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DESCRIPCION
Inhibidores radiomarcados del transportador de glicina 1

La presente invencion se refiere a nuevos inhibidores radiomarcados de la formula general | del transportador de
glicina 1 (GlyT1), utiles para el marcado y el diagnéstico por la imagen de la funcionalidad del transportador de
glicina 1.

0]

en la que
R' es isopropoxi o 2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi; y
R%es un grupo CHjs radiomarcado, en el que el radionuclido es el H®oelC".

Se ha encontrado que los compuestos radiomarcados de la férmula | pueden utilizarse como radiotrazadores PET
(Positron Emission Tomography) para la funcionalidad del transportador de glicina 1 el marcado y diagndstico
molecular por la imagen de la funcionalidad del transportador de glicina 1. El analisis por la imagen se basa en la
interaccion selectiva y especifica de una sonda molecular (p.ej. un radiotrazador) con una diana bioldgica (por
ejemplo un receptor, una enzima, un canal idénico o cualquier otro componente celular que sea capaz de unirse y
retener la sonda molecular), que se visualiza a través de la PET, resonancia magnética nuclear, infrarrojo cercano u
otros métodos. La PET, una modalidad del analisis nuclear por la imagen con finalidades médicas, es ideal para
generar imagenes tridimensionales, que proporcionan una informacion importante sobre la distribuciéon de una diana
bioldgica en un 6rgano determinado, o sobre la actividad metabdlica de tal 6rgano o célula o sobre la capacidad de
un farmaco para entrar en tal 6rgano, para fijarse sobre una diana bioldgica y/o para modificar procesos biolégicos.
Dado que la PET es una técnica no invasiva de generacién de imagenes, podra utilizarse para investigar la
patofisiologia de una enfermedad y la accién de un farmaco sobre una diana molecular determinada o sobre
procesos celulares que tienen lugar en humanos y en animales. La capacidad de un radiotrazador PET especifico de
una diana molecular determinada puede facilitar el desarrollo farmacoldgico y la comprensién del mecanismo de
accioén de un farmaco. Ademas, un radiotrazador PET puede facilitar el diagndstico de una enfermedad demostrando
los cambios patofisioldgicos que tienen lugar como consecuencia de una enfermedad.

Los inhibidores de transportador de glicina son apropiados para el tratamiento de trastornos neurolégicos y neu-
ropsiquiatricos. La mayoria de estados patolégicos implicados son las psicosis, la esquizofrenia (Armer, R.E. y Miller,
D.J., Exp. Opin. Ther. Patents 11 (4), 563-572, 2001), los trastornos psicoticos del humor, por ejemplo el trastorno
depresivo mayor severo, los trastornos de humor asociados con trastornos psicoéticos, por ejemplo la mania aguda o
la depresion, asociados con trastornos bipolares y trastornos de humor asociados con la esquizofrenia (Pralong, E.T.
y col., Prog. Neurobiol. 67, 173-202, 2002), los trastornos autistas (Carlsson, M.L., J. Neural Trans. 105, 525-535,
1998), los trastornos cognitivos, por ejemplo demencias, incluida la demencia debida a la edad y la demencia senil
de tipo Alzheimer, los trastornos de memoria en un mamifero, incluidos los humanos, los trastornos de déficit de
atencion y el dolor (Armer, R.E. y Miller, D.J., Exp. Opin. Ther. Patents 11 (4), 563-572, 2001).

El cerebro humano es un érgano complejo, formado por millones de neuronas intercomunicadas. La comprension de
las anomalias relativas a enfermedades es la clave para el futuro desarrollo de diagndsticos efectivos y de nuevas
terapias. El estudio de las anomalias bioquimicas en los humanos se esta convirtiendo rapidamente en un
componente esencial e integral de procesos de descubrimiento y desarrollo de farmacos. En el estilo tradicional, el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos se ha realizado con un gran énfasis en las técnicas “in vitro” para
elegir los compuestos mas prometedores, que posteriormente se ensayan en animales vivos antes de iniciar la
administracion a humanos. Dado que los sistemas “in vitro” solo reflejan una parte de la complejidad de los sistemas
vivos y los modelos animales “in vivo” de enfermedades humanas a menudo son solo una aproximacion a la
patologia humana, existe una conciencia creciente de que una comprension profunda de la interaccién entre
farmaco y receptor, en este caso el hombre vivo, en un estadio inicial de este proceso seria la fuerza motora
principal en la posterior intensificacion del descubrimiento y desarrollo eficiente y oportuno de nuevos agentes
terapéuticos. Durante los ultimos afios se ha producido un uso creciente del analisis por la imagen para fines
médicos humanos, para evaluar patologias, procesos patoldgicos y la accion de los farmacos. Estas modalidades de
analisis por la imagen incluyen la PET, MRI, CT, ultrasonidos, EEG, SPECT vy otros (British Medical Bulletin 65, 169-
177, 2003). Por lo tanto, el uso de modalidades no invasivas de andlisis por la imagen, p.ej. la PET, es una
herramienta de valor incalculable para el futuro desarrollo de farmacos. Las técnicas nucleares no invasivas de
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generacion de imagenes pueden utilizarse para obtener informacion basica y de diagnéstico acerca de la fisiologia y
de la bioquimica de una gran variedad de sujetos vivos. Estas técnicas se basan en una instrumentacion sofisticada
para la generacion de las imagenes, que es capaz de detectar la radiacién emitida por los radiotrazadores
administrados a tales sujetos vivos. La informacién obtenida puede reconstruirse para conseguir imagenes planas y
tomograficas, que revelan la distribucion del radiotrazador en funcion del tiempo. El uso de radiotrazadores puede
generar imagenes que contienen informacién de la estructura, funcionamiento y, lo que es mas importante, sobre la
fisiologia y la bioquimica del sujeto. Mucha informacién de este tipo no puede obtenerse por otros medios. Los
radiotrazadores empleados en estos estudios se han disefiado para que tengan comportamientos definidos “in vivo”,
que permitan la determinacién de informacion especifica relativa a la fisiologia o la bioquimica del sujeto.
Actualmente, los radiotrazadores se emplean para obtener informacion util relativa al funcionamiento del corazon, el
flujo de sangre por el miocardio, la perfusiéon pulmonar, el funcionamiento del higado, el flujo de sangre a través del
cerebro, la glucosa en regiones del cerebro y el metabolismo del oxigeno (WO 2007/041025).

