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DESCRIPCION
Estannano de biotina para radioyodacion sin HPLC
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a vectores radioyodados, en especial a radiofarmacos radioyodados y a métodos
para su preparacion.

Antecedentes de la invencion

Los vectores radioyodados son herramientas valiosas para la terapia, imagenologia de diagnoéstico médico e
investigacion. Por ejemplo, se usan vectores marcados con 123) para imagenologia gor SPECT, se usan vectores
marcados con | para imagenologia por PET, se usan vectores marcados con 129 para ensayos bioldgicos y
terapia y se usan vectores marcados con ) para terapia.

La radioyodacion se puede lograr por el tratamiento de un precursor de vinil o aril-estafio con un radiois6topo del
yodo (p. €j., una especie 123I') en condiciones oxidativas para dar el producto radioyodado deseado, junto con un
producto de escision de estafio. Se usa exceso de precursor de aril-estafio para asegurar el uso rapido y eficaz del
yodo radiactivo. Tipicamente, se requiere HPLC para separar el producto radioyodado deseado del producto de
escision de estafio y precursor de aril-estafio sin reaccionar. Sin embargo, la HPLC requiere tiempo, produciendo asi
una pérdida de actividad, y también requiere en general inversion significativa, espacio y personal entrenado.

Un procedimiento sin HPLC que funcione en una amplia variedad de compuestos incluyendo biomoléculas como
péptidos y antibidticos seria ventajoso. Véase, p. €j., Eersels, J.L.H. et al., Journal of Labelled Compounds and
Radiopharmaceuticals, 2005. 48(4): pag. 241-257 y Coenen, H.H. et al, Radioiodination Reactions for
Pharmaceuticals 2006: Springer. pag. 101. Se reconoce la necesidad de un procedimiento sin HPLC, sin embargo,
dos soluciones descritas tienen inconvenientes importantes:

Esquema 1
X
R
/Sn/ Y X R A X
R 123)- \ /
—_— R—Sn +
[ox] \
Z
Prec C I-Prod

El primer procedimiento descrito usa una resina o polimero insoluble como X (como se representa en el esquema 1).
El precursor Prec consiste en el vector unido a la resina por un conector de estafio. Tras la radioyodacién oxidativa,
el I-Prod radioyodado deseado es liberado durante la reaccion y se puede separar del Prec y C por filtracion. Véase,
p. €j., Culbert, P.A. et al, Reactive Polymers, 1993. 19(3): pag. 247-253; Hunter, D.H. et al, Journal of Labelled
Compounds and Radiopharmaceuticals, 1999. 42(7): pag. 653-661 y Kabalka, G. W. et al, Journal of Labelled
Compounds and Radiopharmaceuticals, 2001. 44(13): pag. 921-921 y documento W02004/035744.

Sin embargo, este procedimiento tiene varios inconvenientes. Por ejemplo, la preparacion, purificacion y
caracterizacion del precursor unido a la resina son dificiles, en particular para un radiofarmaco donde deben
demostrarse la pureza y la esterilidad a agencias reguladoras con el fin de obtener la aprobacién. Ademas, la
quimica sobre una resina a menudo no es tan facil como una quimica en fase de disolucién, y no esta claro que este
procedimiento funcionara para una biomolécula grande sensible, tal como un anticuerpo.

En un segundo procedimiento, X (como se representa en el esquema 1) es una cola de fase de fluor, tal como
CF3(CF2)sCH.CH2-. Después de radioyodacion, el I-Prod deseado se aisla por elucién por un Sep-Pak de fase de
flior en el que el Prec y C son retenidos debido a la cola de fase de fluor. Véase, p. €j., Donovan, A.C. et al., Nuc/
Med Biol, 2008. 35(7): pag. 741-6; Donovan, A. et al., J Am Chem Soc, 2006. 128(11): pag. 3536-3537; y Valliant,
J.F. et al., Patente de EE.UU. 7.335.347 B2 (2008). Para maximizar la interaccion entre la fase de fldor el Sn lleva 3
colas de fase de fldor. Sin embargo, este procedimiento también tiene varias desventajas. Por ejemplo, si el vector
es una molécula grande, p. €j., un péptido o anticuerpo, no es probable que el precursor sea retenido en el Sep-Pak
de la fase de fluor porque las propiedades cromatograficas del precursor estarian dominadas por el vector grande,
no por las colas de fase de fluor.

Resumen de la invencion

Las presentes ensefianzas proporcionan métodos para la preparacion y purificacion de vectores radioyodados sin la
necesidad de purificacion por HPLC y nuevos precursores para usar en dichos métodos. Sin querer estar limitados
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por ninguna teoria particular, se cree que dichos métodos serian ventajosos no solo en el ahorro de tiempo y coste,
sino también en la maximizacion del uso del radiois6topo de partida y el mantenimiento de la radiactividad optima del
producto.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas proporcionan un método para preparar un compuesto
radioyodado, comprendiendo el método: poner en contacto un precursor de estafio que contiene biotina con un
yoduro radiactivo y un oxidante para formar una mezcla de reaccién que comprende un compuesto radioyodado,
precursor sin reaccionar y subproductos de reaccion; y poner en contacto la mezcla de reaccién con avidina o
estreptavidina; separando de esta forma el compuesto radioyodado del precursor y los subproductos de reaccion.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas proporcionan un compuesto de férmula (1):

O
2
|/R3 HN NH
1
R n H i -
m p
Y @,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables; en donde:
R'es un grupo aromatico o vinilo capaz de ser sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

R? y R® se selecciona cada uno independientemente de R"; alquilo o alcoxialquilo, cada uno sustituido con 0-4
grupos R5; o R? y R3, junto con el atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 3 a 8 miembros que
incluye opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z se selecciona de -alquileno(C4-Cs)-, -alquileno(C+-C4)-O-, arileno, heteroarileno, cicloalquileno o
heterocicloalquileno, con la condicién de que m es al menos 1 cuando Z es arileno o heteroarileno;

X se selecciona de -O-, y -NR4-;
R* se selecciona de H y alquilo, en donde el alquilo esta sustituido con 0-4 grupos R®;

cada R® se selecciona independientemente de -H, -haldgeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(O)R®, -C(=0)R",
-C(=0)OR° y -OC(=0)R";

R°® se selecciona de -H, haldégeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(0)R’, -C(=0)R’, -C(=0)OR° y -OC(=0)R%;
R? Ry R° se selecciona cada uno independientemente de -H y alquilo (C1-Cé);

Y se selecciona de S, SO, SO,y O;

ies0,102;y

m, n y p son cada uno independientemente un numero entero de 0 a 10, en dondem+n+p = 1.

