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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein die Modifikation und Alterung von Proteinen durch Umset-
zung mit Glucose und anderen reduzierenden Zuckern wie Fructose oder Ribose, und insbesondere die Hem-
mung der nicht-enzymatischen Glykosilierung von Proteinen, die haufig zur Bildung von fortgeschrittenen Gly-
kosilierungsendprodukten und Quervernetzungen fiihrt.

[0002] Eine erhdhte Konzentration reduzierender Zucker im Blut und in der intrazellularen Umgebung resul-
tiert in der nicht-enzymatischen Bildung von Glykosilierungs- und Dehydrierungs-Kondensations-Komplexen,
die als fortgeschrittene Glykosilierungsendprodukte (AGEs) bekannt sind. Diese Komplexprodukte bilden sich
an freien Aminogruppen von Proteinen, an Lipiden und an DNA (Bucala und Cerami, 1992; Bucala et al., 1993;
Bucala et al., 1984). Dieses Phanomen wird als "Braunungs-" oder "Maillard"-Reaktion bezeichnet und wurde
frih in diesem Jahrhundert in der Nahrungsmittelindustrie (Maillard, 1916) entdeckt. Die Bedeutung ahnlicher
Prozesse in der Biologie wurde erst nach der Entdeckung glykosilierten Hamoglobins und dessen erhdhter
Prasenz bei Diabetikern (Rahbar, 1968, Rahbar et al., 1969) offensichtlich. Bei menschlichen Diabetikern und
in Diabetes-Tiermodellen sind diese nicht-enzymatischen Reaktionen beschleunigt und verursachen erhéhte
AGE-Bildung und erhohte Glykosilierung langlebiger Proteine wie Kollagen, Fibronektin, Tubulin, Proteine der
Augenlinse, Myelin, Laminin und Aktin zusatzlich zu Hamoglobin und Albumin und auch LDL assoziierter Lipide
und Apoproteine. Dariber hinaus wurden braune Pigmente mit zu den Maillard-Produkten spater Stadien ahn-
lichen Spektral- und Fluoreszenz-Eigenschaften in vivo in Verbindung mit mehreren langlebigen Proteinen wie
den Proteinen der Augenlinse und dem Kollagen alterer Personen gefunden. Eine altersbezogene lineare Zu-
nahme an Pigmenten zwischen dem Alter von 20 bis 90 Jahren wurde beim menschlichen Durakollagen beo-
bachtet. AGE modifizierte Proteine nehmen wahrend des Alterns langsam zu und es wird von ihnen angenom-
men, dass sie zum normalen Gewebeumbau betragen. lhr Spiegel nimmt bei Diabetikern als Ergebnis anhal-
tend hoher Blutzuckerspiegel zu und fihrt durch verschiedene Mechanismen einschlie3lich Veranderung der
Funktion und Struktur von Gewebeproteinen, Stimulation der zellularen Antworten durch AGE-spezifische Re-
zeptoren oder der Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species = ROS) (vgl. Boel et
al., 1995 wegen eines neueren Ubersichtsartikels) zu Gewebeschéden. Die strukturelle und funktionelle Un-
versehrtheit der betroffenen Molekule, die oft bedeutende Rollen bei zelluldren Funktionen spielen, wird durch
diese Modifikationen mit schwerwiegenden Folgen fir betroffene Organe wie Niere, Auge, Nerven oder mikro-
vaskulare Funktionen (Silbiger et al., 1993; Brownlee et al., 1985) gestort.

[0003] Esist bekannt, dass strukturelle Anderungen an Makromoleliilen durch AGEs unter normalen Umstan-
den mit zunehmendem Alter gehauft auftreten. Dieses zunehmende Auftreten wird bei Diabetes massiv be-
schleunigt und ist stark mit Hyperglyk&mie assoziiert. Die Bildung von AGE an einem Protein in der subendo-
thelialen Basalmembran flhrt beispielsweise zur extensiven Ausbildung von Quervernetzungen, was zu
schweren strukturellen und funktionellen Veranderungen in der Protein/Protein- und Protein/Zell-Interaktion in
der GefalRwand flihrt (Haitoglou et al., 1992; Airaksinen et al., 1993).

[0004] Es ist zur Diskussion gestellt worden, dass die vermehrte Bildung und die Akkumulation fortgeschrit-
tener Glykosylierungsendprodukte (AGEs) bei der Pathogenese diabetischer Komplikationen und beim Altern
eine bedeutende Rolle spielen und zu progressiver und irreversibler intermolekularer Proteinquervernetzung
fuhren (Monnier et al., 1986). Dieser Prozess wird durch Diabetes beschleunigt und es wurde postuliert, dass
er zur Entwicklung einer Bandbreite diabetischer Komplikationen einschlief3lich Nephropathie (Nicholls und
Mandel, 1989), Retinopathie (Hammes et al., 1991) und Neuropathie (Cameron et al., 1992) beitragt. Insbe-
sondere fihrt die Gewebeschadigung der Nieren durch AGEs zu einer progressiven Abnahme der renalen
Funktion und zu terminaler Niereninsuffizienz (end-stage renal disease = ESRD) (Makita et al., 1994) und zur
Anhaufung niedermolekularer AGE-Peptide (Glykotoxine) (Koschinsky et al., 1997) im Serum von Patienten
mit ESRD (Makita et al., 1991). Diese niedermolekularen AGEs kdénnen leicht neue Quervernetzungen mit
Plasma- oder Gewebekomponenten, z. B. mit Lipoproteinen niederer Dichte (LDL) (Bucala et al., 1994) oder
Kollagen (Miyata et al., 1993) ausbilden und das Fortschreiten der Gewebeschadigung und die Morbiditat bei
Diabetikern beschleunigen.

[0005] Unlangst wurde Uber direkte, auf den Beitrag der AGEs beim Fortschreiten der diabetischen Nephro-
pathie (Vlassara et al., 1994) deutende Hinweise berichtet. Tatsachlich induziert die Infusion bereits gebildeter
AGEs bei gesunden Ratten glomerulare Hypertrophie und mesangiale Sklerose, Expression der Gene fir Ma-
trixproteine und die Produktion von Wachstumsfaktoren (Brownlee et al., 1991; Vlassara et al., 1995). Weitere
Studien haben gezeigt, dass Aminoguanidin (AG), ein Inhibitor der AGE-Bildung, die Gewebeschadigung der
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Glomeruli verbessert und die Albuminurie bei induzierten diabetischen Ratten verbessert (Soulis-Liparota et
al., 1991, Itakura et al., 1991). Beim Menschen haben erniedrigte Himoglobin(Hb)-AGE-Spiegel (Makita et al.,
1992) einhergehend mit einer Verbesserung der Nierenfunktion als Ergebnis einer Aminoguanidin-Behandlung
bei Diabetikern weitere Hinweise fir die Bedeutung der AGEs bei der Pathogenese diabetischer Komplikatio-
nen geliefert (Bucala und Vlassara, 1997).

[0006] Die weltweite, insbesondere in den USA auftretende Verbreitung von Diabetes mellitus, die in diesem
Land Millionen von Patienten mit einer bedeutenden Zunahme von Morbiditat und Mortalitdt zusammen mit der
hohen finanziellen Belastung fir die Behandlung diabetischer Komplikation heimsucht, sind bedeutende An-
reize fur die Suche nach und die Entwicklung von Arzneimitteln mit einem Potential zur Verhitung und Behand-
lung der Komplikationen dieser Erkrankung. Bisher sind die Mechanismen der durch Hyperglykamie verur-
sachten Gewebeschadigung bei Diabetikern nicht gut verstanden. Jedoch sind vier pathogene Mechanismen
einschliellich erhdhter Polyolstoffwechselaktivitat, Aktivierung von bestimmten Proteinkinase C-(PKC)-Isofor-
men, Bildung und Akkumulation fortgeschrittener Glykosilierungsendprodukte und erhéhte Erzeugung reakti-
ver Sauerstoffspezies (ROS) (Kennedy und Lyons, 1997) diskutiert worden. Jingste immunhistochemische
Untersuchungen an verschiedenen, von ESRD-Patienten erhaltenen Nierengeweben (Horie et al., 1997) und
an Linsen diabetischer Ratten (Matsumoto et al., 1997) unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen Car-
boxymethyllysin (CML), Pentosidin, den beiden bekannten Glykosilierungsprodukten, und Pyrralin haben diese
AGE-Komponenten in verschiedenen Lasionen der Nieren und der Rattenlinsen lokalisieren kénnen und wei-
tere Hinweise zugunsten der AGE-Bildung in enger Verbindung mit der Erzeugung von ROS als hauptséachli-
che Faktoren bei der Verursachung dauerhafter und irreversibler Modifikation der Gewebeproteine bereitge-
stellt. Deshalb sind Inhibitoren der AGE-Bildung und Antioxidantien vielversprechend als wirksame Mittel zur
Verhiitung und Behandlung diabetischer Komplikationen.

