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(57) Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine
Verbindung, die ein Peptid mit der Aminos&ure-
sequenz
(X1)m (X2)n (X3)o X4 X5 Xe PX7 (Formel I)
umfasst, zur Behandlung und/oder Pravention
einer physikalischen Stérung, die mit dem reni-
naktivierten Angiotensin-System in Zusammen-
hang steht, wobei
X4 ein Aminoséaurerest ist, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus D, G, A, T, S, Q, E,
K, RundH,

X, ein Aminoséurerest ist, ausgewahit aus der
Gruppe bestehend aus R, P, M, G, A, S, T,
N, Q D, E, KundH,

X3 ein Aminosaurerest ist, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehendaus V, G, H, A, L, |, N,
Q, D, E, KundR;

X4 jedweder Aminoséaurerest ist,

Xs ein Aminosaurerest ist, bei dem es sich nicht
um P, F, W handelt,

Xg ein aromatischer Aminoséurerest ist;

X7 ein Aminosaurerest ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus F, L, |, P, M,V, A, H,
ein nicht saurer Aminosaurerest und ein nicht
basischer Aminosaurerest ist, und

wobei m, nund o unabhéngig 0 oder 1 sind, mit
der MaRgabe, dass m und n 0 sind, wenn o O ist,
und m O ist, wenn n 0 ist, und

wobei das Peptid nicht DRVYIHPF ist, und wo-
bei die Verbindung eine Bindungskapazitét in
Bezug auf einen Antikérper aufweist, der flr
DRVYIHPF spezifisch ist.

DVR. 0078018




Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Verbindung,

die ein Peptid mit der Aminosduresequenz
(X1)m (X2)n (X3)0 X4 X5 X6 PX, (Formel 1)

umfasst, zur Behandlung und/oder Pr&vention einer physikalischen
Stérung, die mit dem reninaktivierten Angiotensin-System in Zu-
sammenhang steht, wobei

X, ein Aminosiurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus D, G, A, T, S, Q, E, K, R und H,

X, ein Aminosidurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus R, P, M, G, A, S, T, N, Q, D, E, K und H,

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus V, G, H, A, L, I, N, Q, D, E, K und R;

X, jedweder Aminosaurerest ist, _

Xs ein Aminosdurerest ist, bei dem es sich nicht um P, F, W
handelt,

X¢ ein aromatischer Aminosdurerest ist;

X, ein Aminosiurerest ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend
aus F, L, I, P, M, V, A, H, ein nicht saurer Aminosdurerest und
ein nicht basischer Aminosdurerest ist, und

wobei m, n und o unabhingig 0 oder 1 sind, mit der Mahgabe,
dass m und n 0 sind, wenn o 0 ist, und m 0 ist, wenn n 0 ist,
und

wobei das Peptid nicht DRVYIHPF ist, und wobei die Verbin-
dung eine Bindungskapazitdt in Bezug auf einen Antikérper auf-
weist, der fir DRVYIHPF spezifisch ist.
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Medikament,
das auf dem Gebiet der Medizin, Immunologie, Molekularbiologie
und Virologie zu verwenden ist, vorzugsweise um physikalische
Stoérungen, die mit dem reninaktivierten Angiotensin-System in
Zusammenhang stehen, vorzugsweise Bluthochdruck und mit Blut-
hochdruck in Zusammenhang stehende, kardiovaskulare Erkrankungen
(KVE), vorzubeugen und/oder zu behandeln.

Kardiovaskuldre Erkrankungen (KVE) sind auf der ganzen Welt
die Haupttodesursache. Nach Aussagen der Weltgesundheitsorgani-
sation (WHO) k&énnen ungefdhr 30 % aller weltweiten Todesfdlle
KVE zugeschrieben werden. KVE wird durch Stérungen des Herzens
und der BlutgefiBe verursacht und manifestiert sich verschieden-
artig. Diese Manifestationen umfassen Myokardinfarkt, Schlagan-
fall, Herzinsuffizienz und renale Erkrankung im Endstadium. Der
am meisten verbreitete Risikofaktor fiir KVE ist Bluthochdruck.
2000 litten weltweit mehr als ein Viertel der Erwachsenen an
Bluthochdruck; werden keine geeigneten MaRnahmen getroffen, so
wird diese Zahl kontinuierlich steigen.

Bluthochdruck, der allgemein als hoher Blutdruck bezeichnet
wird, wird als chronisch erhdhter Blutdruck mit einem systoli-
schen Blutdruck von iiber 140 mmHG und/oder einem diastolischen
Blutdruck von iiber 90 mmHG definiert. Die vom ,US Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Pressure“ verfassten Richtlinien schlagen vor, dass
Personen mit einem systolischen Blutdruck zwischen 120 und 139
mmHG und/oder einem diastolischen Blutdruck zwischen 80 und 89
mmHG als sich im Vorstadium zu Bluthochdruck befindlich angese-
hen werden sollten und gesundheitsférdernder Verdnderungen be-
diirfen, um KVE vorzubeugen. Aus diesem Grund stellt das Senken
des Blutdrucks eine wichtige Strategie zur Vorbeugung von KVE
dar. In einem ersten Schritt kann eine Blutdrucksenkung durch
Verdnderungen des Lebensstils erreicht werden, wobei diese auf
die Hauptfaktoren wie ungesunde Erndhrung, physikalische Inakti-
vitat und Rauchen abzielen. Die Behandlung von wesentlichem
Bluthochdruck bedarf allerdings spezifischer Therapien. Ein
Hauptregulator des Blutdrucks ist das Renin-Angiotension-System
(RAS), das zu einem beliebten Ziel der therapeutischen Interven-
tion geworden ist. Somit sind Pharmazeutika, die spezifisch auf
die Komponenten des RAS wirken, bei der Behandlung von Bluthoch-
druck zu wichtigen klinischen Werkzeugen geworden
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Der RAS-Weg (,RAS pathway"“) ist eine Kaskade, die mit der
Spaltung eines Angiotensinogens durch Renin beginnt. Renin ist
eine Aspartylprotease, die vorwiegend in den Kdrnchen von juxta-
glomerulidren Zellen in der Niere synthetisiert und gespeichert
wird und eine hohe Substratspezifizitdt gegentiber Angiotensino-
gen aufweist. Angiotensinogen wird haupts&dchlich von hepatischen
Zellen gebildet und konstitutiv in den Kreislauf abgegeben. Es
wird am N-Terminus durch Renin gespalten, um das Decapeptid An-
giotensin I (Ang I; das 1-10-Peptid) zu erhalten, das schnell in
das biologisch aktive Oktapeptid Angiotensin II (Ang II; das 1-
8-Peptid) umgewandelt wird. Im Gegensatz zum Ang II scheint Ang
I keine biologische Aktivitdt aufzuweisen und besteht lediglich
als Vorliufer fir Ang II. Die Spaltung von Ang I wird grundsé&tz-
lich, wenn auch nicht ausschlieBlich durch das angiotensinumwan-
delnde Enzym (ACE, ,angiotensin-converting enzyme") mediiert.
Diese membrangebundene Metalloproteinase wird an der Oberflé&che
von Endothelzellen exprimiert, wobei die hdchsten Konzentratio-
nen am vaskuldren Epithel in der Lunge zu finden sind. Dartber
hinaus wurde gezeigt, dass ACE-Chymase Ang II produziert. Ang II
kann durch Enzyme, beispielsweise Tonin und Kathepsin, auch di-
rekt aus Angiotensinogen produziert werden. Weiters sind andere
funktionelle Peptide, die von Ang I und Ang II abgeleitet sind,
im Kreislauf anzufinden. Diese werden durch Amino-, Carboxy-
oder Endopeptidasen produziert und umfassen Ang (1-9), Ang (1-
7), Ang III (das 2-8-Peptid) und Ang IV (das 3-8-Peptid). Eine
Carboxypeptidase, die als angiotensinumwandelndes Enzym II
(ACE2) bekannt ist, wirkt sowohl auf Ang I als auch auf Ang II.
ACE2 produziert Ang 1-9 aus Ang I und Ang 1-7 aus Ang II. Ang 1-
9 kann dann durch ACE weiter zu Ang 1-7 umgewandelt werden. Im
Gegensatz zu Ang II, das den Blutdruck erhéht und einer der
Hauptmediatoren von vaskuldrer Remodellierung bei Bluthochdruck
zu sein scheint, foérdert das Ang-1-7-Peptid die Blutgefédferwei-
terung und kann dadurch den potentiell sch&dlichen Wirkungen von
Ang II entgegenwirken. Das Peptid Ang 1-7 wirkt Uber seinen Re-
zeptor, das Mas-Onkogen-Produkt (MAS, ,mas oncogene product").

Ang II und Ang 1-7 werden als die Haupt-Effektorpeptide des
RAS betrachtet, wadhrend Ang III und Ang IV eine etwas geringere
Aktivitat aufweisen (ungefdhr 40 % der Ang-II-Aktivitdt). Die
Wirkungen von Ang II werden vorwiegend von zwei Sieben-Transmem-
bran~Rezeptoren, genannt Ang-II-Rezeptoren, Typ 1 (AT1l; Unterty-
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pen la und 1lb) und Typ 2 (AT2), mediiert. Die AT1- und AT2-Un-
tertypen binden Ang II auf &hnliche Weise, weisen jedoch unter-
schiedliche zelluldre Lokalisierungen auf und sind in
verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert. Der Grofiteil
der hypertensionogenen Ang-II-Wirkungen werden dem AT1l-Rezeptor
zugeschrieben.