En una realizacion particular de formula (1) o (A), m, n y p son cada uno independientemente un nimero entero de 0
a10,endondem+n+p==2.

En una realizacion particular de formula (1) o (A), R? y R® son ambos H.

En una realizacion particular de formula (1) o (A), m, n y p son cada uno independientemente un nimero entero de 0
a 10, endondem+n+p22yR2yR330nambosH.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas proporcionan un compuesto de férmula (1):
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@]
2 3 )L
S|n/R ) . HN NH
R1/ \/ \éap/ Hitne antl|H
Y D,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables; en donde:
R'esun grupo aromatico o vinilo capaz de ser sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

R? y R® se selecciona cada uno independientemente de alquilo (C1-Cg) 0 alcoxialquilo; o R? y R?, junto con el
atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 4, 5 0 6 miembros que incluye opcionalmente uno o mas
heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z es -alquileno(C1-C,4)-O-;

X se selecciona de O y NH;

Y se selecciona de S 0 SOy; y p es un nimero entero de 2 a 4.
Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1E son graficas que demuestran la estabilidad de precursores de biotina de ejemplo de las presentes
ensefanzas frente a diferentes oxidantes usados en la radioyodacion.

Las figuras 2A-2C son graficas que demuestran la estabilidad de los precursores de sulfona de biotina de ejemplo de
las presentes ensefianzas frente a diferentes oxidantes usados en la radioyodacion.

Las figuras 3A-3E son graficas que demuestran la capacidad de la resina de estreptavidina para retener los
precursores de ejemplo de las presentes ensefianzas en diferentes proporciones de disolventes.

Las figuras 4 y 5 representan sefiales de UV y y de un producto radioyodado de ejemplo de las presentes
ensefanzas, antes y después de purificacion.

Descripcion detallada de la invencién

La sensibilidad en la imagenologia médica basada en PET y SPECT depende de la cantidad de radiactividad
localizada en el sitio de interés y por consiguiente de la radiactividad por dosis de agente o “actividad especifica” del
agente. Es importante maximizar la pureza quimica de los agentes de imagenologia de PET y SPECT para asegurar
la seguridad del paciente y lograr una alta actividad especifica eficaz. La actividad especifica eficaz se define como
los moles de agente radiomarcado dividido entre los moles de todas las moléculas con propiedades biologicas
similares al agente radiomarcado.

La radioyodacion (véase el esquema 1 a continuacion) se puede lograr por el tratamiento de un precursor de vinil o
aril-estafio (“Prec”) con un radioistopo de yodo (p. ej., una especie '2I') en condiciones oxidativas para dar el
producto radioyodado deseado (“I-Prod”) y un producto de escision de estafio (“C”). El precursor de aril-estafio en
€exceso se usa para asegurar el uso rapido y eficaz del yoduro radiactivo.

Esquema 1

R
s’ Y X R A Y
R/ 123)- /
—— —» R—Sn *+
[ox] \
Z
Prec C I-Prod

Debido a que se usa un exceso de precursor (“Prec”) en las radioyodaciones, el Prec sin reaccionar es la fuente
principal de la baja actividad especifica. Para la imagenologia de receptores de baja abundancia, el Prec sin
reaccionar puede saturar el receptor y reducir la union del producto radiomarcado I-Prod lo cual da como resultado
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una mala calidad de la imagen.

También es importante maximizar la pureza quimica de un agente de imagenologia de PET y/o SPECT para
asegurar la seguridad del paciente. Los procedimientos actuales para potenciar la pureza quimica de compuestos
radioyodados se basan en la purificacion por HPLC que requiere tiempo conduciendo por lo tanto a la disminucion
de la radiactividad, limitado por la capacidad para separar de forma cromatografica el producto radioyodado del
precursor y es caro. Las presentes ensefianzas describen un método para preparar y purificar vectores
radioyodados sin usar la purificacion por HPLC, que logra una alta pureza quimica del vector radioyodado.

Las presentes ensefianzas se refieren a nuevos precursores para la radioyodacién y a métodos para preparar y
purificar vectores radioyodados usando estos precursores, p. €j., para el fin de investigacion, imagenologia de
diagndstico y terapia. Sin querer estar limitados por ninguna teoria particular, se cree que dichos métodos y
precursores tienen muchas ventajas frente a la técnica, que incluyen, pero no se limitan a: eliminacion de la
necesidad de HPLC para purificar el vector radioyodado del precursor y el producto de escision; preparacion facil,
capacidad para caracterizar y purificar los precursores, puesto que son compuestos individuales; utilidad frente a
una amplia variedad de vectores radioyodados, incluyendo moléculas grandes tales como péptidos o anticuerpos
donde la diferenciacion cromatografica del precursor y el vector radioyodado es minima; y compatibilidad de
precursores con una mezcla de reaccion acuosa.

Métodos de preparacion y purificacion

En al menos una realizaciéon, las presentes ensefianzas proporcionan métodos para preparar o purificar un
compuesto radioyodado. Dichos métodos incluyen en general poner en contacto un precursor de estafio que
contiene biotina con un yoduro radiactivo y un oxidante, para formar una mezcla de reaccién que comprende un
compuesto radioyodado, precursor sin reaccionar y subproductos de reaccion; y poner en contacto la mezcla de
reaccion con avidina o estreptavidina para separar el compuesto radioyodado del precursor y los subproductos de
reaccion. En al menos una realizacion, el método comprende ademas poner en contacto la mezcla de reaccion con
un agente potenciador de la solubilidad.