[0007] Zusatzlich zu Alterung und Diabetes ist die Bildung von AGEs mit verschiedenen pathologischen Zu-
standen verbunden. IgM-Anti-lgG-AGE erscheint in klinischen Messungen mit der Aktivitat rheumatoider Arth-
ritis (Lucey et al., 2000) assoziiert zu sein. Eine Korrelation zwischen AGEs und rheumatoider Arthritis wurde
auch bei nordamerikanischen Indianern (Newkirk et al., 1998) festgestellt. AGEs sind in den Gehirnplaques bei
der Alzheimer-Erkrankung zugegen und ihre Gegenwart kann helfen, die Entwicklung der Alzheimer-Erkran-
kung zu férdern (Durany et al., 1999; Munch et al., 1998; Munch et al., 1997). Uramische Patienten haben im
Vergleich zu altersangeglichenen Kontrollen erhéhte Spiegel von Serum-AGEs (Odani et al., 1999; Dawnay
und Millar, 1998). AGEs sind auch mit Neurotoxitat in Verbindung gebracht worden (Kikuchi et al., 1999).
AGE-Proteine sind bei Mausen (Sano et al., 1999) und Dialyse-Patienten (Takayama et al., 1998) mit Arterio-
sklerose in Verbindung gebracht worden. Eine Studie an mit Aminoguanidin gefutterten Kaninchen zeigte, dass
erhdhte Mengen von Aminoguanidin zu reduzierter Plaquebildung in der Aorta fliihren und legt damit nahe,
dass fortgeschrittene Glykosilierung an der Atherogenese beteiligt sein kdnnte, und zeigt die Méglichkeit auf,
dass Inhibitoren der fortgeschrittenen Glykosilierung den Prozess verzégern kénnen (Panagiotopoulos et al.,
1998). Erhebliche Ablagerung von N(epsilon)carboxymethyllysin (CML), einem fortgeschrittenen Glykosilie-
rungsendprodukt wird bei Hyalineinschliissen in Astrocyten bei Personen mit familiarer amyotropher Lateral-
sklerose gesehen, nicht aber in gesunden Kontrollen (Kato et al., 1999; Shibata et al., 1999). Zigarettenrau-
chen ist auch mit erhdhter Akkumulation von AGEs im Plasma-LDL, in den Strukturproteinen in den GefalRwan-
den und in den Proteinen der Augenlinse in Verbindung gebracht worden, wobei einige dieser Wirkungen zur
Pathogenese der Arteriosklerose und zu anderen mit Tabakgebrauch verbundenen Erkrankungen fuhren (Ni-
choll und Bucala, 1998). Schliellich hat eine Studie, bei der Ratten Aminoguanidin geflittert wurde, gezeigt,
dass die Behandlung vor progressiver cardiovaskularer und renaler Verschlechterung schitzte (Li et al., 1996).

[0008] Der Mechanismus der Hemmwirkungen von Aminoguanidin in der Kaskade der Glykosilierungsereig-
nisse ist untersucht worden. Gegenwartig ist der genaue Mechanismus der AG-vermittelten Inhibierung der
AGE-Bildung nicht vollstadndig bekannt. Mehrere in vitro Versuchsreihen flihrten zu gegensatzlichen Folgerun-
gen. Um es kurz zu machen, verursachen erhdhte Konzentrationen reduzierender Zucker spontane Reaktio-
nen zwischen der Carbonylgruppe bei Kohlenhydraten und der Aminogruppe bei Proteinen, was zum Folgen-
den fuhrt:

1. Reversible Bildung von Schiffschen Basen gefolgt von

2. Amadori-Kondensations/Dehydrierungs-Produkten wie 3-Deoxyglucason (3-DG), einer hoch reaktiven

Dicarbonylverbindung (Kato et al., 1990).

3. Irreversible und hochreaktive fortgeschrittene Glykosilierungsendprodukte. Beispiele fur frihe Amado-

ri-Produkte sind Ketoamine, die zur Bildung spater AGEs weitere Kondensationsreaktionen durchlaufen.

Eine Anzahl von AGE-Produkten wurde gereinigt und unlangst charakterisiert, wobei jede nur eine geringe

Fraktion der in vivo erzeugten AGEs darstellt. Beispiele sind Pyrralin, Pentosidin, Carboxymethyllysin

(CML), Carboxyethyllysin (CEL), Crossline, Pyrrolopyridin, Methylglyoxallysin-Dimer (MOLD), Arg-Lys-Imi-
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dazol, Argininpyridin, Cypentodin, Piperidindinonenol und -alkyl, Formyl, Diglycosylpyrrol (Vlassara, 1994).

[0009] Die Analyse der in vitro an einem synthetischen Peptid gebildeten Glykosilierungsprodukte hat ge-
zeigt, dass Aminoguanidin die Bildung der frihen Amadori-Produkte nicht hemmt (Edelstein and Brownlee,
1992). Ahnliche Schliisse wurden durch Analyse der an BSA gebildeten Glykosilierungsprodukte erzielt (Re-
quena et al., 1993). In beiden Experimenten wurde die Bildung von AGE durch AG stark inhibiert wie durch
Fluoreszenzmessungen und Massenspektralanalyse analysiert. Durch Massenspektralanalyse konnten keine
Peptidkomplexe mit molekularen Massen detektiert werden, die dem Einbau von AG in den Komplex entspro-
chen hatten. Detaillierte mechanistische Studien unter Verwendung von NMR, Massenspektroskopie und
Roéntgendiffraktion haben gezeigt, dass Aminoguanidin mit dem AGE-Vorlaufer 3-DG zur Bildung von 3-Ami-
no-5- und 3-Amino-6-substitutierten Triazinen (Hirsch et al., 1992) reagiert. Im Gegensatz dazu haben andere
Experimente unter Verwendung markierten *C-AGs mit Linsenproteinen nahe gelegt, dass AG an die Proteine
gebunden wird und auch mit der aktiven Aldoseform freier Zucker reagiert (Harding, 1990).

[0010] Uber einige andere potentielle Arzneimittelkandidaten als AGE-Inhibitoren ist unléngst berichtet wor-
den. Diese Studien haben die Fahigkeit der Mittel zur Hemmung der AGE-Bildung und AGE-Proteinquerver-
netzung im Vergleich zu Aminoguanidin (AG) durch in vitro- und in vivo-Evaluation ausgewertet (Nakamura et
al., 1997; Kochakian et al., 1996). Ein kurzlicher Durchbruch auf diesem Gebiet ist die Entdeckung einer Ver-
bindung, N-Phenacylthiazoliumbromid (PTB), die selektiv von AGE stammende Proteinquervernetzungen in vi-
tro und in vivo (Vasan et al., 1996; Ulrich und Zhang, 1997) spaltet. Die pharmakologische Fahigkeit zur Spal-
tung irreversibler AGE-vermittelter Proteinquervernetzungen bietet eine potentielle therapeutische Nutzung.

[0011] Es ist gut dokumentiert, dass frihes pharmazeutisches Eingreifen gegen die langfristigen Folgen der
Hyperglykamie-induzierten Quervernetzung die Entwicklung spater Diabetes-Komplikationen verhindert. Die
Entwicklung von nicht-toxischen und hoch wirksamen Arzneimitteln, die die Glucose-vermittelte Quervernet-
zung in den Geweben und Korperflussigkeiten vollstandig unterbindet ist ein dulerst erstrebenswertes Ziel.
Der Prototyp der zur Intervention bei der Bildung von AGEs an Proteinen sowohl in vitro als auch in vivo un-
tersuchten pharmazeutischen Verbindungen ist Aminoguanidin (AG), eine kleine Hydrazin-ahnliche Verbin-
dung (Browniee et al., 1986). Jedoch wurde fir eine Anzahl weiterer Verbindung eine solche Hemmwirkung
auf die AGE-Bildung gefunden. Beispiele dafir sind D-Lysin (Sensi et al., 1993), Desferrioxamin (Takagi et al.,
1995), D-Penicillamin (McPherson et al., 1988), Thiaminpyrophosphat und Pyridoxamin (Booth et al., 1997),
die keine strukturellen Ahnlichkeiten mit Aminoguanidin haben.

[0012] Es werden derzeit klinische Versuche mit AG als erstem zur Hemmung der AGE-Bildung vorgesehe-
nem Arzneimittel durchgefihrt (Corbett et al:, 1992). Eine Reihe von hydrazindhnlichen Verbindungen und
Nichthydrazinverbindungen wurden untersucht. Bisher hat sich AG als die nitzlichste Verbindung mit weniger
Nebenwirkungen als die anderen im Stand der Technik getesteten Verbindungen erwiesen. Jedoch ist AG ein
gut bekannter selektiver Inhibitor von Stickoxid (NO) und kann auch antioxidative Effekte haben (Tilton et al.,
1993).