Der ganze Kérper von Ang II ist ein wirksamer Vasokonstrik-
tor. In den Nieren verengt es glomeruldre Arteriolen, wodurch
der systemische arterielle Blutdruck erhdht und der Blutstrom
verringert wird. In der Nebennierenrinde bewirkt es die Freiset-
zung von Aldosteron, was wiederum eine Reabsorption von mehr Na-
trium und Wasser der Nierentubuli aus dem Urin verursacht. Es
wirkt auch auf das zentrale Nervensystem, indem es den Appetit
einer Person auf Salz steigert und ein Durstigkeitsgefiihl her-
vorruft. Dariber hinaus stimuliert Ang II die Freisetzung des
anti-diuretischen Hormons (ADH).

Die klassische Rolle der RAS-Komponenten besteht in ihrer
Wirkung als endokrine Faktoren zur Erhaltung des Blutdrucks und
als Elektrolyt sowie Fluid- bzw. Fliissigkeitsgleichgewicht. Zu-
sdtzlich zu diesem zirkulierenden RAS ist in mehreren Geweben
eine lokale angiotensinproduzierende Kaskade vorhanden. Das so-
genannte Gewebe-RAS kann lokal als parakriner und/oder autokri-
ner Faktor wirken und kann teilweise oder vollstandig unabhédngig
vom zirkulierenden Gegenstiick agieren.

Derzeit werden am Markt mehrere Arzneimittel zur Behandlung
von Bluthochdruck angeboten. Diese umfassen beispielsweise Di-
uretika und Calciumkanalblocker und zahlreiche Pharmazeutika,
die spezifisch auf Komponenten des RAS abzielen. Die letzteren
schliefen ACE-Inhibitoren mit ein, die durch Bindung an die
wirksame Seite von ACE und durch Stéren der Fdhigkeit des Enzyms
zur Bindung und Spaltung von Substraten davon agieren. Charakte-
ristische Nebenwirkungen von ACE-Inhibitoren sind trockener Hus-
ten und ,First-Dose“-Hypotonie/angioneurotisches Odem. Eine
weitere Klasse von Pharmazeutika, die auf RAS gerichtet sind,
sind Angiotensinrezeptor (AT1)-Blocker (ARBs). ARBs stdren ge-
zielt die Funktion von Ang II, indem sie die Bindung von Angio-
tensin II an den AT1-Rezeptor blockieren. Kiurzlich wurde eine
neue Verbindung unter der Bezeichnung ,Aliskerin"“, die auf das
RAS gerichtet ist und Renin inhibiert, auf den Markt gebracht.

Obwohl verschiedene Arzneimittel zur Behandlung von Blut-
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hochdruck am Markt zur Verfiigung stehen, gibt es bislang kein
adiaquates Mittel zur Behandlung von Bluthochdruck. Der schlechte
Gesamtbehandlungserfolg liegt einerseits in der asymptomatischen
Natur von Bluthochdruck und andererseits in der Notwendigkeit
fiir eine Langzeitbehandlung mit Medikationen, die zumindest ein-
mal taglich eine Selbstverabreichung erfordern.

Das Interesse an aktiver Immuntherapie als potentielle neue
Strategie zur Behandlung von Bluthochdruck und damit in Zusam-
menhang stehenden Stérungen ist in letzter Zeit steigend.

Die Durchfiihrbarkeit einer Impfung gegen Komponenten des RAS
zur Behandlung von Bluthochdruck wurde in verschiedenen Tiermo-
dellen gezeigt (Michel-JB et al., Am Heart J. 1989; 117:756).
Bei einem der ersten Ansdtze wurde gezeigt, dass eine Impfung
gegen Renin hinsichtlich der Blutdrucksenkung effektiv sind.
Dieser Ansatz wurde in den darauffolgenden Jahren jedoch nicht
weiter verfolgt, da die Tiere an autoimmuner Nephritis zu leiden
begannen (Michel-JB et al., Circulation. 1990; 81(6):1899-910).
Andere Ansiatze zielten auf das Induzieren einer Immunantwort ge-
gen Komponenten des RAS, die als Transmembranproteine an der
Zelloberfliache exprimiert werden, beispielsweise ACE und ATIR,
ab. Mehrere Forschungsgruppen untersuchen eine aktive Immunisie-
rung gegen AT1R. Obwohl einige Studien berichten, dass Antikér-
per gegen den N-Terminus von AT1R die Entwicklung von
Bluthochdruck bei spontan an Bluthochdruck leidenden Ratten ver-
ringern koénnen, so zeigten die meisten Ansdtze keine signifikan-
te Wirkung auf den Blutdruck. Die Daten beziiglich aktiver
Immunisierung gegen ACE sind sehr begrenzt. Ein Bericht be-
schreibt die Impfung von Kaninchen, jedoch konnten nur bei 1 von
50 Tieren Anti-ACE-Antikodrper festgestellt werden (Soffer-RL et
al., Fed. Proc. 1983; 42(19):2735-9). Man kann auf keine Berich-
te {iber eine aktive Immunisierung gegen Angiotensinogen zuriick-
greifen, allerdings untersuchten mehrere Studien die
Durchfiihrbarkeit einer Impfung gegen Angiotensin I und Angioten-
sin IT.

Eine Impfung mit Ang I, das an Tragerproteinen (beispiels-
weise Schlissellochschnecken-Hamocyanin (KLH, ,keyhole limpet

haemocyanin®) konjugiert ist, fihrte zur Induktion von starken
antigenspezifischen humoralen Immunantworten. Bei experimentel-
len Bedingungen unter Verwendung von unterschiedlichen Tiermo-
dellen schienen die impfungsinduzierten Antikdérper gegen
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Angiotensin I funktionell zu sein, da (i) sie zur Bindung von
Angiotensin I in der Lage waren, wie eine Western-Blot-Analyse
zeigte und (ii) der Blutdruck signifikant gesenkt war, was indi-
ziert, dass die Wirkungen von Angiotensin auf das RAS blockiert
waren. (Downham et al., Br J Clin Pharmacol. 2003; 56:505-12).
Im Gegensatz dazu wurde bei freiwilligen menschlichen Probanden
keine blutdrucksenkende Wirkung festgestellt (Downham et al.,
2003) . Diese Erkenntnis wurde durch eine Studie mit an Bluthoch-
druck leidenden Patienten weiter bestdtigt, die mit einem 12-
Aminosduren-Analogon von Ang I, das kovalent an KLH gebunden und
an Alaun absorbiert war (als PMD3117 bezeichnet), behandelt wur-
den (Brown et al., Clin. Sci. 2004; 107:167-73). Wichtig ist
hier, dass dieses Behandlungsschema gut vertrdglich war und eine
lang anhaltende antigenspezifische, humorale Immunantwort indu-
zierte. Dariber hinaus zeigte diese Behandlung Wirkung auf das
Reninsystem, wie durch Veranderungen der Renin- und Aldosteron-
spiegel detektiert wurde. Eine Impfung mit PMD3117 zeigte im
Vergleich zur Placebo-Kontrollgruppe allerdings keinen Einfluss
auf den Blutdruck (Brown et al., 2004). Im Gegensatz dazu zeigte
eine geringfiligig unterschiedliche Weiterentwicklung dieses Ang-
I-Vakzins, die von Protherics entwickelt und bei der Alaun durch
ein neues Adjuvans ersetzt und mit ,Co Vaccine HT™"“ bezeichnet
wurde, durchaus Wirkung. Eine Verabreichung dieser neuen Vakzin-
formulierung fiihrte zu einem 10-fachen Anstieg von Anti-Angio-
tensin-Antikdrpertitern bei vorklinischen Bedingungen, und
gesunde menschliche Probanden zeigten Verdnderungen des systoli-
schen und diastolischen Blutdrucks. Der Blutdruck war aber nur
geringfiigig gesenkt, wobei dies nur wdhrend Ruhephasen, jedoch
nicht wahrend aktiven Phasen der Fall war, was von groRerer Be-
deutung gewesen ware.

Weitere Zugdnge zur Induktion von Antikorpern, die zur Blo-
ckierung des RAS in der Lage waren, bedienten sich von Angioten-
sin II abgeleiteten Peptiden als Antigene. Im Gegensatz zu einer
friitheren Studie, bei der eine Injektion von Ang-II-Trédgerprote-
in-Konjugaten nicht in einer Blutdrucksenkung resultierte, fihr-
te eine Impfung mit an virusdhnliche Partikel (VLP, ,virus-like
particles") gebundenem Ang II zur Induktion einer starken anti-
angiotensinspezifischen, humoralen Immunantwort, die von einer
statistisch signifikanten Senkung des Blutdrucks begleitet war
(Ambiithl et al., J Hypertension, 2007, 25:63-72). Bei einer kiirz-
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lich durchgefiihrten klinischen Studie konnte diese blutdrucksen-
kende Wirkung allerdings nach Impfung mit an virusdhnlichen Par-
tikeln gebundenem Angiotensin II nicht beobachtet werden, was
indiziert, dass die durch dieses Peptidvakzin indizierte humora-
le Immunantwort nicht optimal oder ausreichend sein kénnte. Aus
diesem Grund herrscht auf diesem Gebiet weiterhin ein Bedarf
daran, neue und wirksamere Vakzine bereitzustellen, die auf An-
giotensin-Peptide abzielen.

Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, eine Medikation
zur Verbeugung und Behandlung von Leiden, die mit durch RAS ver-
ursachten, erhohten Angiotensin-II-Spiegeln in Zusammenhang ste-
hen, insbesondere von Bluthochdruck und von mit Bluthochdruck in
Zusammenhang stehenden kardiovaskuldren Erkrankungen, auf Basis
eines Vakzins bereitzustellen.