Ademas,

- la generacion de imagenes PET constituye un ensayo cuantitativo no invasivo de la neuroquimica normal y
andmala de un ser humano en un estadio temprano del desarrollo farmacolégico para intensificar el descubrimiento
efectivo y eficaz de agentes terapéuticos;

- las dosis de compuestos marcados con trazador permiten una evaluacién temprana de los nuevos farmacos: estu-
dios de bio-distribucion; estudios de ocupacién de receptor para optimizar el régimen de dosificacion del farmaco y
caracterizar las respuestas en sentido descendente de la accién del farmaco;

- la comprension de los mecanismos patoldgicos en el ser humano empleando técnicas invasivas guarda una
relacion muy estrecha con el futuro desarrollo del diagndéstico y tratamiento de enfermedades y de nuevos agentes
terapéuticos.

Los radionuclidos empleados habitualmente en la PET incluyen: c", N® 0" o F® En principio es posible marcar
todos los farmacos para obtener analogos del compuesto original, pero solo unos pocos han resultado aplicables
como agentes de generacion de imagenes “in vivo” en humanos. El tiempo de vida media radiactiva del c",N™, 0"
y F'® es de 20, 10, 2 y 110 min, respectivamente. Estos tiempos cortos de vida media confieren un gran ndmero de
ventajas a su utilizacién como trazadores para verificar procesos bioldgicos “in vivo” aplicando la PET. Se han hecho
posibles los estudios repetidos sobre un mismo sujeto en un mismo dia. La PET se esta utilizando cada vez mas
como herramienta para determinar las relaciones de farmaco-dosis-enzima/ocupacion de receptor en compuestos
bien definidos. El uso de radiotrazadores de la PET, que se fijan especificamente sobre el receptor o la enzima
dianas, puede proporcionar informacion sobre:

- la capacidad de un farmaco para entrar en el cerebro y fijarse sobre un sitio diana,

- el grado de ocupacion del sitio diana conseguido con una dosis determinada del farmaco,

- el tiempo-curso de ocupacion y

- la cinética relativa en plasma y tejidos del farmaco en cuestion.

Los estudios de ocupacion se realizan con radiotrazadores PET, que normalmente no son idénticos con el farmaco
que es objeto de estudio (British Medical Bulletin 65, 169-177, 2003).

Es objeto de la presente invencién encontrar nuevos radiotrazadores para la generacién de imagenes PET “in vivo”
del transportador de glicina 1. Se ha encontrado que los compuestos radiomarcados de la formula | obtenidos tienen
un potencial para utilizarse como agentes para la generacion de imagenes que visualizan al transportador de glicina
1 en los humanos. Los siguientes compuestos radiomarcados estan contemplados en la presente invencion:

un compuesto radiomarcado de la formula

3H*~‘3H
O

un compuesto radiomarcado de la formula
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3
0o I-B,
un compuesto radiomarcado de la formula

un compuesto radiomarcado de la formula

Otras formas de ejecucion de la invencidn son los compuestos de la férmula | para el uso como ligando de GlyT1,
para el uso en estudios de fijacion del GlyT1 y para el uso como radiotrazadores PET.

Los presentes compuestos pueden utilizarse ademas para el analisis por la imagen con fines de diagnoéstico del
GlyT1 en el cerebro de un mamifero.

La invencién comprende un método para la formacion de imagenes de diagnéstico del transportador GlyT1, que
consiste en administrar a un mamifero una cantidad eficaz de un compuesto de la férmula | y comprende un método
de deteccion del funcionamiento del GlyT1 en tejidos de mamifero, que consiste en administrar a un mamifero, en el
que se desea tal deteccion, una cantidad eficaz de un compuesto de la formula 1.