[0013] Eine Anzahl weiterer potentieller als AGE-Inhibitoren zu verwendender Arzneimittelkandidaten ist un-
langst entdeckt und sowohl in vitro als auch in vivo (Nakamura et al., 1997; Soulis et al., 1997) untersucht wor-
den. Trotz des vielversprechenden Erfolges in Untersuchungen mit Aminoguanidin und &hnlichen Verbindun-
gen besteht weiterhin Bedarf, zusatzlich AGE-Hemmer zu entwickeln, und die Verfiigbarkeit und die Bandbrei-
te der Aktivitat und des therapeutischen Nutzens zu erhéhen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0014] Fur Derivate von aryl- und heterocyclischem Ureido- und aryl- und heterocyclischen Garboxamidphen-
oxyisobuttersauren und von Benzoesaure wurde gefunden, dass sie die nicht-enzymatische Glykosilierung
von Proteinen inhibieren, die haufig zur Bildung von fortgeschrittenen Glykosilierungsendprodukten und Quer-
vernetzungen fihrt. Fur viele weitere Phenoxybuttersdurederivate sowie auch fir gewisse andere, unten auf-
geflhrte Verbindungen wurde auch gefunden, dass sie die nichtenzymatische Glykosilierung von Proteinen
hemmen. Die nicht-enzymatische Glykosilierung und Quervernetzung von Proteinen ist Teil des Alterungspro-
zesses mit Glykosilierungsendprodukten und der mit dem Lebensalter zunehmenden Quervernetzung langle-
biger Proteine. Dieser Prozess wird durch erhéhte Konzentrationen reduzierender Zucker im Blut und in der
intrazellularen Umgebung verstarkt wie er bei Diabetes auftritt. Die strukturelle und funktionelle Integritat der
betroffenen Molekuile wird durch diese Modifikationen beeintrachtigt und dies kann zu schwerwiegenden Fol-
gen fuhren. Die erfindungsgemafen Verbindungen kénnen zur Hemmung dieses Prozesses nicht-enzymati-
scher Glykosilierung und Quervernetzungen und damit zur Hemmung einiger der schadlichen, durch Diabetes
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oder durch Alterung verursachten Auswirkungen verwendet werden. Die Verbindungen sind auch nutzlich zur
Verhutung von vorzeitiger Alterung, rheumatoider Arthritis, Morbus Alzheimer, Uramie, Neurotoxizitat, Arterio-
sklerose, Nephropathie, Retinopathie, Neuropathie und des Verderbens von Proteinen in Nahrungsmitteln und
kdnnen die Verfarbung von Zahnen verhindern.

KURZBESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0015] Fig. 1 stellt die allgemeine Formel dar, die viele, aber nicht alle der aryl- und heterocyclischen Ureido-
und aryl- und heterocyclischen Carboxamidophenoxyisobuttersduren der Erfindung umfasst. R,, R,, R; und R,
koénnen gleich oder verschieden sein und sind unabhangig voneinander aus der aus Wasserstoff, Halogen, un-
verzweigtem oder verzweigtkettigem Alkyl von 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aryl, Cycloalkyl von 3 bis 7 Kohlen-
stoffatomen und Alkoxy von 1 bis 6 Kohlenstoffatomen bestehenden Gruppe ausgewahlt, R, und Ry kénnen
gleich oder verschieden sein und sind aus der aus Wasserstoff, Halogen, unverzweigten oder verzweigtketti-
gen Alkylgruppen von 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aralkyl, worin der Alkylanteil von 1 bis 6 Kohlenstoffatome
hat, Cycloalkyl von 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Aryl bestehenden Gruppe ausgewahlt und R, ist Wasserstoff
oder eine unverzweigte oder verzweigtkettige Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen.

[0016] Die Fig. 2A-B zeigen die Wirkungen der verschiedenen Inhibitorverbindungen auf Vollblut, das wah-
rend 5 h (Fig. 2A) oder 16 h (Fig. 2B) mit 8-Glu inkubiert wurde. Die Balken der Graphik stellen die erhaltenen
HbA,-Spiegel dar. Die Inhibitoren wurden mit 1 mM Endkonzentrationen verwendet, aufler Aminoguanidin,
dessen Konzentration bei 50 mM lag. Bei Fig. 2A bedeuten die Balken der Graphik: A: Grundlinienkontrolle,
die Blut und PBS, aber kein 6-Glu enthalt; B: enthalt 5-Glu behandeltes Blut, ohne das ein Inhibitor zugegen
ist; C: enthalt Blut plus 86-Glu plus Aminoguanin; D-L: diese enthalten Blut plus 6-Glu plus LR26, bzw. LR28,
LR29, LR33, LR36, LR41, LR45, LR49 und LR62. Bei Fig. 2B bedeuten die Balken der Graphik: A: Grundlini-
enkontrolle, die Blut und PBS, aber kein 8-Glu enthalt, B: enthalt 5-Glu behandeltes Blut ohne Inhibitor, C: ent-
halt Blut plus &-Glu plus Aminoguanidin, D-L: diese enthalten Blut plus 8-Glu plus LR66 bzw. LR67, LR71,
LR79, LR80, LR81, LR85, LR88 und LR92. Alle Proben enthalten dieselbe Konzentration an Blut und 6-Glu.

[0017] Fig. 3A-B veranschaulichen die Daten aus einem BSA-Glucose-Assay und zeigen die Prozenthem-
mung der AGE-Bildung durch 1 mM der Inhibitoren im Vergleich zu 50 mM Aminoguanidin. Bei Fig. 3A bedeu-
ten die Balken der Graphik: A: Aminoguanidin, B: LR26, C: LR28, D: LR29, E: LR33, F: LR36, G: LR41, H:
LR45, I: LR49 und J: LR62. Bei Fig. 3B bedeuten die Balken der Graphik: A: Amininoguanidin, B: LR66, C:
LR67, D: LR71, E: LR79, F: LR80, G: LR81, N: LR85, I: LR88 und J: LR92.

[0018] Fig. 4A-B stellen Daten eines G.K.-Ribose-Assay dar und zeigen die Prozenthemmung der AGE-Bil-
dung durch 1 mM der Inhibitoren im Vergleich zu 50 mM Aminoguanidin. Bei Fig. 4A bedeuten die Balken der
Graphik: A: Aminoguanidin, B: LR26, C: LR28, D: LR29, E: LR33, F: LR36, G: LR41, H: LR45, I: LR49 und J:
LR62.

[0019] Bei Fig. 4B bedeuten die Balken der Graphik: A: Aminoguanidin, B: LR66, C: LR67, D: LR71, E: LR79,
F: LR80, G: LR81, H: LR85, |: LR88 and J: LR92.

[0020] Fig. 5 zeigt die Strukturformeln von LR1-LR-14.

[0021] Fig. 6 zeigt die Strukturformeln von LR15-LR28.

[0022] Fig. 7 zeigt die Strukturformeln von LR29-LR42.

[0023] Fig. 8 zeigt die Strukturformeln von LR43-LR56.

[0024] Fig. 9 zeigt die Strukturformeln von LR57-LR73.

[0025] Fig. 10 zeigt die Strukturformeln von LR74-LR92.

[0026] Die Fig. 11A-B zeigen die Ergebnisse immunchemischer Studien tiber die Hemmwirkungen reprasen-

tativer Verbindungen unter Verwendung eines spezifischen ELISA-Assays, bei dem die Hemmung der Quer-
vernetzung von Kollagen mit AGE-BSA gemessen wird.
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DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0027] Im Zuge des Screenens verschiedener Klassen organischer Verbindungen zur Untersuchung ihrer
moglichen Hemmwirkungen auf fortgeschrittene Glykosilierungsendprodukte (AGEs) wurde gefunden, dass
die meisten der Phenylureido-substituierten Phenoxylpropionsaurederivative inhibitorische Wirkungen hatten
und mehrere dieser Verbindungen in einer niedrigeren als der gleichstark hemmenden Aminoguanidin-Kon-
zentration wirksame Inhibitoren der AGE-Bildung waren.

[0028] Diese Verbindungen und deren niitzliche, in der vorliegenden Erfindung verwendeten Zusammenset-
zungen enthalten Agentien, die zur Reaktion mit der hochaktiven Carbonylzwischenstufe eines frihen Glyko-
silierungsproduktes in der Lage sind und dadurch diese friihen Produkte an der spateren Bildung der fortge-
schrittenen Glykosilierungsendprodukte hindern, die zu Proteinquervernetzung und zu Proteinalterung fiihren.

[0029] Andere fir die vorliegende Erfindung vorstellbare Anwendungen sind: Verhiitung vorzeitigen Alterns
und des Verderbens der Proteine in Nahrungsmitteln. Die vorliegenden Agentien sind auch im Bereich der
Mundhygiene nitzlich, da sie das Verfarben der Zahne verhiten.

Verbindungen

[0030] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung sind zusammengefasst als Derivate von aryl- und hete-
rocyclischen Ureido- und aryl- und heterocyclischen Carboxamidophenoxyisobuttersauren definiert (Rahbar et
al., 1999). Eine allgemeine Formel, die mehrere erfindungsgemafe Verbindungen umfasst, ist in Fig. 1 ge-
zeigt. Diese Verbindungen sind Teil einer urspringlich wegen ihrer Wirkungen auf die Modifikation der Sauer-
stoffaffinitat von Hamoglobin durch Absenken der Affinitdt des Hamoglobins gegeniber Sauerstoff entwickel-
ten Serie und sie verschieben die Hamoglobin-Sauerstoff-Dissoziationskurve nach rechts (Rahbar et al., 1987;
Lalezari et al., 1988; Lalezari und Lalezari, 1989; US-Patent 5 268 500, US-Patent 5 292 935, US-Patent 5 093
367, US-Patent 4 921 997).

