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Bezeichnung der Erfindung

Hemmung der Proteinkinase C Alpha zur Behandlung von

Diabetes mellitus und kardiovaskuldrer Erkrankungen

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Agenzien, die
die Expression und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-a (PKC-o) ver-
mindern oder hemmen, zur Behandlung und/oder Pr&vention von koronarer
Herzerkrankung, Herzinfarkt, peripherer Verschlusskrankheit, Schlagan-
fall, mit Proteinurie einhergehenden Nierenerkrankungen, diabetischen
Spatschiden und/oder kardiovaskul&dren Komplikationen bei Patienten mit
Diabetes mellitus, kardiovaskulidren Komplikationen bel Patienten mit
Hypertonus und kardiovaskuliren Komplikationen bei Patienten mit Hy-

percholesterinamie.

Diabetes mellitus ist einer der h&ufigsten Erkrankungen in der westli-
chen Welt, die ungefidhr 5 % der Bevdlkerung betrifft. Diabetes melli-
tus wird in einen Diabetes Typ I, welcher in der Regel bereits wéhrend
der Jugend auftritt, und den auch als Alterszucker bezeichneten Diabe-
tes Typ II unterteilt. Durch eine Stdérung des Glucosestoffwechsels
kommt es bei beiden Diabetes-Formen zu dauerhaft erhdhten Glucosewer-
ten im Blut, was beil den betroffenen Patienten nach mehreren Jahren zu
unterschiedlichen Komplikationen f£ihrt. Die h&ufigsten und gleichzei-
tig am meisten geflirchteten Komplikationen sind die diabetische Reti-
nonopathie, welche zur Erblindung fithrt, die diabetische Neuropathie,
welche FuR- oder Beinamputation nach sich ziehen kann, und die diabe-

tische Nephropathie.

Eine diabetische Nephropathie entwickelt sich bei ungefdhr 40 % aller
Diabetes-Patienten und ist weltweit die h&ufigste Ursache flUr ein
chronisches Nierenversagen und eine Dialysebehandlung. Etwa 30 bis 40
% aller neuen Dialysepatienten weisen eine diabetische Nephropathie
auf. Da sich die diabetische Nierenschidigung nur langsam entwickelt,
ist es von groRer klinischer Bedeutung, bereits frihzeitig Patienten

zu identifizieren, die ein erhdhtes Risiko tragen, eine Niereninsuffi-
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zienz zu entwickeln, um geeignete therapeutische Schritte einzuleiten.
Eines der ersten klinischen Zeichen einer beginnenden Nierenschadigung
ist das Auftreten einer sogenannten Mikroalbuminurie. Dabei kommt es
zu einer Ausscheidung von 30-300 mg Albumin im 24-Stunden-Sammelurin.
Im Normalfall werden weniger als 30 mg Albumin pro Tag ausgeschieden.
Eine Mikroalbuminurie tritt unter den gegenwiArtigen therapeutischen
Bedingungen bei etwa 25 % der Diabetiker mit Diabetes Typ I oder Typ
II auf (Alzaid, Diabetes Care, 19 (1996), 79-89; Klein et al., Diabe-
tes Care, 22 (1999), 743-751; Valmadrid et al., Arch. Intern. Med.,
160 (2000), 1093-1100). Das Risiko, dass sich eine Niereninsuffizienz
entwickelt, ist bei Patienten mit Mikroalbuminurie etwa 10-mal hdher
als bei Patienten mit normaler Albuminausscheidung. Eine diabetische
Nephropathie, welche durch eine Proteinurie von mehr als 300 mg/Tag
und/oder eine eingeschrinkte Nierenfunktion gekennzeichnet ist, entwi-
ckelt sich bei etwa 5 bis 10 % aller Patienten mit Diabetes und Mikro-
albuminurie pro Jahr. Auch das Risiko, dass sich eine diabetische Re-
tinopathie entwickelt, ist bei Diabetikern mit Mikroalbuminurie im
Vergleich =zu Diabetikern ohne Mikroalbuminurie erheblich gesteigert
(Vigstrup und Mogensen, Acta Ophthalmol. (Copenh), 63 (1985), 530-
534).

Wie Langzeitstudien mit mehr als zehnjidhrigem Follow-up =zeigten, ist
die kardiovaskulédre Mortalit&t bei Typ II- und Typ I-Diabetiker be-
reits im Stadium der Mikroalbuminurie im Vergleich zu Diabetikern ohne
Mikroalbuminurie etwa zweifach erhdht, auch nach Adjustierung fir die
konventionellen Risikofaktoren wie Cholesterin und Hypertonie (Rossing
et al., Bmj, 313 (1996), 779-784; Gerstein et al., Diabetes Care, 23
(2000), Suppl. 2: B35-39; Valmadrid et al., 2000). Eine gesteigerte
kardiovaskuldre Mortalitdt ist auch bei Patienten mit Mikroalbuminurie
ohne Diabetes mellitus nachzuweisen (Gerstein et al., Jama, 286
(2001), 421-426).

Es gilbt verschiedene Hypothesen, warum die Mikroalbuminurie ein &u-
RBerst wichtiger Marker £ir die Entstehung von Komplikationen bei Pati-
enten mit Diabetes ist. GemdR der sogenannte "Steno-Hypothese" (De-
ckert, Feldt-Rasmussen et al., Diabetologia, 32 (1989), 219-226) ist

der Verlust von negativ, also anionisch, geladenen Molekiilen in der
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extrazelluldren Matrix verantwortlich fiir die Entstehung von Albuminu-
rie, diabetischer Retinopathie und kardiovaskulidrer Komplikationen,
beispielsweise koronarer Herzerkrankung. Diese Hypothese stiitzt sich
auf sowohl am Menschen als auch an tierischen Modellsystemen erhobenen
Daten und ist in den letzten Jahren durch Ergebnisse weiterer Arbeits-

gruppen bestdtigt worden.

In der Niere wird der Urin in den Nierenkdrperchen, den sogenannten
Glomeruli, abgepresst. Um das Durchtreten von EiweiRen, beispielsweise
Albumin, zu verhindern, ist die Blutseite von der Urinseite durch eine
als Basalmembran bezeichnete Membran getrennt. Die Basalmembran weist
kleine Poren auf, die kleineren Molekiilen den Durchtritt durch die Ba-
salmembran ermdglichen, wahrend Eiweifmoleklile aufgrund ihrer GréRe
die Membran nicht passieren kénnen. Bei Patienten mit Mikroalbuminurie
kommt es dennoch zum Durchtritt kleiner EiweiRe wie Albumin, obwohl
die Porengréfe zunichst nicht zunimmt. Als Erklarung flir dieses Phino-
men konnte gezeigt werden, dass in den Poren beziehungsweise am Poren-
rand Moleklle negativer DLadung vorhanden sind, welche die ebenfalls

negativ geladenen Eiweife abstoRen (Kverneland, Feldt-Rasmussen et

~al., Diabetologia, 29 (1986), 634-639; Deckert, Feldt-Rasmussen et

al., Kidney Int., 33 (1988), 100-106; Kverneland, Welinder et al., Di-
abetologia, 31 (1988), 708-710). Beili diesen Moleklilen mit negativen
Ladungen handelt es sich um Proteoglycane. Proteoglycane sind komplexe
Makromoleklile, die aus Proteinen bestehen, an die kovalent Polysac-
chard-Ketten angelagert sind. Die Polysaccharid-Ketten bestehen tiber-
wiegend aus Heparansulfat und sind stark negativ geladen. Das im K&r-
per am h3ufigsten vorkommende Proteoglycan ist Perlecan. Perlecan ist
ein 460 kd grofies Protein und hat mehrere Polysaccharid-Seitenketten
(Murdoch und Iozzo, Virchows Arch. A. Pathol. Anat. Histopathol., 423
(1993), 237-242; Iozzo, Cohen et al., Biochem. J., 302 (1994), 625-
639; Murdoch, Liu et al., J. Histochem. Cytochem., 42 (1994), 239-
249) . Bei Patienten mit Diabetes und Mikroalbuminurie ist Heparansul-
fat in der glomerul&ren Basalmembran kaum vorhanden. Auch bei Patien-
ten mit fortgeschrittener diabetischer Nephropathie l4sst sich Hepa-
ransulfat nicht mehr in der Basalmembran nachweisen, obwohl die Prote-
inketten noch vorhanden sind. Dieser Effekt wird durch eine verminder-

te Heparansulfatsynthese unter hyperglykimischen Bedingungen, wie sie
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bei Diabetikern vorkommen, erklirt (Parthasarathy und Spiro, Diabetes,
31 (1982), 738-741; Deckert, Feldt-Rasmussen et al., 1988; Nakamura
und Myers, Diabetes, 37 (1988), 1202-1211; Nerlich und Schleicher, Am.
J. Pathol., 139 (1991), 889-899; Makino, Ikeda et al., Nephron, 61
(1992), 415-421; Scandling und Myers, Kidney Int., 41 (1992), 840-846;
Vernier, Steffes et al., Kidney Int., 41 (1992), 1070-1080; Tamsma,
van den Born et al., Diabetologia, 37 (1994), 313-320; Iozzo und San
Antoniom, J. Clin. Invest., 108 (2001), 349-355). Des weiteren konnte
gezeigt werden, dass Heparansulfat-Proteoglycane nicht nur die glome-
rulAre Filtration von Albumin durch die negative Ladung verhindern,
sondern wahrscheinlich auch fir die Integritat der PorengrdRe inner-
halb der Basalmembran witverantwortlich sind (Deckert, Kofoed-
Fnevoldsen et al., Diabetologia, 36 (1993), 244-251). So fithrt der
Verlust von Heperansulfat-Proteoglycanen mit Fortschreiten der Nieren-
insuffizienz zu einer Zerstdrung der Mikrostruktur der Basalmembran.
Diese Veranderungen konnten erkléren, weshalb es im Verlauf der diabe-
tischen Nephropathie zu einer grofen, nicht-selektiven Proteinurie mit
Verlust von grdferen Proteinen wie Immunglubolin kommt. Heparansulfat-
Proteoglykane sind auch starke Inhibitoren der mesangialen Expansion
im Nierenkdrperchen. Dies ist von grofSem Interesse, da es bei Diabe-
teg-Patienten klassischerweise zu einer Expansion des mesangialen Bin-
degewebes kommt. Es ist daher nicht iUberraschend, dags der Heparansul-
fat-Proteoglykan-Verlust bei Diabetes-Patienten als eine wichtige Ur-

sache fiir die mesangiale Expansion angeschuldigt wird.

Der Verlust von Heparansulfat tritt bei Diabetikern jedoch nicht nur
in der Niere auf, sondern in fast allen anderen Organen. So kommt es
zu einer deutlichen Verminderung von Heparansulfat im Bindegewebe der
Retina, des Skelettmuskels, der Arterienwinde und der Haut sowie auf
roten Blutkdrperchen. Auch Endothelzellen weisen eine verminderte Syn-

these von Heparansulfat auf (Yokoyama, Hoyer, et al., Diabetes, 46

"(1997), 1875-1880; van der Pijl, Daha et al., Diabetologia, 41 (1998),

791-798). Da Heperansulfat-Proteoglykane wichtige antithrombotische
Eigenschaften aufweisen, kann der Verlust von  Heperansulfat-
Proteoglykanen zu der Entstehung von Mikrothromben, beispielsweise in
den Netzhautgefé&Ren, beitragen und somit die Entstehung einer diabeti-

schen Retinopathie beglnstigen (Marcum, Fritze et al., Am. J. Physi-
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ol., 245 (1983), H275-33; Marcum, McKenney et al., J. Clin. Invest.,
74 (1984), 341-350; Marcum und Rosenberg, Biochemistry, 23 (1984),
1730-1737; Marcum, Atha et al., J. Biol. Chem., 261 (1986), 7507-
7517) . Weitere wichtige antiatherosklerotische Funktionen von Heperan-
sulfat-Proteoglykanen (HSPG) bestehen darin, dass HSPG die Prolifera-
tion von glatten Gef&Rmuskelzellen hemmen, wodurch es zur Entstehung
von arteriellen Geféflasionen kommt. HSPG hemmen ferner die Bindung
von Monczyten (Entzlindungszellen) an das subendotheliale Bindegewebe.
HSPG hemmen auch die subendotheliale Bindung und Ablagerung von Li-
poprotein a und oxidierten LDL, welche eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung von Arteriosklerose haben. HSPG sind auch wichtige Re-
gulatoren bei der Angiogenese, das heiflt bei der Ausbildung von neuen
Gefaflen in geschidigten Kd&rperbereichen (Rosenberg, Shworak et al., J.
Clin. Invest., 100 (1997), 867-75; Pillarisetti, Trens Cardiovasc.
Med., 10 (2000), 60-65; Iozzo und San Antonioc, 2001). Der Verlust von
Heparansulfat-Proteoglykan ist daher nicht nur bei der Entstehung der
diabetischen Nephropathie und der diabetischen Retinopathie von Bedeu-

tung, sondern auch bei der Entstehung kardiovaskul&rer Komplikationen.

