazeutischen Zubereitungen fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von funk-
tionellen Stérungen oder Erkrankungen in gréBeren Sdugetieren oder Menschen, die
eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitdt von Na*-unabhangigen Chlorid-
/Bikarbonat (CI" /HCOj3) Austauscher (AE) Proteinen, von Na*-/Bikarbonat (Na*
/HCOj3) Cotransporter (NBC) Proteinen oder/und von Na*-abhangigen Chlorid-
/Bikarbonat (CI" /HCOj’) Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Proteinen erfordern.
Insbesondere umfasst die Erfindung die Verwendung einer Verbindung ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Moxonidin, Rilmenidine, LNP-509, S-23515, PMS-
812, PMS-847 und BU-98008 oder deren physiologisch vertraglichen S&ureadditi-
onssalzen zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen far die Behandlung
und/oder Prophylaxe von Krankheitsbildern der Knochen, die durch ein unerwinsch-
tes MaB an Knochenresorption bedingt sind, insbesondere Osteoporose, von Er-
krankungen des gastrointestinalen Traktes, insbesondere Magengeschwuren, oder
von neuronalen und/oder neuropsychiatrischen Krankheiten, die mit einer patholo-
gisch veranderten, vorzugsweise einer gesteigerten neuronalen Aktivitdt zusammen-
hangen, insbesondere Depression, Alzheimer'sche Erkrankung, Essstérungen und
Schizophrenie, in groBeren Sdugetieren oder Menschen. Des Weiteren umfasst die
Erfindung insbesondere die Verwendung einer der oben angefiihrten Verbindungen
oder deren physiologisch vertraglichen S&ureadditionssalzen zur Herstellung von
pharmazeutischen Zubereitungen fiir die Behandlung und/oder Prophylaxe von Os- .

teoporose in gréBeren Saugetieren oder Menschen.

Ferner umfasst die Erfindung die Verwendung aller vorgenannten Verbindun-
gen, insbesondere eine Verbindung ausgewéhit aus der Gruppe bestehend aus Mo-
xonidin, Rilmenidine, LNP-509, S-23515, PMS-812, PMS-847 und BU-98008, oder
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deren physiologisch vertréglicher Saureadditionssalze zur Herstellung von pharma-
zeutischen Zubereitungen fir die Behandlung und/oder Prophylaxe von einer der
vorgenannten funktionellen Stérungen und/oder Erkrankungen, insbesondere von

Osteoporose, in Frauen, die sich in der Peri- oder Postmenopause befinden.

Es wurde nun gefunden, dass Moxonidin einen inhibitorischen Effekt auf die
den intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat-
Transporter gehérenden Proteinen hat. Insbesondere wurde gefunden, dass Moxo-
nidin einen selektiven Inhibitor der Na*-unabhangigen Chlorid-/Bikarbonat-
Austauscher (AE) Proteine darstellt. Durch die Reduktion des Austausches oder
Transportes von Bikarbonat-lonen lber die Zellmembran wird der intrazellulare pH-
Wert beeinflusst. Die inhibitorische Wirkung von Moxonidin auf Bikarbonat-
Transporter Proteine ist mit Wirkung von 4,4'-Diisothiocyanostilben-4,4'-disulfonat
(DIDS), einer Verbindung mit véllig anderer chemischer Struktur, vergleichbar. We-
gen ihrer inhibitorischen Wirkung auf Bikarbonat-Transporter Proteine eignen sich
Moxonidin und dessen pharmakologisch akzeptablen Saureadditionssalze daher ins-
besondere zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen fur die Behandlung
und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen und/oder Erkrankungen in gréBe-
ren Saugetieren oder Menschen, die eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat
von den intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat-
Transporter gehérenden Proteinen erfordern. Insbesondere umfasst die Erfindung
die Verwendung von Moxonidin oder-dessen physiologisch vertraglichen Saureaddi-
tionssalzen zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen fir die Behand-
lung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen oder Erkrankungen, die eine
Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von Na*-unabhangigen Chlorid-/Bikarbonat
(CI" /HCOg3) Austauscher (AE) Proteinen, von Na*-/Bikarbonat (Na* /HCOj)
Cotransporter (NBC) Proteinen oder/und von Na*-abhéngigen Chlorid-/Bikarbonat
(CI" /HCO3') Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Proteinen erfordern, insbesondere
fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen oder Erkran-
kungen in gréBeren Séugetieren oder Menschen, die im Zusammenhang stehen mit
Krankheitsbildern der Knochen, die durch ein unerwiinschtes MaB an Knochenre-
sorption bedingt sind, mit Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, oder mit
neuronalen und/oder neuropsychiatrischen Krankheiten, die mit einer pathologisch
veranderten, vorzugsweise einer gesteigerten neuronalen Aktivitat zusammenhan-

