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DESCRIPCION
Ligandos basados en el fenilimidazol radiomarcados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos adecuados para el marcaje o ya marcados con isétopos de semivida
corta, tales como *'C, °0 o '®F, métodos para preparar dichos compuestos asi como el uso de dichos compuestos
como ligandos para PET, para la determinacion de la ocupacién de los sitios de unién de un ligando de la enzima
PDE10A en la enzima PDE10A o para el diagndstico por imagen por tomografia de emisién de positrones (PET).

Antecedentes de la invencion

Los inhibidores de PDE10A pueden ser utilizados para aumentar los niveles de cAMP y/o cGMP en células que
expresan la enzima PDE10A (o solo PDE10OA para abreviar), especialmente las neuronas que conforman los
ganglios basales, y los inhibidores de PDE10A podrian ser (tiles por lo tanto para el tratamiento de varios trastornos
neuropsiquiatricos asociados que implican los ganglios basales, tales como trastornos neurolégicos y psiquiatricos,
esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno obsesivo-compulsivo y similares, y puede tener el beneficio de evitar los
efectos secundarios que se asocian con las actuales terapias en el mercado.

El documento WO 08/020302 (Pfizer Products Incorporated) describe el uso de compuestos heteroaromaticos con
base de quinolina que sirven como inhibidores de PDE10A. El documento WO009/152825 (Lundbeck A/S)
proporciona compuestos derivados del fenilimidazol que son inhibidores enzimaticos de PDE10A, y como tales son
Utiles para tratar trastornos neurodegenerativos y psiquiatricos.

Una dificultad en el desarrollo de compuestos Utiles para el tratamiento de trastornos neurol6gicos y psiquiatricos ha
sido la falta de modelos animales adecuados, la accesibilidad al cerebro limitada para las medidas farmacocinéticas
y la falta de biomarcadores directos adecuados relacionados con la accién en el sistema diana. Por lo tanto, son
necesarios modelos mas precisos para realizar el modelado farmacocinético y farmacodinamico y que puedan
usarse junto con, p. €j., la exposicién plasmatica. Por lo tanto, es evidente que dichos compuestos que pueden
conducir a un mejor modelado farmacocinético y farmacodinamico son valiosos.

Las técnicas de imagen nuclear no invasivas pueden utilizarse para obtener informacion basica y de diagndstico
sobre la fisiologia y bioquimica de sujetos vivos. En los procedimientos técnicos de imagen nuclear, los isétopos se
combinan con o se hacen reaccionar quimicamente con otros compuestos quimicos o farmacéuticos para formar
compuestos radiomarcados. Estos compuestos, una vez administrados al sujeto vivo, pueden localizar a, p. €j.,
organos especificos, receptores celulares o enzimas. Esta propiedad de los radiofarmacos confiere a las técnicas de
imagen nuclear la capacidad de producir imagenes que revelan la distribucién y concentracion del compuesto
radiomarcado en funcién del tiempo.

La tomografia de emisién de positrones (PET) es de particular interés para el desarrollo de farmacos debido a su
elevada sensibilidad y su capacidad de proporcionar datos cuantitativos y cinéticos. Para llevar a cabo un escaneo
PET, se inyecta un is6topo radioactivo de vida corta al sujeto vivo, generalmente en la circulaciéon sanguinea. El
isétopo radioactivo se incorpora quimicamente a una molécula bioldgicamente activa, en el caso de la presente
invencion el isotopo radioactivo se incorpora al inhibidor de PDE10A. El is6topo radioactivo experimenta una
desintegracién por emisién de positrones que lleva eventualmente a la produccion de fotones de aniquilacién
(gamma) que son detectados cuando alcanzan el centelleador en el dispositivo de barrido. La técnica PET depende
por lo tanto de isétopos radioactivos que experimentan la desintegracion por emisién de positrones. Estos
radioisotopos incluyen el carbono-11 (también simbolizado como 11C o 11C), el nitrégeno-13 (también simbolizado
como 13N o 3N), el oxigeno-15 (también simbolizado como 150 o *°0), y el fltior-18 (también simbolizado como 18F
0F).

Los documentos WO 2006/053785 (Glaxo Group Limited), WO 2006/075226 (Pfizer Products Inc.), WO
2009/033584 (Bayer Schering Pharma AG) y WO 2010/097367 (Janssen Pharmaceutica NV) describen varios
compuestos radiomarcados para la tomografia de emision de positrones.

Los documentos Celen et al., Neurolmage 2010, 52, suplemento 1, P. S15, Celen et a.l, The Journal of Nuclear
Medicine 2010; 51: 1.584-1.591, y Tu et al., Nuclear Medicine and Biology 2010; 37: 509-516 describen compuestos
marcados con *®F y *'C para imagen por PET de enzimas PDE10A en el cerebro.

Resumen de la invencién

La invencidn se refiere a compuestos radiomarcados que se unen a enzimas PDE10A y a como dichos compuestos
son utilies para la tomografia de emision de positrones. Consecuentemente, la presente invencion se refiere a un
método para la determinacion de la ocupacién de los sitios de unién a la enzima PDE10A de un ligando de la enzima
PDE10A usando un ligando para PET de la presente invencion.