Es hat sich herausgestellt, dass eine Verbindung, die ein
Peptid mit der Aminosduresequenz

(X1)m (X2)n (X3)0 X4 X5 X6 PX; (Formel TI)

umfasst, das zur Behandlung und/oder Pravention einer physikali-
schen Stdrung verwendet werden kann, die mit dem reninaktivier-
ten Angiotensin-System in Zusammenhang steht, wobei

X, ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus D, G, A, T, S, Q, E, K, R und H,

X, ein Aminosidurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus R, P, M, G, A, S, T, N, Q, D, E, K und H,

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus V, G, H, A, L, I, N, Q, D, E, K und R;

X, jedweder Aminosadurerest ist,

Xs ein Aminosdurerest ist, bei dem es sich nicht um P, F, W
handelt,

Xc ein aromatischer Aminosdurerest ist;

X, ein Aminosdurerest ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend
aus F, L, I, P, M, V, A, H, ein nicht saurer Aminosdurerest und
ein nicht basischer Aminosdurerest ist, und

wobei m, n und o unabhdngig 0 oder 1 sind, unter der Mafiga-
be, dass m und n 0 sind, wenn o 0 ist, und m 0 ist, wenn n O
ist, und

wobei das Peptid nicht DRVYIHPF ist, und wobei die Verbin-

dung eine Bindungskapazitdt in Bezug auf einen Antikérper auf-
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weist, der fir DRVYIHPF spezifisch ist.
GemdR einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vor-
liegenden Erfindung umfasst die Verbindung ein Peptid mit der

Aminosdauresequenz
X1X2X3X4X5XGPX7 ( Formel II ) ’

das zur Behandlung und/oder Pravention von physikalischen Sto-
rungen verwendet werden kann, die mit dem reninaktivierten An-
giotensin-System, vorzugsweise Bluthochdruck, und mit
Bluthochdruck in Zusammenhang stehenden Erkrankungen in Zusam-
menhang stehen, wobei

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus D, G, A, T, S, Q, E, K, R und H,

X, ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus R, P, M, G, A, S, T, N, Q, D, E, K und H,

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus VvV, G, H, A, L, I, N, Q, D, E, K und R;

X, jedweder Aminosdurerest ist,

X: ein Aminosdurerest ist, bei dem es sich nicht um P, F, W
handelt,

X¢ ein aromatischer Aminosdurerest ist;

X, ein Aminosdurerest ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend
aus F, L, I, P, M, V, A, H, ein nicht saurer Aminosdurerest und
ein nicht basischer Aminosdurerest ist, und

wobei das Peptid nicht DRVYIHPF ist. Die Verbindung weist
vorzugsweise eine Bindungskapazitdt in Bezug auf einen Antikdr-
per auf, der fur DRVYIHPF spezifisch ist.

Die Verbindung der vorliegenden Erfindung ist in der Lage,
die Bildung von auf Angiotensin I oder Angiotensin II gerichte-
ten Antik&érpern gezielt zu induzieren, wenn sie an ein Tré&ger-
protein (oder an ein T-Zellenepitop enthaltendes Peptid)
gebunden ist und einem Sdugetier verabreicht wird. Die in Formel
I und II angefiihrten Verbindungen koénnen Antikoérper induzieren,
die Ang II mit hdherer Spezifizit&t als Ang I erkennen. Verbin-
dungen, die ein Peptid mit der Sequenz nach Formel I umfassen
und H und L an ihrem C-Terminus X;X,X3X;XsX¢PX;HL (beide Aminosau-
ren von Ang I abgeleitet) aufweisen, induzieren Antikdrper, die
Ang I mit hdherer Spezifizitdt als Ang II erkennen kénnen. Dies

ermdglicht das spezifische Abzielen auf entweder nur eine Spezi-
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es von Angiotensin-Peptiden oder auf eine Kombination davon.
Aufgrund der Bindung dieser Antikdrper an angiotensinogenabge-
leitete Peptide kann die H6he an Angiotensin-Peptiden bei diesen
Sdugetieren signifikant verringert werden, und somit koénnen die-
se Immunogene bei einem immuntherapeutischen Ansatz zur Bek&mp-
fung von durch RAS verursachten, erhdhten Spiegeln von
Angiotensin II in Zusammenhang stehenden Leiden verwendet wer-
den. Ohne sich auf eine spezielle Theorie der Art der molekula-
ren Wirkung beschrdnken zu wollen, wirken die Peptidvarianten
der vorliegenden Erfindung als Immunogene, die Antikérper, die
an mehr als eine Spezies von Angiotensin-Peptiden binden, indu-
zieren koénnen, wodurch alle relevanten Spezies von Angiotensin-
Peptiden gleichzeitig blockiert werden. Alternativ dazu kénnen
die induzierten Antikérper gezielt an den C-Terminus von Angio-
tensin II binden. Unter diesen Bedingungen blockieren die indu-
zierten Antikdérper die Bindung von Angiotensin II an seinen
Rezeptor ATI1R.

Die in Formel I angegebenen Aminosdurereste konnen durch den
jeweiligen, oben angegebenen Aminosdurerest ausgetauscht werden.
Die durch die Variierung erhaltene Aminosduresequenz kann einen,
zwei, drei, vier, finf, sechs oder sieben Aminosdurereste umfas-
sen, die mit der urspriinglichen Angiotensin-II-Sequenz (DRVYIH-
PF) nicht identisch sind. Bm meisten bevorzugt kann sich die
Formel I von der Angiotensin-II-Sequenz um zumindest einen, vor-
zugsweise zwei, am meisten bevorzugt drei, Aminosdurereste und
um maximal sieben, vorzugsweise maximal sechs, mehr bevorzugt
maximal funf, noch mehr bevorzugt maximal vier, Aminosdurereste
unterscheiden.

Das Peptid der vorliegenden Erfindung kann auch finf, sechs,
sieben oder acht Aminosidurereste (X; bis Xg, X, bis X3, X3 bis X;
oder X, bis Xg) umfassen.

Die Verbindung gemdB der vorliegenden Erfindung kann ein
Peptid mit 5, 6, 7 oder 8 bis 20, vorzugsweise 5, 6, 7 oder 8
bis 15, insbesondere 5, 6, 7, 8 oder 9, Aminos&dureresten sein.

Die Verbindung der vorliegenden Erfindung kann auch ein Po-
lypeptid oder ein Protein mit bis zu 300, vorzugsweise bis zu
200, mehr bevorzugt bis zu 150, noch mehr bevorzugt bis zu 100,
Aminosdureresten sein.

Die Peptide der vorliegenden Erfindung sind nicht mit dem
natiirlich vorkommenden Angiotensin II (DRVYIHPF) identisch. Die
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Verbindung der vorliegenden Erfindung 16st in einem Wirten, der
auf Angiotensin-Peptide anspricht, eine immunologische Antwort
aus. Die Verbindung kann auch als Kompetitor fiir Angiotensin II
wirken, wobei sie ein Mimikry von Angiotensin II bei In-vitro-
Inhibierungsassays (z.B. ELISA-Inhibierungsassay) ist.

Die Verbindungen oder Peptide der vorliegenden Erfindung
kénnen durch auf dem Gebiet wohlbekannte chemische Synthesever-
fahren synthetisch hergestellt werden, entweder als isoliertes
Peptid oder als Teil eines anderen Peptids oder Polypeptids. Al-
ternativ dazu kann die Verbindung/das Peptid in einem Mikroorga-
nismus hergestellt werden, der die Verbindung/das Peptid
produziert, die bzw. das dann isoliert und bei Wunsch weiter ge-
reinigt wird. Der Peptidvariant kann in Mikroorganismus wie Bak-
terien, Hefe oder Pilzen, in eukaryotischen Zellen wie
Siugetier- oder Insektenzellen oder in einem rekombinanten Vi-
rusvektor wie Adenovirus, Pocken-Virus, Herpes-Virus, Simliki-
Forest-Virus, Baculovirus, Bakteriophage, Sindbis-Virus oder
Sendai-Virus hergestellt werden. Zur Herstellung der Verbindung/
des Peptids geeignete Bakterien umfassen E. coli, B. sutilis
oder jedwede andere Bakterie, die zum Exprimieren von Peptiden
in der Lage ist. Geeignete Hefearten zum Exprimieren der Verbin-
dung/des Peptids schlieBen Saccharomyces cerevisiae, Schizosac-
charomyces pombe, Candida, Pichia pastoris oder jedwede andere
Hefe, die zum Exprimieren von Peptiden in der Lage ist, mit ein.
Entsprechende Verfahren sind auf dem Gebiet wohlbekannt. Auch
Verfahren zum Isolieren und Reinigen von rekombinant hergestell-
ten Peptiden sind auf dem Gebiet wohlbekannt und umfassen bei-
spielsweise Gelfiltration, Affinitdtschromatographie,
Ionenaustauschchromatographie, etc.