Ein weiterer Aspekt ist, dass es beil Patienten mit Hypertonie zu einer
Mikroalbuminurie kommt. Bislang wurde dieses Phinomen fUber einen er-
héhten Druck in den Nierenkdrperchen erkl&rt, wobel angenommen wurde,
dass vermehrt Albumin "abgequetscht" wird. Wenn dies jedoch zutrifft,
nuss davon ausgegangen werden, dass Patienten mit gleichbleibend hohem
arteriellen Blutdruck ebenfalls ein hohes kardiovaskulires Risiko ha-
ben, unabhéngig davon, ob sie eine Mikroalbuminurie aufweisen. Dies
trifft jedoch nicht zu, wie in mehreren prospektiven Untersuchungen
gezeigt werden konnte. Hypertensive Patienten mit Mikroalbuminurie ha-
ben eine etwa zweifach hoéhere kardiovaskul&re Morbidit&at und Mortali-
tadt als &hnlich hypertensive Patienten mit ansonsten vergleichbarem
Risikoprofil, beispielsweise Hypercholesterin&mie, Raucheranamnese und
Diabetes (Sleight, J. Renin Angiotensin Aldosterone Syst., 1 (2000),
18-20; Crippa, J. Hum. Hypertens., 16 (Suppl. 1) (2002), 874-7;
Diercks, van Boven et al., Can. J. Cardiol., 18 (2002), 525-535). Dem-
entsprechend ist die Mikroalbuminurie ein unabhingiger Risikoparameter
fir die Entstehung und Prognose von kardiovaskuldren Erkrankungen.

Dies lé&sst sich nur damit erkliren, dass es beil Patienten mit Mikroal-
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buminurie zu einer Ver&nderung im gesamten GefafRsystem kommt. Bislang
ist jedoch wunklar, welche Stdrung beli Patienten mit Hypertonie der

Mikroalbuminurie zugrunde liegt.

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem be-
steht darin, Mittel bereitzustellen, die zur Therapie von Mikroalbumi-
nurie, insbesondere bei Patienten mit Diabetes mellitus und Patienten
mit Hypertonie, eingesetzt werden kdnnen, um die mit Diabetes assozi-
ierten SpAtschéden, insbesondere diabetische Retinopathie, diabetische
Nephropathie und diabetische Neuropathie, und kardiovaskul&ren Kompli-
kationen sowie die mit Hypertonie assoziierten kardiovaskulldren Kom-

plikationen zu behandeln und/oder diesen vorzubeugen.

Die vorliegende Erfindung 16st das ihr zugrundeliegende technische
Problem durch die Lehre, zur Behandlung und/oder Pr&vention von Gefaf-
Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinurie assoziierten
Nierenerkrankungen, diabetischen Sp&tschéden und/oder kardiovaskuldren
Komplikationen bei Patienten mit Diabetes mellitus, kardiovaskuldren
Komplikationen bei Patienten mit Hypotonie und/oder kardiovaskuléiren
Komplikationen beili Patienten mit Hypercholesterinimie Agenzien zu ver-
wenden, aie die Expression und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-o

(PKC-0o) vermindern oder hemmen.

Im Stand der Technik wurde bislang angenommen, dass die B2-Isoform der
Proteinkinase C fUr die Entstehung der diabetischen Komplikationen
verantwortlich ist. Zum einen wird die B2-Isoform im Gewebe diabeti-
scher Tiere vermehrt produziert (Inoguchi et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89 (1992), 11059-11063) und zum anderen flhrt der Proteinki-
nase C-B-spezifische Inhibitor LY333531 bei Nagetieren mit Typ I- und
Typ II-Diabetes zu einer geringeren Proteinurie als Zeichen einer ver-
minderten Nierenschddigung (Ishii et al., J. Mol. Med., 76 (1998), 21-
31; Koya et al., Faseb J., 14 (2000), 439-447.

Erfindungsgemidf® erzeugte Proteinkinase C-o-,knock out“-Miuse, die kei-
ne Proteinkinase C-o bilden koénnen, entwickelten {iberraschenderweise
nach Induktion eines Diabetes mittels Streptozotozin keine Albuminu-
rie. Hingegen entwickelten Kontrolltiere, die die bis auf die Verande-

rung der Proteinkinase C-o-Expression genetisch weitgehend ildentisch
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waren, eine deutliche Albuminurie. Die weitere Untersuchung der ,knock
out“-Tiere ergab erfindungsgem&R® vollkommen Uberraschend, dass die
Tiere unter diabetischen Bedingungen in der Lage waren, Heparansulfat
in normaler Konzentration zu bilden. Hingegen konnten die Kontrolltie-

re unter diabetischen Bedingungen kaum noch Heparansulfat bilden.

Erfindungsgemdfs durchgefithrte histologische Untersuchungen ergaben
weitere signifikante Veradnderungen bei den Proteinkinase C-a-,knock
out“-Mausen. Unter Verwendung immunhistochemischer Verfahren konnte
erfindungsgeméaf gezeigt werden, dass das Fehlen der Proteinkinase C-a
weltere gravierende Unterschiede in der Expression von VEGF (vascular
endothelial growth factor) und des dazugehdrigen Rezeptors (VEGF-R II)
nach sich zieht. Wahrend bei diabetischen Kontrolltieren ein signifi-
kanter Anstieg der exprimierten Mengen von VEGF und des VEGF R II-
Rezeptors nachgewiesen werden konnte, wurde bel den Proteinkinase C-a-
,knock out“-Tieren ein deutlich geringerer BAnstieg der exprimierten
Mengen von VEGF und des VEGF R II-Rezeptors festgestellt. Dieses Er-
gebnis ist sofern von immenser Bedeutung, als eine gesteigerte VEGF-
Expression als einer der wichtigsten Mediatoren fiir die Entstehung ei-
ner diabetischen Retinopathie angesehen wird (Aiello und Wong, Kidney
Int. Suppl., 77 (2000), S113-9; Benjamin, Am. J. Pathol., 158 (2001),
1181-1184) .

Aus den erfindungsgemidRen Ergebnissen ergibt sich, dass der Proteinki-
nase C-o bel der Regulation der Heparansulfat-Proteoglykan-Bildung und
bei der Auspragung einer Proteinurie eine zentrale Rolle zukommt. Die
erfindungsgeméffen Ergebnisse zeigen auch, dass der Proteinkinase C-a
bei der Manifestation der Proteinurie eine erheblich wichtigere Rolle
als der Proteinkinase C-Bp zukommt, wobei die Proteinkinase C-f8
allerdings offensichtlich in der Lage ist, zumindest einen Teil der
Funktionen der Proteinkinase C-o zu Ubernehmen. Die erfindungsgemifien
BErgebnisse zeigen ferner, dass eine Hemmung der Proteinkinase C-a-
Isoform sowohl gezielt Schutz vor der Entwicklung diabetischer Spét-
folgen, wie diabetischer Nephropathie, diabetischer Retinopathie
und/oder kardiovaskuldrer Komplikationen, als auch gezielt Schutz vor
der Entwicklung von Erkrankungen bietet, die mit Proteinurie einherge-

hen.
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Erfindungsgeméf? ist also vorgesehen, zur Behandlung und/oder Praventi-
on von Gefaf-Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinurie
assozilerten Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschiden und/oder
kardiovaskuléren Komplikationen bei Patienten mit Diabetes mellitus,
kardiovaskularen Komplikationen bei Patienten mit Hypotonie und/oder
kardiovaskuldren Komplikationen bei Patienten mit Hypercholesterinfmie
Agenzien zu verwenden, die die Expression und/oder Aktivitit der Pro-

teinkinase C-a (PKC-a) vermindern oder hemmen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,Krankhei-
ten" oder ,Erkrankungen“ Stdrungen der Lebensvorginge in Organen oder
im gesamten Organismus mit der Folge von subjektiv empfundenen bezie-
hungsweise objektiv feststellbaren kOrperlichen, seelischen bezie-
hungsweise geistigen Ver&dnderungen verstanden. Unter ,Komplikationen®
oder ,Spatschi&den" werden Folgeerkrankungen oder Sekundirkrankheiten
verstanden, das heifit eine zu einem primiren Krankheitsbild hinzutre-

tende zweite Erkrankung.

Erfindungsgemif handelt es sich bei den zu behandelnden Krankheiten
insbesondere um Gef&R-Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit
Proteinurie assozlierte Nierenerkrankungen, Diabetes mellitus mit und
ohne assoziierte Spatschiden und/oder kardiovaskulire Komplikationen,
Hypertonie mit und ohne assoziierte kardiovaskulare Komplikationen
und/oder Hypercholesterinidmie mit und ohne assoziierte kardiovaskulare

Komplikationen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,GefaR-
Krankheiten® oder ,Gef&R-Erkrankungen" insbesondere Krankheiten der
Arterien verstanden, die zu funktionellen oder organischen Durchblu-
tungsstorungen flhren. In bevorzugter Ausfiihrungsform der Erfindung
ist die Gefaf-Krankheit eine periphere arterielle Verschlusskrankheit.
Unter einer ,arteriellen Verschlusskrankheit™ wird eine Erkrankung
verstanden, die durch stenosierende beziehungsweise obliterierende
Verénderungen an den Arterien verursacht werden und zu Durchblutungs-
stérungen mit Isch&mie in versorgungsabhidngigen Geweben oder Organen

fihren. Bel Diabetes mellitus kommt es insbesondere zu chronischen
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Verschlusskrankheiten, die unter anderem durch obliterierende Arterio-

sklerose, auch Angiopathien und Angioneuropathien, verursacht werden.

Unter ,Herz-Kreislaufkrankheiten“ werden Krankheiten und Stérungen
verstanden, die die Funktion von Herz und Kreislauf, beispielsweise
den Fillungszustand und Tonus des Kreislaufsystems, die Auswurfleis-
tung des Herzens, die neuralen und humoralen Kopplungsmechanismen zwi-
schen Herz und Kreislauf etc. betreffen. In bevorzugter Ausfliihrungs-
form der erfindung handelt es sich bei den Herz-Kreislauf-Erkrankungen

um koronare Herzerkrankung, Herzinfarkt und Schlaganfall.

Unter ,koronarer Herzerkrankung"“ wird die klinische Manifestation ei-
ner primi&ren Koronarinsuffizienz verstanden, wobei es durch Einengung
oder Verschluss von Herzkranzgefdfen zu einer Verminderung der Durch-
blutung und damit der Zufuhr von energieliefernden Substraten und Sau-

erstoff zum Herzmuskel kommt.

Unter einem ,Herzinfarkt" wird die Nekrose eines umschriebenen Herz-
muskelbezirks, die meistens akut als Komplikation bei chronischer ko-
ronarer Herzkrankheit auftritt, verstanden. Die Ursache fiir einen
Herzinfarkt sind anhaltende kritische Mangeldurchblutung bei Koronar-
insuffizienz und langer andauernden Koronargef&fRspasmen insbesondere
im Bereich einer vorbestehenden exzentrischen Koronarstenose. Der
Herzinfarkt manifestiert sich h&ufig bei kdérperlicher oder psychischer
Belastung infolge der Steigerung des Sauerstoffbedarfs des Herzmuskels

oder bei akuter Unterbrechung der Blutversorgung.

Unter ,Schlaganfall“ oder ,Apoplexie“ wird ein ichimischer Hirninfarkt
infolge artieller Durchblutungsstdérung des Gehirns verstanden. Der
Schlaganfall wird durch Embolien verursacht, die von arterioskleroti-
schen Verdnderungen extrakranieller GefaRe oder wvom Herzen ausgehen,

seltener infolge einer Stenose oder zerebraler Mikroangiopathien.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,mit Pro-
teinurie assoziierten Nierenerkrankungen" insbesondere parenchymatdse
Nierenerkrankungen verstanden, die durch das Vorhandensein von Eiwei-
Ben im Harn charakterisiert sind. Bei der Proteinurie kann es sich um

eine glomerulére Proteinurie, eine tubuldre Proteinurie oder eine glo-
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meruldr-tubulidre Mischproteinurie handeln. Die ausschlieflich renale
Ausscheidung von Albumin und Transferrin charakterisiert die selektive
Proteinurie, die beispielsweise bei Minimal-change-Nephropathie auf-
tritt. Bei der nicht-selektiven Proteinurie ist auch IgG im Harn nach-
welsbar. Diese Proteinurie-Form ist beispielsweise bei Nierenamyloido-
se zu finden, aber auch im fortgeschrittenen Stadium der diabetischen
Nephropathie. Einer tubuléren Proteinurie liegen tubolointerstielle
Erkrankungen =zugrunde, die reabsorptive Prozesse beeintrichtigen, was
die Exkretion niedermolekularer Proteine zur Folge hat. Klinisch ist
die tubuldre Proteinurie insbesondere dann bedeutsam, wenn sie mit an-
deren Defekten des proximalen Tubulus assoziiert ist. Tubul&re Protei-
nurien kommen unter anderem bei Erkrankungen wie hereditfrer Tubuol-
pathie, renal-tubulirer Azidose, bakteriell oder medikamentds indu-
zierter interstitieller Nephritis, akutem Nierenversagen, Schwerme-
tallvergiftungen, Bence-Jones-Nephropathie und in der postoperativen
Phase der Nierentransplantation vor. Der glomerular-tubuléren
Mischproteinurie liegen h&aufig primidre glomerulire Erkrankungen mit

ausgepragten sekunddren interstitiellen Ver&nderungen zugrunde.