Consecuentemente, en un aspecto la presente invencion se refiere a compuestos de formula I:
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y su uso como ligandos de la enzima PDE10A en imagen PET, en los que:
los is6topos se eligen entre el grupo que consiste en *'C, °0, y *°F;
el grupo de R1-R7 se elige como sigue:

cuando R1 es un grupo radiomarcado que incorpora o consiste en un is6topo elegido entre 'C, >0 y °F,
entonces R2-R7 se eligen entre H, F, metilo o metoxi;

cuando uno o0 mas de R2-R7 son grupos radiomarcados que incorporan o consisten en un isétopo elegido
entre el grupo que consiste en 'C, *°0 y ®F, entonces R1 se elige entre H; alquilo C1-C6 tal como metilo,
etilo, 1-propilo, 2-propilo e isobutilo; alquil C1-C6-cicloalquilo C3-C8, tal como ciclopropilmetilo;
hidroxialquilo C1-C6, tal como hidroxietilo; fluoropropilo; fluoroetilo; y fluorobutilo.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a sales o hidratos de los compuestos de la presente invencion.

En todavia otro aspecto adicional la invencion se refiere a métodos de produccion y uso de los compuestos de la
presente invencion.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra imagenes de los valores de captacion estandarizados (abreviado generalmente como SUV por
sus iniciales en inglés: standarized uptake value) por PET, suma total de 15 a 90 minutos después de la inyeccion de
[11C]Lu AE92686.

La figura 2 muestra imagenes de los SUV por PET, de 15 a 90 minutos para dos monos.

La figura 3 muestra la cinética de [11C]Lu AE92686 en el cuerpo estriado, resultados obtenidos a partir de dos
monos.

El eje X indica el tiempo (minutos), el eje Y indica SUV.

La figura 4 muestra una curva de dosis-respuesta que representa la unién de [11C]Lu AE92686 al cuerpo estriado
después del estimulo con tres dosis del inhibidor de PDE10A selectivo PF2545920.

El eje X indica los mg/kg de PF2545920, el eje Y indica el % de ocupacion.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos radiomarcados, su produccion y el uso de dichos compuestos para
imagen PET.

Modos de realizacién segun la invencion

A continuacién se describen los modos de realizaciéon de la invencién. El primer modo de realizacién se denomina
E1, el segundo modo de realizaciéon se denomina E2 y asi sucesivamente.

E1l. Un compuesto segun la férmula I



10

15

20

25

30

35

ES 2539464 T3

R3
R2
R6
N R4
Q N | R5
NO N™ “H

/
R1

que comprende al menos un isétopo elegido entre el grupo que consiste en 'C, °0, y **F, o una sal o forma
hidratada del compuesto.

E2. Un modo de realizacién segun el modo de realizacion 1 en el que:

R1 es un grupo radiomarcado que comprende al menos un is6topo elegido entre el grupo que consiste en
11C 150 y18F y

R2-R7 se eligen individualmente entre H, F, metilo 0 metoxi.
E3. Un modo de realizacion segin el modo de realizacion 1 en el que:

uno o mas de R2-R7 son un grupo radiomarcado que comprende un isétopo elegido entre el grupo que
consiste en ''C, 0, y *®F, 0 uno o mas de R2-R5 son *°F, y

R1 se elige entre H; alquilo C1-C6, tal como metilo, etilo, 1-propilo, 2-propilo, isobutilo; alquilo (C1-C6)-
cicloalquilo C3-C8, tal como ciclopropilmetilo; hidroxialquilo C1-C6, tal como hidroxietilo; fluoropropilo;
fluoroetilo; y fluorobutilo.

E4. El compuesto de E1 en el que R3, R4, y R5 son H y R7 es metilo.

E5. El compuesto de E2 y E4 en el que R2 es H'y R6 es metilo.

E6. El compuesto segiin E5 en el que R1 se elige entre el grupo que consiste en **CHs, -CH,*'CHa, -**CH,CHs, -

CH2CH,"'CHa, -*'CH,CH,CHs, -*'CH,CH, CH>CHs, -CH,CH, CH»™CHs, -CH.CH,™F, -CH,CH, CH,'*F y -CH.CH

CH,CH,"°F.

E7. El compuesto segin E3 y E4 en el que R1 y R6 son metilo.

E8. El compuesto segtin E7 en el que R2 es O™'CHjs ([*'C]metoxi).

E9. El compuesto segin E3 y E4 en el que R1 y R6 son metilo.

E10. El compuesto segtin E9 en el que R2 es *°F.

E11. El compuesto segun E3 y E4 en el que R1 es CHz y R2 es H.

E12. El compuesto segun E11 en el que R6 es O™ CH; ([**C]metoxi).

E13. El compuesto seguin E1, en el que el compuesto es 5,8-dimeti|-2-[2-([”C-1-metil]-4-fenil-1H-imidazo|-2-i|)-etil]-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina.

E14. El compuesto segun E1, en el que el compuesto es 8-[11C]metoxi-5-metiI-2[2-(1-metil-4-feni|—1H-imidazol-2-i|)-
etil]-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina.

E15. El compuesto segun E1, en el que el compuesto es 2-{2-[4-(2-[18F]fIuoro-feniI)-1-metiI-lH-imidazol-2-iI]-etil}-5,8-
dimetil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina.