En al menos una realizaciéon, las presentes ensefianzas proporcionan métodos para preparar o purificar un
compuesto radioyodado. Dichos métodos incluyen en general poner en contacto un precursor de estafio que
contiene biotina con un yoduro radiactivo, un oxidante y un agente potenciador de la solubilidad para formar una
mezcla de reaccién que comprende un compuesto radioyodado, agente potenciador de la solubilidad, precursor sin
reaccionar y subproductos de reaccion; y poner en contacto la mezcla de reaccion con avidina o estreptavidina para
separar el compuesto radioyodado del precursor y los subproductos de reaccion.

En al menos una realizaciéon, las presentes ensefianzas proporcionan métodos para preparar o purificar un
compuesto radioyodado. Dichos métodos incluyen en general poner en contacto un precursor de estafio que
contiene biotina con un yoduro radiactivo y un oxidante para formar una mezcla de reaccién que comprende un
compuesto radioyodado, precursor sin reaccionar y subproductos de reaccion; y poner en contacto la mezcla de
reaccion con un agente potenciador de la solubilidad y avidina o estreptavidina para separar el compuesto
radioyodado del precursor y los subproductos de reaccion.

En al menos una realizaciéon, las presentes ensefianzas proporcionan métodos para preparar o purificar un
compuesto radioyodado. Dichos métodos incluyen en general poner en contacto un precursor de estafio que
contiene biotina con un yoduro radiactivo y un oxidante, para formar una mezcla de reaccién que comprende un
compuesto radioyodado, precursor sin reaccionar y subproductos de reaccion; poner en contacto la mezcla de
reaccion con un agente reductor para formar una mezcla de reaccion reducida; poner en contacto la mezcla de
reaccion reducida con avidina o estreptavidina para separar el compuesto radioyodado del precursor y los
subproductos de reaccién. En al menos una realizacion, el método comprende ademas la etapa de poner en
contacto la mezcla de reaccién o la mezcla de reaccion reducida con un agente potenciador de la solubilidad.

En al menos una realizaciéon, las presentes ensefianzas proporcionan métodos para preparar o purificar un
compuesto radioyodado. Dichos métodos incluyen en general poner en contacto un precursor de estafio que
contiene biotina con un yoduro radiactivo, un oxidante y un agente potenciador de la solubilidad, para formar una
mezcla de reaccién que comprende un compuesto radioyodado, agente potenciador de la solubilidad, precursor sin
reaccionar y subproductos de reaccion; poner en contacto la mezcla de reaccién con un agente reductor para formar
una mezcla de reaccion reducida; poner en contacto la mezcla de reaccion reducida con avidina o estreptavidina
para separar el compuesto radioyodado del precursor y los subproductos de reaccion.

En al menos una realizaciéon, las presentes ensefianzas proporcionan métodos para preparar o purificar un
compuesto radioyodado. Dichos métodos incluyen en general poner en contacto un precursor de estafio que
contiene biotina con un yoduro radiactivo y un oxidante, para formar una mezcla de reaccién que comprende un
compuesto radioyodado, precursor sin reaccionar y subproductos de reaccion; poner en contacto la mezcla de
reaccion con un agente reductor para formar una mezcla de reaccion reducida; poner en contacto la mezcla de
reaccion reducida con un agente potenciador de la solubilidad y avidina o estreptavidina para separar el compuesto
radioyodado del precursor y los subproductos de reaccion.
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En condiciones de reaccion tipicas el yodo radiactivo no unido residual es minimo. En el caso de que el yodo
radiactivo no se haya consumido completamente por la reaccién, se entiende que la purificacion previa o posterior
del yodo radiactivo no unido residual con técnicas de extraccion en fase sdlida u otras, seria obvio para alguien
experto en la técnica. Esto puede incluir, pero no se limita al intercambio iénico, gel de silice, alimina, resinas de
fase inversa, etc.

Se entiende que el contacto con el agente potenciador de la solubilidad se puede hacer en cualquier momento
durante los métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, el precursor de estafio que contiene biotina se
puede poner en contacto con un agente potenciador de la solubilidad durante la formacién de la mezcla de reaccion,
o alternativamente, la mezcla de reaccion se puede formar como se ha descrito antes y después de un periodo de
tiempo, la mezcla de reaccion se puede poner en contacto con un agente potenciador de la solubilidad. Igualmente,
el precursor de estafio que contiene biotina se puede poner en contacto con un agente potenciador de la solubilidad
durante la formacion de la mezcla de reaccién y antes del contacto con el agente reductor, o alternativamente, la
mezcla de reaccion se puede formar como se ha descrito antes y después de un periodo de tiempo, la mezcla de
reaccion se puede poner en contacto con un agente potenciador de la solubilidad y después el agente reductor, o
con el agente potenciador de la solubilidad y el agente reductor al mismo tiempo. Igualmente, cuando la mezcla de
reaccion reducida se pone en contacto con un agente potenciador de la solubilidad, el contacto se puede producir
antes, al mismo tiempo, o después del contacto con la avidina o estreptavidina. Un experto en la técnica es capaz de
determinar el momento adecuado de lo anterior.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “compuesto radioyodado” o “compuesto radioyodado aislado” se
refiere a compuestos aromaticos o vinilicos, que incluyen un sustituyente yodo radiactivo en una parte aromatica o
vinilica del compuesto. Los ejemplos de sustituyentes yodo radiactivos incluyen 123) 124 125 y 3. Por consiguiente,
en algunas realizaciones, el compuesto radioyodado comprende un resto arilo, tal como un acido de arilo. Los
compuestos radioyodados de ejemplo incluyen, pero no se limitan a un acido benzoico radioyodado, una benzamida
radioyodada, una bencilamina radioyodada y una bencilguanidina radioyodada.

Como se usa en la presente memoria, “biotina” incluye biotina, productos de oxidacion de la biotina, y sustituyentes
de tipo biotina, que incluyen, por ejemplo biotina, oxibiotina, sulfona de biotina y sulfoxidos de biotina, asi como
estereoisémeros de los mismos que se unen a la avidina o estreptavidina. Como se usa en la presente memoria, la
expresion “precursor que contiene biotina” se refiere a un complejo de estafio que incluye una biotina, productos de
oxidacion de la biotina, o un sustituyente de tipo biotina, asi como un grupo aromatico o vinilico que puede ser
marcado con yoduro en un carbono aromatico o vinilico y unirse a la avidina o estreptavidina. La molécula de estafio
esta unida por enlace directo a un atomo de carbono de al menos un carbono aromatico o vinilico. La molécula de
estafio también esta unida, por enlace directo o por un conector, a una biotina, un producto de oxidacién de la
biotina o sustituyente de tipo biotina.