In bevorzugter Ausfiihrungsform der Erfindung handelt es sich daher bei
den mit Proteinurie assoziierten Nierenerkrankungen insbesondere um
Minimal-change-Nephropathie, sonstige Glomerulopathien, Nierenamyloi-
dose, hereditdre Tubulopathie, renal-tubulidre Azidose, medikamentds
oder bakteriell induzierte interstitielle Nephritis, akutes Nierenver-
sagen, Bence-Jones-Nephropathie und die postoperative Phase einer Nie-

rentransplantation.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,Diabetes
mellitus“ verschiedene Formen der Glycose-Stoffwechselstdrung mit un-
terschiedlicher Atiologie wund Symptomatik verstanden. Gemeinsames
Kennzeichen ist ein relativer oder absoluter Mangel an Insulin. Diabe-
tes mellitus-Erkrankungen sind durch eine dauerhafte Erhohung der
Blutglucose (Hyperglykamie) oder durch eine zeitlich inadiquate Ver-
wertung zugeflhrter Glucose gekennzeichnet. Der Diabetes mellitus wird

in Typ I (IDDM) und Typ II (NIDDM) unterteilt.
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Diabetes-spezifische und Diabetes-assoziierte chronische Komplikatio-
nen sind Mikroangiopathie, wie Retinopathie, Nephropathie und Neuropa-
thie, Polyneuropathie, diabetischer Fuf3, Stérung des Skelett-, Stltz-
und Bindegewebes sowle Magroangiopathie, insbesondere koronare Herzer-
krankung, cerebrale Durchblutungsstdrung und periphe arterielle Ver-

schlusskrankheit.

Unter ,diabetischer Retinopathie“ wird eine bei Diabetes mellitus auf-
tretende Mikroangiopathie des Augenhintergrundes verstanden. Formen
der diabetischen Retinopathie sind die nicht-proliferative Retino-
pathie (Hintergrundretinopathie), wie Netzhautblutungen, Mikroaneurys-
men, harte Exsudate, Netzhautddem mit Sehschirfenverlust, sowie die
proliferative Retinopathie, wobei es zum zusdtzlichen Auftreten von
Cotton-wool-Herden und Gef&Rneubildungen auf und vor der Netzhaut mit
Glaskdérperblutungen infolge Netzhautischi&mie durch GefaRverschliisse
kommt. Die proliferative Retinopathie kann zu Traktionsamotio, neo-

vaskuldrem Glaukom und Erblindung filihren.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ,diabeti-
scher Nephropathie“, die auch als diabetische Glomerulosklerose be-
zeichnet wird, eine Schadigung der glomerul&ren Nierenkapillaren ver-
standen. Klinisch &uBert sich die diabetische Nephropathie durch Pro-
teinurie, Hypertonie, Odeme, eine diffuse Verbreiterung der Basal-
membran, eine Zunahme des Mesangiums und spdtere kndtchenartige Verdi-
ckungen in den Glomerulusschlingen mit Einengung des Gefaflumens sowie

fibrinoide Ablagerungen in der Kapillarwand und Mikroaneurysmen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer ,dia-
betischen Neuropathie“ eine Erkrankung der peripheren Nerven verstan-
den. Insbesondere handelt es sich dabei um die symmetrische distale
sensomotorische Polyneuropathie und die autonome Neuropathie. Die pe-
riphere Polyneuropathie manifestiert sich typischerweise an den unte-
ren Extremit&ten, beginnend an den FiRen, und schreitet nach proximal
weiter und betrifft nicht selten auch die Arme. Die Symptomatologie
variiert erheblich, wobel Beschwerden wie Schmerzen, Taubheitsgefiihl

und Par&sthesin hiufig zu einer Exazerbation flhren.
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Unter kardiovaskuldren Komplikationen bei Diabetes werden exrfindungs-
gemafy Herz-Kreislauf- und Gefaferkrankungen, insbesondere periphere
Verschlusskrankheit, koronare Herzkrankheit, Herzinfarkt und Schlagan-

fall verstanden, die infolge von Diabetes mellitus auftreten.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ,Hypertonie®
oder ,Hypertonus“ Bluthochdruck oder Hochdruckkrankheit verstanden,
der/die durch eine dauernde Erhéhung des Blutdruckes auf Werte von
systolisch von mehr als 140 mmHG und diastolisch von mehr als 90 mmHG
gekennzeichnet ist. Unter ,mit Hypertonie assozlierten kardiovaskulé-
ren Komplikationen“ werden erfindungsgemi&fR Herz-Kreislauf- und Gefaf-
erkrankungen, insbesondere periphere Verschlusskrankheit, koronare
Herzkrankheit, Herzinfarkt und Schlaganfall verstanden, die infolge

von Hypertonie auftreten.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ,Hypercho-
lesterinimie“ eine erhdhte Cholesterin-Konzentration im Blut verstan-
den, wobel die Hypercholesterinimie primir oder sekundidr infolge von
Diabetes auftreten kann. Hypercholesterinamie ist ein Risikofaktor flr
Arteriosklerose. Unter ,mit Hypercholesterinimie assoziierten kardio-
vaskuldren Komplikationen“ werden erfindungsgemdf Herz-Kreislauf- und
GefaRerkrankungen, insbesondere periphere Verschlusskrankheit, korona-
re Herzkrankheit, Herzinfarkt und Schlaganfall verstanden, die infolge

von Hypercholesterinamie auftreten.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer ,Pro-
teinkinase C“ oder ,PKC"“ eine Proteinfamilie verstanden, die bei der
Signallibertragung eine essentielle Rolle spielt, wobei die PKC-
Proteine durch Phosphorylierung wvon  Substraten, wie  Enzymen,
Transkriptionsfaktoren und/oder Cytoskelett-Proteinen intrazellulir
regulatorische Funktionen auslben. Die Aktivierung der PKC-Proteine
fihrt beispielsweise zu einer Aktivierung weilterer Proteinkinasen ein-
schlieRlich der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK), die somit
ein Substrat der PKC-Proteine sind. Proteinkinase C-Proteine sind die
Haupt-Phorbolester-Rezeptoren. Die Proteinkinase C-Proteinfamilie um-
fasst mindestens zwdlf Isoformen in Siugerzellen, die in drei unter-

schiedliche Subfamilien unterteilt werden. Die sogenannten herkdmmli-
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chen (conventional) Proteinkinase C-Isoformen (cPKC) umfassen die Iso-
formen PKC-o, PKC-BI und die Spleifvariante BII sowie PKC-gamma. Die
sogenannten neuen Proteinkinase-Isoformen (nPKC) umfassen die Isofor-
men PKC-delta, PKC-epsilon, PKC-eta und PKC-theta. Die sogenannten a-
typischen Proteinkinase C-Isoformen (aPKC) umfassen die Isoformen PKC-
zeta und PKC-lambda (auch als PKC-iota bekannt). Weitere Isoformen
sind PKC-mu (auch als Proteinkinase D bezeichnet) sowie die PKC-
verwandten Kinasen (PRK), die eventuell eigene Subfammilien darstellen
(Toker, Frontiers in Biosciences, 3 (1998), dl134-1147). Die PKC-
Isoformen unterscheiden sich sowohl in ihren Aminosiuresequenzen als
auch in den die Aminosiuresequenzen codierenden Nucleinsduresequenzen
(Coussens et al., Sciences, 233 (1986), 859-866). Die PKC-Proteine
welsen allesamt eine Doma&nenstruktur auf. Auch ihre zelluliren ExXpres-
sions-muster, die Mechanismen ihrer Aktivierung und ihre Substratspe-

zifit&t unterscheiden sich.

Die Mehrzahl der Proteinkinase C-Isoformen ist vor Aktivierung nicht
membrangebunden und ist im Cytoplasma diffus verteilt. Die Aktivierung
der Aktivitdt jeder Isoform durch Behandlung der Zellen mit der Phor-
bol-Verbindung 12-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetat flihrt zu Isozym-
spezifischen Ver&nderungen der Zellmorphologie sowie zu einer schnel-
len selektiven Umverteilung der verschiedenen PKC-Isozyme in verschie-
dene subzelluldre Strukturen. Die Proteinkinase C-a-Isoform reichert
sich insbesondere im endoplasmatischen Retikulum und am Zellrand an,
wahrend die PKC-BII-Isoform in dén, actinreichen Mikrofilamenten des
Cytoskeletts angereichert wird. Die Substratspezifitadt der PKC-
Isoformen wird zumindest teilweise durch die subzellulire Verteilung

der aktivierten Proteinkinase C-Isozyme vermittelt.

Unter ,Proteinkinase C-a“ wird ein Protein verstanden, das durch Cal-
ciumionen und Dialcylglycerin aktiviert wird, wobei sich die aktivier-
te Proteinkinase C-a insbesondere im endoplasmatischen Retikulum wund
am Zellrand anreichert. Die Aminosduresequenz der PKC-o und die die
PKC- a-codierende Nucleinsiuresequenz sind in Coussens et al., Scien-
ces, 233 (1986), 859-866, Dbeschrieben. Das PKC- a-Protein weist eine
ahnliche Dominenstruktur wie die {ibrigen cPKC-Proteine auf. Das Prote-

in umfasst eine Pseudosubstrat-Dom&ne, eine Cystein-reiche Region, ei-
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ne Calcium-Bindungsdomine und eine katalytische Dom&ne auf. PKC-a kann
durch Diacylglycerin, Phorbolester, Phosphatditylserin und Calcium ak-

tiviert werden.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,Agenzien,
die die Expression der Proteinkinase C- o vermindern oder hemmen“ sol-
che Mittel verstanden, die sowohl unter in vitro-Bedingungen als auch
unter in vivo-Bedingungen die Synthese eines funktionsfihigen PKC- a-
Proteins vollsté&ndig verhindern oder zumindest reduzieren, wobei die
Transkription der die PKC- a-codierenden DNA-Sequenz in eine komplemen-
tdre wmRNA-Sequenz, die Prozessierung der mRNA, die ﬁbersetzung der
mRNA in eine Polypeptid-Kette, die Prozessierung des Polypeptids
und/oder postranslationale Modifikationen des Polypeptids gehemmt oder
vermindert werden. Die Verwendung von Agenzien, die die Expression der
Proteinkinase C- o vermindern oder hemmen, kann also dazu fiihren, dass
entweder Uberhaupt kein funktionsfdhiges, beispielsweise aktivierbares
PKC- a-Protein hergestellt wird oder aber die Menge des erzeugten funk-
tionsfahigen, beispielsweise aktivierbaren PKC- a-Proteins vermindert
ist. Die Verwendung von Agenzien, die die Expression der Proteinkinase
C- o vermindern oder hemmen, kann aber auch dazu fthren, dass ein
nicht-funktionsfahiges, beispilelsweise nicht-aktivierbares  PKC- a-
Protein oder ein nur tellweise funktionsféhiges PKC- a-Protein erzeugt

wird.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter ,Agenzien,
die die Aktivit&t der Proteinkinase C- o vermindern oder hemmen“ solche
Mittel verstanden, die sowohl unter in vitro-Bedingungen als auch un-
ter in vivo-Bedingungen die biologische Aktivitdt des funktionsfidhigen
PKC- o-Proteins vollstandig oder teilweise eliminieren kénnen. Die
vollsténdige oder teilweise Inaktivierung des PKC- a-Proteins kann bei-
spielsweise dadurch erfolgen, dass das verwendete Agens direkt mit dem
PKC- a-Protein in Wechselwirkung tritt. Die direkte Interaktion zZwi-
schen Agens und PKC- o-Protein kann beispielsweise durch kovalente oder
nicht-kovalente Bindung erfolgen. Durch die Wechselwirkung =zwischen
Agens und PKC- o-Protein kann es beispielsweise auch zu chemischen An-
derungen der Proteinkinase kommen, die zu einem Verlust der biologi-

schen Aktivitdt der Proteinkinase flhrt. Die Wechselwirkung kann bei-
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spielsweise auch zu einem spezifischen Abbau der PKC- o fihren. Agen-
zien, die die Aktivit&t der Proteinkinase C- o vermindern oder hemmen,
kénnen aber auch solche sein, die spezifische Substrate, Zielstruktu-
ren oder Zielmolekiile der PKC-a so modifizieren oder eliminieren oder
daran binden, dass auf diese Weise die biologische Aktivit&t der PKC- o
reduziert oder gaénzlich unterbunden wird. Agenzien, die die Aktivitit
der Proteinkinase C- o vermindern oder hemmen, k&énnen auch solche sein,
die die Translokation der PKC- o nach Aktivierung, beispielsweise durch
Phorbol-Behandlung, in das endoplasmatische Retikulum oder an den Rand
der Zelle, verhindern, so dass die PKC- o nicht mit ihren spezifischen
Substraten, Zielstrukturen oder Zielmoleklilen in Wechselwirkung treten

kann.