Un objeto de la presente invencion es el uso de un compuesto de la formula | para la fabricacion de una composicion
destinada a la generacién de imagenes de diagnostico del GlyT1 en el cerebro de un mamifero.

Los inhibidores del transportador GlyT1 son Utiles para el tratamiento de enfermedades, tales como psicosis, dolor,
disfuncion de la memoria y del aprendizaje, esquizofrenia, demencia y otras enfermedades, en las que exista un
desequilibrio en los procesos cognitivos, tales como los trastornos por déficit de atencion o la enfermedad de Alz-
heimer. La indicacion preferida es la esquizofrenia.

La esquizofrenia es una enfermedad neuroldgica progresiva y devastadora, caracterizada por sintomas positivos
episddicos, por ejemplo delirios, alucinaciones, trastornos del pensamiento y psicosis y sintomas negativos
persistentes, por ejemplo afecto plano, trastornos de atencion y retraimiento social y desequilibrios cognitivos.

Los compuestos no radiomarcados ya son conocidos por la técnica anterior y se han descrito en WO 2006/082001
como inhibidores del transportador GlyT1.

En el esquema 1 se representa una via de sintesis para obtener los compuestos de la férmula (1) en la que R? es un
grupo radiomarcado:
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Esquema 1
0o R o R
Base
N N
O,S:O R2-X O:?:O
I 1] 2
H R
0 0

Se hace reaccionar el compuesto de la férmula Il con una base, por ejemplo el carbonato de ceS|o y con un reactivo
de la férmula Ill, en la que R? es un grupo que contiene un radionuclido elegido entre H® y C , ¥ X es un grupo
saliente, por ejemplo el yodo. El reactivo de la férmula Ill, por ejemplo el yoduro de metilo[H ] es conocido vy el
yoduro de metllo[C ] es también conocido y puede obtenerse por el método de Larsen, P., Ulin, J., Dahlstrom, K., J.
Label. Compds. Radiopharm. 37, 73-75, 1995.

En el esquema 2 se representa un método para la sintesis del compuesto de la férmula (l1), en la que R' es (S)-
2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi.

Esquema 2
] LF (:]/CENH i
o F HO" CF, @27 F O . OOJ\hF
HO HO NJ\© F
Base IV agente de condensacion
Base Vi
0]
Iy
- » 0 O fF .
acido clorosulfonico N F o OJYF
- =
O=§=O Ifito sodi
. . sulfito sodico O"S\OH
Vil
0]

El compuesto intermedio acido IV puede obtenerse por reaccion del acido orto-fluor-benzoico (producto comercial)
con el (S)-1,1,1-trifluor-propan-2-ol (CAS: 3539-97-7) en presencia de una base, por ejemplo el hidruro sédico, en un
disolvente, por ejemplo el dioxano. La condensacion del acido IV con la indolina conocida V (WO 2006/082001) para
obtener la amida VI puede realizarse en presencia de un reactivo de condensacion, por ejemplo el TBTU, y una
base, por ejemplo la diisopropiletilamina, en un disolvente, por ejemplo la DMF. La clorosulfonilacion del VI para
obtener el compuesto intermedio cloruro de sulfonilo VII puede efectuarse en presencia del acido clorosulfénico en
un disolvente, por ejemplo el dicloroetano. La reduccién del VIl al acido sulfinico Il puede realizarse empleando
sulfito sédico como agente reductor, en un disolvente del tipo DMF y agua.

En el esquema 3 se representa un método de sintesis del compuesto de la férmula (Il), en la que R es isopropoxi.
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Esquema 3
SN eol o ok
J\ HO @]
N

e PR O %
HOA(; —_— OT)S=O _— 0=S=0

0=S=0 | S!"' —; base de 5 K

| P i VAl condensacion ~g—
VIl \ IX X

El compuesto intermedio 1X puede obtenerse por reaccion del acido VIII (WO 2005/014563) con el agente alquilante
(yodometil)trimetilsilano (producto comercial) en presencia de una base, por ejemplo la diisopropilamida de litio y un
aditivo de tipo TMEDA, en un disolvente, por ejemplo el THF. La condensacién del acido IX con la isoindolina
conocida V (WO 2006/082001) para obtener la amida X puede realizarse en presencia de un reactivo de
condensacion, por ejemplo el TBTU, y una base, por ejemplo la diisopropiletilamina, en un disolvente del tipo DMF.
La transformacion del X en el acido sulfinico 1l puede realizarse en presencia de TBAF en un disolvente del tipo THF.

