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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung von
Gabapentin-Laktam (GBP-L) als pharmazeutischer
Wirkstoff zur Behandlung renaler Erkrankungen.

[0002] Das akute Nierenversagen flhrt trotz grofer
therapeutischer Fortschritte, insbesondere im Be-
reich der maschinellen Nierenersatzverfahren, immer
noch in einem hohen Prozentsatz zum Tod. Dies gilt
insbesondere fur Patienten, welche ein Multiorgan-
versagen aufweisen und intensivmedizinischer The-
rapie bediurfen. Zu den pathologischen Griinden des
akuten Nierenversagens zahlen u. a. hdmodynami-
sche und vaskulare Ursachen. Z. B. fihren Stérun-
gen der Herzfunktion oder der arteriellen Gefalie zu
einer gestérten Perfusion der Nieren und somit zu ei-
nem Abfall oder Ausfall glomerularer bzw. tubularer
Funktionen. Neben Nierenarterienstenosen kénnen
auch intrarenale Durchblutungsstérungen (bedingt
durch Vaskulopathien, Embolien oder Gerinnungs-
stdérungen) Perfusionsstérungen der Nieren ausldsen
und somit ischaemische und postischaemische
Schadigungen verursachen. An etwa 20% aller aku-
ten Nierenversagen sind potentiell nephrotoxische
Pharmaka oder Umwelttoxine beteiligt. Wichtige Aus-
I6ser sind z. B. Antirheumatika, Aminoglykoside,
ACE-Hemmer in Kombination mit nicht-steroidalen
Antiphogistika, Immunsuppressiva, bestimmte Vi-
rustatika, Analgetikakombinationen, erndhrungsbe-
dingte Nephrotoxine oder Pilzgifte. Auch relativ unbe-
denkliche Praparate k&nnen bei Langzeitgabe eine
terminale Niereninsuffizienz auslésen.

[0003] Obwohl man die pathogenetischen Mecha-
nismen des akuten Nierenversagens zunehmend
besser versteht, beschrankt sich dessen Behandlung
auch heute noch weitgehend auf symptomatische
MaRBnahmen zur Begrenzung der Niereninsuffizienz,
auf eine Therapie der bisher bekannten auslésenden
Ursachen sowie auf die maschinelle Uberbriickung
des meist nur temporaren Funktionsausfalls der Nie-
ren. Neuere Befunde haben gezeigt, dal selbst bei
scheinbar geringer Ischaemieschadigung bereits auf
zellularer Ebene Prozesse anlaufen kénnen, die mit
zeitlicher Verzdgerung postischaemisch zum Zellun-
tergang und damit erheblichen Einschrankungen der
Nierenfunktionen fihren kénnen.

[0004] Die Ursachen hierfir liegen im Wesentlichen
an ischaemischen/anoxischen Veranderungen in den
Mitochondrien, die postischaemisch/postanoxisch zu
einer GbermaRigen Bildung reaktiver Sauerstoffspe-
zies (ROS) fuhren. Deren schadigende Wirkung kann
2.B. in der Zelle zu einer Kreuzvernetzung von zellu-
laren Funktionsproteinen (z. B. Inaktivierung von En-
zymen und lonenkanalen) oder der Veranderung von
Basensequenzen im Zellkern filhren (mutagene und
karzinogene Wirkung der ROS). In der Mitochondri-
enmembran kénnen freie ROS die Bildung einer mi-
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tochondrialen , Transitionspore" (MTP) mit unphysio-
logisch hoher Durchlassigkeit fur Makromolekile for-
dern. Hierdurch kommt es zur Mitochondrienschwel-
lung mit Austritt von Matrixbestandteilen in das Zyto-
sol der Zelle (z. B. Cytochrom ¢ und Matrixenzyme).
Im Zellkern kdnnen diese mitochondrialen Signale
den programmierten Zelltod einleiten (Apoptose), d.
h. trotz postischamischer/anoxischer Wiederherstel-
lung der renalen Durchblutung und Sauerstoffversor-
gung kann es zum verzdgerten Zelluntergang und
Nierenversagen kommen. Selbst bei geringerem is-
chamischen Schaden werden in der Niere nach Reo-
xygenierung die Reparaturprozesse dadurch behin-
dert, dald durch Mitochondrienschaden nicht nur die
ATP-Produktion verringert, sondern auch die Freiset-
zung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) geférdert
wird. Wahrend das Nierenmark relativ unempfindlich
gegenlber Sauerstoffmangel ist, kommt es, bedingt
durch die hohe Stoffwechselaktivitdt der Rinde und
Querdiffusion des Sauerstoffs, im Ubergangsbereich
zwischen Rinde und Mark zu extrem niedrigen Sau-
erstoffspannungen (PO, < 10 mm Hg). Dementspre-
chend zeigen sich hier in der Klinik bevorzugt ischa-
emische/postischaemische Funktionsausfalle der
Niere.