In besonders bevorzugter Ausfihrungsform der Erfindung handelt es sich
bel den erfindungsgemifl. eingesetzten Agenzien um Agenzien, die spezi-
fisch die Expression und/oder Aktivitat der PKC- o vermindern oder hem-
men, nicht jedoch die Expression und/oder 2aktivitat anderer PKC-

Isoformen, beispielsweise der PKC-B.

Erfindungsgemdff sind die Agenzien, die spezifisch die Expression
und/oder Aktivitadt der PKC-a vermindern oder hemmen, ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus Nucleins&uren, die die Expression des Prote-
inkinase C-o-Gens vermindern oder hemmen, die Nucleinsfure enthalten-
den Vektoren, die Vektoren enthaltenden Wirtszellen, die Expression
der Proteinkinase C-o hemmende oder vermindernde Substanzen, die
Translokation der Proteinkinase C-a hemmende Substanzen, Antagonisten
der Proteinkinase C-w-Aktivit&t und Inhibitoren der Proteinkinase C-a-

Aktivitat.

Erfindungsgemaf bevorzugt ist die verwendete Nucleinsiure ausgewihlt

aus der Gruppe bestehend aus

a) einer humane Proteinkinase C-o codierenden Nucleinsiure oder

einem Fragment davon,

b) einer Nucleinsiure, die zu der Nucleinsfure nach a) komplemen-

tadr ist, oder einem Fragment davon,
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¢) einer Nucleinsdure, die durch Substitution, Addition, Inversion
und/oder Deletion einer oder mehrerer Basen einer Nucleinsdure

nach a) oder b) erhdltlich ist, oder einem Fragment davon; und

d) einer Nucleinsfure, die zu einer Nuclein-sdure nach a) bis c)
eine Homologie von mehr als 80% aufweist oder einem Fragment da-

Von.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer "Pro-
teinkinase C-a oder ein Fragment davon codierenden Nucleinsiure" eine
Nucleinsiure verstanden, die ein PKC-a-Protein oder ein Fragment davon
codiert, das die funktionellen DomiAnen, insbesondere die Pseudosub-
strat-Domédne, die Cystein-reiche Region, die Calcium-Bindungsdomine
und eine katalytische Domine der nativen Proteinkinase C-o aufweist.
In bevorzugter Ausflihrungsform der Erfindung codiert die erfindungsge-
méafy verwendete Nucleinsdure humane PKC-alpha beziehungsweise Teile da-

von.

"Homologie" bedeutet im Zusammenhang mit der Erfindung eine Sequenz-
identit&t von mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 85 % und beson-
ders bevorzugt mindestens mehr als 90 %, 95 %, 97 % und 99 %. Der dem
Fachmann bekannte Ausdruck der "Homologie" bezeichnet somit den Grad
der Verwandtschaft zwischen zwei oder mehreren Nucleinsiuremoleklilen,

der durch die Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen bestimmt wird.

Bel der erfindungsgem&f verwendeten Nucleinsidure kann es sich um eine
DNA- oder RNA-Seguenz, insbesondere in 1linearer Form, handeln. Die
Nucleinsdure kann eine aus natlrlichen Quellen, beispielsweise aus eu-
karyontischen Geweben, vorzugsweise aus S&ugergeweben, bevorzugter aus
menschlichen Geweben, isolierte Nucleinsiure sein oder synthetisch

hergestellt worden sein.

Erfindungsgemif? ist insbesondere vorgesehen, dass die als Agens ver-
wendete Nucleinsiure, sofern sie in einem Vektor, insbesondere einem
Expressionsvektor, insertiert ist, in einer Wirtszelle in Antisense-
Orientierung zu einem Promotor die Expression des Gens der humanen
Proteinkinase C-a hemmen kann. Bei Insertion der erfindungsgemif ein-

gesetzten Nucleinsdure in Antisense-Orientierung in einem Vektor, das
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heifft bel Vorliegen eines Antisense-Konstrukts der erfindungsgemiR
eingesetzten Nucleinsfure, wird die Nucleins8ure als Antisense-
Nucleinsdure transkribiert. Beil Transkription des nativen PKC-alpha-
Gens der Zelle kann dann das erzeugte Antisense-Transkript der erfin-
dungsgemé? verwendeten Nucleinsfure durch Watson-Crick-Basenpaarungen
an das in Sense-Orientierung vorliegende mRNA-Transkript des nativen
Proteinkinase C-o-Gens unter Bildung einer Duplex-Struktur binden.
Auf diese Weise wird selektiv die Translation der mRNA des nativen
PKC-a-Gens in ein Polypeptid unterbunden und die Expression der nati-
ven PKC-alpha spezifisch gehemmt, ohne dass die Expression anderer

zelluldrer PKC-Isoformen gehemmt wird.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist vorgesehen,
dass die zur Erzeugung von Antisense-Konstrukten verwendete Nuclein-
saure nicht die gesamte PKC-alpha-codierende Sequenz umfasst, sondern
nur Fragmente davon. Diese Fragmente umfassen mindestens 10 Nucleoti-
de, vorzugsweise mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorzugt mindes-
tens 200 Nucleotide, wobei die von den Fragmenten Uberspannten Nucleo-
tid-Bereiche der PKC-alpha-codierenden Sequenz so ausgewdhlt sind,
dass beil Expression der Fragmente in Antisense-Orientierung in einer
Zelle eine spezifische Hemmung der Expression der PKC-alpha, insbeson-
dere der humanen PKC-alpha, erfolgt, nicht jedoch eine Hemmung anderer

PKC-Isoformen, beispielsweise der PKC-beta-Isoformen.

Erfindungsgemdf ist vorgesehen, dass die vorstehend genannte Nuclein-
saure beziehungsweise ein geeignetes Fragment davon in einem Vektor
unter der Kontrolle von mindestens einem Expressions-
Regulationselement insertiert ist, wobeli die Nucleinsiure oder das
Fragment davon in Antisense-Orientierung zu den  Expressions-
Regulations-elementen insertiert ist. Nach Einfihrung des Vektors in
eine Zelle, beispielsweise eine S&ugerzelle, insbesondere eine mensch-
liche Zelle, kann so die Nucleinsdure oder das Fragment davon in Anti-
sense-Orientierung exprimiert und dadurch die Expression der nativen
PKC-alpha der Zelle effizient inhibieren. Vorzugsweise handelt es sich
bei dem Vektor um ein Plasmid, ein Cosmid, einen Bakteriophagen oder

ein Virus.
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Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch einen Vektor, der eine
PKC-alpha-codierende Nucleinsiuresequenz oder ein Fragment unter der
funktionellen Kontrolle von mindestens einem Expression-
Regulationselement umfasst, wobei die Nucleinsiure oder das Fragment
davon in Antisense-Orientierung zu dem Regulationselement insertiert
ist. Bel dem Expressions-Regulationselement handelt es sich insbeson-
dere um einen Promotor, eine Ribosomenbindungsstelle, eine Signalse-

qguenz oder einen 3’-Transkriptionsterminator.

Eine weitere Ausfihrungsform der Erfindung betrifft eine Wirtszelle,
die einen vorstehend beschriebenen Vektor enth&lt. Bei der Wirtszelle
handelt es sich insbesondere um eine S&augerzelle, vorzugsweise eine
menschliche Zelle. In besonders bevorzugter Form handelt es sich bei

der menschlichen Zelle um eine adulte Stammzelle.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung werden zur Hemmung
der Expression der PKC-alpha synthetisch hergestellte Antisense-
Oligonucleotide eingesetzt, die mindestens 10 Nucleotide, vorzugsweise
mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorzugt mindestens 200 Nucleoti-
de umfasst. Solche Antisense-Oligonucleotide kénnen direkt zur Hemmung
der PKC-alpha-Expression eingesetzt werden, das heifRft miissen nicht in
einen Vektor insertiert und unter zelluldren Bedingungen exprimiert
werden. In einer besonders bevorzugter Ausfiihrungsform handelt es sich
bei diesen PKC-a-spezifischen Antisense-Oligonucleotiden um das Pro-
dukt ISIS 3521 von Isis Pharmaceuticals, das ein starker selektiver
Inhibitor der Proteinkinase-alpha-Expression ist. In einer weiteren
besonders bevorzugten Ausflhrungsform der Erfindung handelt es sich
bei den erfindungsgemdR® eingesetzten PKC-o-spezifischen Antisense-
Oligonucleotiden um die von Busutti et al., J. Surg. Pathol., 63

(1996), 137-142, beschriebenen Antisense-Oligodesoxynucleotide.

Erfindungsgemaf? kénnen sowohl die vorstehend genannten Nucleinsiuren,
die diese Nucleinsiuren enthaltenden Vektoren als auch die Vektoren
enthaltende Wirtszellen als Agenzien zur Behandlung und/ocder Praventi-
on von Gefaf-Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinurie
assozilerten Nierenerkrankungen, mit Diabetes mellitus assoziierten

Spatschiden und/oder kardiovaskuldren Komplikationen, mit Hypertonie
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assoziierten kardiovaskuldre Komplikationen und/oder mit Hypercho-
lesterinadmie assoziierten kardiovaskuldren Komplikationen, beispiels-

weise im Rahmen einer Gentherapie, eingesetzt werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist vorge-
sehen, dass zur Hemmung oder Verminderung der Expression der Protein-
kinase-alpha ein Aktivator der Proteinkinase C-a eingesetzt wird. Vor-
zugsweise ist der Aktivator eine Phorbol-Verbindung, insbesondere 12-
O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) oder Phorbol-12,13-dibutyrat
(PDBu) . Es ist bekannt, dass eine Inkubation von Zellen mit beispiels-
weise PDBu Uber einen Zeitraum von 16 h bis 24 h zu einer vollstandi-
gen Down-Regulation der PKC-alpha f£ihrt (Busutti et al., J. Surg.
Res., 63 (1996), 137-142). Auch ist bekannt, dass eine Behandlung mit
einer hoéheren TPA-Konzentration , beispielsweise 1,6 pM, die PKC-
alpha-Expression vollstandig hemmt. Erfindungsgemaf ist daher die Be-
handlung erkrankter Gewebe mit Phorbolestern in einer Xonzentration
von vorzugswelse mehr als 1,6 pM liber einen Zeitraum von mindestens 15
h vorgesehen, um die Expression der PKC-alpha in den betreffenden Ge-

weben oder Organen zu teilweise oder vollstindig zu blockieren.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Verwendung eines
Inhibitors zur Hemmung oder Verminderung der Aktivitat der Proteinki-
nase-o vorgesehen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem ,Inhibitor"“ ein Stoff verstanden, der die biologische Ak-
tivitadt der Proteinkinase C-o kompetitiv hemmt, die Raumstruktur der
PKC-a allosterisch verandert oder die PKC-o durch Substrathemmung in-

hibiert.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist der Inhibitor
ein mit der Proteinkinase C-a spezifisch reagierender Antikdrper. Un-
ter einem ,Antikdrper" werden Polypeptide verstanden, die im Wesentli-
chen durch ein Immunglubolin-Gen beziehungsweise Immunglubolin-Gene
codiert werden, oder Fragmente davon, die spezifisch einen Analyten,
das heift ein Antigen, binden und erkennen kénnen. Durch die Bindung
des Antikérpers an die PKC-o wird deren biologische Aktivitat gehemmt.
Erfindungsgemdf koénnen die Antikdérper gegen die Proteinkinase C-o als

intakte Immungluboline oder als eine Reihe von Fragmenten vorkommen,
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die durch Spaltung mit verschiedenen Peptidasen erzeugt werden. Der
erfindungsgemif? verwendete Begriff "Antikdrper" betrifft auch modifi-
zierte Antikdrper, zum Beispilel oligomere Antikdrper, reduzierte Anti-
kdrper, oxidierte Antikdrper und markierte Antikérper. Der Begriff
"Antikérper" umfasst auch Antikoérperfragmente, die entweder durch Mo-
difizierung des gesamten Antikdérpers oder de novo unter Verwendung von
DNA-Rekombinationsverfahren hergestellt wurden. Der Begriff "Antikdr-
per" umfasst daher sowohl intakte Moleklle als auch Fragmente davon,
wie Fab, F(ab'), und Fv, die an die epitopischen Determinanten binden
kénnen. Diese AntikOrperfragmente behalten die Fahigkeit, selektiv an
das entsprechende Antigen zu binden. Verfahren zur herstellung von an-
tikodrpern beziehungsweise von Fragmenten davon sind im stand der Tech-

nik bekannt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist der erfindungs-
gemédfd zur Hemmung der Aktivitat der Proteinkinase C-a verwendete Anti-
kérper ein monoclonaler oder polyclonaler Antikédrper. Erfindungsgemif
kann der Antikdrper auch ein humanisierter Antikérper ist. In einer
besonders bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung sind die zﬁr Hem-
mung der Aktivitdt der Proteinkinase C-a verwendeten Antikdérper die
von Goodnight et al., J. Biol. Chem., 270 (1995), 9991-10001, be-

schriebenen.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist vorge-
sehen, dass der anmeldungsgem&ft zur Hemmung der PKC-alpha eingesetzte
Inhibitor den Phosphorylierungsstatus von Proteinkinase C-o andert und
dadurch die Aktivitdt der PKC-alpha hemmt oder zumindest vermindert.
Aus Tasinato et al., Biochem. J., 334 (1998), 243-249, ist bekannt,
dass alpha-Tocopherol die zellul&re Proteinkinase C-alpha inaktivieren
kann, indem der Phosphorylierungsstatus von PKC-alpha verindert wird.
In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist daher
die Verwendung von alpha-Tocopherol zur Hemmung der Aktivitat der PKC-
alpha und daher zur Behandlung und/oder Pr&vention von GefaR-
Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinurie assoziierten
Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschiden und/oder kardiovaskuliren