Abreviaturas

TBTU tetrafluorborato de O-benzotriazolil-tetrametilisouronio
DMF dimetilformamida

TBAF fluoruro de tetrabutilamonio

THF tetrahidrofurano

TMEDA tetrametiletilenodiamina

MTBE éter de metilo y tert-butilo

LDA diisopropilamida de litio

Tal como se ha descrito antes, se ha encontrado que los compuestos radiomarcados de la férmula | pueden
utilizarse como ligandos PET para el marcado y generacion de imagenes moleculares para el diagndstico de la
funcionalidad del transportador de glicina 1.

Los correspondientes compuestos no marcados [5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(te—-
trahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona y (2-isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-
1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona] son activos “in vitro” sobre el transportador GlyT1 con un valor ICso (UM) de 0,028
y 0,014, respectivamente. El método de ensayo se describe en WO 2006/082001.

Estudios autorradiograficos en el cerebro de una rata

La distribucion de los sitios de fijacion de la [H3][5-metanosulfoniI-2—((S)—2,2,2—trif|uor-1—metil-etoxi)—fenil]-[5-
(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona vy [H3][2-isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-
piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona] se investigan en el cerebro de una rata.

Para estos ensayos se emplean ratas Wistar machos. Se sacrifican las ratas; sus cerebros se extraen rapidamente y
se congelan en hielo seco en polvo. Se cortan secciones sagitales de diez ym de grosor en un Cryostat y se montan
al descongelar por adhesion sobre portaobjetos de vidrio. En primer lugar se incuban las secciones de cerebro
durante 10 min en un tampén de Ringer (NaCl 120 mM, KCI 5 mM, CaClz 2 mM, MgCl; 1 mM, Tris-HCI 50 mM de pH
7,4) a 37°C y después durante 60 min en tampdn de Ringer a 37°C que contiene la [H3]5-metanosuIfoniI-2—((S)—2,2,2—
trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona o la [H3][2—isopropoxi-5-
metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona] en una concentraciéon de 1 nM. Para
la evaluacion de la fijacién no especifica (NSB) del radiotrazador se incuba un grupo adicional de secciones en
tampon de Ringer que contiene el radiotrazador y el inhibidor de GlyT1 de referencia Org 24598 en una
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concentraciéon de 10 yM (60 en a 37°C). Al término de la incubacion, se enjuagan las secciones 2 x 5 miny 1 x 15
min en tampoén de Ringer enfriado con hielo (4°C) y se sumergen rapidamente, tres veces, en agua destilada a 4°C.
Se secan las secciones de cerebro montadas sobre portaobjetos con una corriente de aire frio y se exponen junto
con una microescala [H ] a una placa del tipo Fuji Imaging durante 5 dias. Se escanea la placa de analisis por la
imagen en un escaneador de placas de alta resoluciéon FujiFilm. Se mide la cantidad total de radiotrazador que se
encuentra en las zonas del cerebro de interés (TB) mediante el programa de anaI|S|s por la imagen MCID y se
expresan en fmoles de radiotrazador fijjado/mg de proteina. La cantidad de la [H ]5 metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-
trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona fijada especificamente sobre el
transportador GlyT1 (SB) se calcula con arreglo a la férmula: SB = TB — NSB.

Los resultados obtenidos indican que la distribucion de los sitios de fijacion de la [H ]5 metanosulfonll 2-((S)-2,2,2-
trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona 'y la [H ][2 isopropoxi-5-
metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona] corresponden a la distribucion
conocida del transportador GlyT1 [Cubelos B., Gimenez C., Zafra F., Cereb Cortex 15, 448-459, 2005; Zafra F.,
Aragon C., Olivares L., Danbolt N.C., Gimenez C., Storm-Mathisen J., J. Neuroscience. 15, 3952-69, 1995]. Se
observan densidades elevadas de sitios de fijacion en el talamo, el tronco cerebral, puente de Variolo y bulbo
raquideo y el cerebelo. Se observan densidades bajas en el estriado, el cortex y el hipocampo. La co-incubacién de
los radiotrazadores con concentraciones elevadas del inhibidor especmco del GlyT1 Org 24598 u otros inhibidores
especificos del GlyT1 impiden por completo la fijacién tanto de la [H ] 5- metanosulfonll 2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-
etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona como de la [H ][2 isopropoxi-5-metanosulfonil-
fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona] sobre las secciones de cerebro de rata, lo cual
confirma que los dos radiotrazadores se fijan sobre el transportador GlyT1.