Um das Isolieren der Verbindung/des Peptids zu erleichtern,
kann ein Fusionspolypeptid hergestellt werden, wobei die Verbin-
dung/das Peptid translationell an ein heterologes Polypeptid fu-
sioniert (kovalent gebunden) ist, wodurch eine Isolierung durch
Affinitdtschromatographie moéglich wird. Typische heterologe Po-
lypeptide sind His-Tag (z.B. His6; 6-Histidin-Reste), GST-Tag
(Glutathion-S-Transferase), etc. Das Fusionspolypeptid erleich-
tert nicht nur die Reinigung der Verbindung/des Peptids, sondern
kann auch den Abbau der Verbindung/des Peptids wdhrend der Rei-
nigung verhindern. Ist ein Entfernen des heterologen Polypeptids

nach der Reinigung erwiinscht, so kann das Fusionspolypeptid an
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der Verbindungsstelle zwischen der Verbindung/dem Peptid und dem
heterologen Polypeptid eine Spaltungsstelle umfassen. Die Spal-
tungsstelle besteht aus einer Aminosduresequenz, die mit einem
fiir die Aminosduresequenz spezifischen Enzym (z.B. Protease) an
dieser Stelle gespalten wird.

GemdB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist
X; G, A oder D,

X, G, A, P, M, E, K oder R,
X3G, A, H, D oder V,

X4S, A, D, P, F oder Y,
XsA, D, H, T, S, N oder I,
Xs Y oder H,

X, F, A, V, L, I, P oder M.

Die obengenannten Aminosdurereste sind besonders bevorzugte
Substituenten.

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung ist
X1 G, A oder D,

X, A, P, M, G, oder R,
X3 G, A, H, oder V,

X4 S, A, D oder Y,

XsA, D, H, S, N oder I,
X¢ Y oder H,

X, F, A, V, L oder I.

Die Peptide der vorliegenden Erfindung kénnen an ihrem N-
Terminus eine Kiirzung aufweisen, so dass bei diesen Peptiden der
erste, zweite und/oder dritte Aminosdurerest fehlt.

Vorzugsweise ist das Peptid aus der Gruppe bestehend aus
GRVYIHPF, DPVYIHPF, DMVYIHPF, DGVYIHPF, DAVYIHPF, DRGYIHPF,
DRAYIHPF, DRHYIHPF, DRVAIHPF, DRVSIHPF, DRVDIHPF, DRVYAHPF,
DRVYNHPF, DRVYDHPF, DRVYHHPF, DRVYSHPF, DRVYIYPEF, DRVYIHPA,
DRVYIHPV, DRVYIHPL, DRVYIHPI, DAAYIHPF, DRAAIHPF, DRVAAHPF, DRA-
YAHPF, DRAAAHPF, ARAAIHPF, ARVAAHPF, DAAAIHPF, DAAAAHPF, DA~
VAAHPF, DAGYIHPF, DAHYIHPF, DPGYIHPF, DPAYIHPF, DMGYIHPF,
DMAYIHPF, DMHYIHPF, DGGYIHPF, DGAYIHPF, DGHYIHPF, DPVAIHPF,
DPVSIHPF, DMVAIHPF, DMVSIHPF, DRGAIHPF, DRHAIHPF, DRGYAHPF,
DRGYDHPF, DRGYHHPF, DRGYSHPF, DRGYNHPF, DRAYDHPF, DRAYHHPF,
DRAYSHPF, DRAYNHPF, DRHYAHPF, DRHYSHPF, DRHYNHPF, DRHYDHPF,
DRHYHHPF, DRHYIYPF, DRGADHPF, DRGAHHPF, DRVAHHPF, DRHADHPF,
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GRGAIHPF, GRHSIHPF, GRHADYPF, DPGAIHPF, GRHAIHPF, DPGSIHPF, DM-
GAIHPF, DMGSIHPF, GPGYIHPF, GMGYIHPF, GPGSIHPF, GMGSIHPF, DRG-
SIHPF, DPHAIHPF, DMHAIHPF, GPHAIHPF, GMHAIHPF, GPHSIHPF, und
GMHSIHPF ausgewéahlt.

Gekiirzte Versionen, bei denen der erste N-terminale Amino-
sdurerest fehlt, sind vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus
PVYIHPF, MVYIHPF, GVYIHPF, AVYIHPF, RGYIHPF, RAYIHPF, RHYIHPF,
RVAIHPF, RVSIHPF, RVDIHPF, RVYAHPF, RVYNHPF, RVYDHPF, RVYHHPF,
RVYSHPF, RVYIYPF, RVYIHPA, RVYIHPV, RVYIHPL, RVYIHPI, AAYIHPF,
RAAIHPF, RVAAHPF, RAYAHPF, RAAAHPF, RAAIHPF, RVAAHPF, AAAIHPF,
AAAAHPF, AVAAHPF, AGYIHPF, AHYIHPF, PGYIHPF, PAYIHPF, MGYIHPF,
MAYIHPF, MHYIHPF, GGYIHPF, GAYIHPF, GHYIHPF, PVAIHPF, PVSIHPF,
MVAIHPF, MVSIHPF, RGAIHPF, RHAIHPF, RGYAHPF, RGYDHPF, RGYHHPF,
RGYSHPF, RGYNHPF, RAYDHPF, RAYHHPF, RAYSHPF, RAYNHPF, RHYAHPF,
RHYSHPF, RHYNHPF, RHYDHPF, RHYHHPF, RHYIYPF, RGADHPF, RGAHHPF,
RVAHHPF, RHADHPF, RGAIHPF, RHSIHPF, RHADYPF, PGAIHPF, RHAIHPF,
PGSIHPF, MGAIHPF, MGSIHPF, PGYIHPF, MGYIHPF, RGSIHPF, PHAIHPF,
MHAIHPF, PHSIHPF und MHSIHPF ausgewahlt.

Gekiirzte Versionen, bei denen die ersten beiden N-terminalen
Bminosdurereste fehlen, sind vorzugsweise aus der Gruppe beste-
hend aus GYIHPF, AYIHPF, HYIHPF, VAIHPF, VSIHPF, VDIHPF, VYAHPF,
VYNHPF, VYDHPF, VYHHPF, VYSHPF, VYIYPF, VYIHPA, VYIHPV, VYIHPL,
VYIHPI, AAIHPF, VAAHPF, AYAHPF, AAAHPF, HYIHPF, VSIHPF, GAIHPF,
HAIHPF, GYAHPF, GYDHPF, GYHHPF, GYSHPF, GYNHPF, AYDHPF, AYHHPF,
AYSHPF, AYNHPF, HYAHPF, HYSHPF, HYNHPF, HYDHPF, HYHHPF, HYIYPF,
GADHPF, GAHHPF, VAHHPF, HADHPF, GAIHPF, HSIHPF, HADYPF, GSIHPF
und HAIHPF ausgewdahlt.

Gekiirzte Versionen, bei denen die ersten drei N-terminalen
Aminosdurereste fehlen, sind vorzugsweise aus der Gruppe beste-
hend aus AIHPF, SIHPF, DIHPF, YAHPF, YNHPF, YDHPF, YHHPF, YSHPF,
YIYPF, YIHPA, YIHPV, YIHPL, YIHPI, AAHPF, ADHPF, AHHPF und ADYPF
ausgewahlt.

GemaB einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist zumindest ein Cysteinrest an den N-Terminus der Ami-
nosduresequenz von Formel I gebunden.

Das Peptid der vorliegenden Erfindung kann dariiber hinaus
zumindest einen Cysteinrest an seinem N-Terminus umfassen. Die-
ser Cysteinrest kann als Reaktionsgruppe dienen, um das Peptid
und/oder die Verbindung an ein anderes Molekiil oder einen ande-

ren Trdger zu binden. Beispielsweise kann die Verbindung an
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einen Proteintrdger gebunden sein. Der Cysteinrest kann alterna-
tiv an den C-Terminus der Verbindung der vorliegenden Erfindung
gebunden sein.

Die Verbindung der vorliegenden Erfindung ist vorzugsweise
an einen Trdger, vorzugsweise einen Proteintrdger, gebunden.

Um die Herstellung von fiir Angiotensin-Peptide spezifischen
Antikdérpern bei einem Sdugetier zu steigern, ist die Verbindung
der vorliegenden Erfindung vorzugsweise an einen Tr&dger gebun-
den.

GemdR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist der Tré&dger aus der Gruppe bestehend aus Schliissel-
lochschnecken-Hamocyanin (KLH), Tetanustoxoid (TT) oder
Diphtherietoxin (DT) oder jedwedem anderen Protein oder Peptid,
das T-Zellen-Epitope enthdlt, ausgewadhlt.

Gemdl einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist die Verbindung an einen pharmazeutisch akzeptablen
Trdger, vorzugsweise KLH, Tetanustoxoid, albuminbindendes Prote-
in, Bovines Serumalbumin, einem Dendrimer (MAP; Biol. Chem.
358:581), Peptidlinkern (oder Flankierungsregionen) sowie den in
Singh et al., Nat. Biotech. 17 (1999), 1075-1081 (insbesondere
jene von Tabelle 1 des Dokuments), und O'Hagan et al., Nature
Reviews, Drug Discovery 2 (9) (2003), 727-735 (insbesondere die
darin beschriebenen endogenen immunpotentierenden Verbindungen
und Zufihrsysteme) beschriebenen Adjuvans-Substanzen oder Mi-
schungen davon gebunden. Die Konjugationschemie (z.B. Uber he-
terobifunktionelle Verbindungen, beispielsweise GMBS und
natirlich auch andere, wie in “Bioconjugate Techniques”, Greg T.
Hermanson, beschrieben) kann in diesem Zusammenhang aus Reaktio-
nen ausgewahlt sein, die dem Fachmann bekannt sind. Dariliber hin-
aus kann die Vakzinzusammensetzung mit einem Adjuvans,
vorzugsweise einer schwachléslichen Aluminiumzusammensetzung,
insbesondere Aluminiumhydroxid, formuliert sein. Natirlich kon-
nen auch Adjuvantien, wie MF50 Aluminiumphosphat, Calciumphos-
phat, Cytokine (z.B. IL-2, IL-12, GM-CSF), Saponine (z.B. QS21),
MDP-Derivate, CpG-Oligos, LPS, MPL, Polyphosphazene, Emulsionen
(z.B. Freund'sche, SAF), Liposome, Virosome, Iscome, Cochleate,
PLG-Mikropartikel, Poloxamerpartikel, virusahnliche Partikel,
hitzelabiles Enterotoxin (LT), Choleratoxin (CT), mutante Toxine
(z.B. LTK63 und LTR72), Mikropartikel und/oder polymerisierte
Liposome, verwendet werden.
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Gemdl einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung wird die Verbindung an einem Adjuvans, vorzugsweise an
Alaun, absorbiert.