Komplikationen bei Patienten mit Diabetes mellitus, kardiovaskuliren

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

30

WO 2004/028516 PCT/DE2003/003165
21

Komplikationen bei Patienten mit Hypotonie und/oder kardiovaskuléaren

Komplikationen bei Patienten mit Hypercholesterin&mie vorgesehen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist die
Verwendung von Antagonisten der PKC-alpha zur Behandlung und/oder Pra-
vention von GefaR-Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Protei-
nurie assoziierten  Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschaden
und/oder kardiovaskuldren Komplikationen bei Patienten mit Diabetes
mellitus, kardiovaskulidren Komplikationen bel Patienten mit Hypotonie
und/oder kardiovaskuldren Komplikationen bei Patienten mit Hypercho-
lesterinamie vorgesehen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin-
dung wird unter einem .Bntagonisten" ein Stoff verstanden, der mit der
PKC-alpha um Bindung an ein PKC-alpha-spezifisches Substrat konkur-
riert, ohne jedoch nach Bindung an das Substrat die gleiche Wirkung
wie die PKC-alpha hervorzurufen. Unter Antagonisten werden auch Sub-
stanzen verstanden, die aufgrund ihrer Struktur an eine inaktive Kon-
formation eines PKC-alpha-spezifischen Substrates angepasst sind und

daher die Aktivierung des Substrates durch die PKC-alpha verhindern.

In bevorzugter Ausfiihrungsform der Erfindung wird als Antagonist zur
Hemmung der PKC-alpha-Aktivitat ein Derivat der PKC-alpha eingesetzt,
das zwar an die Substrate der nativen PKC-alpha binden kann, nach Bin-
dung daran allerdings nicht die gleiche biologische Wirkung wie native

PKC-alpha entfalten kann.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter "Deriva-
ten" funktionelle Aquivalente oder Abkémmlinge der Proteinkinase C-a
verstanden, die unter Beibehaltung der PXC- o-Grundstruktur durch Sub-
stitution von Atomen oder Molekiilgruppen beziehungsweise -resten er-
halten werden und/oder deren Aminosiuresequenzen sich von der nattirli-
cherweise vorkommender menschlicher oder tierischer PXC- a-Moleklle an
mindestens einer Position unterscheiden, die aber im wesentlichen ei-
nen hohen Grad an Homologie auf der Aminosdureebene aufweisen. Erfin-
dungsgemaf umfasst der Begriff "Derivat" auch Fusionsproteine, bei de-
nen am N-terminalen Teil beziehungsweise am C-terminalen Tell £unktio-
nelle Domanen eines anderen Proteins, beispielsweise eines anderen

PKC- o-Inhibitors, vorhanden sind.
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Die Unterschiede zwischen einem Derivat und nativer PKC- o kdénnen bei-
spielsweise durch Mutationen, wie zum Beispiel Deletionen, Substituti-
onen, Insertionen, Anlagerungen, Basenaustausche und/oder Rekombinati-
onen der die PKC- a-Aminosduresequenzen codierenden Nucleotidsequenzen
entstanden sein. Selbstversté&ndlich kann es sich dabei auch um nattir-
licherweise auftretende Sequenzvariationen handeln, beispielsweise um
Sequenzen aus einem anderen Organismus oder um Sequenzen, die auf na-
tlrliche Weise mutiert wurden, oder Mutationen, die mit Hilfe Uubli-
cher, auf dem Fachgebiet bekannter Mittel, beispielsweise chemische
Agenzien und/oder physikalische Agenzien, gezielt in die entsprechen-

den Sequenzen eingefihrt wurden.

In einer weiteren bevorzugten Ausflhrungsform der Erfindung wird als
Antagonist zur Hemmung der PKC-alpha-Aktivitdt ein Analog der PKC-
alpha eingesetzt. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer-
den unter ,Bnaloga“ von Proteinkinase C Verbindungen verstanden, die
keine mit der Proteinkinase C-o identische Aminosiuresequenz aufwei-
sen, deren dreidimensionale Struktur jedoch der der Proteinkinase C-o
stark &hnelt. Die erfindungsgemidf eingesetzten Analoga der PKC-o wei-
sen vorzugsweise &hnliche Substratspezifitats-Eigenschaften wie die
PKC-a auf, das heilt k&énnen an die PKC-alpha-spezifischen Substrate
binden, besitzen vorzugswelse Jjedoch nicht die katalytischen Eigen-
schaften der PKC-a. Beli den erfindungsgemdf eingesetzten Proteinkinase
C-a-Analoga kann es sich daher beispielsweise um Verbindungen handeln,
die die fir die Bindung von Proteinkinase C-a an PKC-o-Substrate ver-
antwortlichen Aminosdurereste in geeigneter Konformation enthalten und
die daher die essentiellen Eigenschaften des Bindungsbereiches dexr
Proteinkinase C-o nachahmen k&énnen, ohne jedoch die gleichen katalyti-

schen Eigenschaften wie die Proteinkinase C-a zu besitzen.

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, das
zur Behandlung und/oder Pr&vention von Gef&fR-Krankheiten, Herz-
Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinurie assoziierten Nierenerkrankun-
gen, diabetischen Spé&tschiden und/oder kardiovaskuldren Komplikationen
bei Patienten mit Diabetes wmellitus, kardiovaskuliren Komplikationen
bei Patienten mit Hypertonie und/oder kardiovaskuldren Komplikationen

bei Patienten mit Hypercholesterindmie Agenzien eingesetzt werden, die
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nicht nur die Expression und/oder Aktivit&t der Proteinkinase C-a
(PKC-0) vermindern oder hemmen, sondern gleichzeitig die Expression
und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-B (PKC-B). Takahashi und Kami -
mura beschreiben in J. Invest. Dermatol., 117 (2001), 605-611, dass
das Immunsuppresivum Cyclosporin A die Expression der Proteinkinase-~C-
Isoformen alpha, beta I und beta II gleichzeitig vermindert. In einer
besonders bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist daher die Ver-
wendung von Cyclosporin A zur Verminderung der Expression der PKC-
alpha und der PKC-beta und somit zur Behandlung der vorstehend genann-

ten Krankheiten vorgesehen.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist vorge-
sehen, dass das Agens, das spezifisch die Expression und/oder Aktivi-
tat der Proteinkinase C-o vermindert oder hemmt, in Kombination mit
einem Agens verwendet wird, das spezifisch die Expression und/oder Ak-
tivitat der Proteinkinase C-B vermindert oder hemmt. Erfindungsgemaf
werden unter ,Proteinkinase C-B" sowohl die Proteinkinase C-fI als

auch die SpleiRvariante BII verstanden.

Erfindungsgemif ist vorgesehen, dass das die Expression und/oder Akti-
vitat der Proteinkinase C-B vermindernde oder hemmende Agens ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Nucleinsauren, die die Expres-
sion deg Proteinkinase C-P-Gens vermindern oder hemmen, die Nuclein-
sdure enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthaltenden Wirtszellen,
die Expression der Proteinkinase C-f hemmende oder vermindernde Sub-
stanzen, die Translokation der Proteinkinase C-B hemmende Substanzen,
Antagonisten der Proteinkinase C-B-Aktivitat und Inhibitoren der Pro-

teinkinase C-B~Aktivitat.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung ist die als Agens

einzusetzende Nucleinsdure ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus

a) einer humane Proteinkinase C-f codierenden Nucleinsdure oder

einem Fragment davon,

b) einer Nucleinsdure, die zu der Nucleinsdure nach a) komplemen-

tdr ist, oder einem Fragment davon,
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¢) einer Nucleins#iure, die durch Substitution, Addition, Inversion
und/oder Deletion einer oder mehrerer Basen einer Nucleinsdure

nach a) oder b) erhdltlich ist, oder einem Fragment davon; und

d) einer Nucleinsaure, die zu einer Nuclein-s&ure nach a) bis c)
eine Homologie von mehr als 80% aufweist oder einem Fragment da-

von.

In beverzugter Ausflihrungsform der Erfindung codiert die erfindungsge-
maR verwendete Nucleinsdure humane PKC-alpha beziehungsweise Teile da-

von.

Bei der erfindungsgemdf verwendeten Nucleinsdure kann es sich um eine
DNA- oder RNA-Sequenz, insbesondere in linearer Form, handeln. Die
Nucleinsiure kann eine aus natlirlichen Quellen, beispielsweise aus eu-
karyontischen Geweben, vorzugsweilse aus Saugergeweben, bevorzugter aus
menschlichen Geweben, isolierte Nucleinsfure sein oder synthetisch

hergestellt worden sein.

Erfindungsgemdf? ist insbesondere vorgesehen, dass die als Agens ver-
wendete Nucleinsdure, sofern sie in einem Vektor, insbesondere einem
Expressionsvektor, insertiert ist, din einer Wirtszelle in Antisense-
Orientierung zu einem Promotor die Expression des Gens der humanen
Proteinkinase C-P hemmen kann. Beil Insertion der erfindungsgemif ein-
gesetzten Nucleinsiure in Antisense-Orientierung in einem Vektor, das
heiRt beil Vorliegen eines Antisense-Konstrukts der erfindungsgemaf
eingesetzten Nucleinsiure, wird die Nucleinsiure als Antisense-
Nucleinsdure transkribiert. Bei Transkription des nativen PKC-B-Gens
der Zelle kann dann das erzeugte Antisense-Transkript der erfindungs-
gemaft verwendeten Nucleinsfure an das in Sense-Orientilerung vorliegen-
de mRNA-Transkript des mnativen Proteinkinase C-B-Gens unter Bildung
einer Duplex-Struktur binden. Auf diese Weise wird selektiv die
Translation der mRNA des nativen PKC-B-Gens in ein Polypeptid unter-
bunden und die Expression der nativen PKC-B spezifisch gehemmt, ohne

dass die Expression anderer zelluldrer PKC-Isoformen gehemmt wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist vorgesehen,

dass die =zur Erzeugung von Antisense-Konstrukten verwendete Nuclein-
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saure nicht die gesamte PKC-B-codierende Sequenz umfasst, sondern nur
Fragmente davon. Diese Fragmente umfassen mindestens 10 Nucleotide,
vorzugsweise mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorzugt mindestens
200 Nucleotide, wobei die von den Fragmenten Uberspannten Nucleotid-
Bereiche der PKC-B-codierenden Sequenz so ausgewdhlt sind, dass bei
Expression der Fragmente in Antisense-Orientierung in einer Zelle eine
spezifische Hemmung der Expression der PKC-B, insbesondere der humanen

PKC-B, erfolgt, nicht jedoch eine Hemmung anderer PKC-Isoformen.

Erfindungsgemdf ist vorgesehen, dass die vorstehend genannte Nuclein-
saure beziehungsweise ein geeignetes Fragment davon in einem Vektor
unter der Kontrolle von mindestens einem Expressions-
Regulationselement insertiert ist, wobei die Nucleinsiure oder das
Fragment davon in Antisense—Orientierung zZu den Expressions-
Regulationselementen insertiert ist. Nach Einflhrung des Vektors in
eine Zelle, beispielsweise eine Sdugerzelle, insbesondere eine mensch-
liche Zelle, kann so die Nucleinsiure oder das Fragment davon in Anti-
sense-Orientierung exprimiert und dadurch die Expression der nativen
PKC-B der Zelle effizient inhibieren. Vorzugsweise handelt es sich bei
dem Vektor um ein Plasmid, ein Cosmid, einen Bakteriophagen oder ein

Virus.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch einen Vektor, der eine
PKC-B-codierende Nucleinsiuresequenz oder ein Fragment unter der funk-
tionellen Kontrolle von mindestens einem Expression-Regulationselement
umfasst, wobei die Nucleinsiure oder das Fragment davon in Antisense-
Orientierung zu dem Regulationselement insertiert ist. Bei dem Expres-
sions-Regulationselement handelt es sich insbesondere um einen Promo-
tor, eine Ribosomenbindungsstelle, eine Signalsequenz oder einen 3’-

Transkriptionsterminator.