Estudios PET “in vivo” en el babuino

1) Analisis por la imagen PET con [C ][2 isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-
isoindol-2-il]-metanona] y [C”]S metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-
dihidro-isoindol-2-il]-metanona

Los ensayos antes descritos se efectian en babuinos machos (Papio anubis). Se mantienen los animales en ayunas
durante 12 horas antes del estudio PET. Inicialmente se sedan los babuinos por via intramuscular con clorhidrato de
ketamina en dosis restringidas de 5-7 mg/kg para conseguir un ligero plano de anestesia y después se mantiene por

infusion intravenosa continua de propofol a razén de 0,3-0,4 mg/kg/h (emulsién inyectable de DIPRIVAN®). Se
mantiene el volumen circulatorio por infusién de solucién salina isoténica. Se inserta un catéter en la arteria femoral
para la extracciéon de sangre. A lo largo del estudio se hace el seguimiento continuo de los signos vitales fisiolégicos,
incluido el pulso, el ECG, la presion sanguinea (Spacelabs Monitor, Issaquah, WA, EE.UU.) y la saturacién de

oxigeno (Nellcor OxiMax® N-600™ Pulse Oximeter, Pleasanton, CA, USA). Se coloca al animal en un escaneador

del tipo ECAT HRRT® brain PET (High Resolution Research Tomograph, CPS Innovations, Inc., Knoxville, TN). Se
mete la cabeza del animal en una mascara termoplastica, que se sujeta a un cabezal para conseguir una fijacion
reproducible. Inicialmente se realiza un escaneo de transmisién de 6 min con una fuente puntual de 1 mCi de Cs-137
para la correccion de la atenuacién. Se administran por via |ntravenosa la [C ][2 isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-
[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il-metanona] y la [C'']-5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-
etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona en forma de inyeccion de bolo durante 1
minuto. Se inician el escaneo PET y la extraccion de sangre arterial en el momento de comenzar la administracion
del radiotrazador y se registran las imagenes PET des del minuto 0 al 90 después de la administracion del
radiotrazador.

Los resultados de estos estudios de andlisis por la imagen demuestran que los dos radlotrazadores [C11][2 -iso-
propoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il-metanona] y [C ] -5-metanosulfonil-2-
((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona) se absorben
rapidamente en multiples zonas del cerebro con curvas de actividad temporal que ponen de manifiesto un pico de
absorcion 20-30 min después de la administracion y un lento descenso durante el resto del estudio. La distribucion
regional de los dos radiotrazadores refleja la distribucién conocida del transportador de glicina 1 (GlyT1) con una
mayor acumulacion en el puente de Varolio, el tronco cerebral, el cerebelo y el talamo que en las regiones corticales
(Cubelos B., Gimenez C., Zafra F., Cereb Cortex 15, 448-459, 2005).

2) Andlisis por la imagen PET con compuestos farmacoldgicos de ensayo

Con estos ensayos se comprueba la capacidad de los inhibidores del GlyT1 no marcados para bloquear la absor0|on
de la de [C ][2 isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona] y [C ]
5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona en
las regiones cerebrales, de las que se sabe que contienen el GlyT1. Dado que tanto la [5-metanosulfonil-2-((S)-
2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona como la (2-isopropoxi-5-
metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona son inhibidores selectivos del GlyT1,
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se elige uno de estos compuestos, la [5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-
il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il-metanona, para los ensayos descritos a continuacion.

Cada animal recibe dos administraciones sucesivas del radiotrazador en el mismo dia. La primera administracién de
radiotrazador se aplica para determinar la absorcién de linea base de radiotrazador. Después del escaneo de la
linea base, el babuino recibe una administracién intravenosa de la [5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-
etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona no marcada (bloqueador). La infusién del
bloqueador se inicia 20 min antes de la (segunda) inyeccidon de radiotrazador. En primer lugar, la infusion del
bloqueador es de 0,2 mg/kg. Pasados 10 min, se cambia el caudal para administrar 0,5 mg/kg durante los 100 min
restantes del estudio. Los ensayos farmacocinéticos previos y el modelado de los datos indican que estas
velocidades de infusion producen niveles constantes en plasma de la [5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-
etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona durante el intervalo de tiempo de escaneo
PET.

Con el tratamiento previo con [5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-
dihidro-isoindol-2-ill-metanona fria (un inhibidor selectivo del GlyT1) se bloquea por completo la absorcion especifica
de los dos radiotrazadores, la [C'"][2-isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-
ill-metanona] y la [C'"]-5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-
isoindol-2-il]-metanona) y conducen a una distribucion homogénea de la radiactividad en todo el cerebro. Estos
resultados confirman la especificidad de los dos radiotrazadores con respecto al transportador GlyT1 y ponen
claramente de manifiesto que su fijacion sobre el transportador GlyT-1 puede reducirse con farmacos no marcados
que se fijan sobre el transportador GlyT1.

Los compuestos de la presente invencion son herramientas de diagnéstico, que pueden ser utiles para el diagnéstico
de trastornos del sistema nervioso central, por ejemplo de la esquizofrenia, de desequilibrios cognitivos y de la enfer-
medad de Alzheimer.

La dosificacion puede variar dentro de amplios limites y, obviamente, tendra que ajustarse a los requisitos indivi-
duales de cada caso particular.

Los inhibidores radiomarcados se administran con preferencia por via intravenosa.

Una solucion inyectable puede tener la composicién siguiente:

Compuesto de la férmula (1) 1mg
HCI1 N 20 ul
acido acético 0,5 mg
NaCl 8 mg
fenol 10 mg
NaOH 1 N, cantidad suficiente hasta pH5
H,0, cantidad suficiente hasta 1 mi

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion pero con ellos no se pretende limitar el alcance de la misma.