Bei einer verwandten Ausfiihrungsform ist die Erfindung zur
Prdvention oder Behandlung von Erkrankungen, Stdrungen oder Lei-
den, die mit RAS in Zusammenhang stehen, einschlieBlich, jedoch
nicht ausschlieBlich Bluthochdruck, Schlaganfall, Infarkt, Nie-
renversagen, kongestiver Herzinsuffizienz, Atherosklerose, Ge-
fédRschaden und retinaler Blutung, niitzlich. Zus&dtzlich kann eine
Immunisierung unter Verwendung von Peptiden, die von der Ausfiih-
rungsform der vorliegenden Erfindung umfasst sind, verwendet
werden, um atherosklerotische Plaquebildung, Vorkommnisse von
arterieller Thrombose und mit vaskuldrer Entziindung in Zusammen-
hang stehende Vorkommnisse zu behandeln oder diesen vorzubeugen.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich
auf ein Medikament, das eine erfindungsgemdBe Verbindung um-
fasst.

Das Medikament und die Verbindung der vorliegenden Erfindung
kébnnen subkutan, intramuskuldr und intradermal verabreicht wer-
den (siehe, z.B. “Handbook of Pharmaceutical Manufacturing For-
mulations”, Sarfaraz Niazi, CRC Press Inc, 2004). Je nach Art
der Verabreichung kann das Medikament entsprechende Trager, Ad-
juvantien und/oder Exzipienten umfassen.

Das Medikament gemdB der vorliegenden Erfindung enthdlt die
erfindungsgemdfie Verbindung in einer Menge von 0,1 png bis 10 mg,
vorzugsweise 10 ng bis 1 mg, insbesondere 100 ng bis 100 pg oder
alternativ beispielsweise 100 fmol bis 10 pmol, vorzugsweise 10
pmol bis 1 pmol, insbesondere 100 pmol bis 100 nmol. Die Verbin-
dung oder das Peptid der vorliegenden Erfindung wird einem S&u-
getier in einer Menge von vorzugsweise 100 ng bis 1 mg, mehr
bevorzugt 1 pg bis 500 pg, noch mehr bevorzugt 10 pg bis 100 ng,
insbesondere 20 bis 40 oder 30 ug, pro Dosierung verabreicht.
Typischerweise kann das Vakzin auch Hilfssubstanzen enthalten,
beispielsweise Puffer, Stabilisatoren, etc.

Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht
sich auf die Verwendung einer erfindungsgemdfen Verbindung zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder Pr&vention
von physikalischen Stdrungen, die mit dem reninaktivierten An-
giotensin-System in Zusammenhang stehen, vorzugsweise Bluthoch-
druck und mit Bluthochdruck in Zusammenhang stehende
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Erkrankungen.

Die Abkirzungen fir die in der vorliegenden Erfindung geof-
fenbarten Aminos&durereste entsprechen den Empfehlungen der In-
ternationalen Union fir reine und angewandte Chemie (IPUAC):

Aminoséidure 3-Buchstabencode 1-Buchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsédure Asp D
Cystein Cys C
Glutaminséaure Glu E
Glutamin Gln Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \

Die vorliegende Erfindﬁng wird anhand der folgenden Figuren
und Beispiele ndher veranschaulicht, ohne Jjedoch auf diese be-
schrédnkt zu sein. |

Fig. 1 zeigt die Immunogenitdt von Peptidvarianten fir Posi-
tion 1 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 2 zeigt die Immunogenitdt von Peptidvarianten fiir Posi-
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tion 2 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 3 zeigt die Immunogenitédt von Peptidvarianten fir Posi-
tion 3 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 4 zeigt die Immunogenit&t von Peptidvarianten fir Posi-
tion 4 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 5 zeigt die Immunogenitat von Peptidvarianten fir Posi-
tion 5 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 6 zeigt die Immunogenitat von Peptidvarianten fir Posi-
tion 6 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 7 zeigt die Immunogenit&dt von Peptidvarianten fur Posi-
tion 7 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 8 zeigt die Immunogenitdt von Peptidvarianten fir Posi-
tion 8 des Ang-II-Peptids CDRVYIHPF.

Fig. 9 zeigt die Immunogenitdt von Peptidvarianten, wobei
zwel oder mehrere Aminosduren durch Alanin ersetzt wurden.

Fig. 10 zeigt die Immunogenit&t von Peptidvarianten, wobei
drei Aminosduren an unterschiedlichen Positionen unter Verwen-
dung von gilinstigen Aminosduresubstituenten fir diese Positionen
ersetzt wurden.

Bei jeder Figur sind die von mit den angegebenen Peptiden
immunisierten Tieren stammenden X-Achsen-Seren angefihrt. Auf
der Y-Achse sind relative Titer von induzierten Seren gezeigt.
Von mit Ang II behandelten Tieren abgeleitete Titer wurden als
100 % festgelegt. Die Titer wurden als die Serenverdiinnung be-
rechnet, die die halbmaximale Bindung (d.h. Odp.x/2) ergibt. Die
weiBen Balken zeigen Titer gegen die Peptide, die zur Impfung
verwendet wurden, wahrend die schwarzen Balken Titer gegen das

Ang-II-Peptid zeigen.

BEISPIELE:

Beispiel 1: Positionsscannen des Ang-II-Peptids.

Angiotensin II (Ang II), eine Schliisselkomponente des blut-
druckregulierenden RAS, wurde als Ziel fiir einen Impfungsansatz
zur Behandlung von Bluthochdruck gewdhlt. Aus diesem Grund wur-
den Peptide, die zur Induktion einer auf Angiotensin II abzie-
lenden, humoralen Immunantwort in der Lage sind, identifiziert
und ausgewdahlt.

Der Ausdruck ,Positionsscannen“ bezieht sich auf eine Tech-
nologie, bei der die Aminosdure (AS)-Reste an jeder Position in-

nerhalb einer gewissen Protein- oder Peptidregion systematisch
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durch andere AS ersetzt werden. Diese Technologie wird bislang
nur fir Protein-Protein-Interaktion-Studien, Peptid-Protein-In-
teraktion-Studien und/oder fiuir Studien iUber die Funktionalité&t
von Peptid- oder Proteindomdnen verwendet bzw. auf diese ange-
wandt. Peptide, die unter Verwendung von mAk ausgewdhlt wurden,
wurden als Mimotope bestimmt, da sich die AS-Sequenz sehr stark
von der Ziel-AS-Sequenz unterscheiden kann. Peptide, die unter
Verwendung des Positionsscan-Ansatzes ausgewdhlt werden, sind
direkte Derivate der urspriinglichen (d.h. Ziel-) Sequenz und
werden somit als ,Peptidvarianten™ oder als ,VARIOTOPe“ bezeich-
net.

Die Positionsscan-Technologie wurde nun auf das Gebiet der
Immunologie Ubertragen und auf dieses angewandt, um geeignete
VARIOTOPe fiir das Oktapeptid Ang II (DRVYIHPF) zu identifizie-
ren. Das Ziel dieses Beispiels lag darin, AS fir jede Position,
die die Induktion einer auf das Ang-II-Peptid abzielenden, poly-
klonalen/oligoklonalen humoralen Immunantwort unterstiitzt oder
zumindest nicht stoért, zu identifizieren.

Aus diesem Grund wurde in einem ersten Satz von Experimenten
jede Position in der Ang-II-Sequenz systematisch durch Aminosdu-
ren mit ahnlichen oder unterschiedlichen Merkmalen ersetzt (s.
Tabelle 1 filir Position 2). Danach wurden all diese Peptide iber
ein zusdtzliches N-terminales Cystein mit dem Proteintrédger
Schliissellochschnecken-Hdmocyanin (KLH) chemisch verbunden und
Mdusen (BALB/c) gemeinsam mit Alaun als Adjuvans verabreicht.
Seren von geimpften M&usen wurden verwendet, um die Immunogeni-
tdt der angegebenen Peptide zu analysieren. Fir diesen Zweck
wurde ein ELISA-Assay auf Peptidbasis verwendet, um Serumtiter
gegen das injizierte Peptid (d.h. Ang-II-Peptidvarianten, VARIO-
TOPe) und um die Bindungsfahigkeit der erhaltenen Seren gegen
das Ang-II-Peptid zu definieren.