[0031] Reprasentative erfindungsgemale Verbindungen sind in den Fig. 5-10 von LR1 bis LR92 gezeigt und
wurden auf ihre Hemmwirkungen auf Proteinglykosilierung und AGE-Bildung gescreent. Fir diese Veroffentli-
chung wurden den Strukturen die folgenden Namen zugeordnet:

LR1: 4-[3-(6-Chlor-2,4-(1H,3H)chinazolinmedion)]phenoxyisobuttersaure, MW = 374,5

LR2: 4-(2-Furoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 289

LR3: (8G5)* 4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 383

LR4: (8p) 4(4-Ethylcarbamatphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 401

LR5: (8G4) 4-(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 383

LR6: 4-Cyclohexylureidophenoxyisobuttersaure, MW = 318

LR7: 4-(2,3-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 383

LRS8: (8nf) 4-(4-Carboxaldehydphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 328

LR9: 4-(2-Naphthylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 341

LR10: (8c1) 4-(4-Methoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 344

LR11: (8c2) 4-(3,4-Dimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 374

LR12: (8k) 4-(4-Chlor-3-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 393,5

LR13: (8b1) 4-(4-Methylphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 328

LR14: (8¢c3) 4-(3,4,5-Trimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 404

LR15: 4-(3-Chlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 348,5

LR16: N-4-(Nitrophthalimido)phenoxyisobuttersaure, MW = 378

LR17: 4-(2-Thienylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 305

LR18: 4-(4-Pyridylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 300

LR19: 4-(3,4,5-Trichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 417,5

LR20: L-Bis-[4-(4-chlorbenzamidophenoxyisobutyryl)cystin], MW = 871

LR21: 4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyrylamidomethylcyclohexyl-4-carbonsaure, MW = 522
LR22: DL-N-4[(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyryl]pipecolinsdure, MW = 494

LR23: 4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyryl-1-amidocyclohexan-1-carbonsaure, MW = 508
LR24: 4-(4-lodphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 440

LR25: 4-(4-Dimethylaminophenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 345

LR26: 4-(2,4,6-Trichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 417,5

LR27: 4-(2,4,6-Trimethylphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 356

LR28: 4-(4-Chlorphenoxyacetamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 363,5

LR29: 4-(4-Chlor-3-nitrobenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 406,5

~ o~~~
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LR30:
LR31:
LR32:
LR33:
LR34:
LR35:
LR36:
LR37:
LR38:
LR39:
LR40:
LR41:
LR42:
LR43:
LR44:
LR45:
LR46:
LR47:
LR48:
LR49:
LR50:
LR51:
LR52:
LR53:
LR54:
LR55:
LR56:
LR57:
LR58:
LR59:
LR60:
LR61:
LR62:
LR63:
LR64:
LR65:
LR66:
LR67:
LR68:
LR69:
LR70:
LR71:
LR72:
LR73:
LR74:
LR75:
LR76:
LR77:
LR78:
LR79:
LR80:
LR81:
LR82:
LR83:
LR84:
LR85:
LR86:
LR87:
LR88:
LR89:
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4-Chlordiphenylharnstoff-4'-carbonsaure, MW = 290,5
4-(3,4-Dichlorphenylacetamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 382
Diphenylurea-4-carbonsaure, MW = 240
4-(2-Chlor-4-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 393,5
4-(Nicotinylamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 300
4-Chlorphenoxyisobuttersaure, MW = 208,5
4-(Benzylsulfonamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 349
4-(2,5-Dichlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 396
L-4-Chlorbenzoylphenylalanin, MW = 303,5
2-Isopropyl-5-methylphenoxyisobuttersaure, MW = 236
4-(3,4-Dimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 374
4-(3-Chlor-4-fluorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 393,5
4-(3,5-Dichlorbenzamidoethyl)phenoxyisobuttersaure, MW = 384
4-(Phenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 314
4-(Phenylureido-2-chlor)phenoxyisobuttersaure, MW = 348,5
4-(2,6-Dichlor-4-nitrobenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 406,5
4-(3,5-Difluorphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 350
4-(N-Methyl-4-chlorbenzamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 347,5
4-(4-Nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 359
4-(Phenylureido)phenoxyessigsaure, MW = 286
4-(4-Chlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 351,5
4-(2-Hydroxy-4-chlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersdure, MW = 377,5
4-(2-Hydroxy-3,5-dichlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure, MW = 412
4-(2-Chlor-5-nitrophenylureido)phenoxyisobuttesaure, MW = 393,5
4-Carboxyphenoxyisobuttersaure, MW = 224
4-(4-Carboxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 358
4-Ureidophenoxyisobuttersaure, MW = 236
Harnstoff-1,3-bis-4-phenoxyisobuttersaure, MW = 416
4-(4-Morpholinosulfonylphenylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 463
4-[(3,4-Dichlorphenylmethyl)2-chlorphenylureido]phenoxyisobuttersaure, MW = 507,5
4-(3-Pyridylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 315
4-[(3,5-Dichlorbenzoylamino)methyl]phenoxyisobuttersaure, MW = 382
4-(2,4-Dichlorphenacylamino)phenoxyisobuttersaure, MW = 382
4-(Benzylureido)phenoxyisobuttersaure, MW = 328
4-Acetamidobenzoesaure

2-Chlor-4-acetamidobenzoesaure

4-Aminophenoxyisobuttersaure

4-Acetoxybenzoesaure

4-Hydroxybenzoesaure

2-Acetamidoterephthalsaure

5-Chlor-2-acetoxybenzoesaure

2-Acetamido-5-acetoxybenzoesaure
2-Acetoxy-5-hydroxybenzoesaure

2-Amino-5-hydroxybenzoesaure

2-(8-Chinolinoxy)propionsaure

4-Aminobenzoylglycin

N-Guanylguanidino-N'-4-phenoxyessigsaure
2-(2,5-Cichlorphenoxy)propionsaure

4-Dimethylaminobenzoesaure

2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesaure

4-Sulfonamidobenzoesaure

2-Amino-4-chlorbenzoesaure

4-Hydroxyphenylbuttersaure

2-Methyl-4-chinolincarbonsaure

2-Methyl-3,4-chinolindicarbonsaure
6-Brom-2-methyl-3,4-chinolindicarbonsaure
4-Acetamidophenoxyessigsaure
1-(4-Chlorphenoxybutyrylamido)-1-cyclohexancarbonsaure
4-Chlorphenylaminocarbonyliminodiessigsaure
3-Chlor-4-nitrophenylureidophenoxyisobuttersaure
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LR90: Methylenbis[4,4'-(2-chlorphenylureidophenoxyisobuttersaure)]
LR91: N,N'-Bis(2-chlor-4-carboxyphenyl)formamidin

LR92: N,N'-Bis(2-carboxyphenyl)formamidin

* Die Zeichen in Klammern sind Lalezari und Lalezari (1989) entnommen.

[0032] Obwohl in der obigen Liste 92 Verbindungen aufgefuhrt sind, sind viele dieser Verbindungen einander
recht ahnlich und kbnnen zusammen in eine Gruppe eingeordnet werden. Zum Beispiel sind die Verbindungen
LR1 und LR16 beide cyclische Ureidophenoxyisobuttersauren, die Verbindungen LR2, LR9, LR17, LR20,
LR28, LR29, LR31, LR34, LR37, LR38, LR42, LR47, LR50, LR51, LR52, LR61 und LR62 sind Amidopheno-
xyisobuttersduren, die Verbindungen LR3-LR8, LR10-LR15, LR19, LR21-LR27, LR30, LR32, LR33, LR40,
LR41, LR43, LR44, LR46, LR48, LR49, LR53, LR55, LR58-LR60, LR63, LR89 und LR90 sind Arylureidophen-
oxyisobuttersauren, die Verbindungen LR35, LR39, LR54, LR56, LR57, LR66, LR74, LR76, LR77, LR82, LR86
und LR87 sind Clofibrinsdure-Derivate, die Verbindungen LR91 und LR92 sind Formimid-Derivate und die Ver-
bindungen LR64, LR65, LR67-LR75, LR78 und LR83-LR85 sind Arylcarbonsaure-Derivate.

[0033] Die obigen Verbindungen sind in der Lage, die Bildung der fortgeschrittenen Glykosilierungsprodukte
an Zielproteinen und die resultierende Proteinquervernetzung zu hemmen. Das grundlegende Prinzip der vor-
liegenden Erfindung ist die Verwendung von Agentien, die den Post-Glykosilierungsschritt, d.h. die Bildung flu-
oreszierender Chromophore blockieren, wobei die Gegenwart dieser Chromophore mit den schadlichen Fol-
gen von Diabetes und Alterung verbunden ist und zu diesen fiihrt. Ein ideales Agens wirde die Bildung des
Chromophors und seine assoziierten Quervernetzungen von Proteinen und das Einfangen von Proteinen auf
anderen Proteinen, wie sie in den Arterien und den Nieren auftreten, verhiten. Die erfindungsgemalfen Ver-
bindungen kdénnen Saugern einschliellich dem Menschen zur Verhitung oder Verringerung der Proteinglyko-
silierung und Quervernetzung (Proteinalterung) verabreicht werden. Die Verbindungen kdnnen oral und in Ab-
hangigkeit von der Aktivitat der einzelnen Mittel in Einzel- oder individuell unterschiedlichen Dosierungen ver-
abreicht werden. Zusatzlich kénnen die Verbindungen parenteral oder rektal verabreicht werden. Die erfin-
dungsgemalen Verbindungen und das den verschiedenen erfindungsgemaflen Assayverfahren zugrunde lie-
gende Prinzip und deren Verwendung werden in den folgenden Beispielen veranschaulicht.