E16. El compuesto segin E1 en el que el compuesto es 2-{2-[4-(2-[11C]metoxi-fenil)-l-metil-1H-imidazol-2-il]-eti|}-
5,8-dimetil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina.

E17. Uso de un compuesto segun cualquiera de E1-E16 como un ligando para PET.

E18. El uso segun E17 para la determinacion de la ocupacion de los sitios de union de un ligando de la enzima
PDE10A a la enzima PDE10A.
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E19. Un método para la preparacion de un compuesto segun cualquiera de E1-E16.
Sustituyentes

El término “alquilo C1-C6” se refiere a una cadena hidrocarbonada saturada lineal o ramificada que tiene de uno a
seis atomos de carbono, inclusive. Ejemplos de dichos grupos incluyen, pero sin limitarse a ellos, metilo, etilo, 1-
propilo, 2-propilo, 1-butilo, 2-butilo, 2-metil-2-propilo, 2-metil-1-butilo y n-hexilo. La expresién “hidroxialquil C1-C6” se
refiere a un grupo alquilo C1-C6 como se ha definido anteriormente que esta sustituido con un grupo hidroxilo.

La expresion “alcoxi C1-C6” se refiere a un grupo alcoxi de cadena saturada lineal o ramificada con uno a seis
atomos de carbono, inclusive, con valencia abierta para el oxigeno. Ejemplos de dichos grupos incluyen, pero sin
limitarse a ellos, metoxi, etoxi, n-butoxi, 2-metil-pentoxi y n-hexiloxi.

El término “cicloalquilo C3-C8" generalmente se refiere a ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo
o ciclooctilo. La expresién “alquilo (C1-C6)-cicloalquilo C3-C8” se refiere a un cicloalquilo C3-C8 como se ha definido
anteriormente que estan sustituidos con un alquilo C1-C6 de cadena lineal o ramificada. Ejemplos de este grupo
incluyen, pero sin limitarse a él, ciclopropilmetilo.

Sales farmacéuticamente aceptables

La presente invencion también se refiere a las sales de estos compuestos, generalmente, sales farmacéuticamente
aceptables. Dichas sales incluyen sales de adicion acida farmacéuticamente aceptables. Las sales de adicién acida
incluyen sales de acidos inorganicos asi como de acidos organicos.

Ejemplos representativos de acidos inorganicos adecuados incluyen los acidos clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico,
fosférico, sulfarico, sulfamico, nitrico y similares. Ejemplos representativos de acidos organicos adecuados incluyen
los acidos férmico, acético, tricloroacético, trifluoroacético, propiénico, benzoico, cinamico, citrico, fumarico, glicélico,
itaconico, lactico, metanosulfénico, maleico, malico, malénico, mandélico, oxdlico, picrico, pirdvico, salicilico,
succinico, metanosulfénico, etanosulfonico, tartarico, ascérbico, paméico, salicilico, succinico, bismetilensalicilico,
etanodisulfonico, gluconico, citracénico, aspartico, estearico, palmitico, EDTA, glicdlico, p-aminobenzoico, glutamico,
bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, acidos teofilina-acéticos, asi como las 8-halotecfilinas, por ejemplo la 8-
bromotecfilina y similares. Ejemplos adicionales de sales de adicion de acidos organicos e inorganicos
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales farmacéuticamente aceptables enumeradas en Berge, S. M. et al.,
J. Pharm. Sci. 1977, 66, 2, cuyos contenidos se incorporan como referencia en la presente memoria.

Ademas, los compuestos de esta invencion pueden existir en forma no solvatada asi como en forma solvatada con
disolventes farmacéuticamente aceptables, tales como agua, etanol y similares. En general, las formas solvatadas
se consideran equivalentes a las formas no solvatadas para los objetivos de esta invencion.

Compuesto radiomarcado

En el contexto de la presente invencién, un compuesto radiomarcado es un compuesto que comprende uno 0 mas
is6topos elegidos entre el grupo que consiste en **C, 0 y *°F.

Grupo radiomarcado

En el contexto de la presente invencién, un grupo radiomarcado es cualquiera de los grupos R1-R7 que comprende
al menos un isétopo elegido entre el grupo que consiste en *'C, >0y °F.

R1-R7 es la notacion abreviada para el grupo que consiste en R1, R2, R3, R4, R5, R6 y R7.

Los sub-grupos de R1-R7 se definen de forma similar, p. ej. R2-R6 significa el grupo que consiste en R2, R3, R4, R5
y R6.

[11C]Lu AE92686

El [11]JLu AE92686 es el compuesto radiomarcado 5,8-dimetiI-2-[2-([”C-1-metil]-4-fenil-1H-imidazol-Z-iI)-etiI]-
[1,2,4]triazol-[1,5-a]piridina

PF2545920

El PF2545920 es el compuesto 2-[4-(1-metil-4-piridin-4-il-1H-pirazol-3-il)-fenoximetil]-quinolina como se describe en
J. Med. Chem., 2009, 52 (16), pags. 5188-5196.

Valor de captacion estandarizado (SUV)

El valor de captacion estandarizado (SUV) que es un cuantificador del PET, se calcula como una relacion entre la
concentracion de radiactividad en el tejido (p. €j., en unidades de kBg/ml) en el tiempo T, CPET(T), y la dosis
inyectada (p. €j., en unidades de MBq) en el momento de la inyeccion dividido por el peso corporal (p. €j. en
unidades de kg).