Como se usa en la presente memoria, la expresién “subproductos que contienen biotina” o “subproductos de
reaccion” se refiere a productos de la reaccion de un yoduro y un precursor que contiene biotina como se define en
la presente memoria. Esta reaccién en general produce la escision del resto de estafio del vector aromatico que
puede ser marcado con yoduro. Dichos subproductos tipicamente incluyen un resto de estafio unido, sea
directamente o por un conector, a una biotina o sustituyente de tipo biotina.

En algunas realizaciones, el oxidante se selecciona de lodogen y acido peracético. Por ejemplo, el oxidante puede
ser un solido o estar en solucién o suspensién, o el oxidante se puede aplicar como recubrimiento previamente a un
tubo o perla. En algunas realizaciones, el yoduro radiactivo se selecciona de 123 124) 125 y =,

Como se usa en la presente memoria, la expresion “agentes potenciadores de la solubilidad” se refiere a moléculas
que potencian la solubilidad de moléculas organicas en agua o mezclas de agua y codisolventes organicos. Estos
tipicamente son anfifilicos, que contienen una region hidréfoba y regiones hidréfilas. Los agentes potenciadores de
la solubilidad de ejemplo incluyen, pero por supuesto no se limitan a: polisorbato 80 (Tween 80), ciclodextrinas (por
ejemplo, ciclodextrinas a, 8, y), analogos de ciclodextrinas tales como hidroxipropil-B-ciclodextrina, y laurilsulfatos de
sodio.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “agente reductor” se refiere a un agente que reduce el oxidante
afadido y cualquier especie de yodo radiactivo electrofila que quede sin reaccionar. Los agentes de reduccion de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a bisulfito sédico, tiosulfito sédico y metabisulfito sédico.

En algunas realizaciones, el precursor de estafio que contiene biotina es el compuesto representado por la férmula
(A):
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L s
(A),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde:
R'esun grupo aromatico o vinilo capaz de ser sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

R? y R® se selecciona cada uno independientemente de R"; alquilo o alcoxialquilo, cada uno sustituido con 0-4
5 grupos R% o R? y R?, junto con el atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 3 a 8 miembros que incluye
opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z se selecciona de -alquileno(C4-Cs)-, -alquileno(C+-C4)-O-, arileno, heteroarileno, cicloalquileno o
heterocicloalquileno, con la condicién de que m es al menos 1 cuando Z es arileno o heteroarileno,yn=1a9, y con
la condicion de que p = 2-10 cuando Z es -alquileno(C+-C4)-O-;

10 X se selecciona de -O-, y -NR4-;
R* se selecciona de H y alquilo, en donde el alquilo esta sustituido con 0-4 grupos R®;

cada R® se selecciona independientemente de -H, -haldgeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(O)R®, -C(=0)R",
-C(=0)OR° y -OC(=0)R";

R°® se selecciona de -H, haldégeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(0)R®, -C(=0)R’, -C(=0)OR° y -OC(=0)R%;
15 R? Ry R° se selecciona cada uno independientemente de -H y alquilo (C1-Cé);

ies0,102;

Y se selecciona de S, SO, SO,y O;

m, n y p son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 10, en dondem + n+ p =1;y qy rson
cada uno individualmente un ndmero entero 0 0 1; y s es un nimero entero de 1 a 3, con la condicién de que g +r +
20 s=3.

En otras realizaciones, el precursor de estafio que contiene biotina es un compuesto representado por la formula (1):

0
2
R R3 )J\
S|n/ , . HN NH
7
R1 w )n\ﬁap/ Hitte winlH
m

Y @D,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde:
R'esun grupo aromatico o vinilo capaz de ser sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

25 R? y R® se selecciona cada uno independientemente de R"; alquilo o alcoxialquilo, cada uno sustituido con 0-4
grupos R% o R? y R?, junto con el atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 3 a 8 miembros que incluye
opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z se selecciona de -alquileno(C4-C4)-, -alquileno(C4-C4)-O-, arileno, heteroarileno, cicloalquileno o
heterocicloalquileno, con la condicién de que m es al menos 1 cuando Z es arileno o heteroarileno,yn=1a9, y con
30 la condicion de que p = 2-10 cuando Z es -alquileno(C+-C4)-O-;
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X se selecciona de -O-, y -NR4-;
R* se selecciona de H y alquilo, en donde el alquilo esta sustituido con 0-4 grupos R®;

cada R® se selecciona independientemente de -H, -halégeno, -CN, -NO,, -NR°R®, -OR®, -S(O)R°, -C(=O)R’,
-C(=0)OR° y -OC(=0)R";

R® se selecciona de -H, haldégeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(0)R’, -C(=0)R’, -C(=0)OR° y -OC(=0)R%;
R? Ry R° se selecciona cada uno independientemente de -H y alquilo (C1-Cé);

Y se selecciona de S, SO, SO,y O;

ies0,102;y

m, n y p son cada uno independientemente un numero enterode 0 a 10, endondem+n+p =1.

Como se usa en la presente memoria, un grupo aromatico o vinilo capaz de ser marcado con yoduro significa que el
resto yodo se une al grupo aromatico (p. €j., un yoduro de arilo) o grupo vinilico (p. €j., yoduro de vinilo) para dar un
agente terapéutico, un agente de diagndstico o ambos. La expresion “yoduro de arilo” se refiere a un grupo
aromatico que lleva directamente un yoduro. La expresion “yoduro de vinilo” se refiere a un grupo vinilico que lleva
directamente un yoduro. En una realizacion, el vector aromatico que se puede marcar con yoduro comprende un
resto arilo de 5 a 14 miembros o un resto heteroarilo de 5 a 14 miembros.