gen. Insbesondere umfasst die Erfindung insbesondere die Verwendung von Moxo-
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nidin oder dessen physiologisch vertraglichen Saureadditionssalzen zur Herstellung
von pharmazeutischen Zubereitungen fir die Behandlung und/oder Prophylaxe von
Osteoporose in gréBeren Saugetieren oder Menschen. Ferner umfasst die Erfindung
die Verwendung von Moxonidin oder dessen physiologisch vertraglichen Séureaddi-
tionssalzen zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen flr die Behand-
lung und/oder Prophylaxe von einer der vorgenannten funktionellen Stérungen
und/oder Erkrankungen, insbesondere von Osteoporose, in Frauen, die sich in der

Peri- oder Postmenopause befinden.

In einem weiteren Aspekt umfasst die Erfindung die Verwendung von Moxoni-
din oder dessen physiologisch vertraglichen Saureadditionssalzen zur Herstellung
von pharmazeutischen Zubereitungen fir die gleichzeitige Behandlung und/oder
Prophylaxe von Osteoporose und von Bluthochdruck in gréBeren Saugetieren oder
Menschen, insbesondere in Frauen, die sich in der Peri- oder Postmenopause befin-
den.

Zur erfindungsgeméBen Behandlung von funktionellen Stérungen und/oder
Erkrankungen, die eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von den intrazellu-
taren pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat-Transporter geho-
renden Proteinen, insbesondere von Na*-unabhéngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI
/HCOj3") Austauscher (AE) Proteinen, von Na*-/Bikarbonat (Na* /HCOj3) Cotranspor-
ter (NBC) Proteinen oder/und von Na*-abhéngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI' /HCOj)
Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Proteinen, erfordern, insbesondere zur Behand-
lung und/oder Prophylaxe von Krankheitsbildern der Knochen, die durch ein uner-
-winschtes MaB3 an Knochenresorption bedingt sind, insbesondere Osteoporose, voh
Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, insbesondere Magengeschwiiren, oder
von mit einer pathologisch veranderten, vorzugsweise einer gesteigerten neuronalen
Aktivitat zusammenhangenden neuronalen und/oder neuropsychiatrischen Krankhei-
ten, insbesondere Depression, Alzheimer’sche Erkrankung, Essstérungen und Schi-
zophrenie, kdnnen Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten, insbesondere Verbin-
dungen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Moxonidin, Rilmenidine, LNP-
509, S-23515, PMS-812, PMS-847 und BU-98008, und ganz besonders Moxonidin,
und deren physiologisch vertraglichen Saureadditionssalze in {blichen pharmazeuti-

schen Zubereitungen oral, intravends oder auch transdermal verabreicht werden.
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So kbénnen Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten, insbesondere Verbin-
dungen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Moxonidin, Rilmenidine, LNP-
509, §-23515, PMS-812, PMS-847 und BU-98008, und ganz besonders Moxonidin,
und deren physiologisch vertraglichen Saureadditionssalze in einer fir die Behand-
lung von funktionellen Stérungen und/oder Erkrankungen, die eine Inhibition oder
Verminderung der Aktivitdt von den intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur
Superfamilie der Bikarbonat-Transporter gehdrenden Proteinen, insbesondere von
Na*-unabhdngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI' /HCOjg’) Austauscher (AE) Proteinen, von
Na*-/Bikarbonat (Na* /HCOj) Cotransporter (NBC) Proteinen oder/und von Na*-
abhéangigen Chlorid-/Bikarbonat (CI' /HCOj3’) Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Pro-
teinen, erfordern, insbesondere fiir die Behandlung und/oder Prophylaxe von Krank-
heitsbildern der Knochen, die durch ein unerwiinschtes Maf3 an Knochenresorption
bedingt sind, insbesondere Osteoporose, von Erkrankungen des gastrointestinalen
Traktes, insbesondere Magengeschwiiren, oder von mit einer pathologisch veréander-
ten, vorzugsweise einer gesteigerten neuronalen Aktivitdt zusammenhangen neuro-
nalen und/oder neuropsychiatrischen Krankheiten, insbesondere Depression, Alz-
heimer'sche Erkrankung, Essstérungen und Schizophrenie, wirksamen Menge zu-
sammen mit Ublichen pharmazeutischen Hilfs- und/oder Tragerstoffen in festen oder
flussigen pharmazeutischen Zubereitungen enthalten sein. Als Beispiele fester Pra-
parate, die zur direkten oder verzégerten Wirkstoff-Freisetzung formuliert sein kén-
nen, seien oral applizierbare Praparate wie Tabletten, Dragees, Kapseln, Pulver oder
Granulate genannt, oder auch Suppositorien und Pflaster (transdermale therapeuti-
sche Systeme). Diese festen Préaparate kdnnen pharmazeutisch (ibliche anorgani-
sche und/oder organische Tragerstoffe wie z.B. Milchzucker, Talkum oder Starke
neben pharmazeutisch Ublichen Hilfsmitteln, beispielsweise Gleitmittein oder Tablet-
tensprengmitteln, enthalten. Im Falle von Pflastern wird der Wirkstoff in einem Wirk-
stoffreservoir, insbesondere z.B. einer Wirkstoffmatrix (z.B. eine Polymermatrix) un-
tergebracht. Flissige Préparate wie Losungen, Suspensionen oder Emulsionen der
Wirkstoffe kdnnen die (blichen Verdinnungsmittel wie Wasser, Ole und/oder Sus-
pensionsmittel wie Polyethylenglykole und dergleichen enthalten. Es kénnen zusétz-
lich weitere Hilfsstoffe zugegeben werden, wie 2z.B. Konservierungsmittel,