ES 2539464 T3

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de los compuestos de la invenc ion
El esquema 1 representa una via de sintesis hacia los compuestos de formula | de la invencion, en el que R1 es un

grupo radiomarcado. A menos que se indique de otra forma, en los esquemas de reaccion y la discusion siguiente,
5 R1-R7 son como se ha definido anteriormente.

R3 R3
R2 R2
R6 N R6
N 74 R4 grupo /N R4
O O | R5 radiomarcado Q ON>—/_< | R5
N \ N<X N
H \
R7 R7 grupo radiomarcado
Il I
Esquema 1

El esquema 2 representa una via de sintesis hacia los compuestos de férmula | de la invencién en los que R6 es un
grupo radiomarcado.

R3 R3
R2 glrupo radiomarcado R2
H (0]
/N R4 grupo /N R4
Y I R5 radiomarcado Y l R5
QI ) @/e N
it R1
R7 R7
1
10 n
Esquema 2

El esquema 3 representa una via de sintesis hacia los compuestos de formula | de la invencién en los que R2 es un
grupo radiomarcado.

R3 grupo radiomarcado \ R3
HO (o]
R6
v Py R4 grupo N R4
>—/_< ’ R5 radiomarcado Y I R5
@)e) ) QI N
N R1 N R1
R7 R7
1
v S
15 Esquema 3

Un ejemplo de una via de sintesis para la sintesis del compuesto precursor PET de férmula lla se muestra en el
esquema 4: la sal de (5,8-dimetil-[1,2,4]-triazol-[1,5-a]-piridin-2-ilmetil)-trifenil-fosfonio 1 se acopla en condiciones
basicas con el 4-fenil-1H-imidazol-2-carbaldehido 2 disponible comercialmente (Anichem Inc., nimero de catalogo
FH10994) para formar la 5.8-dimetil-2-[2-(4-fenil-1H-imidazol-2-il)-vinil]-[1,2,4]triazol-[1,5-a]piridina, compuesto 3. Las
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condiciones basicas son necesarias con el fin de convertir la sal de fosfonio 1 en el compuesto iluro de Wittig 1A,
que es el nucledfilo activo que condensa con el compuesto aldehido 2. Se pueden usar diferentes bases y se ha
encontrado que el DBU (1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno) da los mejores resultados. El producto de la reaccion de
Wittig es el compuesto alqueno 3, que se aisla convenientemente con rendimiento y pureza elevados por
precipitacion a partir de etanol acuoso y que puede usarse directamente sin purificacion adicional en la etapa
siguiente. El compuesto precursor PET Il se forma entonces a partir del compuesto alqueno 3 por hidrogenacion en
atmosfera de hidrégeno usando un catalizador de hidrogenacion, p. ej. paladio al 5% sobre carbon.

Ay O
N N\N/>—\\P. :
= /N: Q DBU 1A
+

/
N b

+ " THF
SO N
N\ e568%
1

. N ™S H, (3 bar) N ™
I \>_/_<\N’N _— N\>w._/_</\ No

N 5% Pd/C | N

N N

MeOH/DCM H

lla 79% 3

Esquema 4
Las sintesis del material inicial constitutivo 1 se describe brevemente en el esquema 5 y las etapas implicadas son:

1) A una disoluciéon de O-mesitilsulfonilacetonilhididroxamato de etilo (43,50 g, 152,4 mmoles) en 1,4-dioxano (290
ml, 3.700 mmoles) enfriada en un bafio de hielo (enfria a 8-9°C) se le afiadi6 acido perclérico al 70% (176,3 ml, 2,92
moles) gota a gota durante 15 minutos, manteniendo la temperatura interna por debajo de 15°C. La mezcla se diluyo
a continuacién con agua helada (120 ml) para precipitar el producto O-(mesitilsulfonil)hidroxilamina que se filtro, se
lavo cuidadosamente con agua e inmediatamente se disolvié en (diclorometano, DCM, 50 ml) mientras todavia
estaba humedo. La fase organica se secé con MgSQO, Yy se filtré.

2) La disolucién obtenida de O-(mesitilsulfonil)hidroxilamina se afiadié gota a gota a una disolucion de 3,6-dimetil-2-
piridinamina (16,4 g, 117 mmoles) disponible comercialmente en DCM (100 ml) enfriada en un bafio de hielo. La
mezcla se calenté entonces a temperatura ambiente durante 15 minutos. El andlisis por LCMS indic6 la conversion
casi completa del intermedio aminado.