Ejemplo 1

[H -metil]-[5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-

metanona
F
(6] (0] F
F
N
0=8=0
3H“‘3H
O M

a) paso 1

acido 2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-benzoico
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0] [0}
E

E
HO

Se afiaden 36,0 g (316 mmoles) de (S)-1,1,1-trifluor-propan-2-ol (CAS: 3539-97-7) a una suspension fria (de 0 a
5°C) de 17,0 g (425 mmoles) de NaH (calidad ind., al 60 %) en 200 ml de dioxano. Se agita la suspension a
temperatura ambiente durante 0,5 h, se enfria (de 0 a 5°C) y se le afiade una solucién de 20,0 g (143 mmoles) de
acido 2-fluor-benzoico en 100 ml de dioxano. Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 0,5 h y a reflujo
durante 140 h. Se vierte la mezcla sobre 800 ml de agua, se lava con 300 ml de MTBE, se acidifica a pH 2 con acido
clorhidrico y se extrae el producto con MTBE. Se evapora el disolvente con vacio y se cristaliza el residuo en
etanol/agua, obteniéndose 27,3 g (82 %) del compuesto epigrafiado en forma de sdlido blanco. EM (m/e) = 234,1
M]".

b) paso 2
[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-[2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-metanona

F
o O F
NJ\©F

A una solucién de 0,9 g (3,8 mmoles) del acido 2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-benzoico en 9 ml de DMF se le
afiaden a temperatura ambiente y en atmoésfera de argén 1,4 g (4,2 mmoles) de TBTU, 3,3 ml (19,2 mmoles) de N-
etildiisopropilamina y finalmente 0,8 g (3,8 mmoles) de 5-(tetrahidro-piran-4-il)-2,3-dihidro-1H-isoindol (CAS: 905274-
50-2). Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante una noche. Se elimina el disolvente con vacio. Se disuelve
el residuo en acetato de etilo. Se lava la solucién dos veces con agua y dos veces con una solucion saturada de
NaHCOs3, se seca con Na,SOq, se filtra y se concentra con vacio. Se purifica el aceite en bruto por cromatografia de
columna flash a través de gel de silice eluyendo con un gradiente formado por heptano y acetato de etilo,
obteniéndose 1,5 g (93 %) del compuesto epigrafiado en forma de aceite amarillo. EM (m/e) = 420,2 [M+H]".

c) paso 3
cloruro de 3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-carbonil]-4-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-
bencenosulfonilo

)

Se afade por goteo una solucién de 0,2 g (0,47 mmoles) de la [5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-[2-
((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-metanona en 2 ml de 1,2-dicloroetano a 0,32 ml (4,7 mmoles) de acido cloro-
sulfénico enfriando con un bafio de hielo. Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos y después
a 55°C durante 30 minutos. Se enfria la mezcla en un bafio de hielo y se trata por goteo con 2 ml de agua. Se diluye
la mezcla con diclorometano. Se separa la fase organica y se extrae la fase acuosa dos veces con diclorometano.
Se reunen los extractos del diclorometano, se secan con Na;SQy, se filtran y se concentran con vacio. Se agita la
espuma resultante con acetato de etilo. Se filtra el sélido. Se lava el liquido filtrado dos veces con una solucién
saturada de NaHCOs3;, se seca con Na,SO., se filtra y se concentra con vacio, obteniéndose 0,12 g (51 %) del
compuesto epigrafiado en forma de espuma ligeramente amarilla. EM (m/e) = 517,1 [M]".

d) paso 4
3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-carbonil]-4-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-bencenosulfinato, sal
sodica
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(0]

Se disuelven 1,15 g (8,94 mmoles) de Na,SOs y 1,70 g (9,60 mmoles) de Na,HPO4 hidratado en 13 ml de agua. Se
aflade una solucién etandlica del cloruro de de 2,40 g (4,63 mmoles) de 3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-
isoindol-2-carbonil]-4-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-bencenosulfonilo. Se agita la mezcla reaccionante de 35 a 40°C
durante 1 hora y después a temperatura ambiente durante una noche. Se afiaden 1,3 g de Speedex, se filtra la
mezcla reaccionante y se concentra el liquido filtrado. Se trata el producto en bruto con una soluciéon acuosa de
acido citrico/NaCl y se extrae con MTBE/THF = 1:1. Se evapora el disolvente organico, se disuelve el residuo en
MeOH/agua (2:1) y se trata con 800 mg (9,52 mmoles) de NaHCOs. Se afiade 1 g de Speedex y se filtra la mezcla
reaccionante y se concentra con vacio. Se purifica el residuo por cromatografia empleando una columna de fase
inversa (RP-18, agua/metanol), obteniéndose 1,12 g (48 %) del compuesto epigrafiado en forma de espuma blanca.
EM (m/e) = 484,3 [M+H]".