BEISPIEL 1
Hamoglobin-6-Gluconolacton (6-Glu)-Assay

[0034] Die Untersuchung der Bildung friiher Glykosilierungsprodukte (Amadori) an Hdmoglobin (HbA, ) wird
durch Inkubation von Erythrozyten mit einer oxidierten Form von Glucose in Gegenwart und in Abwesenheit
der Inhibitorverbindung durchgefiihrt, gefolgt von der Bestimmung von (HbA, ) im Test im Vergleich zur Kon-
trolle (Rahbar und Nadler, 1999). Dieser Test beruht auf einem neueren Bericht von Lindsay et al. (1997).
0-Glu, ein oxidiertes Analogon von Glucose, kann innerhalb der Erythrozyten schnell mit Hamoglobin reagieren
und die HbA,.-Spiegel innerhalb von Stunden nach der Inkubation betrachtlich erhdhen. Im Gegensatz dazu
bendtigt Glucose flir das Auftreten einer gleichwertigen Reaktion Wochen. Dieser Befund wurde verwendet,
um ein Assay-Verfahren zur Messung der Glykosilierung von Hamoglobin im Friihstadium (Amadori-Produkte)
und einen Assay zur Bewertung der Fahigkeit eines Inhibitors zur Hemmung der HbA, -Bildung auszuarbeiten.
Um es kurz zu beschreiben, wurde frisch abgenommenes Blut in Kalium-EDTA gegeben und zur Inkubation
innerhalb von 30 min nach Entnahme durch Mischen von 200 pl Blut entweder mit 40 pl PBS (phophate buffe-
red saline), pH 7,4, allein oder mit 50 mMol/l 5-Glu (Sigma) enthaltendem PBS oder mit 50 mMol/l 5-Glu plus
1 mMol/l Inhibitor enthaltendem PBS vorbereitet. Nach Inkubation wahrend 5 h bei 37°C wurde der Prozentsatz
des vorliegenden glykosilierten Hamoglobins bestimmt. Der Prozentsatz glykosilierten Hdmoglobins (HbA, )
wurde unter Verwendung eines geeigneten lonenaustauscher-Systems bestimmt (BIORAD DIAMAT) be-
stimmt. Die Blutproben wurden dreifach analysiert. Die %-Hemmung der (HbA,_ )-Bildung durch die Verbindung
wurde gemaf der folgenden Formel berechnet:

((B-C)/(B-A)) x 100

, worin A die Grundlinien-HbA, -Konzentration im Kontrollréhrchen, das nicht mit 8-Glu behandelt wurde, B die
HbA, -Konzentration im mit 5-Glu inkubierten Blut, C der HbA, -Gehalt im sowohl mit 8-Glu als auch mit der
Inhibitorverbindung behandelten Testréhrchen sind.

[0035] Die Menge der HbA, -Bildung unter Verwendung von 8-Glu-behandeltem Vollblut gesunder, freiwilliger

Probanden unter Verwendung von 1 mMol/l der Verbindungen ist in den Fig. A-B fur ausgewahlte Verbindun-
gen gezeigt. Die als Prozenthemmung der HbA, _-Bildung fir alle 92 LR-Verbindungen berechneten Ergebnisse
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sind in Tabelle 1 gezeigt. Die Fig. 2A-B zeigen die Ergebnisse eines Einzelassays, wohingegen die in Tabelle
1 gezeigten Ergebnisse Durchschnittswerte aus 3 Bestimmungen sind.

[0036] Der obige Versuch legt nahe, dass diese Art der Arzneimittelbehandlung zur Verminderung der mit der
Bildung friher Glykosilierungsprodukte — eine Vorstufe bei der Bildung fortgeschrittener Glykosilierungsend-
produkte — verbundenen Krankheitssymptomatik von Nutzen ist.

BEISPIEL 2
BSA-Glucose-Assay

[0037] Dieser Test wird zur Bewertung der Fahigkeit der Inhibitoren zur Hemmung der Glucose-vermittelten
Fluoreszenzentwicklung von BSA (lkeda et al., 1996) verwendet. BSA (Fraktion V) von Sigma (50 mg/ml) und
800 mM Glucose (144 mg/ml) wurden in 0,2 g/l NaN, enthaltendem 1,5 M Phosphatpuffer, pH 7,4, unter asep-
tischen Bedingungen bei 37°C wahrend 7 Tagen in Gegenwart oder Abwesenheit von verschiedenen Konzen-
trationen der Verbindungen inkubiert. Nach 7-tagiger Inkubation wurde jede Probe auf die Entwicklung der spe-
zifischen Fluoreszenz untersucht (Anregung 370 nm; Emission 440 nm). Die %-Hemmung der AGE-Bildung in
der Testprobe wurde fiir jede Inhibitorverbindung gegentiber der Kontrolle berechnet. Aminoguanidin (50 mM)
wurde als Positivkontrolle verwendet.

[0038] Die Fig. 3A-B zeigen fir eine Auswahl der getesteten Verbindungen die Hemmwirkungen von 1 mM/I
des neuen Inhibitors gegeniber 50 mM/I Aminoguanidin. Die in den Fig. 3A-B dargestellten Ergebnisse stam-
men aus 1 Bestimmung. Aus 3 Bestimmungen stammende Durchschnittswerte sind fir jede der 92 Verbindun-
gen in Tabelle 1 tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 1
Verbindung 8-Glu-Assay G.K.-Ribose-Assay |BSA-Glucose-Assay
AG 12,1 67,0 74,0
LR1 28,8 11,2 24,8
LR2 17,3 36,8 45,0
LR3 25,0 40,0 46,2
LR4 19,2 42,5 48,7
LR5 36,5 33,6 66,2
LR6 25,0 9.1 57,5
LR7 19,2 27,5 39,6
LR8 21,0 23,6 47,5
LR9 17,7 0,0 31,2
LR10 22,5 20,5 56,2
LR11 258 18,6 50,0
LR12 22,5 43,6 55,0
LR13 21,0 27,5 48,1
LR14 22,5 18,6 49,3
LR15 22,5 30,0 58,1
LR16 35,1 0,0 29,1
LR17 46,4 26,4 12,5
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Verbindung
LR18
LR19
LR20
LR21

LR22
LR23
LR24
LR25
LR26
LR27
LR28
LR29
LR30
LR31
LR32
LR33
LR34
LR35

LR36
LR37
LR38
LR39
LR40
LR41
LR42
LR43
LR44
LR45
LR46
LR47
LR48
LR49
LR50
LR51
LR52
LR53
LRS54
LR&5
LR56
LR57
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5-Glu-Assay
58,1
41,0
52,8
50,1
427
45,0
50,0
52,0
73,8
50,0
50,0
52,0
63,6
54,5
477
70,4
52,2
47,7
56,8
40,9
50,9
56,8
50,9
60,7
47,0
58,8
58,8
56,8
55,7
54,0
459
57,3
57,3
52,0
58,3
54,1
541
56,2
46,2
48,1

G.K.-Ribose-Assay
26,2
40,0
31,0
15,0
10,0
70,0
414
30,5
47 1
52,5
63,3
53,1
18,1
9,6
9,5
25,1
15,1
5,7
30,1
41,2
20,2
18,6
30,6
354
21,8
21,5
13,0
31,7
21,1
30,5
31,0
22,9
27,3
o*
0*
13,6
4,9
11,0
2,1*
o*
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37,5
28,4
12,8
7,1
14,2
42,6
31,2
41,5
38,9
52,0
78,8
442
16,2
13,3
32,7
41,1
24,0
42 .4
44 4
47,7
13,8
21,2
32,0
37,4
46,8
440
42,1
49,5
30,1
34,7
45,5
41,3
427
o*
0*
20,4
22,8
36,8
39,1*
31,1*
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G.K.-Ribose-Assay

Verbindung 3-Glu-Assay BSA-Glucose-Assay
LR58 40,7 4,5* 49, 0*
LRS9 48,1 8,0 39,4
LR60 29,6 0* 47 8"
LR61 46,2 13,1 62,0
LR62 53,7 26,0 49,1
LR63 40,7 10,9 60,2
LR64 49 247 16,9
LR65 47 39,2 26,3
LR66 49 41,3 28,9
LR67 47 31,1 30,7
LR68 41,1 30,5 24,3
LR69 35,2 32,3 44
LR70 49 36,7 49,2
LR71 39,2 41,1 76,1
LR72 77,2 22,9 27,3
LR73 43,1 18,3 18,9
LR74 22,9 38,6 11,8
LR75 21,3 12,9 21,9
LR76 13,1 39,8 27,9
LR77 52,7 19,2 247
LR78 52,7 32,6 20,9
LR79 54 5 48,1 43,1
LR80 20 52,1 56,6
LR81 52,7 10,9 27,4
LR82 52,7 34 10,3
LR83 43,6 248 29
LR84 49 18,1 28,1
LR85 47,2 12,9 44 5
LR86 49 30,3 63
LR87 54,5 10,9 22,4
LR88 52,7 9,4 20,8
LR89 449 43 35,4
LR90 38,7 30,56 14,5
LR91 347 34,2 49,5
LR92 42,8 82,6 89,3
* Diese Verbindungen haben eine intrinsische Fluoreszenz, die mit dem Assay

interferiert. '