3) Se evaporo el disolvente y el residuo se disolvio en metanol (600 ml, 10.000 mmoles) seguido por la adicion de
1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (31,438 ml, 210,22 mmoles). La disolucion se agité a TA durante 5 minutos y se
afadio el éster metilico del acido cloroacético (10,3 ml, 117 mmoles) y la disolucién se agitdé a temperatura ambiente,
TA, durante 48 horas. Se eliminaron los volatiles a vacio. Se afadié agua y las fases organicas se extrajeron con
EtOAc. Las fases organicas se lavaron con agua, salmuera, se secaron (MgSOQ,) se filtraron y los compuestos
volatiles se eliminaron a vacio. El residuo se cristalizd en heptano (400 ml), se filtr6 y se secé para obtener 2-
clorometil-5,8-dimetil-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridina (7,414 g; rendimiento = 31,5%; pureza =97%).
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= | NH,
N
HCIO, O% = NH
Ox — = /S\\O —_——
s .0 >~ N
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B W ) MSH 3
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SNy /> \ g: C'\j\oa
™ N\

Esquema 5

Las sintesis de los compuestos precursores PET de formula 1I-V se realiz6 por métodos analogos a los descritos en
el esquema 5. Los materiales iniciales y otros reactivos estan disponibles comercialmente o se pueden sintetizar por
métodos bien conocidos y convencionales como se describen por ejemplo en el documento WO 2009/152825.

Ejemplo 2: Sintesis del [ C] Lu AE92686: 5,8-dimetil-2-[2([ *'C-1-metil]-4-fenil-1H-imidazol-2-il)-etil]-
[1,2,4]triazol[1,5-a]piridina

Produccion de [*'C]CO2 y yoduro de [**C]metilo

Se us6 un ciclotrén Scanditronix MC17 para producir **C mediante la reaccion nuclear “*N(p, alfa)''C. La diana se
rellené con una mezcla de oxigeno 0,05% en nitrdgeno y se bombarded con protones de 17 MeV para producir
[11C]C02 El dioxido de carbono marcado se I’edUJO con hidruro de litio y aluminio 0,2M en tetrahidrofurano. El
tratamiento con acido yodhidrico acuoso al 56% dio [ C]yoduro de metilo que después de secado con pentéxido de
fésforo se usé para marcar el precursor.

Sintesis del [''C]Lu AE92686

Se disolvié el precursor (2,5 mg) en 300 [l de dimetilformamida seca y se afiadieron aproximadamente 2 mg de
hidroxido de sodio triturado. Después de agitar vigorosamente, el liquido claro se transfirié a otro frasco. Se introdujo
el yoduro de metilo marcado y la mezcla de reaccion se calent6 a 70°C durante 90 segundos. A continuacion se
afnadié agua (450 [1l) y la mezcla de reaccién diluida se inyecté en la columna de HPLC preparativa. El vial de
recogida de la fraccién del producto contenia 5 mg de acido ascorbico.

Aislamiento y formulacién

El disolvente de la fraccién del producto recogido a partir de la cromatografia preparativa se eliminé por medio de un
evaporador rotatorio y el residuo se volvié a disolver en 5 ml de una disolucién de cloruro de sodio estéril. Cuando
fue necesario para los experimentos biolégicos, el trazador formulado se filtré a través de un filtro estéril de 0,2 m.

El producto se identific6 por HPLC analitica usando una co-inyeccion del compuesto de referencia no radiactivo
comparando los tiempos de retencion del UV y los picos radiactivos. La tiempo de produccion total, incluyendo la
formulacion, fue de aproximadamente 30 minutos. Una identificacion mas rigurosa del trazador se realizé por LC/MS.

Ejemplo 3: Ensayo farmacologico
Enzima PDE10A

La enzima PDE10A activa se prepara de varias formas para usarla en los ensayos de PDE (Loughney K. et al. Gene
1.999, 234, 109-117; Fujishige, K. et al., Eur. J. Biochem. 1.999, 266, 1.118-1.127 y Soderling, S. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 1.999, 96, 7.071-7.076). La PDE10A se puede expresar como proteinas de longitud total o como
proteinas truncadas, con tal de que expresen el dominio catalitico. La PDE10A se puede preparar en diferentes tipos
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de células, por ejemplo en células de insecto o en E. Coli. Un ejemplo de un método para obtener PDE10A
cataliticamente activa es el siguiente: el dominio catalitico de PDE10A humana (aminoacidos 440-779 de la
secuencia con nimero de registro NP 006652) se amplifica a partir de RNA total de cerebro humano por RT-PCR
estandar y se clona en los sitios BamH1 y Xhol del vector pET28a (Novagen). La expresion en Coli se realiza segun
protocolos estandar. Brevemente, los plasmidos de expresion se transforman en la cepa de E. Coli BL21 (DE3) y 50
ml de cultivo se inoculan con las células permitiendo que crezcan hasta un OD600 de 0,4-0,6. Antes de inducir la
expresion de la proteina con IPTG 0,5mM. Después de la induccién, las células se incuban durante la noche a
temperatura ambiente, después de lo cual se recogen las células por centrifugacion. Las células que expresan la
PDE10A se vuelven a poner en suspension en 12 ml (50 mM TRIS-HCl-pH 8,0, MgCI2 1mM e inhibidores de
proteasa). Las células se lisan por sonicacion y después de que todas las células hayan sido lisadas, se afiade
Triton X100 segun los protocolos de Novagen. LA PDE10A se purifica parcialmente sobre sefarosa Q y se relinen
las fracciones mas activas.