e) paso 5
[HgmetiI]-[5-metanosuIfoniI-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-feniI]-[5-(tetrahidro-piran-4-i|)-1 ,3-dihidro-isoindol-2-il]-
metanona

Se afiaden 0,16 mg (1,2 ymoles) de Lil a una solucién de 50 mCi (0,15 mg, 0,6 pmoles) de nosilato de metilo[H3] en
0,2 ml de DMF. En un vial cerrado se agita la mezcla reaccionante a 20°C durante 3 h, se le afiaden 0,6 mg (1,4
umoles) de 3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-carbonil]-4-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-
bencenosulfinato sédico y 1,0 mg (3,1 pmoles) de carbonato de cesio y se continta la agitacién a 20°C durante 2 h.
Se trata la mezcla reaccionante con agua y salmuera y se extrae con acetato de etilo. Después de la evaporacion
del disolvente organico se purifica el producto resultante en bruto por cromatografia de columna (gel de silice,
acetato de etilo/heptano = 4:1), obteniéndose 23,9 mCi (48 %) del compuesto epigrafiado tritiado de una actividad
especifica de 74 Ci/mmol (segun el analisis por EM). El analisis HPLC de los compuestos radiomarcados indica una
pureza radioquimica de > 99%.

Ejemplo 2
[C -metil]-[5-metanosulfonil-2-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-
metanona

e} 3

Se disuelve el 3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-carbonil]-4-((S)-2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi)-
bencenosulfinato sddico (1 mg, 2 ymoles) en 100 pl de dimetilformamida. Se sella el vial; se agita la solucién durante
un minuto, se inyecta en un sistema Bioscan AutoLoop y se somete a un barrido de argén (30 ml/min) durante 5
segundos. Se transfiere el yoduro de metilo[C”] (obtenido por el método de Larsen, P., Ulin, J., Dahlstrom, K.; J.

10
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Label. Compds. Radiopharm. 37, 73—-75, 1995) a un sistema Bioscan Autoloop (Bioscan Inc., Washington, DC) en
una corriente de helio (30 ml/min). Se captura el yoduro de metilo[C”] en el AutoLoop durante 3,5 minutos antes de
interrumpir el flujo. Pasados 4,5 minutos se transfiere la mezcla reaccionante automaticamente a una HPLC
semipreparativa y se procesa del modo siguiente. Se recoge el producto en un recipiente de presién, en el que se
diluye con 50 ml de agua, después se introduce en una columna Waters C-18 SepPak Plus (ver a continuacion las
condiciones de la HPLC analitica y preparativa). Se lava la SepPak que contiene el compuesto epigrafiado purificado
con 10 ml de una solucién salina normal, a continuacion se eluye el producto con 1 ml de etanol absoluto y después
con 10 ml de solucion salina normal a través de un filtro de 0,22 micras para efectuar la esterilizacion en un vial
estéril, libre de pirdgenos, que contiene 4 ml de solucién salina normal.

Condiciones de la HPLC analitica: Onyx C1g8 4,6x100 mm 35:65 MeCN:H,O TEA pH 7,2 a 3 ml/min; HPLC
preparativa: XTerra C1g 5y 19x100 mm 40:60 MeCN:H20 0,1 M formiato NH4 a 18 ml/min.

Ejemplo 3

["H-metil]-(2-isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona

a) paso 1
acido 2-isopropoxi-5-(2-trimetilsilanil-etanosulfonil)-benzoico

A una suspension agitada a -70°C de 0,26 g (1 mmol) de acido 2-isopropoxi-5-metanosulfonil-benzoico (CAS:
845616-02-6) y 0,75 ml (5 mmoles) de TMEDA en 2,6 ml THF se le afiade por goteo una soluciéon de LDA
(preparada con 1,3 ml (2,1 mmoles) de una solucién 1,6M de n-butil-litio en hexano y 0,3 ml (2,1 mmoles) de
diisopropilamina en 2,5 ml de THF a 0°C). Se agita la suspensién ligeramente amarilla a -70°C durante 30 minutos.
Se le afiade por goteo durante un periodo de 5 minutos una solucién de 0,19 ml (1,3 mmoles) de (yodometil)-
trimetilsilano en 0,5 ml THF. Se agita la suspensién amarilla a -70°C durante 15 minutos y se deja calentar a
temperatura ambiente. Se agita la solucién ligeramente amarilla a temperatura ambiente durante 1 hora y se trata
con 5 ml de salmuera. Se diluye la mezcla con 5 ml de agua. Se concentra la mezcla con vacio. Se acidifica
cuidadosamente la fase acuosa con HCI 1N y se extrae 3 veces con diclorometano. Se reunen los extractos, se
secan con NaxSOy, se filtran y se concentran con vacio. Se purifica el producto en bruto por cromatografia de
columna flash a través de gel de silice eluyendo con un gradiente formado por heptano y acetato de etilo,
obteniéndose 0,21 g (63%) del compuesto epigrafiado en forma de aceite amarillo. EM (m/e) = 343,0 [M-H]".