BEISPIEL 3

[0039] Die Untersuchung der spaten Glykosilierungsprodukte (AGEs) und der AGE-Inhibition durch die neuen
Inhibitorverbindungen wurde durch Inkubation von G.K.-Peptid in Ribose in Gegenwart oder Abwesenheit ei-
ner der Verbindungen, gefolgt von der Bestimmung der im Verlauf der Glykosilierung und AGE-Bildung erzeug-
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ten Chromophore durch Bestimmung ihrer spezifischen Fluoreszenz getestet. Das zur Untersuchung der Fa-
higkeit der erfindungsgemafRen Verbindungen zur Hemmung der Quervernetzung von N-Acetylglycyllysinme-
thylester in Gegenwart von Ribose verwendete Verfahren nach Nagaraj et al (1996) war wie nachfolgend be-
schrieben:

Stammldsungen:

0,5 M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,4, enthaltend NaN, 0,2 g/l

GK-Peptid (Sigma) 80 mg/ml in 0,5 M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,4

Ribose 800 mM (120 mg/ml) in 0,5 M Phosphat-Puffer

[0040] Gleiche Volumina (0,1 ml) der 3 Stammlésungen wurden miteinander vermischt, durch ein 0,2 Mikro-
meter-Filter (Corning) filtriert und unter aseptischen Bedingungen wahrend 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Inhibitorverbindungen wurden in einer Endkonzentration von 1 mMol/l zugegeben. Am Ende des Inkubations-
zeitraums wurden die Proben hinsichtlich ihrer spezifischen Fluoreszenz analysiert (Anregung 340 nm; Emis-
sion 420 nm). Die %-Hemmung durch verschiedene Inhibitorkonzentrationen wurde wie oben beschrieben be-
rechnet. Aminoguanidin mit 50 mM wurde als Positivkontrolle verwendet.

[0041] Die Fig. 4A-B zeigen die Hemmwirkungen einer Auswahl von Verbindungen zum Abblocken der spe-
zifischen Fluoreszenz von Protein-AGE in diesen Einzeluntersuchungen unter Verwendung des G.K.-Pep-
tid-Ribose-Assays. Die Ergebnisse fur alle 92 Verbindungen sind in Tabelle 1 gezeigt. Die Fig. 4A-B zeigen
die Ergebnisse eines Einzelassays, wohingegen die Daten in Tabelle 1 Durchschnittsergebnisse aus 3 Assays
jeder Verbindung sind. Die aus den beiden obigen Versuchen erhaltenen Ergebnisse (Beispiele 2 und 3) legen
nahe, dass diese Art der Arzneimitteltherapie zur Verminderung der mit der Bildung spater Glykosilierungspro-
dukte und Proteinquervernetzung assoziierten Krankheitssymptome von Nutzen ist.

BEISPIEL 4
Lysozymglucose- oder -fructose-Quervernetzungs-Assay

[0042] Lysozymglucose- oder -fructose-Quervernetzungs-Assays nach Taneda und Monnier (1994) sind in vi-
tro-Assays, die zur Untersuchung der Hemmwirkung der Verbindungen auf von AGE abgeleiteten Quervernet-
zung und AGE-Protein-Komplexbildung durchgefiihrt werden. Lysozym aus Hiihnereiweil? (Sigma) und Gluco-
se oder Fructose in 0,2 g/L NaN, enthaltendem 0,2 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,4, wurden mit verschiede-
nen Testverbindungen gemischt, um eine Endkonzentration von 1 mMol/l Testverbindung, 100 mg/ml Lysozym
aus Hihnereiweil® und 200 mM Glucose oder 100 mM Fructose zu ergeben. Alle Proben wurden unter asep-
tischen Bedingungen bei 37°C wahrend 7 Tagen inkubiert. Nach 7 Tagen wurde jede Probe zur Bestimmung
der von AGE abgeleiteten Quervernetzung und AGE-Bildung analysiert. Aliquots wurden auf 20% SDS-PA-
GE-Gelen unter reduzierenden Bedingungen aufgetragen, einer Elektrophorese unterworfen und mit Coomas-
sie-Blau gefarbt.

BEISPIEL 5
ELISA-Assay

[0043] Ein spezielles ELISA-Verfahren (Al-abed et al., 1999) wurde zur Untersuchung der Fahigkeit der Test-
verbindungen zur Hemmung der Quervernetzung von glykosiliertem BSA (AGE-BSA) bezlglich einer mit Kol-
lagen aus Rattenschwanzsehnen beschichteten Platte mit 96 Cavitaten (Biocoat Microtiter-Platten von Colla-
borative Research) verwendet. Die Quervernetzung von AGE-BSA an eine mit Rattenschwanzsehnen-Kolla-
gen beschichtete Platte wurde mit und ohne Testverbindung in den gewlinschten Konzentrationen durchge-
fuhrt. Nicht quervernetztes AGE-BSA wurde durch Waschen der Cavitaten entfernt. Das mit Schwanzseh-
nen-Kollagen auf der beschichteten Platte quervernetzte AGE-BSA wurde dann durch polyklonale, gegen
AGE-RNase erzeugte Antikdrper quantifiziert. Positive Ergebnisse im Assay zeigen, dass der Inhibitor in der
Lage ist, die Menge an AGE-BSA zu verringern, die mit Kollagen Quervernetzungen ausbildet. Aminoguanidin
wurde als Positivkontrolle verwendet.

[0044] Die unter Verwendung von finf reprasentativen Verbindungen erzielten Ergebnisse sind in den
Fig. 11A-B gezeigt. Die funf Verbindungen (LR33, LR41, LR20, LR23 und LR62) gehdren zu einer Anzahl star-
ker Inhibitoren der AGE-Protein-Quervernetzung. Die Prozenthemmung gegeniiber der Kontrolle wurde fir
LR33 mit 61 %, fur LR41 mit 27,4% fir 1 mMol/I und fir Aminoguanidin bei 50 mM mit 55,5% berechnet.
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BEISPIEL 6

Ribonuklease-Ribose-Fluoreszenz — Inhibitions- und Quervernetzungs-Inhibitions-Assays

[0045] Ribonuklease A aus Rinderpankreas (RNase A) ist als Modellprotein zur Untersuchung der Proteing-
lykosilierung und AGE-Bildung sowie zur Kinetik der AGE-Bildung umfassend eingesetzt worden (Khalifah et
al., 1996). RNase A hat den Vorteil, wahrend der Glykosilierungsreaktion nicht auszufallen, wohingegen Lyso-
zym wahrend der Glykosilierung mit Ribose und Glucose ausfallt.

[0046] Beim RNase-Ribose-Assay wird die als Ergebnis der AGE-Bildung in Gegenwart oder Abwesenheit
des Inhibitors erzeugte Fluoreszenz im Vergleich zu Aminoguanidin gemessen. Dieser Assay wird auch ver-
wendet, um die Hemmwirkungen einer Verbindung auf die Protein-Quervernetzung und die durch SDS-PAGE
gezeigte Bildung von Dimeren und Trimeren festzustellen.

[0047] Versionen dieses Assays sind sowohl mit als auch ohne Unterbrechung erfolgreich durchgefihrt wor-
den (Nagaraj et al., 1996). Bei den vorliegenden Versuchen hat sich jedoch das Verfahren mit Unterbrechung
als besser erwiesen. In den vorliegenden Assays wurde durchweg Rinder-RNase A Typ 1-A (Sigma) verwen-
det.

[0048] Bei dem Verfahren ohne Unterbrechung wurde RNase, 1 mg/ml, mit Ribose (0,2 M) bei 37°C in 0,02%
Natriumazid enthaltendem 0,4 M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5, wahrend 7 Tagen im Dunkeln inkubiert. Pro-
spektive Hemmestoffe wurden zu Beginn der Inkubationsphase zur Reaktion gegeben. Alle Ldsungen wurden
durch Filtration durch ein 0,2 Micron-Filter (Corning) unter sterilen Bedingungen hergestellt. Am Ende der In-
kubation wurden die Proben hinsichtlich ihrer Fluoreszenz analysiert. (Anregung 330 nm; Emission 400 nm).
Die %-Hemmung der AGE-Bildung wurde fiir verschiedene Inhibitor-Konzentrationen wie oben beschrieben
berechnet.

[0049] Die RNase-Ribose-Assays mit Unterbrechung wurden wie folgt durchgefiihrt: RNase, 10 mg/ml, wurde
mit Ribose (0,5 M) bei 37°C in einem 0,02 % Natriumazid enthaltenden 0,4 M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5,
wahrend 24 h in Abwesenheit der Inhibitor-Verbindung inkubiert. Die Glykosilierung wurde dann durch 1:100
Verdiinnung der Reaktion in 0,4 M Phosphatpuffer und Zugabe des Inhibitors unter den gewlinschten Bedin-
gungen zu der Reaktion unterbrochen. Das Reaktionsgemisch wurde durch ein Filter von 0,2 Micron filtriert
und wahrend weiterer 4 Tage bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Am Ende der Inkubationsphase wurden die Pro-
ben hinsichtlich ihrer Fluoreszenz wie zuvor beschrieben analysiert und die %-Hemmung berechnet.