Ensayo de inhibicion de la PDE10A

Un ensayo de inhibicién de la PDE10A se puede realizar, por ejemplo, como sigue: el ensayo se realiza en muestras
de 60 [l que contienen una cantidad fija de la enzima PDE relevante (suficiente para convertir 20-25% del sustrato
de nucleétido ciclico, un tampoén (HEPES 50mM 7,6; MgCl, 10mM; Tween20 al 0,02%), 0,1 mg/ml de BSA, 225 pCi
de sustrato de nucleétido ciclico marcado con 3H, cCAMP marcado con tritio hasta una concentracion final de 5nM y
cantidades variables de inhibidores. Las reacciones se inician por adicion del sustrato de nucleétido ciclico, y se deja
que las reacciones prosigan durante una hora a temperatura ambiente antes de terminarlas mediante mezcla con 15
(1l de granulos SPA de silicato de ytrio de 8 mg/ml (Amsersham). Se dejé que los granulos sedimentaran durante
una hora en la oscuridad antes del recuento de las placas con un contador Wallac 1450 Microbeta. La sefial medida
se puede convertir en actividad relativa con respecto a un control no inhibido (100%) y los valores de CI50 se
pueden calcular usando la extension Xlfit de EXCEL.

En el contexto de la presente invencion, el ensayo se realizé en un tampén de ensayo de 60 [l (HEPES 50mM pH
7,6; MgCl, 10mM; Tween20 al 0,02%) que contenia suficiente PDE10A para convertir 20-25% de 3H-cCAMP 10nM y
cantidades variables de inhibidores. Después de una hora de incubacion, las reacciones se terminaron por adicién
de 15 (I de granulos SPA de silicato de ytrio de 8 mg/ml (Amersham). Se dejé que los granulos sedimentaran
durante una hora en la oscuridad antes del recuento de las placas con un contador Wallac 1450 Microbeta. Los
valores de la CI50 se calcularon por regresion no lineal usando el programa XLfit (IDBS).

Los resultados del ensayo de inhibicion de la PDE10A mostraron que Lu AE92686 tiene una elevada afinidad por la
enzima PDE10A y un valor de CI50 de 0,46 nM. Ademas, el Lu AE92686 es selectivo para la enzima PDE10A sobre
otros receptores y enzimas cribados segun los datos (tabla 1).

Tabla 1
Inhibicion Inhibicion
Ensayo @10uM Ensayo @10uM
% %
Al (h) (radioligando antagonista) 2 M5 (h) (radioligando antagonista) 17
Al (h) (radioligando agonista) 4 NK1 (h) (radioligando agonista) 29
A2A (h) (radioligando agonista) 24 NK2 (h) (radioligando agonista) 31
A3 (h) (radioligando agonista) 32 Y1 (h) (radioligando agonista) 9
L . N neuronal insensible a alfa-BGTX 12
alfa 1A (h) (radioligando antagonista) 33 (alfa 4beta 2) (radioligando agonista)
alfa 1B (h) (radioligando antagonista) 26 N de t'p(.) masculo (h) (radioligando 0
antagonista)
alfa 1D (h) (radioligando antagonista) 16 delta.2 (DOP) (h) (radioligando 25
agonista)
alfa 2A (h) (radioligando antagonista) 13 Kappa (KOP) (radioligando agonista) 62
alfa 2B (h) (radioligando antagonista) 33 Mu (MOP)(h) (radioligando 41
antagonista)
beta 1 (h) (radioligando agonista) -4 PCP (radioligando antagonista) -2
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Inhibicion Inhibicion
Ensayo @10uM Ensayo @10uM
% %
beta 2 (h) (radioligando agonista) -6 rolipram (radioligando antagonista) 31
BZD (central) (h) (radioligando 3 5-HT1A (h) (radioligando agonista) 89
agonista)
CB1 (h) (radioligando agonista) 0 5-HT1B (radioligando antagonista) 18
CCK2 (CCKB) (h) (radioligando 23 5-HT2A (h) (radioligando agonista) 3
agonista)
D1 (h) (radioligando antagonista) -3 5-HT2B) (h) (radioligando agonista) 23
D2S (h) (radioligando antagonista) 7 5-HT2C (h)(radioligando agonista) 32
D2S (h) (radioligando agonista) 18 5-HT3 (h) (radioligando antagonista) 1
D3 (h) (radioligando antagonista) 4 5-HT4e (h) (radioligando antagonista) 24
D4,4 (h) (radioligando antagonista) a7 5-HT7 (h) (radioligando agonista) 15
ETA (h) (radioligando agonista) 3 Slgm_a (no selectivo) (radioligando 8
agonista)
GABAA (radioligando agonista) -18 GR (h) (radiocligando agonista) 0
H1 (h) (radioligando antagonista) -5 UT (h) (radioligando agonista) 9
H2 (h) (radioligando antagonista) > Canal del Ca™ (L, sitio dihidropiridina)
4 o X 15
(radioligando antagonista)
H3 (h) (radioligando agonista) Canal del Ca™ (L, sitio ditiazem)
1 (benzotiazepinas) (radioligando 25
antagonista)
MC4 (h) (radioligando agonista) Canal del Ca” (L, sitio verapamil)
3 (fenilalquilamina) (radioligando 4
antagonista)
MT1 (ML1A) (h) (radioligando agonista) 45 Canal del Ca”™ (N) (radioligando 8
antagonista)
MT3 (ML2) (radioligando agonista) 94 Canal del Na" (sitio 2) (radioligando 36
antagonista)
MAO-A (radioligando antagonista) 2 Transportador de norepinefrina (h) 4
(radioligando antagonista)
M1 (h) (radioligando antagonista) 4 Transportador de dopamina (h) 7
(radioligando antagonista)
M2 (h) (radioligando antagonista) 20 Transportador de GABA (radioligando 13
antagonista)
M3 (h) (radioligando antagonista) 4 Transportador de colina (CHT1) (h) 12
(radioligando antagonista)
M4 (h) (radioligando antagonista) 18 Transportador 5-HT (h) (radioligando 6

antagonista)