Geschmackskorrigenzien und dergleichen.
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Die Wirkstoffe kénnen mit den pharmazeutischen Hilfs- und/oder Tragerstof-
fen in an sich bekannter Weise gemischt und formuliert werden. Zur Herstellung fes-
ter Arzneiformen kénnen die Wirkstoffe beispielsweise mit den Hilfs- und/oder Tra-
gerstoffen in Ublicher Weise gemischt und nass oder trocken granuliert werden. Das
Granulat oder Pulver kann direkt in Kapseln abgefullt oder in Gblicher Weise zu Tab-
lettenkernen verpresst werden. Diese kdnnen gewinschtenfalls in bekannter Weise
dragiert werden. Pflaster bzw. transdermale therapeutische Systeme kénnen in der
Gblichen Weise z.B. aus Abdeckfolie, Wirkstoffreservoir (selbsthaftend oder mit zu-
sétzlicher Adhasivschicht) und Abziehfolie sowohl als matrix-gesteuerte als auch
membrangesteuerte (d.h. mit zuséatzlicher Kontrollmembran ausgeristete) Systeme

aufgebaut werden.

Kurze Erlduterung der Zeichnung

Fig. 1: Schematische Darstellung eines Osteoklasten

Die Zeichnung zeigt eine schematische Darstellung eines Osteoklasten mit seiner
.geriffelten Kante“. Zwischen der ,geriffelten Kante“ und der Knochenoberflache be-
findet sich die Resorptionslakune, in die Protonen (H*) sezerniert werden. In der Zel-
le dissoziiert hydratisiertes CO, in Protonen (H*) und Bikarbonat-lonen (HCOj’). Die
Bikarbonat-lonen werden durch den Na*-unabhéngige Chlorid-/Bikarbonat (CI
/HCO3') Austauscher (AE) aus dem Osteoklasten transportiert. Im Gegenzug gelan-
gen Chlorid-lonen (CI') in die Zelle.

Die pharmakologischen Wirkungen von Selektiven Imidazolin Rezeptor Ago-
nisten und deren pharmakologisch akzeptablen Saureadditionssalzen wurden am
Beispiel des Selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten Moxonidin in pharmakologi-

schen Standardtests nachgewiesen.
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Messung der Aktivitdt von Bikarbonat Transporter Proteinen in_adulten kardialen

Fibroblasten

Die Untersuchungen wurden an kardialen Fibroblasten durchgefiihrt, die aus
dem linken Ventrikel des Myokards von 6 Wochen alten Wistar Ratten isoliert wur-
den. Myokard-Gewebe wurde in HBSS Medium ohne Ca®* und Mg?* (GibcoBRL) ge-
legt, in kleine Stiicke zerschnitten, welche unter permanentem Schitteln fur 10 min
in HBSS Medium mit 1 mg/m! Kollagenase A (Roche) inkubiert wurden. Der erste
Uberstand wurde verworfen und der Inkubationsvorgang dreimal wiederholt, wobei
der Uberstand jeweils in einem Réhrchen mit 5 ml HBSS Medium gesammelt wurde.
Nach Zentrifugation bei 160xg fuar 10 min wurde das Pellet in einer Flasche mit
DMEM (GibcoBRL), versetzt mit 10% fétalem Kéalberserum (FCS, von Sigma), re-
suspendiert. Nach 1 Stunde wurden alle Zellen, die nicht an der Flaschenwand haf-
teten, abgetrennt. Die Flaschen wurden in einem Luftbefeuchteten Inkubator bei 5%
CO, und 37°C inkubiert. Kardiale Fibroblasten, die in einem typischen Monolayer
wachsen, wurden mittels Standardzellkultur-Techniken kultiviert und bei Sub-
konfluenz in einem 1:3 Verhéltnis in neue Flaschen ubertragen [Brilla et al. (1994)
Collagen metabolism in cultured adult rat cardiac fibroblasts: response to angio-
tensin 1l and aldosterone. J. Mol. Cell Cardiol. 26:809-820]. Durch immuno-
histochemische Charakterisierung wurde ausgeschlossen, dass es sich bei den iso-
" lierten Zellen um Endothelzellen oder um vaskuldre Zellen der glatten Muskulatur,

sondern um Fibroblasten handelt.