[0050] Zum Nachweis der Hemmwirkung der Testverbindung, wobei diese Hemmwirkung in der Hemmung
der RNase-Quervernetzung und -Dimer-Trimer-Bildung besteht, wurden die Proben durch SDS-PAGE, wie zu-
vor beschrieben, analysiert. Bei den Glykosilierungs-Assays mit Unterbrechung wurden die Proben unter Ver-
wendung von Centricon 10 (Amicon) konzentriert und dann auf die Gele aufgetragen.

[0051] Die obigen Beispiele weisen darauf hin, dass diese Arzneimitteltherapie zur Verminderung der mit der
Bildung von nicht-enzymatischen Glykosilierungsprodukten (friihe und spate Produkte) und Protein-Querver-
netzung assoziierten Krankheitssymptome von Nutzen ist. Die erfindungsgemafen Verbindungen erwiesen
sich in vitro als 10 bis 40mal starkere Inhibitoren der AGE-Bildung im Vergleich zu Aminoguanidin, das sich
bereits in Phase 2-3 der klinischen Studie zur Verhinderung von Diabetes-Komplikationen befindet. In friiheren
Studien haben sich diese Verbindungen als nicht-toxisch erwiesen. Sie kénnen oral in verschiedenen Dosie-
rungen in Abhangigkeit von der Aktivitat des jeweiligen Agens in einer Einzelmenge oder in individuellen Men-
gen verabreicht werden. Zusatzlich kdnnen die Verbindungen auch parenteral oder rektal verabreicht werden.

[0052] Es versteht sich von selbst, dass die in dieser Patentanmeldung offenbarte Erfindung hinsichtlich der
Einzelheiten zwar in der bevorzugten erfindungsgemafen Ausfiihrungsform offenbart wurde, diese Offenba-
rung aber nur als Veranschaulichung und nicht als Einschrankung gedacht ist, wie auch in Betracht gezogen
wird, dass Modifikationen im Sinne der Erfindung und im Rahmen der folgenden Anspriiche dem Fachmann
klar werden.
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Patentanspriiche

1. Verwendung einer aus der Gruppe bestehend aus
4-[3-(6-Chlor-2,4-(1H,3H)-chinazolindion)]phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Furoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Ethylcarbamatophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-Cyclohexylureidophenoxyisobuttersaure,
4-(2,3-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Carboxaldehydophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Naphthylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Methoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4-Dimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Chlor-3-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Methylphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4,5-Trimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3-Chlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
N-4-(Nitrophthalimido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Thienylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Pyridylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4,5-Trichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
L-Bis-[4-(4-chlorbenzamidophenoxyisobutyryl)cystin],
4-(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyrylamidomethylcyclohexyl-4-carbonséaure,
DL-N-4-[(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyryl]pipecolinsaure,
4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyryl-1-amidocyclohexan-1-carbonséaure,
4-(4-lodphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Dimethylaminophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,4,6-Trichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,4,6-Trimethylphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Chlorphenoxyacetamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Chlor-3-nitrobenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-Chlordiphenylharnstoff-4'-carbonsaure,
4-(3,4-Dichlorphenylacetamido)phenoxyisobuttersaure,
Diphenylharnstoff-4-carbonsaure,
4-(2-Chlor-4-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(Nicotinylamido)phenoxyisobuttersaure,
4-Chlorphenoxyisobuttersaure,
4-(Benzylsulfonamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,5-Dichlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
L-4-Chlorbenzoylphenylalanin,
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2-1sopropyl-5-methylphenoxyisobuttersaure,
4-(3,4-Dimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3-Chlor-4-fluorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,5-Dichlorbenzamidoethyl)phenoxyisobuttersaure,
4-(Phenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(Phenylureido-2-chlor)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,6-Dichlor-4-nitrobenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,5-Difluorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(N-Methyl-4-chlorbenzamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(Phenylureido)phenoxyessigsaure,
4-(4-Chlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Hydroxy-4-chlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Hydroxy-3,5-dichlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Chlor-5-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-Carboxyphenoxyisobuttersaure,
4-(4-Carboxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
2-Ureidophenoxyisobuttersaure,
Harnstoff-1,3-bis-phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Morpholinosulfonylphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-[(3,4-Dichlorphenylmethyl)-2-chlorphenylureido]phenoxyisobuttersaure,
4-(3-Pyridylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-[(3,5-Dichlorbenzoylamino)methyl]phenoxyisobuttersaure,
4-(2,4-Dichlorphenacylamino)phenoxyisobuttersaure,
4-(Benzylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-Acetamidobenzoesaure,
2-Chlor-4-acetamidobenzoesaure,
4-Aminophenoxyisobuttersaure,

4-Acetoxybenzoesaure,

4-Hydroxybenzoesaure,

2-Acetamidoterephthalsaure,
5-Chlor-2-acetoxybenzoesaure,
2-Acetamido-5-acetoxybenzoesaure,
2-Acetoxy-5-hydroxybenzoesaure,
2-Amino-5-hydroxybenzoesaure,
2-(8-Chinolinoxy)propionsaure,

4-Aminobenzoylglycin,
N-Guanylguanidino-N'-4-phenoxyessigsaure,
2-(2,5-Dichlorphenoxy)propionsaure,
4-Dimethylaminobenzoesaure,
2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesaure,
4-Sulfonamidobenzoesaure,

2-Amino-4-chlorbenzoesaure,

4-Hydroxyphenylbuttersaure,
2-Methyl-4-chinolincarbonsaure,
2-Methyl-3,4-chinolindicarbonsaure,
6-Brom-2-methyl-3,4-chinolindicarbonsaure,
4-Acetamidophenoxyessigsaure,
1-(4-Chlorphenoxybutyrylamido)-1-cyclohexancarbonsaure,
4-Chlorphenylaminocarbonyliminodiessigsaure,
3-Chlor-4-nitrophenylureidophenoxyisobuttersaure,
Methylenbis[4,4'-(2-chlorphenylureidophenoxyisobuttersaure)],
N,N'-Bis(2-chlor-4-carboxyphenyl)formamidin und
N,N'-Bis(2-carboxyphenyl)formamidin

ausgewahlten Verbindung und deren pharmazeutisch annehmbarer Salze zur Herstellung eines Medikaments
zur Behandlung eines durch die Bildung von Glykosilierungs-Endprodukten oder Protein-Quervernetzung ver-

mittelten Zustands.

2. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei
der Verlangsamung schadlicher Wirkungen auf die Alterung eines Organismus, wobei diese Wirkungen die Bil-
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dung von Glykosilierungs-Endprodukten oder die Protein-Quervernetzung sind.

3. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei
der Verlangsamung der Progression der bei einem Patienten durch Diabetes entstehenden Komplikationen,
wobei diese Komplikationen durch die Bildung von Glykosilierungs-Endprodukten oder die Protein-Quervernet-
zung entstehen.

4. Verwendung einer aus der Gruppe bestehend aus
4-Acetamidobenzoesaure,
2-Chlor-4-acetamidobenzoesaure,
4-Aminophenoxyisobuttersaure,
4-Acetoxybenzoesaure,
4-Hydroxybenzoesaure,
2-Acetamidoterephthalsaure,
5-Chlor-2-acetoxybenzoesaure,
2-Acetamido-5-acetoxybenzoesaure,
2-Acetoxy-5-hydroxybenzoesaure,
2-Amino-5-hydroxybenzoesaure,
2-(8-Chinolinoxy)propionsaure,
4-Aminobenzoylglycin,
N-Guanylguanidino-N'-4-phenoxyessigsaure,
2-(2,5-Dichlorphenoxy)propionsaure,
4-Dimethylaminobenzoesaure,
2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesaure,
4-Sulfonamidobenzoesaure,
2-Amino-4-chlorbenzoesaure,
4-Hydroxyphenylbuttersaure,
2-Methyl-4-chinolincarbonsaure,
2-Methyl-3,4-chinolindicarbonsaure,
6-Brom-2-methyl-3,4-chinolindicarbonsaure,
4-Acetamidophenoxyessigsaure,
1-(4-Chlorphenoxybutyrylamido)-1-cyclohexancarbonsaure,
4-Chlorphenylaminocarbonyliminodiessigsaure,
3-Chlor-4-nitrophenylureidophenoxyisobuttersaure,
Methylenbis[4,4'-(2-chlorphenylureidophenoxyisobuttersaure)],
N,N'-Bis(2-chlor-4-carboxyphenyl)formamidin und
N,N'-Bis(2-carboxyphenyl)formamidin
ausgewahlten Verbindung und deren pharmazeutisch annehmbarer Salze zur Herstellung eines Medikaments
zur Verwendung bei der Verlangsamung der Progression bei einem Patienten mit rheumatoider Arthritis, Alz-
heimer-Krankheit, Urdmie, Neurotoxizitat oder Arteriosklerose.

5. Verfahren zur Verminderung des Verderbens der Proteine in Nahrungsmitteln, wobei dieses Verfahren
das Mischen einer wirksamen Menge einer Verbindung oder einem pharmazeutisch annehmbaren Salz dieser
Verbindung mit den Nahrungsmitteln umfaf3t, worin die wirksame Menge die Bildung von Glycosilierungs-End-
produkten oder die Protein-Quervernetzung inhibiert, wobei die Verbindung aus der Gruppe von Verbindungen
nach Anspruch 1 ausgewabhlt ist.