Ejemplo 4: localizacién de la enzima PDE10A en el cere  bro

Preparacion
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El mono se sed6 con cetamina (aproximadamente 10 mg/kg), se pesé y se mantuvo con una infusion constante de
cetamina de 15 mg/kg/h durante el transporte. Durante el transporte, el mono se control6é por oximetria de pulso y se
le suministré oxigeno. Se aplicé un catéter venoso para la administracién del trazador y un catéter venoso para el
muestro de radiactividad y PK de la sangre. Se administr6 propofol hasta que el animal estaba suficientemente
sedado para intubarlo. Después de la intubacion, el animal se mantuvo con anestesia por inhalacioén de sevoflurano
y ventilacion artificial.

Muestras sanguineas

Se tomo6 una muestra venosa de 115 [l en el momento de la induccién de la anestesia y a la mitad del experimento
para la estimacién de electrolitos, glucosa, hematocrito y glucosa.

Las muestras sanguineas (0,2 ml) para la determinacion de la radiactividad se tomaron a 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30,
45, 60 y 90 minutos después de la inyeccion. Las muestras se etiquetaron con el tiempo, la fecha, el tiempo de
muestreo con respecto a la inyeccién y el nimero de proyecto.

Las muestras sanguineas (2 ml) para el analisis de metabolitos se obtuvieron a 5, 30 y 90 minutos después de la
inyeccion del trazador.

La muestra sanguinea (1,3 ml) para la evaluacion de la fraccion libre del trazador en el plasma se toma
inmediatamente antes de cada inyeccion de trazador.

Para el analisis del PK del farmaco de estudio, se recogieron muestras sanguineas de 0,5 ml 1 minutos después de
la finalizacion de cada infusién y a los 0,5, 15, 30, 60 y 90 minutos después de la inyeccidon del compuesto
radiomarcado. Las muestras se recogieron en tubos que contenian KsEDTA (Microvette 500 K3E, Sarstedt), que se
invirtieron varias veces para asegurar la mezcla del anticoagulante y la sangre, y se almacenaron en hielo. Las
muestras sanguineas se centrifugaron en 30 minutos y el plasma se transfirié a un tubo de polipropileno limpio. Las
muestras se almacenaron a -80°C.

La cantidad total de sangre tomada fue de menos de 35 ml (eligiendo pesos de los monos de aproximadamente 5
ka).

Anestesia: el mono se intubd y se control6 mediante un respirador con una concentracion de sevoflurano de
aproximadamente 1,4-4%.

Infusion: Ringer-Acetato (Fresenius-Kabi) 0,5-1 mi/kg/h.
Control

A lo largo del estudio PET se controlaron la temperatura corporal, velocidad cardiaca, ECG, pCO,, pO,, SaO, y
presién sanguinea.

Despertar

Se administr6 1 ml de robinil/neostigmina 2,5 mg cuando el mono mostrd signos de respiracion espontanea. Se
administraron 300 mg/ml de glucosa cuando fue necesario dependiendo del estado de la glucosa en sangre segun
las medidas realizadas.

Estudios de *'C-PET

Se us6 una inyeccién en bolo (iv) de aproximadamente 5-20 MBg/kg de [llC]Lu AE92686 en todos los estudios. El
escaneo PET y el muestreo de la sangre arterial comenzé al iniciarse la administracion del compuesto
radiomarcado.

PET: protocolo de emision

Numero de imagenes | Tiempo acumulado (min)
12 iméagenes de 10 segundos 1-12 2
6 imagenes de 30 segundos 13-18 5
5 iméagenes de 2 minutos 19-23 15
5 iméagenes de 5 minutos 24-28 40
5 imagenes de 10 minutos 29-33 90
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Tiempo total del examen: 90 minutos, 33 imagenes.
Reconstruccion: filtro Hann 4, matriz 128.
Datos del andlisis por PET

Los resultados muestran que el [11C]Lu AE92686 entra facilmente en el cerebro alcanzando picos de concentracion
en regiones de tejido aproximadamente 10-15 minutos después de la inyeccion seguido por aclarado de las regiones
cerebrales conocidas por ser ricas en PDE10A con mayor captacion y retenciéon observada en el cuerpo estriado
(figura 1y figura 3). La concentracion de [11C]Lu AE92686 fue baja en el cerebelo (figura 1), una regién del cerebro
conocida por presentar un nivel muy bajo de PDE10A.