Der intrazellulare pH-Wert einer einzelnen Zelle wurde mit Hilfe des Fluores-
zenz-Markers BCECF (2',7'-Bis-(2-carboxymethyl)-5-[und -6}-carboxyfluorescein von
Molecular Probes) gemessen, dessen Fluoreszenz-Intensitat pH-Wert abhéngig ist.
Die kardialen Fibroblasten lieB man auf Glas-Objekttragern bis zur Subkonfluenz
wachsen und belud sie dann mit BCECF-Acetoxymethylester. Die so vorbehandelten
Fibroblasten wurden mit PBS gewaschen und dann mit verschiedenen Testlésungen
vorinkubiert bzw. anschlieBend umspilt. Dabei wurde die intrazellulare Fluoreszenz
des BCECF mit Hilfe eines invertierten Mikroskops, an das ein ,PTl 710 Photonen-
Counting Detection“ System (Photon Technology International) mit zwei Monochro-
matoren angeschlossen war, gemessen. Die Daten wurden mit Hilfe eines Fluores-
zenz-Spektrometers analysiert. Die Messergebnisse — Fluoreszenzsignale — wurden

unter Verwendung einer Kalibrationskurve in pH-Werte Ubertragen.
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Zusammensetzung der Bikarbonat-Lésung: 118 mmol/l NaCl, 4.7 mmol/l KCI,
2.5 mmol/l CaCl2 x 2 H20, 1.6 mmol/l MgClI2 x 7 H20, 24.9 mmol/l NaHCO3, 1.2
mmol/l KH2PO4, 5.6 mmol/l Glucose und entweder 0,4% oder 10% FCS, aquilibriert
mit 20% O2 and 5% CO2 fur mindestens 30 min um einen pH-Wert von 7,4 sicher
zustellen.

Die einzelnen Testldsungen basierten auf der oben genannten Bikarbonat-
Losung und enthielten folgende Konzentration nachstehender Verbindungen:

¢ 10 mol/l Guanabenz (Sigma)

e 10 mol/l bis 10" mol/l Moxonidin

e 10 mol/l H,-DIDS (Molecular Probes)

Eine intrazellulare Alkalisierung der Zellen wurde durch Uberspilen mit einer
5 mmol/l NH,CI haltigen Bikarbonat-Lésung erzielt (NH4CI Puls).

Das anschlieBende Auswaschen des NH,C! durch Uberspilen der Zellen mit
frischer Bikarbonat-Lésung fihrt zu einer intrazellularen Anséuerung.

Die Messung der pH-Wert Anderung im Anschluss an eine Alkalisierung zeigt
die Aktivitdt des Na’-unabhéngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI” /HCOj3) Austauscher
(AE) Proteins, wahrend die Messung der pH-Wert Anderung im Anschluss an eine
Ansduerung Aufschluss Uber die Aktivitdt des Na*-/Bikarbonat (Na* /HCOj)
Cotransporter (NBC) Proteins oder/und des Na*-abhangigen Chlorid-/Bikarbonat (CI
/HCOj3") Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Proteins gibt.

Es wird der Effekt von Moxonidin, DIDS und Guanabenz auf die Veranderung
des intrazellularen pH-Wertes nach einer Alkalisierung der Zellen durch einen NH,Ci
Puls bestimmt. Hierzu werden die mit BCECF-beladenen kardialen Fibroblasten mit
einer Bikarbonat-Testlésung, die eine der oben genannten Verbindungen enthielt, fir
30 min vorinkubiert. Dann wird die Antwort des intrazellularen pH-Wertes der so vor-
behandelten Zellen auf einen 5 mmol/l NH,Cl Puls im zeitlichen Verlauf gemessen.
Auch die wahrend der darauffolgenden Auswaschung des NH,CI (intrazellulare An-
sduerung) erfolgende pH-Wert Anderung wurde weiter im zeitlichen Verlauf gemes-

sen. Die mit Moxonidin oder DIDS vorbehandelten Zellen zeigten im Vergleich zu
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den mit Guanabenz vorbehandelten Zellen oder den nicht vorbehandelten Zellen
(Kontrolle) eine deutlich langsamere Erholung nach der intrazelluldren Alkalisierung.
Um die inhibitorischen Effekte zu quantifizieren, wurde der prozentuale Anteil der
noch vorhandenen pH-Wert Anderung bezogen auf den maximal erreichten alkali-
schen bzw. den maximal erreichten sauren pH-Wert berechnet. Der Anteil der noch
vorhandenen pH-Wert Anderung nach Rickkehr aus dem Alkalischen wurde 5 min
und 8 min nach Erreichen des maximalen alkalischen pH-Werts bestimmt, wéhrend
der entsprechende Wert nach Erholung aus dem Sauren 1 min nach Erreichen des

maximalen sauren pH-Werts bestimmt wurde.