6. Verbindung oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz dieser Verbindung, wobei die Verbindung aus
der Gruppe bestehend aus
4-[3-(6-Chlor-2,4-(1H,3H)-chinazolindion)]phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Furoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Ethylcarbamatophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-Cyclohexylureidophenoxyisobuttersaure,
4-(2,3-Dichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Carboxaldehydophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Naphthylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Methoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4-Dimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
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4-(4-Chlor-3-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Methylphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4,5-Trimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3-Chlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
N-4-(Nitrophthalimido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Thienylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Pyridylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,4,5-Trichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
L-Bis-[4-(4-chlorbenzamidophenoxyisobutyryl)cystin],
4-(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyrylamidomethylcyclohexyl-4-carbonsaure,
DL-N-4-[(3,4-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyryl]pipecolinsaure,
4-(3,5-Dichlorphenylureido)phenoxyisobutyryl-1-amidocyclohexan-1-carbonséaure,
4-(4-lodphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Dimethylaminophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,4,6-Trichlorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,4,6-Trimethylphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Chlorphenoxyacetamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Chlor-3-nitrobenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-Chlordiphenylharnstoff-4'-carbonsaure,
4-(3,4-Dichlorphenylacetamido)phenoxyisobuttersaure,
Diphenylharnstoff-4-carbonsaure,
4-(2-Chlor-4-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(Nicotinylamido)phenoxyisobuttersaure,
4-Chlorphenoxyisobuttersaure,
4-(Benzylsulfonamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,5-Dichlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
L-4-Chlorbenzoylphenylalanin,
2-Isopropyl-5-methylphenoxyisobuttersaure,
4-(3,4-Dimethoxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3-Chlor-4-fluorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,5-Dichlorbenzamidoethyl)phenoxyisobuttersaure,
4-(Phenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(Phenylureido-2-chlor)phenoxyisobuttersaure,
4-(2,6-Dichlor-4-nitrobenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(3,5-Difluorphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(N-Methyl-4-chlorbenzamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-(Phenylureido)phenoxyessigsaure,
4-(4-Chlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Hydroxy-4-chlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Hydroxy-3,5-dichlorbenzoylcarboxamido)phenoxyisobuttersaure,
4-(2-Chlor-5-nitrophenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-Carboxyphenoxyisobuttersaure,
4-(4-Carboxyphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
2-Ureidophenoxyisobuttersaure,
Harnstoff-1,3-bis-phenoxyisobuttersaure,
4-(4-Morpholinosulfonylphenylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-[(3,4-Dichlorphenylmethyl)-2-chlorphenylureido]phenoxyisobuttersaure,
4-(3-Pyridylureido)phenoxyisobuttersaure,
4-[(3,5-Dichlorbenzoylamino)methyl]phenoxyisobuttersaure,
4-(2,4-Dichlorphenacylamino)phenoxyisobuttersaure,
4-(Benzylureido)phenoxyisobuttersaure,
2-Chlor-4-acetamidobenzoesaure,
4-Aminophenoxyisobuttersaure,

2-Acetamidoterephthalsaure,

5-Chlor-2-acetoxybenzoesaure,
2-Acetamido-5-acetoxybenzoesaure,
2-Acetoxy-5-hydroxybenzoesaure,
2-Amino-5-hydroxybenzoesaure,

2-(8-Chinolinoxy)propionsaure,
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N-Guanylguanidino-N'-4-phenoxyessigsaure,
2-(2,5-Dichlorphenoxy)propionsaure,
4-Dimethylaminobenzoesaure,
2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesaure,
2-Amino-4-chlorbenzoesaure,

4-Hydroxyphenylbuttersaure,
2-Methyl-4-chinolincarbonsaure,
2-Methyl-3,4-chinolindicarbonsaure,
6-Brom-2-methyl-3,4-chinolindicarbonsaure,
4-Acetamidophenoxyessigsaure,
1-(4-Chlorphenoxybutyrylamido)-1-cyclohexancarbonsaure,
4-Chlorphenylaminocarbonyliminodiessigsaure,
3-Chlor-4-nitrophenylureidophenoxyisobuttersaure,
Methylenbis[4,4'-(2-chlorphenylureidophenoxyisobuttersaure)],
N,N'-Bis(2-chlor-4-carboxyphenyl)formamidin und
N,N'-Bis(2-carboxyphenyl)formamidin

ausgewahlt ist.

7. Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend eine wirksame Menge einer Verbindung oder eines
pharmazeutisch annehmbaren Salzes der Verbindung und einen pharmazeutischen Trager, wobei die Verbin-
dung eine Verbindung nach Anspruch 6 ist.

8. Verwendung einer Verbindung der Formel

worin R,, R,, R; und R, gleich oder verschieden sein kdnnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus
Wasserstoff, Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aryl, Cyclo-
alkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Alkoxy mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ausgewahlt sind,

R; und R, gleich oder verschieden sein kénnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff,
Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aralkyl, worin der Alkyl-
anteil 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthalt, Cycloalkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Aryl ausgewahlt sind, und
R, Wasserstoff oder eine geradkettige oder verzweigtkettige Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist,
oder deren pharmazeutisch annehmbaren Salzes zur Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei der
Inhibierung der Bildung von Glykosilierungs-Endprodukten oder der Protein-Quervernetzung in einem Orga-
nismus.

9. Verwendung einer Verbindung der Formel

y I /N7
A\ 78R\ |
NH—C —NH 0——C ——COORy
Rs ( S/ |
3 Re

worin R;, R,, R, und R, gleich oder verschieden sein kdnnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus
Wasserstoff, Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aryl, Cyclo-
alkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Alkoxy mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ausgewahlt sind,

R, und R, gleich oder verschieden sein kdnnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff,
Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aralkyl, worin der Alkyl-
anteil 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthalt, Cycloalkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Aryl ausgewabhlt sind, und
R, Wasserstoff oder eine geradkettige oder verzweigtkettige Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist,
oder deren pharmazeutisch annehmbaren Salzes zur Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei der
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Verlangsamung schadlicher Wirkungen auf die Alterung eines Organismus, wobei diese Wirkungen die Bil-
dung von Glykosilierungs-Endprodukten oder die Protein-Quervernetzung sind.

10. Verwendung einer Verbindung der Formel

R} ﬁ R4 T-
VAN |
NH—C NH O C COOR7
y \—/ |
R3 Rs

worin R;, R,, R; und R, gleich oder verschieden sein kénnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus
Wasserstoff, Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aryl, Cyclo-
alkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Alkoxy mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ausgewahlt sind,

R; und Ry gleich oder verschieden sein kénnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff,
Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aralkyl, worin der Alkyl-
anteil 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthalt, Cycloalkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Aryl ausgewahlt sind, und
R, Wasserstoff oder eine geradkettige oder verzweigtkettige Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist,
oder deren pharmazeutisch annehmbaren Salzes zur Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei der
Verlangsamung der Progression der bei einem Patienten durch Diabetes entstehenden Komplikationen, wobei
diese Komplikationen durch die Bildung von Glykosilierungs-Endprodukten oder die Protein-Quervernetzung
entstehen.

11. Verwendung einer Verbindung der Formel

R; ﬂ Ry Rs

\ NH C NH /—T—\\ O (ll COOR
N N/ | ’

R3 Rg

worin R,, R,, R; und R, gleich oder verschieden sein kdnnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus
Wasserstoff, Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aryl, Cyclo-
alkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Alkoxy mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ausgewahlt sind,

Rs und Ry gleich oder verschieden sein kénnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff,
Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aralkyl, worin der Alkyl-
anteil 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthalt, Cycloalkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Aryl ausgewahlt sind, und
R, Wasserstoff oder eine geradkettige oder verzweigtkettige Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist,
oder deren pharmazeutisch annehmbaren Salzes zur Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei der
Verlangsamung der Progression bei einem Patienten mit Nephropathie, Retinopathie, Neuropathie und zur
Verhitung der Verfarbung der Zahne.

12. Verfahren zur Verminderung des Verderbens von Proteinen in Nahrungsmitteln, wobei dieses Verfah-
ren das Mischen einer wirksamen Menge einer Verbindung oder einem pharmazeutisch annehmbaren Salz
dieser Verbindung mit den Nahrungsmitteln umfasst, worin die wirksame Menge die Bildung von Glykosilie-
rungs-Endprodukten oder die Protein-Quervernetzung inhibiert, wobei die Verbindung die Formel hat:

R; ﬁ R4 Rs

NV /25 N
"y \.—-—/ 7 COOR~
R3 Rs

worin R,, R,, R, und R, gleich oder verschieden sein kdnnen und unabhangig aus der Gruppe bestehend aus
Wasserstoff, Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aryl, Cyclo-
alkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Alkoxy mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ausgewahlt sind,
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R, und Ry gleich oder verschieden sein kdnnen und unabhéngig aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff,
Halogen, geradkettigem oder verzweigtkettigem Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, Aralkyl, worin der Alkyl-
anteil 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthalt, Cycloalkyl mit 3 bis 7 Kohlenstoffatomen und Aryl ausgewahlt sind, und
R, Wasserstoff oder eine geradkettige oder verzweigtkettige Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

) N
\ NH C NH / \
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FIG. 1
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