Eine weitere Ausfithrungsform der Erfindung betrifft eine Wirtszelle,
die einen vorstehend beschriebenen Vektor enthilt. Bel der Wirtszelle
handelt es sich insbesondere um eine Saugerzelle, wvorzugsweise eine
menschliche Zelle. In besonders bevorzugter Form handelt es sich bei

der menschlichen Zelle um eine adulte Stammzelle.
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In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung werden zur Hemmung
der  Expression der PKC-B synthetisch hergestellte Antisense-
Oligonucleotide eingesetzt, die mindestens 10 Nucleotide, vorzugsweise
mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorzugt mindestens 200 Nucleoti-
de umfasst. Solche Antisense-Oligonucleotide kdénnen direkt zur Hemmung
der PKC-B-Expression eingesetzt werden, das heifit miissen nicht in ei-
nen Vektor insertiert und unter zelluliren Bedingungen exprimiert wer-

den.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiithrungsform der Erfindung ist vorge-
sehen, zur Hemmung der Aktivitdt der Proteinkinase C-B einen mit der
Proteinkinase C-f spezifisch reagierender Antikdrper oder ein geeigne-
tes Fragment davon einzusetzen. Erfindungsgemi3R kann es sich bel dem
Antikérper um einen monoclonalen oder polyclonalen Antikérper handeln.
Der erfindungsgemif eingesetzte Antikdérper kann auch ein humanisierter

Antikérper sein.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist vorge-
sehen, zur Hemmung der Aktivitdt der Proteinkinase C-f eine Substanz
einzusetzen, die den Phosphorylierungsstatus von Proteinkinase C-B &n-

dert.

In welteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist vorgesehen,
zur Hemmung der Aktivitdt der Proteinkinase C-B ein Derivat oder Ana-
log von Proteinkinase C-B einzusetzen, die als Antagonisten der PKC-j
wirken. Vorzugsweise handelt es sich bei den erfindungsgemiR einge-
setzten Derivaten oder Analoga der PKC-B um Stoffe, die mit der nati-
ven PKC-f um Bindung an PKC-B-spezifische Substrate konkurrieren, ohne
jedoch nach Bindung an die Substrate die gleiche Wirkung wie die PKC-J

hervorzurufen.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung werden
zur spezifischen Hemmung oder Verminderung der Expression und/oder Ak-
tivit&t der Proteinkinase C-f die in den Dokumenten US 5,491,242, US
5,661,173, US 5,481,003, US 5,668,152, US 5,672,618, WO 95/17182, WO

95/35294 und WO 02/ beschriebenen Verbindungen eingesetzt.
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Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsform der erfindung betrifft die
Verwendung von Agenzien, die spezifisch die Expression und/oder Akti-
vitdt der Proteinkinase C-a (PKC-¢) vermindern oder hemmen, zur Her-
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung
und/oder Pr&vention von koronarer Herzerkrankung, Herzihférkt, peri-
pherer Verschlusskrankheit, Schlaganfall, mit Proteinurie einhergehen-
den Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschiden und/oder kardiovasku-
lédren Komplikationen bei Patienten mit Diabetes mellitus, kardiovasku-
ladren Komplikationen bei Patienten mit Hypertonus und kardiovaskuliren
Komplikationen bei Patienten mit Hypercholesterinimie. Erfindungsgemis
handelt es sich bei den kardiovaskuldren Komplikationen vorzugsweise
um koronare Herzerkrankung, Herzinfarkt, periphere Verschlusskrankheit
und Schlaganfall. Bei den diabetischen Spatschiéden handelt es sgich
insbesondere um diabetische Retinopathie, diabetische Neuropathie und

diabetische Nephropathie.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer ,phar-
mazeutischen Zusammensetzung® oder einem ,Arzneimittel® ein zu dia-
gnostischen, therapeutischen und/oder prophylaktischen Zwecken verwen-
detes, also ein die Gesundheit eines menschlichen oder tierischen Koér-
pers forderndes oder wiederherstellendes Gemisch verstanden, das min-
destens einen natlrlichen oder synthetisch hergestellten Wirkstoff um-
fasst, der die therapeutische Wirkung hervorruft. Die pharmazeutische
Zusammensetzung kann sowohl ein festes als auch ein fliissiges Gemisch
sein. Beispielsweise kann eine den Wirkstoff umfassende pharmazeuti-
sche Zusammensetzung einen oder mehrere pharmazeutisch vertragliche
Komponenten enthalten. Dariber hinaus kann die pharmazeutische Zusam-
mensetzung tUblicherweise auf dem Fachgebiet verwendete Zusatzstoffe,
beispielsweise Stabilisatoren, Fertigungsmittel, Trennmittel, Spreng-
mittel, Emulgatoren oder andere itblicherweise zur Herstellung pharma-

zeutischer Zusammensetzung verwendete Stoffe umfassen.

Erfindungsgemadfs ist insbesondere die Verwendung von Agenzien, die
spezifisch die Expression und/oder Aktivitit der Proteinkinase C-o
(PKC-a) vermindern oder hemmen, als Wirkstoff zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Therapie und/oder Prophylaxe der vorstehend genann-

ten Krankheiten vorgesehen. In bevorzugter Ausflihrungsform der Erfin-

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

30

WO 2004/028516 PCT/DE2003/003165
28

dung sind die zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen
eingesetzten Agenzien ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Nuclein-
sduren, die die Expression des Proteinkinase C-o-Gens vermindern oder
hemmen, die Nucleinsiure enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthal-
tenden Wirtszellen, die Expression der Proteinkinase C-o hemmende oder
vermindernde Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-o hem-
mende Substanzen, Antagonisten der Proteinkinase C-a-Aktivitat und In-

hibitoren der Proteinkinase C-o-Aktivitat.

Besonders bevorzugt handelt es sich bei den zur Herstellung der erfin-
dungsgemdfien pharmazeutiscehn Zusammensetzung verwendeten Agenzien um
Antisense-Oligonucleotide des Proteinkinase C-a-codierenden Gens, To-
copherol, Phorbol-Verbindungen, Derivate der Proteinkinase C-a oder

Analoga der Proteinkinase C-a.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist vorgesehen,
dass die pharmazeutische Zusammensetzung zur parenteralen, insbesonde-
re intravendsen, intramuskuldren, intrakutanen oder subkutanen Verab-
reichung verwendet wird. Vorzugsweise weist das die erfindungsgemaR
eingesetzten Agenzien enthaltende Arzneimittel die Form einer Injekti-

on oder Infusion auf.

In einer weiteren Ausflhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass
die die erfindungsgemif eingesetzten Agenzien enthaltende pharmazeuti-
sche Zusammensetzung oral verabreicht wird. Beispielsweise wird das
Arzneimittel in einer fllUssigen Darreichungsform wie einer Losung,
Suspension oder Emulsion, oder einer festen Darreichungsform wie einer

Tablette verabreicht.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch pharmazeutische Zusam-
mensetzungen zur Pravention und/oder Behandlung von koronarer Herzer-
krankung, Herzinfarkt, peripherer Verschlusskrankheit, Schlaganfall,
mit Proteinurie einhergehenden Nierenerkrankungen, diabetischen Spat-
schaden und/oder kardiovaskuldren Komplikationen bei Patienten mit Di-
abetes mellitus, kardiovaskuliren Komplikationen bei Patienten mit "y -
pertonus und kardiovaskularen Komblikationen bei Patienten mit Hyper-

cholesterinadmie, umfassend mindestens ein Agens, das die Expression
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und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-a (PKC-o) spezifisch vermindert

oder hemmt, als Wirkstoff.

In bevorzugter Ausflihrungsform sind die in der pharmazeutischen Zusam-
mensetzung enthaltenen Agenzien ausgew&hlt aus der Gruppe bestehend
aus Nucleinsduren, die die Expression des Proteinkinase C-qa-Gens ver-
mindern oder hemmen, die Nucleinsiure enthaltenden Vektoren, die Vek-
toren enthaltenden Wirtszellen, die Expression der Proteinkinase C-g
hemmende oder vermindernde Substanzen, die Translokation der Protein-
kinase C-o hemmende Substanzen, Antagonisten der Proteinkinase C-q-

Aktivitat und Inhibitoren der Proteinkinase C-o-Aktivitat.

Besonders bevorzugt enth&lt die erfindungsgemife pharmazeutische Zu-
sammensetzung Antisense-Oligonucleotide des Proteinkinase C-a-
codierenden Gens, Tocopherol, Phorbol-Verbindungen, Derivate der Pro-

teinkinase C-a oder Analoga der Proteinkinase C-a.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform enthilt die erfindungs-
gemaRe pharmazeutische Zusammensetzung mindestens einen weiteren Wirk-
stoff. Bei dem weiteren Wirkstoff handelt es sich insbesondere um ein
Agens, das spezifisch die Expression und/oder Aktivitdt der Proteinki-

nase C-f vermindert oder hemmt.

Vorzugsweise ist das die Expression und/oder Aktivitidt der Proteinki-
nase C-B vermindernde oder hemmende Agens ausgewdhlt aus der Gruppe
bestehend aus Nucleins&duren, die die Expression des Proteinkinase c-B-
Gens vermindern oder hemmen, die Nucleinsiure enthaltenden Vektoren,
die Vektoren enthaltenden Wirtszellen, die Expression der Proteinkina-
se C-B hemmende oder vermindernde Substanzen, die Translokation der
Proteinkinase C-f hemmende Substanzen, Antagonisten der Proteinkinase

C-B-Aktivitat und Inhibitoren der Proteinkinase C-B-Aktivitat.

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus

den Unteransprlichen.

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und Beispiele n&her

erlautert.
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Figur 1 zeigt die Albumin-Ausscheidung im Urin von PKC-alpha-,knock
out“-Mausen mit Diabetes mellitus und ohne Diabetes mellitus (Kontrol-
le) und SV129-Mausen mit Diabetes und ohne Diabetes (Kontrolle). Dabei
wurde die Albumin-Konzentration unter Verwendung eines indirekten
ELISA-Tests bestimmt. Die ermittelten Albumin-Werte wurden auf die
Kreatinin-Konzentration bezogen. Die nicht-diabetischen 8V129- und
PKC-a/"-Miuse weisen einen vergleichbaren Albumin/Kreatinin-Quotienten
auf, der in der Regel unter 10 g/mol liegt. Hingegen liegt der Quo-
tient bei diabetischen SV129-MAusen signifikant héher (p = 0,004). Die
Werte der diabetischen PKC-oa ™/ -Miuse sind signifikant niedriger als
die Werte der diabetischen SV129-M3use (P = < 0,001). Der Querstrich
zeigt den Median an. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-

Tests berechnet.

Figur 2 zeigt die glomerulire VEGF-Expression bei PKC-alpha-,knock
out“-Miusen mit Diabetes mellitus und ohne Diabetes mellitus (Kontrol-
le) und SV129-Miusen mit Diabetes und ohne Diabetes (Kontrolle). Dabei
wurden pro Tiergruppe jeweils 40 Glomeruli unter Verwendung immun-
histochemischer Verfahren semiquantitativ ausgewertet, wobei eine Un-
terteilung in eine schwache, mittlere und starke Immunfluoreszenz er-
folgte. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berech-
net. Die VEGF-Expression ist bei diabetischen Tieren signifikant hoher
als bei Kontrolltieren (p < 0,001). Jedoch ist die VEGF-Expression bei
diabetischen SV129-Tieren signifikant héher als bel diabetischen PKC-

alpha/ -Tieren (p < 0,001).

Figur 3 =zeigt die glomeruldre VEGF-Rezeptor-II-Expression bei PKC-
alpha-,knock out“-Mausen mit Diabetes mellitus und ohne Diabetes mel-
litus (Kontrolle) und SV129-Miausen mit Diabetes und ohne Diabetes
(Kontrolle). Dabei wurden pro Tiergruppe Jjeweils 40 Glomeruli unter
vVerwendung immunhistochemischer Verfahren semiquantitativ ausgewertet,
wobel eine Unterteilung in eine schwache, mittlere und starke Immun-
fluoreszenz erfolgte. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-
U-Tests berechnet. Die VEGFR-II-Expression ist bei diabetischen Tieren
signifikant hoher als bei Kontrolltieren (p < 0,001). Jedoch ist die
VEGFR-II-Expression bei diabetischen SV129-Tieren signifikant hoher

als bei diabetischen PKC-alpha™/ -Tieren (p < 0,001).
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Figur 4 zeigt die glomeruldre Perlecan-Expression bei PKC-alpha-,knock
out“-MAusen mit Diabetes mellitus und ohne Diabetes mellitus (Kontrol-
le) und SV129-Miusen mit Diabetes und ohne Diabetes (Kontrolle). Dabeil
wurden pro Tiergruppe Jjeweils 40 Glomeruli unter Verwendung immun-
histochemischer Verfahren semiquantitativ ausgewertet, wobei eine Un-
terteilung in eine schwache, mittlere und starke Immunfluoreszenz er-
folgte. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berech-
net. Die Perlecan-Expression ist bei diabetischen SV129-Tieren signi-

fikant niedriger als bei SV129-Kontrolltieren (p < 0,001).