Ejemplo 5: Saturacién de los enzima PDE10A en el cerebr o

El PF25545920 inhibidor selectivo de la PDE10A (J. Med. Chem. 2009, 52 (16), pag. 5.188-5.196) se administré
intravenosamente, como una infusién durante 15 minutos, empezando 30 minutos antes de la inyeccion del
compuesto radiomarcado [11C]Lu AE92686. El PF2545920 se disolvié en HPbetaCD al 10% en NaCl 0,9%, pH 4.
Se administraron tres dosis de bloqueo de PF2545920, a concentraciones del farmaco de 0,11 mg/kg (para la dosis
baja), 0,6 mg/kg (para la dosis media) y 1,5 mg/kg (para la dosis elevada).

Se midié la ocupacién porcentual de los sitios de unidn en la PDE10A en funcién de la concentracion de la sustancia
de bloqueo (figura 1 y figura 2) asi como la variabilidad entre individuos de la cinética cerebral del [11C]Lu AE92686
(figura 2). El cerebelo ha sido identificado como el tejido de referencia debido a su bajo contenido de PDE10A. En
funcién de estas medidas, se obtuvo una curva de dosis-respuesta (figura 4) que muestra la correlacion entre la
dosis del PF2545920 inhibidor de la PDE10 y la ocupacion de los sitios de unién de la PDE10A del cuerpo estriado.

También se midio la cinética del ligando PET [11C]Lu AE92686 en el cuerpo estriado a dosis diferentes en dos
monos diferentes (figura 3).
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto segln la férmula I:

R3
R2
R6
N R4
N>_/—</ | Rs
OO N
N>y / H
R1

R7

que comprende al menos un isétopo elegido entre el grupo que consiste en *'C, 0 y *®F, en el que R1-R7 se eligen
como sigue:

a) cuando R1 es un gruPo radiomarcado que comprende al menos un is6topo elegido entre el grupo que
consiste en 'C, **0'y *®F, entonces R2-R7 se eligen individualmente entre H, F, metilo o metoxi;

b) cuando uno o0 mas de R2-R7 es un grupo radiomarcado que comprende un isétopo elegido entre el grupo
que consiste en ''C, *°0 y '®F, entonces R1 se elige entre el grupo que consiste en H; alquilo C1-C6, tal
como metilo, etilo, 1-propilo, 2-propilo, isobutilo; alquil (C1-C6)-cicloalquilo C3-C8, tal como
ciclopropilmetilo; hidroxialquilo C1-C6 tal como hidroxietilo, fluoropropilo, fluorometilo; y fluorobutilo.

0 una sal o una forma hidratada del compuesto.

2.- El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R3, R4 y R5 son Hy R7 es CHa.

3.- El compuesto segun la reivindicacion 1a) y 2, en el que R2 es Hy R6 es CHs.

4.- El compuesto segiin la reivindicacion 3, en el que R1 se elige entre el grupo que consiste en M CHs,, -CH211%H3, -
CH2CHs, -CH,CH, "CHgs, - "CH,CH,CHj3, -~ CH>,CH>CH>CH3s, -CH,CH, CH, "CHs, -CH>CH>™F, -CH2CH2 CH2 " F y -

CH2CH, CH,CH,"F.

5.- El compuesto segn la reivindicacion 4, en el que R1 es *'CHs ([*'C]metilo).

6.- El compuesto segun la reivindicacion 1b) y 2, en el que R1 y R6 son CHs.

7.- El compuesto segun la reivindicacion 6, en el que R2 es O'CHs ([*'C]metoxi).

8.- El compuesto segun la reivindicacion 1b) y 2, en el que R1 y R6 son CHs.

9.- El compuesto segun la reivindicacion 8, en el que R2 es B,

10.- El compuesto segun las reivindicaciones 1b) y 2, en el que R1 es CHz y R2 es H.

11.- El compuesto segun la reivindicacién 10, en el que R6 es O'CHs ([MC]metoxi).

12.- El compuesto segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto se elige entre el grupo que consiste en:

5,8-dimetiI-2-[2-([11C-1-metil]-4-feniI-lH-imidazoI-2-iI)-etiI]-[l,2,4]triazo|0[l,5-a]piridina,

8-[11C]metoxi-5-metiI-2-[2-(l-meti|-4-feniI-1H-imidazol-2-il)-etiI]-[l,2,4]triazo|0[1,5-a] piridina,

2-{2-[4-(2-[11C]metoxi-feniI)-1-meti|—1H-imidazol-2-il]-etiI}-5,8-dimetiI-[1,2,4]triazo|o[l,5-a]piridina, y

2-{2-[4-(2-[18F]fluoro-fenil)-l—metil-lH-imidazoI-2-iI]-etiI}-5,8-dimetiI-[l,2,4]triazo|0[l,5-a] piridina.

13.- Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para uso como un ligando para PET.

14.- El compuesto para usarlo segun la reivindicacion 13 para la determinacion de la ocupacién de los sitios de unién
de un ligando de la enzima PDE10A a la enzima PDE10A.

15.- Un método para la preparacion de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
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Vista transaxial Vista coronal Via sagital

Barrido de linea base
Mono D

Usando ['C]LU AE92686
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Mono D

Figura 1
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Vista transaxial Vista coronal Vista sagital

Barrido de linea base

Mono A
Usando [''CILU AE92686

Barrido de bloqueo de [''CJLU
AE92686 con 0,11 mg/kg de
PF2545920

Mono A Cuerpo estriado

Barrido de bloqueo de
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mg/kg PF2545920

Mono D
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["'CJLU AE92686 con 1,5
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Figura 2
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