Como se usa en la presente memoria, el término “vector” se refiere a un grupo aromatico o vinilo, en donde uno de
los atomos de carbono aromatico o vinilico esta sustituido con yoduro. Como se usa en la presente memoria, la frase
“vector aromatico” se refiere a una sustancia, p. e€j., un compuesto organico molécula pequefia o una
macromolécula, que incluye al menos un resto aromatico. Por lo tanto, un “vector aromatico capaz de ser marcado
con yoduro” se refiere a un vector aromatico que puede intercambiar al menos un sustituyente del anillo por un
sustituyente yoduro.

Como se usa en la presente memoria, la frase “vector vinilico” se refiere a una sustancia, p. €j., un compuesto
organico molécula pequefia o una macromolécula, que incluye al menos un resto vinilico. Por lo tanto, un “vector
vinilico capaz de ser marcado con yoduro” se refiere a un vector vinilico que puede intercambiar al menos un
sustituyente de carbono vinilico por un sustituyente yoduro. En algunas realizaciones, el vector aromatico o vinilico
capaz de ser marcado con yoduro da (es decir, tras marcaje con yoduro) un agente terapéutico, un agente de
diagndstico o ambos.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “agente terapéutico” se refiere a un farmaco, medicamento, u
otra sustancia capaz de producir un efecto en un cuerpo; por ejemplo, un agente que se puede usar para prevenir,
curar, aliviar el inicio y/o el avance de una afeccion, trastorno patolégico o enfermedad. Los agentes terapéuticos
incluyen farmacos de bajo peso molecular, proteinas, péptidos, oligonucledtidos, acidos nucleicos, polisacaridos y
otras macromoléculas, cada uno de los cuales puede ser sintético o producido de forma natural. EI término
“farmacos” incluye moléculas pequefas, tales como compuestos organicos con un peso molecular de entre
aproximadamente 50 y aproximadamente 1000 Daltons.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “agente de diagnostico” se refiere a una sustancia que permite la
deteccion o seguimiento de una afeccion o funcion fisioldgica; por ejemplo, un agente que se puede usar para la
deteccion, imagenologia y/o seguimiento de la presencia y/o avance de una afeccién, trastorno patolégico o
enfermedad.

En algunas realizaciones, R? y R® en las formulas A, | y/o 1l se selecciona cada uno independientemente de alquilo
(C4-Cs), p. €j., metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo o hexilo o alcoxialquilo, p. ej. metoximetilo, etoxietilo,
metoximetoximetilo, -CH,CH,CH,OCH,CH,OCHs. En algunas realizaciones, R? y R® en las férmulas A, lyloll se
selecciona cada uno independientemente de metilo, etilo, n-propilo o n-butilo.

En algunas realizaciones, R? y R® en las formulas A, l y/o ll, junto con el atomo de Sn al que estan unidos, forman un
anillo de 3 a 8 miembros que incluye opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O o S. Por
ejemplo, el anillo formado puede ser uno de los siguientes:

4;71/ CSn‘}{ E>Sn:%{ C\Sn;?f C\Sn?{
\ \ \ \ \
R, R, : R4 : R4 : R, :

2
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//O/\\//S/\\// HN/\\/
A AL AL

indica la unién del atomo de Sn al resto de la molécula; y en donde uno cualqwera 0 mas de Ios atomos de
hidrégeno en el anillo formado se puede sustituir por halégeno, alquilo, -CN, -NO,, -NR°R®, -OR°, -S(0)R°, -C(=0)R°
-C(=0)OR° 0 -OC(=0)R°

En algunas realizaciones de formulas A, | y/o II, X se selecciona de O y NR* y R* se selecciona de H y alquilo (C+-
Cs). Por ejemplo, en algunas realizaciones de formulas A, | y/o Il, X se selecciona de O y NH. En algunas
realizaciones, Y se selecciona de O, S, SO y SO,. Por ejemplo, en algunas realizaciones de formulas A, | y/o Il, Y es
S. En oftras realizaciones de formulas A, | y/o I, Y es SO,. En algunas realizaciones de formulas A, | y/o I, Z se
selecciona de -alquileno(C+-C4)-, -alquileno(C+-C4)-O-. Por ejemplo, en algunas realizaciones de formulas A, | y/o I,
Z es -alquileno(C1-C,4)-O-.

En algunas realizaciones de formulas A, | y/o Il, m, n y p son cada uno independientemente un niumero entero de 0 a
5. Por ejemplo, en algunas realizaciones de formulas A, | y/o I, my n son ambos 0 y p es un numero entero de 2 a
4.

En algunas realizaciones, R? y R? se selecciona cada uno independientemente de alquilo (C+4-Cs); X se selecmona de
O y NR% Y se selecciona de S, SO y SO,; Z se selecciona de -alquileno(Ci- C4) y -alquileno(C+-C4)-O-; R* se
selecaona de H y alquilo (C+4-Cs); y m, n y p son cada uno independientemente un numero entero de 0 a 5.

En algunas realizaciones de formulas A, | y/o II, R? y R® se selecciona cada uno independientemente de metilo, etilo,
n-propilo o n-butilo; X se selecciona de O y NH; Y es SOy; Z es -alquileno(C+-C4)-O-; m y n son ambos 0 y p es un
numero entero de 2 a 4.

En algunas realizaciones, R? y R?, junto con el atomo de Sn forman un anillo de 3, 4, 5, 6, 7 u 8 mlembros que
incluye opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O o S; X se selecaona de Oy NR* Y se
selecciona de S, SO y SO5; Z se selecciona de -alquileno(C+-Cy)- y -alquileno(C1-C4)-O-; R* se selecciona de Hy
alquilo (C4-Cs); y m, ny p son cada uno independientemente un numero entero de 0 a 5.

En algunas realizaciones de formulas A, | y/o I, R? y R? junto con el atomo de Sn forman un anillo de 5 0 6 miembros
que incluye opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O o S; X se selecciona de O y NH; Y es
SOg; Z es -alquileno(C1-C4)-O-; m y n son ambos 0 y p es un nimero entero de 2 a 4.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los subproductos que contienen biotina comprenden al menos un compuesto
de férmula (11):

w | H

|/ HN
st z X
RIA ™7, Hine
Y

- — (1,

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables; en donde R%R% Z, X, Y, R% R R%, m, n y p son como se han
definido antes para la férmula (l) y diferentes realizaciones de los mismos; y en donde R™es-OHytes1o0en
donde R™ es -O-ytes 2.