Beispiel 1

Experimentelle Diabetes-Erzeugung

Bei Miusen, die unter standardisierten Bedingungen bel 22°C gehalten
wurden und freien Zugang zu Futter und Wasser hatten, wurden nach Ge-
nehmigung durch die Tierschutzbehdérde Niedersachen folgende Versuche

durchgefihrt.

Vor Beginn des Versuches wurde bel allen Tieren der Blutzuckerspiegel
aus dem Serum bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.
Bel 16 SVi29-Kontrollmdusen und 14 SV129-Proteinkinase C alpha-knock
out (PKC-0/7) -Miusen wurde ein Diabetes durch Injektion von Streptozo-
tozin induziert. Streptozotozin flhrt zu einer Zerstdrung der Insulin
produzierenden Inselzellen im Pankreas. Durch den resultlerenden Insu-
linmangel kommt es zu dauerhaft erhohten Blutzuckerspilegeln, d.h. Hy-
perglykdmie, und damit zum Dilabetes mellitus. Zur Erzeugung der Hy-
perglykamie wurden den Tieren an den Tagen 1 und 4 Jjeweils 125 mg
Streptozotozin/kg Kbérpergewicht  intraperitoneal verabreicht. Das
Streptozotozin wurde flir diese Zwecke in einer 50 mM Na-Citrat Lésung
mit einem pH-Wert von 4,5 geldst. Zur Kontrolle wurde 7 SV129- und 6
PKC-a/"-Miusen nur das Losungsmittel an den Tagen 1 und 4 intraperito-
neal verabreicht. AnschlieRend wurde den Mausen alle 2 Tage ein Trop-
fen Blut aus dem Schwanz entnommen, um den Blutzucker zu kontrollie-
ren. Die Blutzuckermessung erfolgte mittels des Glucometer Elite®-
Messgerdts von Bayer. Zur Bestimmung wurden Glucometer Elite Sensor®-

Teststreifen verwendet.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

WO 2004/028516
32

Am 7-10 Tag waren die Tiere, denen Streptozotozin verabreicht worden
war, diabetisch wmit Blutzuckerwerten oberhalb von 350 mg/dl. Die Aus-
gangswerte vor Streptozotozin-Injektion lagen im Schnitt bei 200
mg/dl. Bei Tieren, die nur das Losungsmittel erhalten hatten, kam es
zu keinem Anstieg der Blutzuckerwerte und sie entwickelten keinen Dia-
betes mellitus. 10 Tage nach der ersten Injektion wurden die Tiere fir
weltere 8 Wochen beobachtet. Wihrend dieser Zeit wurde der Blutzucker
alle zweli Wochen kontrolliert, um sicher zu stellen, dassg die diabeti-
gchen Tiere weiterhin diabetisch waren. Die Zuckerwerte schwankten beil
den diabetischen Tieren wahrend dieser Zeit im Mittel um 500-550 mg/dl

und bei den nicht diabetischen Tieren, um 200 mg/dl.

Nach 8 Wochen wurden die Tiere mit dem Narkosemittel Avertin betéubt.
In Narkose wurde anschlieRend aus dem Augenvenenplexus 400 pl Blut und
aus der Blase durch Punktion mit einer 27 G Nadel der gesamte Blasenu-
rin entnommen. AnschlieRend wurden die Nieren mit Ringer-Lactat Ldsung
iiber die Bauchaorta perfundiert und die Nieren entfernt. Die Tiere
wurden sofort danach in Narkose getdtet.Die Blutzuckerwerte wurden an-
schlieRend aus dem Serum bestimmt. Die Blutzuckerspiegel finden sich
in Tabelle 1 wieder. Wie zu erkennen ist, weisen die dilabetischen Tie-
re etwa 2,5-3-mal hdhere Glukose-Werte als zu Beginn des Versuches und

auch im Vergleich zu den nicht-diabetischen Kontrolltieren auf.

Tabelle 1

Serumglucose bei diabetischen und nicht-diabetischen Mausen vor Ver-
suchsbeginn und am Versuchsende

PCT/DE2003/003165

Serumglucose vor Versuchsbe- Serumglucose am Versuchsende
ginn (mg/dl)
(mg/dl)

sSviz29

Kontrolle 205 +/- 40 223 +/- 43
n=17)

Sv129

diabetisch 192 +/- 36 505 +/-80%
(n = 186)

PKC-0/"

Kontrolle 223 +/- 27 197 +/-21
(n = 6)

PKC-o/

diabetisch 225 +/- 31 589 +/- 98%
(n = 14)

* p =< 0,001
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Beispiel 2

Bestimmung der Albumin-Konzentration

Die Entstehung einer Albuminurie bel Patienten mit Diabetes ist ein
bekanntes Phinomen. Daher wurde die Albuminausscheidung im Urin von
PKC-alpha-,knock out“-Miusen mit Diabetes mellitus und ohne Diabetes
mellitus (Kontrolle) und SV129-Miusen mit Diabetes und ohne Diabetes
(Kontrolle) bestimmt. 2Zu dilesem Zweck wurde die Albuminkonzentration
im gesammelten Urin bestimmt. Zur Bestimmung der Albuminkonzentration
wurde ein indirekter ELISA-Test (Albuwell M®) der Firma Exocell Inc.,
Philadelphia, USA) verwendet. Dieser ELISA~Tes£ ist flir Mausalbumin
spezifisch. Die Bestimmung erfolgte entsprechend den Angaben des Hexr-
stellers. Um Schwankungen in der Urinausscheldung erfassen zu kdnnen,
wurden die bestimmten Albuminwerte auf die Kreatininkonzentration im
Urin bezogen. Die Ergebnisse sind in Figur 1 dargestellt. Dabei zeigte
sich, dass die nicht-diabetischen SV129- und PKC-o /" -Mause einen ver-
gleichbaren Albumin/Kreatinin-Quotienten haben, der in der Regel unter
10 g/mol liegt. Hingegen liegt der Quotient bei diabetischen 8SV129-
Miusen signifikant héher (p = 0,004). Der Median betragt 21,5 g/mol
versusg 7,48 g/mol bel nicht-diabetischen SV129-Kontrolltieren. Im Ver-
gleich dazu kommt es bei diabetischen PKC-o/"-Miusen zu keinem signi-
fikanten Anstieg der Albuminurie. Der Albumin/Kreatinin-Quotient liegt
immer unter 20 g/mol und der Median findet sich bei 10,2 g/mol. Der
Median der nicht-diabetischen PKC-o 7/ -Kontrollmiuse liegt bei 8,5
g/mol. Die Werte der diabetischen PKC-o/"-Miuse sind signifikant nied-
riger als die Werte der diabetischen SV129-Mause (P = < 0,001). Die

Ergebnisse sind in Figur 1 dargestellt.
Beispiel 3

Bestimmung der VEGF- und VEGF-Rezeptor-II-Expression

Wie vorstehend in Beispiel 1 ausgeflhrt, wurden alle Tiere bei Beendi-
gung des Versuches getdtet. Unmittelbar danach wurden die Nieren ent-
nommen und bei -70°C eingefroren. Eine welitere Analyse der entnommenen
Nieren =zeigte in den Nierenkdrperchen (Glomeruli) der diabetischen

Kontrolltieren eine signifikante Zunahme der Expression des ,vascular
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endothelial growth factor“ (VEGF) und des VEGF-Rezeptors II (VEGFR-
II). Der Nachweis der VEGF- und VEGFR-II-Expression erfolgte mittels
immunhistochemischer Verfahern. Dazu wurden die bei -70°C eingefrore-
nen Nieren mit einer Dicke von 6 nm kryo-geschnitten und luftgetrock-
net. AnschlieRend wurden die Gefrierschnitte wit kaltem Aceton fi-
xlert, luftgetrocknet und mwmit Tris-Puffer (TBS: 0.05M Tris-Puffer,
0,15 M NaCl, pH 7.6) gewaschen. Die Gefrierschnitte wurden anschlie-
fend 60 Minuten in einer feuchten Kammer mit einem primiren polyklona-
len ,rabbit“ Antikdérper gegen Maus-VEGF (Santa Cruz, A-20) bzw. VEGFR-
IT (santa Cruz, C-1158)inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS wurden
die Schnitte mit einem Cy3 markierten sekunddren ,anti-rabbit“ Anti-
kdérper (Jackson Immunresearch Laboratories, 711-165-152) 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und nochmals mit TBS gewaschen. Anschlie-
fend wurden die Préaparate durch ein Zeiss Axioplan-2 Mikroskop (Zeiss,
Jena, Deutschland) ausgewertet und photographiert. Bei allen Tieren
wurden jeweils 40 Nierenkdrperchen ausgewertet, wobei die Fluoreszenz-
Intensitat in stark, mittel und schwach unterteilt wurde. Dabei fand
sich bei diabetischen SV129 Kontrolltieren eine signifikante Zunahme
(p <0,001) der VEGF- und VEGF-R-II-Expression gegenliber nicht-
diabetischen Kontrolltieren. Im Vergleich dazu war die Zunahme der Ex-
pression signifikant weniger ausgeprigt bei diabetischen SV129- und
PKC-a/"-M&usen (p < 0,001). Die Ergebnisse gind in den Figuren 2 und 3

gezeigt.

Beispiel 4

Bestimmung der Perlecan-Expression

Da die festgestellte unterschiedliche VEGF-Expression allein nicht den
Unterschied in der Albuminurie erkl&ren konnte, wurde die Expression
des Heparansulfat-Proteoglycans Perlecan in den Nieren diabetischer
und nicht-diabetischer Tiere unter Verwendung immunhistochemischer
Verfahren untersucht. Dabei wurden, wie in Beispiel 3 beschrieben,
Kryoschnitte der Nieren angefertigt und eingebettet. Als primfrer An-
tikdérper wurde ein monoklonaler Ratten-Antikdrper der gegen Maus-
Perlecan gerichtet ist verwendet (RDI Systems, A7L6). Als sekundirer

Antikérper wurde ein Cy3 markierter ,donkey anti-rat® Antikdrper
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(Jackson Immunresearch Laboratories, 712-165-153) wverwendet. Die im-
munhistochemische Untersuchung der Schnitte ergab vdllig Uberraschend,
dass Perlecan beil diabetischen Kontrolltieren nicht mehr oder.'l,-gkaum
noch nachweisbar war (vgl. Figur 4). So lieR sich weder im 'Glomex?lilus
noch in der GefaRwand von Arteriolen Perlecan nachweisen. Hingegen war
die Expression von Perlecan bei SV129- und PKC-o™/"-Miusen unverandert
oder nur geringfligig vermindert. Da das Fehlen von Heparansulfat als
einer der Hauptmediatoren fiir die Entstehung einer Proteinurie gilt,
ist davon auszugehen, dass dieser Befund das Ausbleiben einer Albumi-

nurie erkléren kann.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

WO 2004/028516 PCT/DE2003/003165
36

Anspriche

1. Verwendung von Agenzien, die die Expression und/oder Aktivitat der
Proteinkinase C-a (PKC-o) vermindern oder hemmen, zur Behandlung
und/oder Pravention von Gefiaf-Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten,
mit Proteinurie assoziierten Nierenerkrankungen, diabetischen Spat-
schidden und/oder kardiovaskuldren Komplikationen bei Patienten mit Di-
abetes mellitus, kardiovaskul&dren Komplikationen bei Patienten mit Hy-
pertonie und/oder kardiovaskuléren Komplikationen bei Patienten mit

Hypercholesterinamie.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Gef&f-Krankheiten und Herz-
Kreislaufkrankheiten ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend aus pe-
ripherer Verschlusskrankheit, koronarer Herzerkrankung, Herzinfarkt

und Schlaganfall.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die kardiovaskuliren Komplikatio-
nen periphere Verschlusskrankheit, koronare Herzerkrankung, Herzin-

farkt und/oder Schlaganfall sind.

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die diabetischen Sp&tschiden dia-
betische Retinopathie, diabetische Neuropathie und/oder diabetische

Nephropathie sind.

5. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die mit Proteinurie assoziierten

Nierenerkrankungen parenchymatdse Nierenerkrankungen sind.

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobel die Proteinurie glomerulire Pro-
teinurie, tubuldre Proteinurie oder glomeruldr-tubuldre Mischproteinu-

rie ist.

7. Verwendung nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Nierenerkrankungen
Minimal-change-Nephropathie, sonstige Glomerulopathien, Nierenamyloi-
dose, hereditdre Tubulopathie, renal-tubulire Azidose, medikamentds
oder bakteriell induzierte interstitielle Nephritis, akutes Nierenver-

sagen, Bence-Jones-Nephropathie oder Nierentransplantation sind.
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8. Verwendung nach einem der Anspriliche 1 bis 7, wobei die Agenzien
spezifisch die Expression und/oder Aktivitdt der Proteinkinase C-a

(PKC-a) vermindern oder hemmen.