Die Tabelle 1 zeigt die Wirkung von 10°® mol/l Moxonidin und 10°® mol/l Gua-
nabenz auf die Verdnderung der Alkalibeladung kardialer Fibroblasten nach einer
intrazellularen Alkalisierung durch einen NH,CI Puls. Angegeben ist der prozentuale
Anteil der noch vorhandenen pH-Wert Anderung, bezogen auf den maximal erreich-
ten alkalischen pH-Wert nach 5 und 8 min. Die Werte sind Mittelwert und Standard-
abweichung aus 3 bis 5 Experimenten.

Tabelle 1:
Nach 5 min nach 8 min
Kontrolle 24.9 + 14.8% 14.4 + 10.8%
Moxonidine 58.8+12.0% 41.9 + 24.4%
Guanabenz 20.6 £5.2% 9.9 +2.7%

Die Dosis-Wirkungskurve des inhibitorischen Effekts von Moxonidin auf die
Erholung aus dem alkalischen pH zeigte, dass Moxonidin schon in einer Konzentra-

tion von 10 mol/l eine signifikant inhibitorische Wirkung besitzt.

Des weiteren kann die Aktivitat des Na*-/Bikarbonat (Na* /HCOj3’) Cotranspor-
ter (NBC) Proteins oder/und des Na*-abhangigen Chlorid-/Bikarbonat (ClI" /HCOy’)
Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Proteins anhand ihrer Aktivierung aufgrund einer
intrazellularen Ansduerung nach der Ammonium Methode bestimmt werden [Boron &
De Weer (1976) Intracellular pH transients in squid giant axons caused by CO2,
NH3, and metabolic inhibitors. J Gen Physiol. 67:91-112].
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Pharmakologischer Test beziiglich der Wirkung der Verbindungen bei krankhaften

Veranderungen der Knochen

Die hemmende Wirkung der Testsubstanzen a'uf die Resorption von Kno-
chenmaterial wird an einer Zellkultur von Osteoklasten aus Hihnern geprift. Es wird
sowohl| die Protonensekretion in den Extrazellularraum als auch die Aktivitat des AE
Proteins in An- und Abwesenheit der Testsubstanzen gemessen. Die Bestimmung
der Aktivitdt des AE Proteins erfolgt durch die Messung des cytosolischen pH-
Wertes in Reaktion auf die Anderung der ionischen Zusammensetzung des extrazel-
luldren Mediums und in Reaktion auf die Zugabe der Testsubstanzen bzw. von Kon-
trollsubstanzen mit bekanntermafen inhibierender oder stimulierender Wirkung [Teti
et al. (1989) Cytoplasmic pH regulation and chloride/bicarbonate exchange in avian
osteoclasts. J Clin Invest. 83:227-33; Hall et al. (1989) Optimal bone resorption by
isolated rat osteoclasts requires chloride/bicarbonate exchange. Calcif Tissue Int.
45:378-80].

Die hemmende Wirkung der Testsubstanzen auf die Resorption von Kno-
chenmaterial wird in einem in vitro Test untersucht. Aus neugeborenen Ratten iso-
lierte Osteoklasten werden in direkten Kontakt mit Scheibchen aus von Rindern
stammendem Knochenmaterial gebracht und zusammen fir mindestens 6 h in An-
und Abwesenheit der Testsubstanzen inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wird
jedes Knochenscheibchen mikroskopisch untersucht, um das Ausmaf der Knochen-
resorption zu bestimmen [Chambers et al. (1985) The effect of calcium-regulating
hormones and prostaglandins on bone resorption by osteoclasts disaggregated from
neonatal rabbit bones. Endocrinology 116:234-9].

Pharmakologischer Test bezlglich der Wirkung der Verbindungen bei

gastrointestinalen Geschwiren

Die hemmende Wirkung der Testsubstanzen auf die Magensauresekretion
wird an einer Kultur von Parietalzellen aus Kaninchen geprift. Die Aktivitat des AE
Proteins und die damit verbundene Sauresekretion wird in An- und Abwesenheit der

Testsubstanzen sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Stimulation der
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Séureproduktion durch Zugabé bekanntermaBBen stimulierender Verbindungen ge-
messen [Muallem et al. (1988) Activation of the Na+/H+ and CI-/HCO3- exchange by
stimulation of acid secretion in the parietal cell. J Biol Chem. 263:14703-11].