En algunas realizaciones, poner en contacto la mezcla de reaccion o la mezcla de reaccion reducida con avidina o
estreptavidina comprende al menos uno de los siguientes:

pasar la mezcla de reaccién o la mezcla de reaccién reducida por una columna de soporte sélido con
avidina o estreptavidina;
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mezclar un soporte sélido con avidina o estreptavidina con la mezcla de reaccién o la mezcla de reaccion
reducida, seguido de filtracion;

depositar el precursor que contiene biotina sobre un soporte sélido con avidina o estreptavidina, seguido de
poner en contacto el precursor que contiene biotina con el yoduro radiactivo y el oxidante, seguido de elucién del
compuesto radioyodado;

tratar la mezcla de reaccion o la mezcla de reaccion reducida con avidina o estreptavidina soluble seguido
de separacion por tamafos de los complejos unidos a avidina o estreptavidina del compuesto radioyodado; o

pasar la mezcla de reaccion o la mezcla de reaccion reducida sobre una superficie recubierta con avidina o
estreptavidina.

La presente invencion proporciona un compuesto radioyodado con un nivel de pureza comparable con el logrado por
métodos de HPLC convencionales. El alto nivel de pureza permite el uso de los compuestos radioyodados
preparados por los métodos descritos en la presente memoria, para usarlos como un agente de diagnostico o
terapéutico. En algunas realizaciones, dichos métodos permiten la produccion de compuestos radioyodados que
tienen impurezas minimas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el compuesto radioyodado esta en una
composicion que comprende menos de aproximadamente 10%, menos de aproximadamente 5% o menos de
aproximadamente 1% de precursores que contienen biotina o de subproductos que contienen biotina. En algunas
realizaciones, el compuesto radioyodado esta en una composicion que comprende menos de aproximadamente
0,9%, menos de aproximadamente 0,8%, menos de aproximadamente 0,7%, menos de aproximadamente 0,6%,
menos de aproximadamente 0,5%, menos de aproximadamente 0,4%, menos de aproximadamente 0,3%, menos de
aproximadamente 0,2%, menos de aproximadamente 0,1%, o incluso menos de aproximadamente 0,05% de
precursores que contienen biotina o de subproductos que contienen biotina. En general, el contaminante principal
que resulta en la preparacion del compuesto radioyodado es el precursor que contiene biotina sin reaccionar y/o los
subproductos que contienen biotina. Como tales, debido a que los métodos descritos en la presente memoria son
eficaces para separar el compuesto radioyodado deseado del precursor que contiene biotina sin reaccionar y/o los
subproductos que contienen biotina, el compuesto radioyodado resultante es al menos 90%, al menos 95%, al
menos 99%, al menos 99,1%, al menos 99,2%, al menos 99, 3%, al menos 99,4%, al menos 99,5%, al menos
99,6%, al menos 99,7%, al menos 99,8%, al menos 99,9% o al menos 99,95% puro.

Como se usa en la presente memoria, el término “alquilo” se refiere a un radical hidrocarbonado monovalente de
cadena lineal o ramificado, alifatico, saturado. Salvo que se especifique otra cosa, un grupo alquilo tipicamente tiene
1-6 atomos de carbono, es de decir alquilo (C1-Cs). Como se usa en la presente memoria, un grupo “alquilo (C4-Cs)”
significa un radical que tiene de 1 a 6 atomos de carbono en una disposicion lineal o ramificada. Un “grupo alquileno”
es un radical hidrocarbonado divalente, de cadena lineal o ramificada, alifatico, saturado. Salvo que se especifique
otra cosa, un grupo alquileno tipicamente tiene 1-6 atomos de carbono, es decir, alquileno (C+-Cs).

Como se usa en la presente memoria, el término “alcoxialquilo” se refiere a un alquilo, en el que atomos de carbono
no adyacentes son reemplazados por oxigeno. Los ejemplos de alcoxialquilo incluyen, pero ejemplo, metoximetilo,
etoxietilo, propoximetilo, o -CH,CH,CH,OCH,CH,OCHs.

El término “arilo” se refiere a un sistema de anillos hidrocarbonado aromatico. El término “arilo” se puede usar de
forma intercambiable con las expresiones “resto de arilo”, “anillo de arilo” y “grupo arilo”. Un grupo arilo tipicamente
tiene de 6 a 14 atomos en el anillo. “Arilo” incluye anillos monociclicos y anillos policiclicos, en los que un anillo de
arilo monociclico esta condensado con uno o mas anillos de arilo adicionales. Los ejemplos de grupos arilo incluyen,
pero no se limitan a fenilo, naftilo, antracenilo, 1,2-dihidronaftilo, 1,2,3,4-tetrahidronatftilo, fluorenilo, indanilo, indenilo
y similares. Un “grupo arilo sustituido” esta sustituido en uno cualquiera o0 mas atomos del anillo sustituibles. Arileno

se refiere a un radical arilo bivalente.