Tabelle 1. Peptidvarianten durch Aminosduresubstitution fir

Position 2

1 2 3 4 5 6 7 8 Position
Cc bR VY I HPF Ang II
Cc bDbA vV Y I H P F aliphatisch nicht polar neutral
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gegensédtzliche
Cc bE V Y I H P F polar sauer
Ladung

C DF V Y I H P F aromatisch nicht polar neutral
C DH V Y I H P F aromatisch polar basisch
C DK V Y I H P F aliphatisch polar basisch
C DM V Y I H P F aliphatisch nicht polar neutral
C DVv Vv Y I HUPF aliphatisch nicht polar neutral
C DY VY IHUPTF aromatisch polar neutral
C DPV Y I HUPF Ring nicht polar neutral

In den Figuren (Fig. 1 bis 8 flir Position 1 bis 8) sind die
von diesen Experimenten hergeleiteten Ergebnisse gezeigt. Auf
der X-Achse sind von mit den angegebenen Peptiden immunisierten
Tieren stammende X-Achsen-Seren angefihrt. Auf der Y-Achse sind
relative Titer von induzierten Seren gezeigt. Von mit Ang II be-
handelten Tieren abgeleitete Titer wurden als 100 % festgelegt.
Die Titer wurden als die Serenverdiunnung berechnet, die die
halbmaximale Bindung (d.h. Odp.x/2) ergibt. Die weifen Balken zei-
gen Titer gegen die Peptide, die zur Impfung verwendet wurden,
wdhrend die schwarzen Balken Titer gegen das Ang-II-Peptid zei-
gen.

Obwohl alle getesteten Ang-II-Peptidvarianten fir Position 1
zur Induktion von Antikoérpern, die an das injizierte Peptid ge-
bunden haben (Fig. 1), in der Lage waren, was indiziert, dass
der Aminosidurenaustausch ihre Immunogenitdt nicht vollsténdig
auBer Kraft setzte, induzierten manche Peptidvarianten Seren,
die signifikant niedrigeren Titer zeigten (Peptidvarianten mit
einem aromatischen Aminosdurenaustausch). Im Gegensatz dazu
scheint der Peptidvariant mit G an Position 1 die Fahigkeit zu
besitzen, Serumtiter gegen das injizierte Peptid zu induzieren,
die beinahe zweimal so hoch sind wie von Ang-II-behandelten Tie-
ren stammende Serumtiter. Die Reaktivitdt gegen Ang II wird
durch Verwendung dieser Varianten um ungefahr 50 % erh&ht. Se-
ren, die von Peptidvarianten abgeleitet sind, die A, T, E, N, R
oder H an erster Position enthalten, unterscheiden sich von Se-
ren, die von Ang-II-Peptid abgeleitet wurden, nicht signifikant.
Aromatische oder aliphatische Reste an Position 1, beispielswei-
se L, F, Y, scheinen zur Induktion einer Ang II erkennenden Im-
munantwort weniger ginstig zu sein.

Aus diesem Grund kann Position I die folgenden AS enthalten:

NACHGEREICHT




~ die urspringliche AS D,

-~ die Aminosiduren G, A,

— Aminosduren, die polar sind, beispielsweise E, N, R,
H.

Wie in Fig. 2 dargestellt, erhdhte die Verwendung von Pepti-
den, bei denen das Arginin an Position 2 durch P oder M ersetzt
wurde, zur Immunisierung den Titer und auch die Reaktivitat ge-
genuber Ang II. Peptide mit beispielsweise R- bis A- oder R- bis
K-Substitution brachten Seren hervor, die den gleichen Titer wie
durch das Ang-II-Peptid induzierte Seren zeigten. Diese Ergeb-
nisse indizieren, dass ein P oder M statt einem R an Position 2
zur Induktion einer humoralen Immunantwort glnstiger ist. A und
K scheinen beispielsweise genauso gut wie R zu sein.

Position 2 kann die folgenden AS enthalten:

—~ die urspringliche AS R,

— die nicht polaren und neutralen AS P, M und A,

— Aminosduren, die polar sind, beispielsweise E, H, K;

Position 3 kann die folgenden AS enthalten:

- die urspriingliche AS V,

— die AS G und H (am gtinstigsten),

— nicht polare und neutrale AS, beispielsweise A,
— aliphatisch AS, beispielsweise L,

— Aminosduren, die polar sind, beispielsweise E, H, K.

An Position 4 kann die urspriingliche AS Y unabh&ngig von de-
ren Charakteristika durch alle AS substituiert werden.

Die aromatischen AS Y und W und die AS P konnen die ur-
spriingliche AS I an Position 5 nicht substituieren. Alle anderen
AS kénnen zu diesem Zweck verwendet werden.

Die von den Peptiden, bei denen H an Position 6 durch die
angegebenen Aminos&duren ersetzt wurde, abgeleiteten Ergebnisse
sind in Fig. 6 gezeigt. Eine Substitution der aromatischen Ami-
nosdure H durch andere aromatische Aminosduren, beispielsweise W
und Y, fiihrte zu Peptiden mit der Fahigkeit zur Induktion von
Seren, die Ang II sogar besser als das zur Impfung verwendete
Peptid zu erkennen scheinen. Bei Peptiden mit nicht aromatischen
Aminosdurensubstitutionen an Position 6 ist die Reaktivitédt der
ausgeldsten Seren gegeniiber Ang II betrdchtlich verringert (bis

zu 60 %). Diese Ergebnisse indizieren, dass eine aromatische
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Aminosdure an Position 6 platziert werden kann (jedoch nicht F).

Position 6 kann die folgenden AS enthalten:
— die urspriingliche AS H,
— Aminosduren, die eine aromatische Seitenkette enthal-
ten, beispielsweise Y, W;

Position 7 kann die folgenden AS enthalten:
— die urspriingliche AS P,
— alternativ konnen Aminosduren enthaltend eine aromati-
sche Seitenkette, beispielsweise F, W, H potentiell
verwendet werden;

Position 8 kann die folgenden AS enthalten:
— die urspriingliche AS F,
- die AS A, L, I, V, P, M.

Beispiel 2: Kombinierter Austausch von zwel oder mehreren
AS-Positionen in der Ang-II-Sequenz unter Verwendung von Alanin.

Um die Ergebnisse zu bestdtigen, die von den ersten In-vivo-
Experimenten abgeleitet wurden und bei denen der Positionsscan-
Ansatz durchgefihrt wurde, und um zu testen, ob kombinierte AS-
Austausche an unterschiedlichen Positionen entweder additiv -
wenn neutrale oder glinstige AS die urspringliche AS ersetzen -
oder subtraktiv - wenn weniger ginstige AS kombiniert werden -
sein kénnten, wurden zwei oder mehrere Aminosduren in der Ang-
II~-Sequenz ersetzt. Zu diesem Zweck wurde in einem n&dchsten Satz
von Experimenten die Aminosdure Alanin verwendet (Tabelle 2).
Alanin wurde als austauschglinstige AS fur Position 4 (Fig. 4)
und als austauschneutrale AS fiir Position 1, 2, 3, 5 und Positi-
on 8 (Fig. 1 bis 3, 5, 8 und 9) definiert. Hinsichtlich der Po-
sition 6 und 7 schien der Austausch der ursprilinglichen
Aminosduren H bzw. P durch Alanin weniger glinstig zu sein (Fig.
6, 7 und 9). Aus diesem Grund kann erwartet werden, dass Peptid-
varianten, die Alanin an Position 4 (glinstiger Austausch) in
Kombination mit 1 bis 3, 5 und 8 (neutraler Austausch) enthal-
ten, Titer gegen Ang II induzieren, die hodher sind oder zumin-
dest den gleichen Wert wie Titer aus durch Ang-II-Peptid
ausgelosten Seren aufweisen. Peptidvarianten, die Alanin an Po-

sition 1 bis 3, 5 und 8 enthalten, sollten zumindest eine Immun-
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antwort induzieren, die Ang II gleich gut wie durch Ang-II-Pep-
tid ausgeldste Seren erkennt. Es kann erwartet werden, dass Pep-
tidvarianten mit Alaninaustauschen an Position 6 und 7 (weniger
glinstige Austauschaminosdure fiir diese Positionen) Seren mit
verringerter Reaktivitdt gegen Ang II auslésen.

Alle in Tabelle 2 angefiihrten Peptide waren wiederum iber
den N-Terminus chemisch mit KLH verkniipft, absorbiert an Alaun
und den Versuchstieren (BALB/c-Mduse) s.c. injiziert. Seren wur-
den mittels ELISA analysiert und die durch die Peptidvarianten
induzierten Antikdrperantworten wurden mit jenen verglichen, die
durch das urspringliche Peptid induziert wurden.

Tabelle 2. Beispiel fiir Peptidvarianten durch Aminosiuresub-

stitution.

Sequenz ausgetauschte Position ausgetauschte Aminosdure
C-DRVYIHPF

C-DAAVIHPF 2, 3 R, V
C-DRAATIHPF 3, 4 vV, Y
C-DRVAAHPF 4, 5 Y, I
C-DRVYAAPF 5, 6 I, H
C-DRVYIHAA 7, 8 P, F
C-DRAAAHPF 3, 4, 5 v, Y, I
C-DRAYAHPF 3, 5 vV, I
C-DRAAAHPA 3, 4, 5, 8 v, Y, I, F
C-DAVYIAPF 2, 6 R, H
C-DAVYIAAF 2, 6, 1 R, H, P
C-DAVYIAAA 2, 6, 71, 8 R, H, P, F

Alle alaninsubstituierten Peptidvarianten waren in der Lage,
AntikOrper zu induzieren, die an das injizierte Peptid binden,
was indiziert, dass der Aminosadurenaustausch deren Immunogenitédt
nicht abschwdchte (Fig. 9). Die Titer der durch C-DAVYIAAF indu-
zierten Seren sind jedoch im Vergleich zu den durch andere Anti-
gene induzierte Titer niedriger, was indiziert, dass der
kombinierte Austausch der angegebenen AS durch Alanin in Bezug

auf die Immunogenitdt der Peptide weniger giinstig ist (Fig. 9).
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Das Analysieren der Reaktivit&dt von durch Peptidvarianten
induzierten Seren (Tabelle 2) gegeniiber Ang II erdffnete, dass
Seren, die durch die folgenden Peptide induziert wurden, verrin-
gerte Reaktivitédt gegeniiber Ang II zeigten: C-DRVYAAPF, C-DRVYI-
HAA, C-DRAAAHAF, C-DAVYIAPF, C-DAVYIAAF, C-DAVYIAAA (Figur 9).
Diese Ergebnisse indizieren, dass Ang-II-Peptidvarianten mit zu-
mindest einer Alaninsubstitution an Position 6 oder 7 (Alanin
als fir diese Positionen nicht gilinstiger AS-Austausch) Seren in-
duzieren, die verringerte Reaktivit&t gegeniiber Ang II zeigen.
Dies stimmt mit den Ergebnissen iberein, die durch Experimente
unter Anwendung von Positionsscannen erzielt wurden.