Die hemmende Wirkung der Testsubstanzen auf die Entstehung von Stress-
induzierten gastrointestinalen Geschwdren wird an Ratten geprift. [n diesem Modell
werden Ratten durch Immobilisierung und teilweises Untertauchen in 22°C warmen
Wasser fir 6 h Stress ausgesetzt. Die Entstehung von gastrischen Lasionen und ihr
Schweregrad wird in Kontrollratten und Ratten, die 30 min vor der Stress-
Aussetzung praventiv mit den Testsubstanzen behandelt worden sind, verglichen
[Takagi & Okabe (1968) The effects of drugs on the production and recovery proces-

ses of the stress ulcer. Jpn J Pharmacol. 18:9-18].

Pharmakologischer Test beziglich der Wirkung der Verbindungen bei neuronalen

oder neuropsychiatrischen Erkrankungen, die mit einer pathologisch verédnderten,

insbesondere einer gesteigerten neuronalen Aktivitdt zusammenhangen.

Eine gesteigerte neuronale Aktivitat fuhrt zu einer lang anhaltenden intrazellu-
l&ren Ansauerung (Anstieg der Protonenkonzentration), welche die Zelle gegen ei-
nen neuen neuronalen Impuls refraktar macht. Fur die dann folgende intrazellulare
Neutralisierung sind Bikarbonat Transporter Proteine verantwortlich. Eine Inhibition
dieser Austauscher fahrt zu einer Verlangsamung der Neutralisierung des intrazellu-
laren pH-Wertes, und als Konsequenz sind die Zellen noch I&dnger gegen einen neu-
en neuronalen Impuls refraktar. Die hemmende Wirkung der Testsubstanzen auf die
neuronalen Bikarbonat Transporter Proteine wird an Hippocampus-Gewebeschnitten
aus Meerschweinchen untersucht, indem sowohl der intrazeliuldre pH-Wert als auch
das elektrische Membranpotential von CA3-Pyramidenzellen in An- und Abwesenheit
der Testsubstanzen und im Vergleich zu Kontrollsubstanzen mit bekanntermaBen
inhibierender oder stimulierender Wirkung gemessen wird [Bonnet et al. (2000) Al-
teration of intracellular pH and activity of CA3-pyramidal cells in guinea pig hippo-

campal slices by inhibition of transmembrane acid extrusion. Brain Res. 872:116-24].
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Die Testsubstanz Moxonidin, bei der es sich um einen Selektiven Imidazolin
Rezeptor Agonisten handelt, erzielte véllig iberraschend eine inhibierende Wirkung
auf Proteine, die den intrazellularen pH-Wert regulieren und zur Superfamilie der
Bikarbonat-Transporter gehoren. Insbesondere wurde gefunden, dass Moxonidin
einen selektiven Inhibitor sowohl der Na*-unabhéngigen Chlorid-/Bikarbonat (CI
/HCOj3’) Austauscher (AE) Proteine als auch der Na’-/Bikarbonat (Na* /HCOjy)
Cotransporter (NBC) Proteinen oder/und der Na'-abhdngigen Chlorid-/Bikarbonat
(CI' /HCOy') Austauscher (NDAE und N(D)CBE) Proteine darstelit. Die inhibitorische
Wirkung von Moxonidin auf Bikarbonat-Transporter Proteine ist vergleichbar mit der
Wirkung von 4,4'-Diisothiocyanostilben-4,4'-disulfonat (DIDS), einer Verbindung mit
véllig anderer chemischer Strukiur, deren inhibitorische Wirkung auf Bikarbonat
Transporter im Stand der Technik hinldnglich bekannt ist [Boron (2001) Sodium-
coupled bicarbonate transporters. JOP 24(Suppl):176-81]. Dass die beobachtete
Wirkung von Moxonidin nicht auf seine alpha-2 adrenergen Eigenschaften zuriickzu-
fahren ist, zeigt der Vergleich mit der Verbindung Guanabenz, einem im Stand der
Technik etablierten selektiven alpha-2 Agonisten [Hieble & Ruffolo (1995) Possible
structural and functional relationships between imidazoline receptors and alpha 2-
adrenoceptors. Ann N Y Acad Sci. 763:8-21].