Los términos “heteroarilo”, “anillo de heteroarilo”, “grupo heteroarilo” y “resto de heteroarilo” se usan de forma
intercambiable en la presente memoria para referirse a grupos de anillos aromaticos que tipicamente tienen de 5 a
14 atomos en el anillo seleccionados de carbono y al menos un (tipicamente de 1 a 4, mas tipicamente 1 o 2)
heteroatomo (p. €j., oxigeno, nitrégeno o azufre). “Heteroarilo” incluye anillos monociclicos y anillos policiclicos en
los que un anillo heteroaromatico monociclico esta condensado con uno o mas anillos de arilo o heteroarilo
adicionales. Los ejemplos de grupos heteroarilo monociclicos incluyen, pero no se limitan a furanilo (p. €j., 2-furanilo,
3-furanilo), imidazolilo (p. €j., N-imidazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, 5-imidazolilo), isoxazolilo (p. €j., 3-isoxazolilo,
4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo), oxadiazolilo (p. €j., 2-oxadiazolilo, 5-oxadiazolilo), oxazolilo (p. ej., 2-oxazolilo, 4-
oxazolilo, 5-oxazolilo), pirazolilo (p. ej., 3-pirazolilo, 4-pirazolilo), pirrolilo (p. ej., 1-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo),
piridilo (p. €j., 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo), pirimidinilo (p. €j., 2-pirimidinilo, 4-pirimidinilo, 5-pirimidinilo), piridazinilo
(p. €j., 3-piridazinilo), tiazolilo (p. ej., 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo), isotiazolilo, triazolilo (p. ej., 2-triazolilo, 5-
triazolilo), tetrazolilo (p. €j., tetrazolilo), y tienilo (p. ej., 2-tienilo, 3-tienilo). Los ejemplos de grupos heteroarilo
aromaticos policiclicos incluyen carbazolilo, bencimidazolilo, benzotienilo, benzofuranilo, isobenzofuranilo, indolilo,
benzotriazolilo, benzotiazolilo, benzoxazolilo, quinolinilo, isoquinolinilo, indazolilo, isoindolilo, acridinilo o
bencisoxazolilo. Un “grupo heteroarilo sustituido” esta sustituido en uno cualquiera o mas atomos del anillo
sustituibles, que es un atomo de carbono del anillo o de nitrégeno del anillo unido a un hidrégeno. Heteroarileno se
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refiere a un radical heteroarilo bivalente.

El término “cicloalquilo” se refiere a un sistema de anillos hidrocarbonados saturado, monociclico o policiclico. Por
ejemplo, un cicloalquilo Cs-C7 incluye, pero no se limita a ciclopentilo, ciclohexilo o cicloheptilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido. Cicloalquileno se refiere a un radical cicloalquilo bivalente.

El término “heterocicloalquilo” se refiere a anillos no aromaticos, en general con 3 a 10 miembros que contienen 1-4
heteroatomos en el anillo. Cada heteroatomo se selecciona independientemente de nitrégeno, nitrégeno cuaternario,
nitrégeno oxidado (p. ej., NO); oxigeno, y azufre, incluyendo sulféxido y sulfona. Los grupos heterocicloalquilo
monociclicos representativos incluyen morfolinilo, tiomorfolinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo,
hidantoinilo, valerolactamilo, oxiranilo, oxetanilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, tetrahidropirindinilo,
tetrahidropirimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrothiopiranilo, y similares. Heterocicloalquileno se refiere a un radical
heterocicloalquilo bivalente.

Parte experimental

Abreviaturas

Ac: Acetilo.

Bn: bencilo.

DMAP: 4-(dimetilamino)piridina.

DMF:  dimetilformamida.

DMSO: Dimetilsulféxido.

EDC: Hidrocloruro de la N-(3-dimetiloaminopropil)-N'-etilcarbodiimida.
HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento.
NMP:  1-Metil-2-pirrolidinona.

PBS: solucion salina tamponada con fosfato.
TFA:  &cido trifluoroacético.

THF:  tetrahidrofurano.

TFP:  Tetrafluorofenilo.

Ejemplo 1: Sintesis de precursores

Se disefaron y prepararon arilestannanos que llevan unidades de biotina o sulfona de biotina. Se pueden preparar
estannanos vinilicos por métodos similares. Se seleccionaron el éster/acido 3-estannil-benzoico como el sistema
modelo puesto que el correspondiente producto radiomarcado (éster/acido 3-yodobenzoico) se puede conjugar con
otros vectores de diagnostico y terapéuticos por reacciones quimicas sencillas. Aunque son posibles otros enlaces,
se escogid un enlace éster entre la biotina y el arilestannano porque los ésteres son suficientemente estables en
condiciones de marcaje ligeramente acidas y porque el precursor para el enlace éster (es decir, un alcohol) es
facilmente accesible por reacciones establecidas y en general de alto rendimiento, p. €j., hidroboracién y ozonolisis.

El compuesto intermedio 6 clave se prepar6 con alto rendimiento a partir de Bu>SnCl» (1) con buen rendimiento
como se muestra en el esquema 2:

Esquema 2
Bu ) Bu
j PhiigBr ; 1. HOVELD 1. 0. BEN-H
- Ph-Sn-Ph — y e HO P
- i’:‘ G g5% B, 2 RMgBr SRR S NaBO, T snBuzPh
o
4 0% 5 3

Brevemente, a una solucion de dicloruro de dibutilestafio (15,2 g, 50 mmol) en THF (50 ml) se afiadié bromuro de
fenilmagnesio (30 ml, 60 mmol, 2,0 M en THF) a 0°C. La mezcla resultante se agité a 0°C durante 1 h, después se
inactivd con NH4ClI (50 ml, solucion ac. sat.) y se extrajo con Et;O (100 ml x 3). Los extractos organicos combinados
se secaron sobre Na;SO4 y se concentraron. El residuo aceitoso se purificdé por cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice, 100% de hexanos) para dar el compuesto 4 con 95% de rendimiento (18,4 g, 47,5 mmol).

El compuesto 4 (1,94 g, 5,0 mmol) se recogié en Et,O (5,0 ml) y se enfrié a 0°C. Se afiadi6 gota a gota una solucion

11



10

15

20

25

30

35

40

ES2615270T3

anhidra de HCl en Et,0 (2,5 ml, 5,0 mmol, 2,0 M). La solucién transparente resultante se dejo calentar a temperatura
ambiente durante 30 min. Se afadio el reactivo de Grignard (15 ml, 7,5 mmol, 0,5 M en THF o Et;0) a 0°C y la
suspension resultante se agitdé durante 1 h mas. Después de inactivar con NH4Cl (10 ml, solucion ac. sat.) y
extraccion con Et;O (10 ml x 3), los extractos organicos combinados se secaron sobre Na;SO4 y se concentraron. El
residuo aceitoso se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice, 100% de hexanos) para dar el
compuesto 5 con 90% de rendimiento.