[0005] Neuere Untersuchungen am Gehirn und an
Herzmuskelzellen haben gezeigt, dall ein ,praeis-
chaemisches Konditionieren" der Zellen (z. B. durch
milde Hypoxie) oder pharmakologisch mit mitochon-
drialen ,K',.-Kanal-Offnern" wie z. B. Diazoxid
(DAO) die Toleranz dieser Zellen gegenuber Ischae-
mie- und Reperfusionsschaden steigern kann. Wirk-
stoffe zur Prophylaxe der beschriebenen renalen is-
chaemischen/postischaemischen Zellschaden sind
weitgehend unbekannt.

Aufgabenstellung

[0006] Es istdaher die Aufgabe der Erfindung einen
Wirkstoff zur Verflgung zu stellen, der die Behand-
lung und Prophylaxe renaler Ischaemie/Postischae-
mie- bzw. Perfusions-/Reperfusions-Schaden ermdg-
licht.

[0007] Die Aufgabe wird geldst durch die Merkmale
des Anspruchs 1. Die Unteranspriche geben die vor-
teilhafte Ausgestaltung der Erfindung an.

[0008] Als Ischdmiemodell wurde das in vitro-Mo-
dell isolierter Tubuslussegmente (ITS) aus der Nie-
renrinde der Ratte gewahlt. Diese bieten, im Gegen-
satz zu Gewebsschnitten, den pharmakologischen
Vorteil frei einstellbarer Sauerstoff-, Substrat- und
Wirkstoffkonzentrationen an der Zelloberflache. Im
Folgenden wird anhand dieses Praparates und mit
Hilfe bestimmter Mef3parameter gezeigt, daf durch
Vorbehandlung mit Gabapentin-Laktam (GBP-L)
Schadigungen der ITS durch Substrat und Sauer-
stoffmangel drastisch verringert werden k&nnen.
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Stand der Technik

[0009] Gabapentin-Laktam (GBP-L) ist ein Derivat
des Gabapentin (GBP), welches als Wirkstoff zur Be-
handlung der Epilepsie und chronischer Schmerzen
bekannt ist. Die Synthese des GBP-L (8-aza-spi-
ro[5,4]deca-9-on) wurde bereits in der Literatur be-
schrieben (u. a. Kearney A. S. et al., Int. J. Pharma.,
1992). Des Weiteren wurde diese Substanz aufgrund
ihrer neuroprotektiven Eigenschaften als maglicher
Wirkstoff zur Behandlung z. B. einer zentralen Hypo-
xie, Hypoglykamie, eines Schadeltraumas oder Epi-
lepsie (Ashton H. and Young A.H., J. Psychopharma-
col., 2003). In der DE 1975 1062 A1 werden Pyrroli-
dinon-Derivate, bevorzugt GBP-L, zur Verringerung
des extrazellularen Glutamat-Spiegels sowie deren
Verwendung als therapeutische Wirkstoffe zur Pro-
phylaxe und Behandlung des Schlaganfalls beschrie-
ben. Die DE 69707842 T2 offenbart zyklische Amino-
sauren als pharmazeutische Zusammensetzung zur
Behandlung neurodegenerativer und -pathologischer
Stérungen, sowie zur Behandlung von Ohnmachts-
anfallen, Hypokinesie, Depressionen, Angstgefiihlen,
Panik und Schmerzen.