Alaninsubstitutionen an Position 1 bis 5 des Ang-II-Molekiils
(fir jene Positionen wurde A als neutraler oder glinstiger AS-
Austausch definiert) stdren die Reaktivitat gegeniiber Ang II
nicht. Alaninsubstitutionen an diesen Positionen flihrten zur In-
duktion von Titern, die hoher als die durch Ang II erhaltenen
waren. Diese Wirkung wurde insbesondere dann beobachtet, wenn Y
an Position 4 durch Alanin ersetzt wurde (Fig. 9).

Die Untersuchung von verschiedenen alaninmodifizierten Ang-
II-Epitopen bei Wistar-Ratten zeigte dhnliche Ergebnisse. Dies
indiziert, dass die Ergebnisse nicht auf Mduse beschridnkt sind,
sondern auch auf andere Spezies {libertragen werden konnen.

Beispiel 3: Kombination von giinstigen AS an unterschiedli-
chen Positionen zur Auswahl von Angiotensin-VARIOTOPen.

Bei den folgenden Experimenten wurden AS-Kombinationen von
giinstigen und/oder neutralen AS fiir jede Position untersucht.
Wie in Fig. 10 ersichtlich, fihren Aminos&durenaustausche an un-
terschiedlichen Positionen unter Verwendung von giinstigen Amino-
sduren, die wadhrend der Experimente unter Anwendung von
Positionsscannen ausgewdhlt wurden, zur Bildung von VARIOTOPen,
die zur Induktion von humoralen Immunantworten auf Angiotensin
IT in der Lage sind, wobei diese Immunantworten mit der durch
Angiotensin II induzierten Antwort vergleichbar oder starker wa-

ren.
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Patentanspriiche:
1. Verbindung, die ein Peptid mit der Aminosduresequenz
(X1)m (X2)n (X3)o X4 Xs X6 PXy (Formel I)

umfasst, zur Behandlung und/oder Prdvention einer physikalischen
Stérung, die mit dem reninaktivierten Angiotensin-System in Zu-
sammenhang steht, wobei

X, ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus D, G, A, T, S, Q, E, K, R und H,

X, ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus R, P, M, G, A, S, T, N, Q, D, E, K und H,

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus VvV, G, H, A, L, I, N, Q, D, E, K und R;

X, jedweder Aminosdurerest ist,

Xs ein Aminosdurerest ist, bei dem es sich nicht um P, F, W
handelt,

X¢ ein aromatischer Aminosdurerest ist;

X, ein Aminosdurerest ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus F, L, I, P, M, V, A, H, ein nicht saurer Aminosdurerest und
ein nicht basischer Aminosdurerest ist, und

wobei m, n und o unabhdngig 0 oder 1 sind, mit der Mafgabe,
dass m und n 0 sind, wenn o 0 ist, und m 0 ist, wenn n 0 ist,
und

wobei das Peptid nicht DRVYIHPF ist, und wobei die Verbin-
dung eine Bindungskapazitdt in Bezug auf einen Antikdrper auf-
weist, der fliir DRVYIHPF spezifisch ist.

2. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass X,
G, A oder D ist,

X, G, A, P, M, E, K oder R ist,

X3 G, A, H, D oder V ist,

XsS, A, D, P, F oder Y ist,

XA, D, H, T, S, N oder I ist,

Xe¢ Y oder H ist,

X, F, A, V, L, I, P oder M ist.

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass X1 G, A oder D ist, X;A, P, M, G, oder R ist, ¥X3G, A, H,
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oder V ist, X4 S, A, D oder Y ist, XsA, D, H, S, N oder I ist, X,
Y oder H ist, X; F, A, V, L oder I ist.

4. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Peptid aus der Gruppe bestehend aus GRVYIHPF,
DPVYIHPF, DMVYIHPF, DGVYIHPF, DAVYIHPF, DRGYIHPF, DRAYIHPF,
DRHYIHPF, DRVAIHPF, DRVSIHPF, DRVDIHPF, DRVYAHPF, DRVYNHPF,
DRVYDHPF, DRVYHHPF, DRVYSHPF, DRVYIYPF, -DRVYIHPA, DRVYIHPV,
DRVYIHPL, DRVYIHPI, DAAYIHPF, DRAAIHPF, DRVAAHPF, DRAYAHPF,
DRAAAHPF, ARAAIHPF, ARVAAHPF, DAAAIHPF, DAAAAHPF, DAVAAHPF,
DAGYIHPF, DAHYIHPF, DPGYIHPF, DPAYIHPF, DMGYIHPF, DMAYIHPF, DM-
HYIHPF, DGGYIHPF, DGAYIHPF, DGHYIHPF, DPVAIHPF, DPVSIHPF, DM-
VAIHPF, DMVSIHPF, DRGAIHPF, DRHAIHPF, DRGYAHPF, DRGYDHPF,
DRGYHHPF, DRGYSHPF, DRGYNHPF, DRAYDHPF, DRAYHHPF, DRAYSHPF,
DRAYNHPF, DRHYAHPF, DRHYSHPF, DRHYNHPF, DRHYDHPF, DRHYHHPF,
DRHYIYPF, DRGADHPF, DRGAHHPF, DRVAHHPF, DRHADHPF, GRGAIHPF,
GRHSIHPF, GRHADYPF, DPGAIHPF, GRHAIHPF, DPGSIHPF, DMGAIHPF, DMG-
SIHPF, GPGYIHPF, GMGYIHPF, GPGSIHPF, GMGSIHPF, DRGSIHPF, DPHAIH-
PF, DMHAIHPF, GPHAIHPF, GMHAIHPF, GPHSIHPF, GMHSIHPF, PVYIHPF,
MVYIHPF, GVYIHPF, AVYIHPF, RGYIHPF, RAYIHPF, RHYIHPF, RVAIHPF,
RVSIHPF, RVDIHPF, RVYAHPF, RVYNHPF, RVYDHPF, RVYHHPF, RVYSHPF,
RVYIYPF, RVYIHPA, RVYIHPV, RVYIHPL, RVYIHPI, AAYIHPF, RAAIHPF,
RVAAHPF, RAYAHPF, RAAAHPF, RAAIHPF, RVAAHPF, AAAIHPF, AAAAHPF,
AVAAHPF, AGYIHPF, AHYIHPF, PGYIHPF, PAYIHPF, MGYIHPF, MAYIHPF,
MHYIHPF, GGYIHPF, GAYIHPF, GHYIHPF, PVAIHPF, PVSIHPF, MVAIHPF,
MVSIHPF, RGAIHPF, RHAIHPF, RGYAHPF, RGYDHPF, RGYHHPF, RGYSHPF,
RGYNHPF, RAYDHPF, RAYHHPF, RAYSHPF, RAYNHPF, RHYAHPF, RHYSHPF,
RHYNHPF, RHYDHPF, RHYHHPF, RHYIYPF, RGADHPF, RGAHHPF, RVAHHPF,
RHADHPF, RGAIHPF, RHSIHPF, RHADYPF, PGAIHPF, RHAIHPF, PGSIHPF,
MGAIHPF, MGSIHPF, PGYIHPF, MGYIHPF, RGSIHPF, PHAIHPF, MHAIHPF,
PHSIHPF, MHSIHPF, GYIHPF, AYIHPF, HYIHPF, VAIHPF, VSIHPF, VDIH-
PF, VYAHPF, VYNHPF, VYDHPF, VYHHPF, VYSHPF, VYIYPF, VYIHPA,
VYIHPV, VYIHPL, VYIHPI, AAIHPF, VAAHPF, AYAHPF, AAAHPF, HYIHPF,
VSIHPF, GAIHPF, HAIHPF, GYAHPF, GYDHPF, GYHHPF, GYSHPF, GYNHPF,
AYDHPF, AYHHPF, AYSHPF, AYNHPF, HYAHPF, HYSHPF, HYNHPF, HYDHPF,
HYHHPF, HYIYPF, GADHPF, GAHHPF, VAHHPF, HADHPF, GAIHPF, HSIHPF,
HADYPF, GSIHPF, HAIHPF, AIHPF, SIHPF, DIHPF, YAHPF, YNHPF, YDH-
PF, YHHPF, YSHPF, YIYPF, YIHPA, YIHPV, YIHPL, YIHPI, AAHPF, ADH-
PF, AHHPF und ADYPF ausgewdahlt ist.
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5. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-

zeichnet, dass zumindest ein Cysteinrest an den N-Terminus der
Aminosduresequenz von Formel I gebunden ist.

6. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie an einen Tr&ger, vorzugsweise einen Protein-
trdger, gebunden ist.

7. Verbindung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der
Tridger aus der Gruppe bestehend aus Schliissellochnapfschnecken-
Hamocyanin (KLH, ,keyhole limpet haemocyanin™), Tetanustoxoid
(TT) oder Diphtherietoxin (DT) ausgew&hlt ist.

8. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie an einem Adjuvans, vorzugsweise an Alaun, ab-

sorbiert ist.

9. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die mit dem reninaktivierten Angiotensin-System
in Zusammenhang stehende physikalische Stérung aus der Gruppe
bestehend aus Bluthochdruck, Schlaganfall, Infarkt, Nierenversa-
gen, kongestiver Herzinsuffizienz, Atherosklerose, Gefdfschaden
und retinaler Blutung ausgewahlt ist.

10. Medikament, das eine Verbindung nach einem der Anspriiche 1

bis 9 umfasst.

11. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 9
zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder Préa-
vention von physikalischen Stoérungen, die mit dem reninaktivier-
ten Angiotensin-System in Zusammenhang stehen, vorzugsweise
Bluthochdruck und mit Bluthochdruck in Zusammenhang stehende Er-

krankungen.
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Figur 1
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Figur 3
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Figur 5
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Figur 7
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Figur 9

Figur 10
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Patentanspriiche:
1. Eine an einen Tr&dger gebundene Verbindung, die ein Peptid
mit der Aminosduresequenz

(X1)m (X2) 4 (X3) o X4 X5 X¢ PX;5 (Formel TI)

umfasst, zur Verwendung als Vakzin zur Behandlung und/oder Pri-
vention einer physischen Erkrankung, die mit dem reninaktivier-
ten Angiotensin-System in Zusammenhang steht, wobei

X, ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus D, G, A, T, S, Q, E, K, R und H,

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewihlt aus der Gruppe beste-
hend aus R, P, M, G, A, S, T, N, Q, D, E, K und H,

X; ein Aminosdurerest ist, ausgewdhlt aus der Gruppe beste-
hend aus V, G, H, A, L, I, N, Q, D, E, K und R;

X, Jedweder Aminosdurerest ist,

Xs ein Aminosdurerest ist, bei dem es sich nicht um P, F, W
handelt, ’

Xs ein aromatischer Aminosdurerest ist;

X; ein Aminosdurerest ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend
aus F, L, I, P, M, V, A, H, einem nicht sauren Aminosidurerest
und einem nicht basischen Aminosiurerest ist, und

wobei m, n und o unabhdngig 0 oder 1 sind, mit der MaBgabe,
dass m und n 0 sind, wenn o 0 ist, und m 0 ist, wenn n 0 ist,
und

wobei das Peptid nicht DRVYIHPF ist, und wobei die Verbin-
dung eine Bindungskapazit&t in Bezug auf einen Antikdrper auf-
weist, der fir DRVYIHPF spezifisch ist.

2. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass X;
G, A oder D ist,

X, G, A, P, M, E, K oder R ist,

X3 G, A, H, D oder V ist,

Xy,S, A, D, P, F oder Y ist,

XsA, D, H, T, S, N oder I ist,

X¢ Y oder H ist,

XF, A, V, L, I, P oder M ist.

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
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dass X1 G, A oder D ist, X, A, P, M, G, oder R ist, X3G, A, H,
oder V ist, X4 S, A, D oder Y ist, XsA, D, H, S, N oder I ist, X
Y oder H ist, X; F, A, V, L oder I ist.

4. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Peptid aus der Gruppe bestehend aus GRVYIHPF,
DPVYIHPF, DMVYIHPF, DGVYIHPF, DAVYIHPF, DRGYIHPF, DRAYIHPF,
DRHYIHPF, DRVAIHPF, DRVSIHPF, DRVDIHPF, DRVYAHPF, DRVYNHPF,
DRVYDHPF, DRVYHHPF, DRVYSHPF, DRVYIYPF, DRVYIHPA, DRVYIHPV,
DRVYIHPL, DRVYIHPI, DAAYIHPF, DRAAIHPF, DRVAAHPF, DRAYAHPF,
DRAAAHPF, ARAAIHPF, ARVAAHPF, DAAAIHPF, DAAAAHPF, DAVAAHPF,
DAGYIHPF, DAHYIHPF, DPGYIHPF, DPAYIHPF, DMGYIHPF, DMAYIHPF, DM-
HYIHPF, DGGYIHPF, DGAYIHPF, DGHYIHPF, DPVAIHPF, DPVSIHPF, DM-
VAIHPF, DMVSIHPF, DRGAIHPF, DRHAIHPF, DRGYAHPF, DRGYDHPF,
DRGYHHPF, DRGYSHPF, DRGYNHPF, DRAYDHPF, DRAYHHPF, DRAYSHPF,
DRAYNHPF, DRHYAHPF, DRHYSHPF, DRHYNHPF, DRHYDHPF, DRHYHHPF,
DRHYIYPF, DRGADHPF, DRGAHHPF, DRVAHHPF, DRHADHPF, GRGAIHPF,
GRHSIHPF, GRHADYPF, DPGAIHPF, GRHAIHPF, DPGSIHPF, DMGAIHPF, DMG-
SIHPF, GPGYIHPF, GMGYIHPF, GPGSIHPF, GMGSIHPF, DRGSIHPF, DPHAIH-
PF, DMHAIHPF, GPHAIHPF, GMHAIHPF, GPHSIHPF, GMHSIHPF, PVYIHPF,
MVYIHPF, GVYIHPF, AVYIHPF, RGYIHPF, RAYIHPF, RHYIHPF, RVAIHPF,
RVSIHPF, RVDIHPF, RVYAHPF, RVYNHPF, RVYDHPF, RVYHHPF, RVYSHPF,
RVYIYPF, RVYIHPA, RVYIHPV, RVYIHPL, RVYIHPI, AAYIHPF, RAAIHPF,
RVAAHPF, RAYAHPF, RAAAHPF, RAAIHPF, RVAAHPF, AAAIHPF, AAAAHPF,
AVAAHPF, AGYIHPF, AHYIHPF, PGYIHPF, PAYIHPF, MGYIHPF, MAYIHPF,
MHYIHPF, GGYIHPF, GAYIHPF, GHYIHPF, PVAIHPF, PVSIHPF, MVAIHPF,
MVSIHPF, RGAIHPF, RHAIHPF, RGYAHPF, RGYDHPF, RGYHHPF, RGYSHPF,
RGYNHPF, RAYDHPF, RAYHHPF, RAYSHPF, RAYNHPF, RHYAHPF, RHYSHPF,
RHYNHPF, RHYDHPF, RHYHHPF, RHYIYPF, RGADHPF, RGAHHPF, RVAHHPF,
RHADHPF, RGAIHPF, RHSIHPF, RHADYPF, PGAIHPF, RHAIHPF, PGSIHPF,
MGAIHPF, MGSIHPF, PGYIHPF, MGYIHPF, RGSIHPF, PHAIHPF, MHAIHPF,
PHSIHPF, MHSIHPF, GYIHPF, AYIHPF, HYIHPF, VAIHPF, VDIHPF, VYAH-
PF, VYNHPF, VYDHPF, VYHHPF, VYSHPF, VYIYPF, VYIHPA, VYIHPV,
VYIHPL, VYIHPI, AAIHPF, VAAHPF, AYAHPF, AAAHPF, HYIHPF, VSIHPF,
GAIHPF, HAIHPF, GYAHPF, GYDHPF, GYHHPF, GYSHPF, GYNHPF, AYDHPF,
DAYHHPF, AYSHPF, AYNHPF, HYAHPF, HYSHPF, HYNHPF, HYDHPF, HYHHPF,
HYIYPF, GADHPF, GAHHPF, VAHHPF, HADHPF, GAIHPF, HSIHPF, HADYPF,
GSIHPF, HAIHPF, AIHPF, SIHPF, DIHPF, YAHPF, YNHPF, YDHPF, YHHPF,
YSHPF, YIYPF, YIHPA, YIHPV, YIHPL, YIHPI, AAHPF, ADHPF, AHHPF
und ADYPF ausgewdhlt ist.
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5. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-

zeichnet, dass zumindest ein Cysteinrest an den N-Terminus der
Aminosduresequenz von Formel I gebunden ist.

6. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Verbindung an ein Trigerprotein gebunden ist.

7. Verbindung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der
Trager aus der Gruppe bestehend aus Schlissellochnapfschne-
cken-Hdmocyanin (KLH, ,keyhole limpet haemocyanin"“), Tetanustoxo-
id (TT) oder Diphtherietoxin (DT) ausgewadhlt ist.

8. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Verbindung an einem Adjuvans, vorzugsweise an
Aluminiumhydroxid (,Alum“), absorbiert ist.

9. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die mit dem reninaktivierten Angiotensin-System
in Zusammenhang stehende physische Erkrankung aus der Gruppe be-
stehend aus Bluthochdruck, Schlaganfall, Infarkt, Nierenversa-
gen, kongestiver Herzinsuffizienz, Atherosklerose, GefidRschaden
und retinaler Blutung ausgewdhlt ist.

10. Verwendung einer Verbindung, wie in.einem der Anspriiche 1
bis 9 definiert, zur Herstellung eines Medikaments zur Behand-
lung und/oder Pravention von physischen Erkrankungen, die mit

dem reninaktivierten Angiotensin-System in Zusammenhang stehen,

vorzugsweise Bluthochdruck und mit Bluthochdruck in Zusammenhang
stehende Erkrankungen.
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