9. Verwendung nach Anspruch 8, wobei die Agenzien ausgew&hlt sind aus
der Gruppe bestehend aus Nucleins&uren, die die Expression des Prote-
inkinase C-a-Gens vermindern oder hemmen, die Nucleinsiure enthalten-
den Vektoren, die Vektoren enthaltenden Wirtszellen, die Expression
der Proteinkinase C-a hemmende oder vermindernde Substanzen, die
Translokation der Proteinkinase C-o hemmende Substanzen, Antagonisten
der Proteinkinase C-a-Aktivitit und Inhibitoren der Proteinkinase C-o-

bktivitat.

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobel die Nucleinsdure in einer Wirts-
zelle in Antisense-Orientierung 2zu einem Promoter die Expression des

Gens der humanen Proteinkinase C-o hemmen kann.

11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10, wobei die Nucleinsdure ausge-

wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus

a) einer humane Proteinkinase C-a codierenden Nucleinsfure oder

einem Fragment davon,

b) einer Nucleinsdure, die zu der Nucleinsdure nach a) komplemen-

té&r ist, oder einem Fragment davon,

¢) einer Nucleinsiure, die durch Substitution, Addition, Inversion
und/oder Deletion einer oder mehrerer Basen einer Nucleins8ure

nach a) oder b) erhdltlich ist, oder einem Fragment davon; und

d) einer Nucleinsiure, die zu einer Nuclein-s&ure nach a) bis c)
eine Homologie wvon mehr als 80% aufweist oder einem Fragment da-

von.

12. Verwendung nach Anspruch 11, wobeli das Fragment der Nucleinsaure
mindestens 10 Nucleotide, vorzugsweise mindestens 50 Nucleotide, be-

sonders bevorzugt mindestens 200 Nucleotide umfasst.
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13. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 12, wobei die Nuclein-

gdure eine DNA oder RNA ist.

14. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 13, wobei die Nuclein-
siure oder das Fragment davon in einem Vektor unter der Kontrolle von
mindestens einem Expressions-Regulationselement in Antisense-

Orientierung dazu insertiert ist.

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei der Vektor ein Plasmid, Cosmid,

Bakteriophage oder Virus ist.

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei das Expressions-
Regulationselement ein Promotor, eine Ribosomenbindungsstelle, eine

Signalsequenz oder ein 3’-Transkriptionsterminator ist.

17. Verwendung nach einem der Anspriche 14 bis 16, wobel der Vektor in

einer Wirtszelle enthalten ist.

18. Verwendung nach Anspruch 17, wobei die Wirtszelle eine Saugerzel-

le, insbesondere eine menschliche Zelle ist.

19. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die die Expression der Protein-
kinase C-a hemmende oder vermindernde Substanz ein Aktivator der Pro-

teinkinase C-a ist.

20. Verwendung nach Anspruch 19, wobei der Aktivator eine Phorbol-

Verbindung ist.

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Phorbol-Verbindung 12-0-
Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) oder Phorbol-12,13-dibutyrat
(PDBu) ist.

22. Verwendung nach Anspruch 9, wobei der Inhibitor ein mit der Prote-

inkinase C-a reagierender Antikdrper ist.

23. Verwendung nach Anspruch 22, wobei der Antikdrper ein monoclonaler

oder polyclonaler Antikdrper ist.
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24. Verwendung nach Anspruch 22 oder 23, wobeil der Antikérper ein hu-

manisierter Antikorper ist.

25. Verwendung nach Anspruch 9, wobel der Inhibitor den Phosphorylie-

rungsstatus von Proteinkinase C-o andert.

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei der Inhibitor Tocopherol ist.

27. Verwendung nach Anspruch 9, wobei der Antagonist ein Derivat oder

Analog von Proteinkinase C-o ist.

28. Verwendung nach einem der Anspriliche 1 bis 7, wobel das Agens, das
die Expression und/oder Aktivitit der Proteinkinase C-a vermindert o-
der hemmt, ein Agens ist, das gleichzeitig die Expression und/oder Ak-

tivitat der Proteinkinase C-P vermindert oder hemmt.

¥

29. Verwendung nach Anspruch 28, wobei das Agens Cyclosporin A ist.

30. Verwendung nach einem der Ansprlche 1 bis 27, wobei das Agens, das
spezifisch die Expression und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-o
vermindert oder hemmt, in Kombination mit einem Agens, das spezifisch
die Expression und/oder BAktivit&t der Proteinkinase C-f vermindert o-

der hemmt, eingesetzt wird.

31. Verwendung nach Anspruch 30, wobei das die Expression und/oder Ak-
tivitat der Proteinkinase C-f vermindernde oder hemmende Agens ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Nucleinsiuren, die die Expres-
sion des Proteinkinase C-B-Gens vermindern oder hemmen, die Nuclein-
siure enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthaltenden Wirtszellen,
die Expression der Proteinkinase C-f hemmende oder vermindernde Sub-
stanzen, die Translokation der Proteinkinase C-B hemmende Substanzen,
Antagonisten der Proteinkinase C-P-Aktivit&t und Inhibitoren der Pro-

teinkinase C-B-Aktivitat.

32. Verwendung nach Anspruch 31, wobei die Nucleinsiure ausgewdhlt ist

aus der Gruppe bestehend aus
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a) einer humane Proteinkinase C-B codierenden Nucleinsdure oder

einem Fragment davon,

b) einer Nucleinsdure, die zu der Nucleins&ure nach a) komplemen-

tar ist, oder einem Fragment davon,

¢) einer Nucleinsiure, die durch Substitution, Addition, Inversion
und/oder Deletion einer oder mehrerer Basen einer Nucleins&ure

nach a) oder b) erh&ltlich ist, oder einem Fragment davon; und

d) einer Nucleinsdure, die zu einer Nuclein-sidure nach a) bis c)
eine Homologie von mehr als 80% aufweist oder einem Fragment da-

VOIl.

33. Verwendung nach BAnspruch 32, wobei das Fragment der Nucleinsaure
mindestens 10 Nucleotide, vorzugsweise mindestens 50 Nucleotide, be-

sonders bevorzugt mindestens 200 Nucleotide umfasst.

34. Verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 33, wobei die Nuclein-

siure eine DNA oder RNA ist.

35. Verwendung nach einem der Anspriche 31 bis 34, wobei die Nuclein-
siure oder das Fragment davon in einem Vektor unter der Kontrolle von
mindestens einem Expressions-Regulationselement in Antisense-

Orientierung dazu insertiert ist.

36. Verwendung nach Anspruch 35, wobei der Vektor ein Plasmid, Cosmid,

Bakteriophage oder Virus ist.

37. Verwendung nach Anspruch 35 oder 36, wobel das Expressions-
Regulationselement ein Promotor, eine Ribosomenbindungsstelle, eine

Signalsequenz oder ein 3’ -Transkriptionsterminator ist.

38. Verwendung nach einem der Ansprliche 35 bis 37, wobei der Vektor im

einer Wirtszelle enthalten ist.

39. Verwendung nach Anspruch 38, wobei die Wirtszelle eine Saugerzel-

le, insbesondere eine menschliche Zelle ist.
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40. Verwendung nach Anspruch 31, wobei der Inhibitor ein mit der Pro-

teinkinase C-B reagierender Antikdrper ist.

41. Verwendung nach Anspruch 40, wobei der Antikdrper ein monoclonaler

oder polyclonaler Antikdérper ist.

42. Verwendung nach Anspruch 40 oder 41, wobel der Antikdérper ein hu-

manisierter Antikdrper ist.

43, Verwendung nach Anspruch 31, wobei der Inhibitor den Phosphorylie-

rungsstatus von Proteinkinase C-P &ndert.

44. Verwendung nach Anspruch 31, wobei der Antagonist ein Derivat oder

Analog von Proteinkinase C-R ist.

45. Verwendung von Agenzien, die die Expression und/oder Aktivitéat der
Proteinkinase C-a (PKC-a) vermindern oder hemmen, zur Herstellung ei-
ner pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung und/oder Pré&venti-
on von koronarer Herzerkrankung, Herzinfarkt, peripherer Verschluss-
krankheit, Schlaganfall, mit Proteinurie assoziierten Nierenerkrankun-
gen, diabetischen Sp&tschéden und/oder kardiovaskularen Komplikationen
bei Patienten mit Diabetes mellitus, kardiovaskul&dren Komplikationen
bei Patienten mit Hypertonus und kardiovaskuldren Komplikationen bei

Patienten mit Hypercholesterin&mie.

46. Verwendung nach Anspruch 45, wobeil die kardiovaskul&ren Komplika-
tionen koronare Herzerkrankung, Herzinfarkt, periphere Verschluss-

krankheit oder Schlaganfall sind.

47. Verwendung nach Anspruch 45, wobel die diabetischen Spatschéden
diabetische Retinopathie, diabetische Neuropathie wund diabetische

Nephropathie sind.

48. Verwendung nach einem der Anspriiche 45 bis 47, wobei die Agenzien
ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend aus Nucleinsduren, die die
Expression des Proteinkinase C-a-Gens vermindern oder hemmen, die Nuc-
leingdure enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthaltenden Wirtszel-

len, die Expression der Proteinkinase C-a hemmende oder vermindernde
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Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-0 hemmende Substan-
zen, Antagonisten der Proteinkinase C-g-Aktivit&t und Inhibitoren der

Proteinkinase C-a-Aktivitit.

49. Verwendung nach Anspruch 48, wobeli die Agenzien Antisense-
Oligonucleotide des Proteinkinase C-oa-codierenden Gens, Tocopherol,
Phorbol-Verbindungen, Derivate der Proteinkinase C-o oder Analoga der

Proteinkinase C-a sind.

50. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Privention und/oder Behandlung
von koronarer Herzerkrankung, Herzinfarkt, peripherer Verschlusskrank-
heit, Schlaganfall, mit Proteinurie einhergehenden Nierenerkrankungen,
diabetischen Spatsch&den und/oder kardiovaskuliren Komplikationen bei
Patienten mit Diabetes mellitus, kardiovaskuliren Komplikationen bei
Patienten mit Hypertonus und kardiovaskuldren Komplikationen bei Pati-
enten mit Hypercholesterinimie, umfassend mindestens ein Agens, das
die Expression und/oder Aktivitdt der Proteinkinase C-a (PKC-o) spezi-

fisch vermindert oder hemmt, als Wirkstoff.

51. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 50, wobei die Agen-
zien ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend aus Nucleinsduren, die
die Expression des Proteinkinase C-a-Gens vermindern oder hemmen, die
Nucleinsiure enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthaltenden Wirts-
zellen, die Expression der Proteinkinase C-a hemmende oder vermindern-
de Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-o hemmende Sub-
stanzen, Antagonisten der Proteinkinase C-o-Aktivitit und Inhibitoren

der Proteinkinase C-o-Aktivitat.

52. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 51, wobei die Agen-
zien Antisense-Oligonucleotide des Proteinkinase C-oa-codierenden Gens,
Tocopherol, Phorbol-Verbindungen, Derivate der Proteinkinase C-a oder

Analoga der Proteinkinase C-a sind.

53. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 50 bis

52, umfassend mindestens einen weiteren Wirkstoff.
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54. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 53, wobei der weite-
re Wirkstoff ein Agens ist, das spezifisch die Expression und/oder Ak-

tivitat der Proteinkinase C-P vermindert oder hemmt.

55. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 54, wobei das die
Expression und/oder Aktivitidt der Proteinkinase C-P vermindernde oder
hemmende Agens ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Nucleinsiu-
ren, die die Expression des Proteinkinase C-B-Gens vermindern oder
hemmen, die Nucleinslure enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthal-
tenden Wirtszellen, die Expression der Proteinkinase C-B hemmende oder
vermindernde Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-f hem-
mende Substanzen, Antagonisten der Proteinkinase C-f-Aktivitadt und In-

hibitoren der Proteinkinase C-B-Aktivitat.
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Abbildung 1:

Albuminurie nach 2 und 8 Wochen Hyperglykimie. Der Medianwert ist als Balken markiertr.
*, p<0.05 versus Kontrolle; **, p<0.01 versus Kontrolle; *** p<0.01 versus SV129
diabetisch.
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Abbildung 2:

Reprisentative immunohistochemische Evaluation der VEGF Expression in Kontroll (A, B)
und PKCo” Miusen (C, D) mit semiquantitativer Auswertung (E).
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Abbildung 3:
Reprisentative immunohistochemische Evaluation der VEGF-RII Expression in Kontroll (A,

B) und PKCo”" Mausen (C, D) mit semiquantitativer Auswertung.
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Abbildung 4:

Die  immunohistochemische  Untersuchung der  Schnitte ergab, dass das
Heparansulfatproteoglycan bei diabetischen Kontrolltieren (B) nicht mehr oder kaum noch
nachweisbar war, jedoch bei diabetischen PKCo™”~ Miusen (D) in normaler Konzentration
gebildet wurde.
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