Ausfiihrungsbeispiel

[0010] Frisch isolierte ITS wurden in einer Vorinku-
bationsperiode fir 30 min mit 95% O, und 5% CO, in
Gegenwart der zu testenden Substanzen im
Krebs-Ringer-Bicarbonat-Medium begast. Nach der
Vorinkubation wurden sie chne Substratzusatz ano-
xisch 45 min mit 95% N, und 5% CO, inkubiert (PO,
< 1 mm Hg), anschlielend ,postischamisch" noch-
mals 60 min in Gegenwart von 10 mmol I"* (mM) Lak-
tat unter 95% O, und 5% CO, reoxygeniert. Unbe-
handelte ITS dienten als Kontrollen. Unterschiede
zwischen den beiden Versuchsansatzen galten als
signifikant, wenn diese im t-Test flr gepaarte Stich-
proben das 5%-Signifikanzniveau unterschritten (p <
0,05, n=1%).

[0011] Als Parameter dienten folgende Mel3grofien:
a) Intrazellularer K*-Gehalt (K*): Nierenrindenzellen
kénnen bei Energiemangel Uber einen bestimmten
Zeitraum hinweg durch K'-Ausstrom ihrem An-
schwellen entgegenwirken; nach Reoxygenierung
wird dann der Verlust durch aktiven lonentransport
ausgeglichen. b) Verlust von Marker-Enzymen: Nach
langer anhaltendem Sauerstoff- bzw. ATP-Mangel
kommt es zur Zell- und Mitochondrienschwellung,
deren Membranen werden permeabel, es kommt
zum Verlust von zytosolischer Laktat-Dehydrogena-
se LDH (Zellschwellung) und mitochondrialer Gluta-
mat-Dehydrogenase GIDH (Mitochondrienschwel-
lung). ¢) GNG (Laktatglukoneogenese): Wird nach
Reoxygenierung oder Reperfusion erneut ATP gebil-
det, laufen stoffwechselabhangige Reparatur- und
Syntheseprozesse in den Zellen an, u. a. auch die
GNG als Parameter der zelluldren Energieversor-
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gung); d) TBARS als Indikator fir Sauerstoffradikale:
Als Folge einer gesteigerten Freisetzung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) in der Reoxygenie-
rungs/Reperfusionsphase kommt es zur Lipidperoxi-
dation in den Zellen, es werden Thicbarbitursaure-re-
aktive Substanzen (TBARS) gebildet. e) nTBS (nuc-
lear Trypane Blue Staining) als Parameter einer ge-
stérten Kernfunktion: Unter Vermittiung der ROS kon-
nen Mitochondrien Apoptose-Sighale aussenden (z.
B. Cytochrom «c¢), unter denen postischae-
misch/postanoxisch die Zellkern-Membran fur Farb-
stoffe permeabel wird und das Anfarben von Nuklein-
sauren mit dem Trypanblau erméglicht.

[0012] Es traten folgende Effekte auf: Die zytopro-
tektive Wirkung von GBP-L war konzentrationsab-
hangig. Abb. 4 zeigt, dass bei 0,01 — 0,1 mM sowohl
bei Sauerstoffmangel (geschlossene Kreise) als nach
Reoxygenierung (offene Kreise) die Freisetzung der
Marker-Enzyme mit steigender Konzentration redu-
ziert wurde. Dieses ist ein Hinweis darauf, dass so-
wohl der Zytoplasmaverlust der Zellen (LDH: minus
41%) als auch das Anschwellen der Mitochondrien
(GIDH: minus 60%) in Gegenwart von 0,01 - 0,1 mM
GBP-L konzentrationsabhangig verringert wurde. In
Abb. 2 ist dargestellt, dass sich auch eine konzentra-
tionsabhéngige Konservierung energieliefernder Mi-
tochondrienfunktionen im Bereich 0,01 — 0,1 mM
GBP-L zeigte. Sowohl der intrazelluldre K*-Gehalt
(plus 6%) als auch die GNG-Rate (plus 14%) stiegen
in der Reoxygenierungsphase signifikant an. Auch
die Bildung von ROS wurde in der nach Reoxygenie-
rung konzentrationsabhangig verringert. Abb. 3
zeigt, dass sowohl| der Gehalt an TBARS (Optimum
bei 0,01 mM GBP-L) als auch das Auftreten von
nTBS (Optimum bei 0,1 mM GBP-L) signifikant ver-
ringert wurden.