b) paso 2
[2-isopropoxi-5-(2-trimetilsilanil-etanosulfonil)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona

11
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De modo similar al procedimiento descrito para la sintesis del ejemplo 1, paso 2, se obtiene el compuesto epi-
grafiado a partir del 5-(tetrahidro-piran-4-il)-2,3-dihidro-1H-isoindol (CAS: 905274-50-2) y del acido 2-isopropoxi-5-(2-
trimetilsilanil-etanosulfonil)-benzoico. EM (m/e) = 529,3 [M]".

c) paso 3

4-isopropoxi-3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-carbonil]-bencenosulfinato sédico

(0]

Se disuelven 1,40 g (2,64 mmoles) de la [2-isopropoxi-5-(2-trimetilsilanil-etanosulfonil)-fenil]-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-
1,3-dihidro-isoindol-2-il-metanona en 14 ml de THF y se tratan a 60°C durante 3,5 horas con 4,0 ml (4,0 mmoles) de
una solucion 1 M de TBAF en THF. Se vierte la mezcla reaccionante sobre una solucién acuosa de acido
citrico/NaCl y se extrae con MTBE/THF = 1:1. Se evapora el disolvente organico, se disuelve el residuo en
MeOH/agua (3:1) y se trata con 600 mg de NaHCOs3. Después de la concentracion, se purifica el residuo por
cromatografia en una columna de fase inversa (RP-18, agua/metanol), obteniéndose 0,66 g (55 %) del compuesto
epigrafiado en forma de espuma blanca. EM (m/e) = 430,2 [M+H]".

d) paso 4
[HﬁmetiI]-(2-isopropoxi-5-metanosuIfoniI-feniI)-[5-(tetrahidro-piran-4-i|)-1 ,3-dihidro-isoindol-2-il]-metanona

3H*-3
(0] 3

Se afiaden 0,16 mg (1,2 pmoles) de Lil a una solucion de 50 mCi (0,15 mg, 0,6 ymoles) de nosilato de metilo[Hs] en
0,2 ml de DMF. En un vial cerrado agita la mezcla reaccionante a 20°C durante 3 h, se le afaden 0,6 mg (1,3
umoles) de 4-isopropoxi-3-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-carbonil]-bencenosulfinato sédico y 1,0 mg
(3,1 ymoles) de carbonato de cesio y se continta la agitacion a 20°C durante 2 h. Se trata la mezcla reaccionante
con agua y salmuera y se extrae con acetato de etilo. Después de la evaporacion del disolvente organico se purifica
el producto resultante en bruto por cromatografia de columna (gel de silice, acetato de etilo/heptano = 4:1),
obteniéndose 29,2 mCi (59 %) del compuesto epigrafiado tritiado de una actividad especifica de 74 Ci/mmol (segun
el analisis por EM). El analisis por HPLC de los compuestos radiomarcados indica una pureza radioquimica de > 99
%.

Ejemplo 4
[C " -metil]-(2-isopropoxi-5-metanosulfonil-fenil)-[5-(tetrahidro-piran-4-il)-1,3-dihidro-isoindol-2-ill-metanona

12
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e} 3
De modo similar al procedimiento descrito para la sintesis del ejemplo 2, se obtiene el compuesto epigrafiado a partir

del 4-is1qpropoxi-3-[5-(tetrahidro-piran-4—i|)-1,3-dihidro-isoindol—2-carboniI]-bencenosquinato sédico e yoduro de
5 metilo[C " ].

13
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto radiomarcado de la férmula

'

5 |
en la que
R1 es isopropoxi 0 2,2,2-trifluor-1-metil-etoxi; y
R? es un grupo CHs radiomarcado, en el que el radionuclido es el H* o el C'".

10 2. Un compuesto radiomarcado de la férmula I-A segun la reivindicacion 1, dicho compuesto es el

15

H o ¢

5. Un compuesto radiomarcado de la férmula I-D segun la reivindicacién 1, dicho compuesto es el

14
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3
% I-D

6. Un compuesto de la formula | segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el uso como trazador del
GlyT1.

7. Un compuesto de la formula | segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el uso en un estudio de
fijacion del GlyT1.

8. Un compuesto de la féormula | segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el uso como trazador PET.

9. Un compuesto de la férmula | segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el uso de la generacion de
imagenes con fines de diagndstico del GlyT1 en el cerebro de un mamifero.

10. Un método generacién de imagenes con fines de diagnoéstico del transportador GlyT1, que consiste en adminis-
trar a un mamifero una cantidad eficaz de un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5.

11. Un método para la deteccién de la funcionalidad del GlyT1 en tejidos de mamiferos, que consiste en administrar
a un mamifero, en el que se desea tal deteccién, una cantidad eficaz de un compuesto definido en una cualquiera de
las reivindicaciones 1-5.

12. El uso de un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para la fabricacion de una

composicion destinada a la generacion de imagenes con fines de diagndstico del GlyT1 en el cerebro de un
mamifero.
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