Die vorstehenden Testergebnisse zeigen daher, dass Moxonidin und ver-
wandte Verbindungen, wie andere Selektive Imidazolin Rezeptor Agonisten, und de-
ren pharmakologisch akzeptablen Saureadditionssalze die Aktivitat von Bikarbonat-
Transporter Proteinen vermindern kénnen und deshalb fir die Behandlung und/oder
Prophylaxe von Prophylaxe von funktionellen Stérungen und/oder Erkrankungen in
gréBeren Saugetieren oder Menschen, die eine Inhibition oder Verminderung der
Aktivitat von den intrazelluldren pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bi-
karbonat-Transporter gehérenden Proteinen erfordern, geeignet sind. Die genannten
Verbindungen kénnen daher vorteilhaft insbesondere zur Behandlung und/oder Pro-
phylaxe von Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, insbesondere Magenge-
schwiure, von Krankheitsbildern der Knochen, die durch ein unerwilinschtes MafR an
Knochenresorption bedingt sind, insbesondere Osteoporose, oder von mit einer pa-
thologisch verdnderten, insbesondere einer gesteigerten neuronalen Aktivitat zu-

sammenhangen, eingesetzt werden.
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Die zu verwendenden Dosen kdnnen individuell verschieden sein und variie-
ren naturgemaf je nach Art des verwendeten Selektiven Imidazolin Rezeptor Ago-
nisten, des zu behandelnden Zustandes und der Applikationsform. Im allgemeinen
liegen die Tagesdosen fir die Behandlung von oben genannten funktionellen Sto-
rungen und/oder Erkrankungen, insbesondere Osteoporose, beim Menschen bei ora-
ler Applikation im Bereich von 0,01 bis 1000 mg, beispielsweise bei etwa 0,1 bis 100
mg, vorzugsweise bei etwa 0,2 bis 10 mg. Die vorgenannten Selektiven Imidazolin
Rezeptor Agonisten, insbesonders eine Verbindung ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus aus Moxonidin, Rilmenidine, LNP-509, S-23515, PMS-812, PMS-847
und BU-98008, und ganz speziell Moxonidin, oder deren pharmakologisch akzeptab-
len S&ureadditionssalze kénnen hierbei in pharmazeutischen Zubereitungen sowohi
zur sofortigen als auch verzdgerten, kontrollierten und/oder gesteuerten Wirkstoff-
Freisetzung verabreicht werden. Hierbei versteht es sich fir den Fachmann von
selbst, dass Zubereitungen mit verzégerter, kontrollierter und/oder gesteuerter Wirk-
stoff-Freisetzung héhere Gehalte an Wirkstoff aufweisen kénnen als Zubereitungen

zur sofortigen Wirkstoff-Freisetzung.

Das folgende Beispiel soll die Herstellung einer Moxonidin — beispiethaft aus-
. gewdhlt fur einen Selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten — oder dessen pharma-
zeutisch akzeptablen Salze enthaltenden pharmazeutischen Zubereitung naher er-

lautern, ohne jedoch den Umfang der Anmeldung zu begrenzen.
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Beispiel: Moxonidin-haltige filmiberzogene Tabletten

Zusammensetzung:

Tablettenkerne:

Moxonidin

Lactose ’ -
Povidone USP

Crospovidone USP

Magnesiumstearat

(Wasser

Gesamtfeststoff

Filmiberzug:
Hydroxypropylmethylcellulose

30%ige waBrige Ethylcellulose-Dispersion
(= Feststoff)

Polyethylenglycol 6000

Titandioxid

Talc

Rotes Eisenoxid

(Wasser

Gesamtfeststoff

Gesamtmenge an Filmiberzugssuspension

PCT/EP2003/006319

0,025
9,575
0,070
0,300
0,030
0,750

Teile
Teile
Teile
Teile
Teile
Teile)

10,000

0,156
0,480
(0,144)
0,030
0,150
0,1197
0,0003
3,864

Teile

Teile
Teile
Teile
Teile
Teile
Teile
Teile
Teile)

0,600

Teile

4,800

Teile

Zum Uberziehen von 10.000 Tablettenkerne zu je 100 mg Gewicht werden 4,8

kg der vorstehenden Filmiberzugssuspension eingesetzt.

Tablettenkernherstellung:

Das Moxonidin und die Lactose wurden gemischt. Die Mischung wurde mit ei-

ner Losung des Bindemittels Povidone in Wasser durchfeuchtet, gut durchgeknetet

und das erhaltene Produkt wurde auf Horden ausgebreitet und bei einer Temperatur
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von ca. 50°C bis zu einem Feuchtigkeitsgehalt von héchstens 0,5 % getrocknet. Das
getrocknete Produkt wurde durch ein 0,75 mm-Sieb (Frewitt-Maschine) passiert.
Nach dem Vermischen des erhaltenen Granulates mit Crospovidone und Magnesi-
umstearat wurden daraus Tablettenkerne mit einem Gewicht von 100 mg gepresst,

so dass jeder Tablettenkern 0,25 mg Wirkstoff enthielt.