[0013] Um zu prifen, ob der zuvor beschriebene
Schutzeffekt im Bereich von 0,01 — 0,1 mM GBP-L
auf spezifischen pharmakologischen Eigenschaften
dieser Verbindung beruhte, die es nicht mit seiner
Muttersubstanz Gabapentin (GBP) teilte, wurden in
der folgenden Versuchsserie die Wirkungen beider
Substanzen unter ansonsten gleichen Versuchsbe-
dingungen bei einer mittleren Konzentration von 0,05
mM miteinander verglichen. Um auch einen Eindruck
Uber den zytoprotektiven Wirkmechanismus des
GBP-L zu gewinnen, wurden zusatzlich die Effekte
des mitochondrialen ,K*,.-Kanal-Offners" Diazoxid
(0,05 mM DAO) und des ,K*,;--Kanal-Blockers" Hy-
droxydecanoat (0,05 mM 5-HD) sowohl einzeln als
auch in Kombination mit 0,05 mM GBP-L getestet.

[0014] Akl 4 zeigt die Ahnlichkeit in der Wirkung
des GBP-L und des DAO, beide Substanzen wirkten
deutlich zytoprotektiv, der Schutzeffekt mit GBP-L
war jedoch starker ausgepragt: sowohl bei Sauer-
stoffmangel (schwarze Saulen, N,) als auch nach Re-
oxygenierung (offene Saulen, O,) lagen die LDH-
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(unter N, minus 41%, unter O, minus 16%) und
GIDH-Verluste (unter N, minus 68%, unter O, minus
64%) in Gegenwart von 0,05 mM GBP-L signifikant
niedriger als mit 0,05 mM DAO (LDH minus 23 — 28%,
GIDH minus 16 — 31%). Abb. & zeigt, dass sich ein
ahnliches Bild fir die ATP-abhangigen Zellfunktionen
in Gegenwart von 0,05 mM GBP-L (K" unter N, plus
11,6%, unter O, plus 9,7%, GNG unter O, plus 44%)
ergab. In Abb, § ist dargestellt, dass dies auch die fir
die ROS-abhangige Bildung von TBARS (TBARS un-
ter N, minus 9%, unter O, minus 38%) und die Scha-
digung der Zellkerne (nTBS unter N, kein Effekt, un-
ter O, minus 26%) gilt. Wurde der ,K*,--Kanal-Off-
ner" DAO mit dem K" ;--Kanal-Blocker" 5-HD kombi-
niert, ergaben sich keine Unterschiede zu den Kon-
trollen. Ebenso zeigte sich — als Beleg fir die neuar-
tige Wirkung des GBP-L - zwischen der Wirkung der
Muttersubstanz GBP und unbehandelten Kontrollen
kein signifikanter Unterschied. Wurde GBP-L mit dem
.K' srp-Kanal-Blocker" 5-HD kombiniert, wurde die zy-
toprotektive Wirkung des GBP-L — ahnlich wie bei der
Kombination DAO + 5-HD - aufgehoben.

[0015] Diese Beobachtungen machen deutlich, dafl’
in Nierenrindenzellen durch die Vorbehandlung mit
GBP-L zytoprotektive Effekte ausgeldst werden kon-
nen. Durch ,Prakonditionierung" der Zellen in der
Vorinkubation wurden offensichtlich in den Mitochon-
drien Veranderungen eingeleitet, die nicht nur den
darauf folgenden Anoxie-Schaden begrenzten, son-
dern auch Reperfusionsdefizite hach dem Wiederan-
fluten mit Sauerstoff signifikant verringerten, ange-
zeigt durch den geringeren Verlust des mitochondria-
len Matrix-Enzyms GIDH, durch die reduzierte Frei-
setzung von Sauerstoffradikalen (TBARS), weniger
Anzeichen fir Kernuntergdnge (nTBS) und verbes-
serte ATP-abhangige Zellfunktionen.

Patentanspriiche

1. Verwendung von Gabapentin-Laktam zur Be-
handlung von und/oder zur Vorbeugung vor renalen
Erkrankungen.

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung
und Prophylaxe von Nierenischaemien, Postischae-
mien, Perfusions- und/oder Reperfusionsstérungen.

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass Gabapentin-Laktam in einer an
der Zellmembran verfiigbaren Konzentration von
0,01 - 0,5 mM eingesetzt wird

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen
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