Herstellung der Filmiiberzugssuspension:

Die Hydroxypropylmethylcellulose und das Polyethylenglycol 6.000 wurden in
einem Teil des Wassers geldst. Zu dieser Losung wurde eine Suspension von Talc,
Titandioxid und Eisenoxid in dem (brigen Wasser unter Ruhren zugefugt. Die erhal-
tene Suspension wurde unter leichtem Rihren mit der 30%igen wassrigen Ethylcel-

i

lulose-Dispersion verdinnt.

Filmiberziehen der Tablettenkerne:

Die FilmUberzugssuspension wurde auf die Tablettenkerne in einer Befil-
mungsapparatur gespruht, wdhrend warme Luft von ca. 70°C die Tablettenkerne auf
eine Temperatur von ca. 45°C erwarmte. AnschlieBend wurden die filmiberzogenen

Tabletten 16 Stunden bei einer Temperatur von ca. 45°C getrocknet.
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Anspriiche

1.  Verwendung von selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten oder deren
physiologisch vertraglichen S&ureadditionssalzen zur Herstellung von pharmazeuti-
schen Zubereitungen fir die Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen St6-
rungen und/oder Erkrankungen in gréBeren Saugetieren oder Menschen, die eine
Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von den intrazellularen pH-Wert regulie-
renden und zur Superfamilie der Bikarbonat-Transporter gehérenden Proteinen er-
fordern. '

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den, den intrazellularen pH-Wert regulierenden Proteinen um Na+-unabhédngige
Chlorid-/Bikarbonat-Austauscher Proteine handeli.

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den, den intrazelluldaren pH-Wert regulierenden Proteinen um Na+-/Bikarbonat-
Cotransporter Proteine handeit.

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den, den intrazellularen pH-Wert regulierenden Proteinen um Na+-abhangige
Chlorid-/Bikarbonat-Austauscher Proteine handelt.

5.  Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die funk-
tionelle Stérung und/oder Erkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Krankheitsbildern der Knochen, die durch ein unerwlinschtes Maf3 an Knochenre-
sorption bedingt sind, Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes, oder von mit
einer pathologisch verénderten, insbesondere einer gesteigerten neuronalen Aktivitat

zusammenhangende neuronale und/oder neuropsychiatrische Krankheiten.

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche 1, 2 oder 5,
dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der funktionellen Stérung und/oder Er-

krankung um ein Krankheitsbild der Knochen handelt, das durch ein unerwlinschtes
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MafB an Knochenresorption bedingt ist, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Os-
teoporose, Hypercalcdmie, Osteopenie, Zahnerkrankungen, Hyperparathyroidismus,
periarticulare Erosionen bei rheumathoider Arthritis, die Paget’'sche Krankheit und
durch eine Glucocorticoid-, Steroid- oder Corticosteroid-Therapie oder durch einen

Mangel an Sexualhormon(en) hervorgerufene Knochenerkrankung.

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich

bei der funktionellen Stérung und/oder Erkrankung um Osteoporose handelt.

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass es sich bei den selektiven Imidazolin Rezeptor Agonisten um
eine Verbindung handelt ausgewéhlt aus der Gruppe Moxonidin, Rilmenidine, LNP-
509, S-23515, PMS-812, PMS-847 und BU-98008.

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass es sich

bei dem selektiven Imidazolin Rezeptor Agonist um Moxonidin handelt.

10. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei den Menschen um Frauen in der Peri- oder Postmenopau-

se handelt.

11. Verwendung von Moxonidin oder dessen physiologisch vertréglichen
Saureadditionssalzen zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen fir die
gleichzeitige Behandiung und/oder Prophylaxe von Osteoporose und von Bluthoch-

druck in gréBeren S&ugetieren oder Menschen.

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den Menschen um Frauen in der Peri- oder Postmenopause handelt.

13. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stérungen und/oder Erkrankun-
gen bei gréBeren Saugetieren oder Menschen, die eine Inhibition oder Verminderung
der Aktivitdt von den intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der
Bikarbonat-Transporter gehérenden Proteinen erfordern, dadurch gekennzeichnet,

dass man eine zur Behandlung und/oder Prophylaxe von funktionellen Stoérungen
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und/oder Erkrankungen, die eine Inhibition oder Verminderung der Aktivitat von den
intrazellularen pH-Wert regulierenden und zur Superfamilie der Bikarbonat-
Transporter gehérenden Proteinen erfordern, wirksame Menge eines selektiven Imi-
dazolin Rezeptor Agonisten oder dessen physiologisch vertraglichen Saureadditi-
onssalzen zusammen mit Ublichen pharmazeutischen Hilfsstoffen in eine geeignete
Arzneiform Uberfihrt.
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