A una solucion del compuesto 5 (1,46 g, 4,0 mmol) en THF (4,0 ml) se afiadié 9-BBN-H (6,0 ml, 6,0 mmol, 1,0 M en
THF) a 0°C. La solucion de la reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente durante 1 h. Se afiadié H20 (10 ml)
a la mezcla de reaccion seguido de NaBOs (1,63 g, 20 mmol). La suspension resultante se agité enérgicamente a
temperatura ambiente durante 12 h antes de extraccion con éter dietilico (20 ml x 3). Los extractos organicos
combinados se secaron sobre Na,SO4 y se concentraron. El residuo aceitoso se purificd por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice, hexanos/acetato de etilo 1:1) para dar el compuesto 6 con 92% de rendimiento
(1,41 g, 3,68 mmol).

Como se muestra en el esquema 3, el alcohol 6 se esterificd con biotina o sulfona de biotina para dar los
arilestannanos 7 y 8. Los arilestannanos se trataron con |, para producir especies Sn-l, que después se redujeron a
las especies de estafio diméricas 9 y 10 usando un procedimiento en un matraz.

Esquema 3

c; o

biotina o
HN NH ,»

HG\W/”\/“% sulfona de biotina o Ph 1. ‘
e Sossn H ‘!\: } H J /\f (/\ 2. Naai—! /l/\ ‘ 2
[ AB-95% " M/J B Bu vl 4 * 3 \V/; Eu i%u

Z X=8%  biotina g K=8 60%
8 X =80, sulfona de biotina 0 X =80, <30%

Brevemente, a una solucion del compuesto 6 (383 mg, 1,0 mmol) en DMF (2,0 ml) se afiadi6 biotina (366 mg, 1,5
mmol) o sulfona de biotina (414 mg, 1,5 mmol), EDC.HCI (287 mg, 1,5 mmol), DMAP (cat.). La solucién resultante
(suspension para la sulfona de botina) se agité a temperatura ambiente durante 12 h y los compuestos volatiles se
separaron con vacio. La purificacion se llevd a cabo por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice,
MeOH/CH.ClI; al 10%) para dar el éster deseado 7 u 8 con 90~95% de rendimiento.

A una solucién del éster 7 (305 mg, 0,5 mmol) en CH.Cl, (2,0 ml) se ahadi6 I» (379 mg, 1,5 mmol) en porciones a
temperatura ambiente. La soluciéon marrén resultante se agitdé a temperatura ambiente durante otros 30 min. Se
afadié NaBH4 (113 mg, 3,0 mmol) seguido de la adicién gota a gota de MeOH (1,0 ml). Después de desaparecer las
burbujas, se afadié PdCl; (0,9 mg, 0,005 mmol) a la suspension incolora. La suspension amarillo palido resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Se separaron los disolventes a vacio y el residuo se sometié a
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice, MeOH/CH.Cl» al 10%) para dar el compuesto de diestafio 9
deseado (160 mg, 0,15 mmol, 60% de rendimiento) en forma de un solido céreo. El compuesto 10 se sintetizé de
una forma similar, aunque con rendimiento menor (< 30%).

Alternativamente, los compuestos de estafio diméricos 9 y 10 también se han preparado por esterificacion del
compuesto 11 con biotina o sulfona de biotina como se muestra en la esquema 4:

Esquema 4
X
1. 1 o
biotina o
. 2, MabH e MN NH
HO W’«‘E‘;ﬁﬁh)g?h pﬁ(‘;g 4 HO.__~ Wm&n'}% sulfona de blotlnar H ] : f/\f(:} E‘mf 5
& 70% o Bu Sgon; 7 ~
1 9 X=8
10 X = S0,

Especificamente, el compuesto de diestafio 11 se prepard usando el procedimiento para la sintesis del compuesto 9.
La esterificacion se hizo como para el compuesto 7 para producir el diestafio 9 y 10 con >90% de rendimiento.

Con las especies 9 y 10 en mano, se exploraron las condiciones de acoplamiento de Stille usando el compuesto 12 y
el yoduro de arilo 13, como compuestos modelo, como se muestra en el esquema 5. Se observaron rendimientos
excelentes del estannano modelo 14 con Pd(PPh3)2Clo/KOAC/NMP.
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Esquema 5
;& COgﬁ Catalizador, condiciones: \
! Pd(Phs)s, THF o DMF, calor o MW, 0%
13 Pd(OAC)z, PA, THF, calor o MW 0%
Bu3SnSnBug Pd(PPh3).Cl,, KOAc, NMP, 91%
12 P}

Especificamente, a una solucion desgasificada de acido 3-yodobenzoico 13 (49 mg, 0,2 mmol) en NMP (0,3 ml) se
afadieron KOAc (59 mg, 0,6 mmol) y Pd(PPh3)2Cl. (7 mg, 0,01 mmol). La solucién naranja palido resultante se agitd
durante 10 min seguido de la adicién de hexabutildiestafio 12 (290 mg, 0,5 mmol). Después de agitar a temperatura
ambiente durante 24 h, la mezcla de reaccion rojo oscuro se diluyé con éter dietilico (0,5 ml) y se cargé directamente
en una columna de gel de silice y se hizo un barrido con hexanos/acetato de etilo 1:1 para dar el arilestanano 14
deseado con 91% de rendimiento (75 mg, 0,182 mmol).

Estas mismas condiciones de acoplamiento de Stille se aplicaron al dimero que contiene biotina 9 y el dimero de
sulfona de biotina 10 para dar los precursores de yodacién 15y 2 con 60%~65% de rendimiento (la purificacion se
hizo por HPLC semipreparativa), como se muestra en el esquema 6.

Esquema 6

O {’%; Q
Ji§ ML
e
HN  NH - | “COM HN MNH J/j\
ey «""’“‘W’" ‘?m)z > He—teH \7/ COH
{op, S Bu Bu Pd(PPhy),Cl, KOAc gz

X o NMP, ta., 24 h
9 X:rs ° 15 X=S 60%
iﬁxmﬁOg 2 K“«'»«"SD; 65%

Se us6 un método alternativo para hacer enlaces aril-estafio, que implica la adicién nucledfila de reactivos de
Grignard de arilo a especies de estafio-halégeno, para preparar los precursores protegidos con bencilo de estafio-
biotina 19 y estafo-sulfona de biotina 18, como se muestra en el esquema 7.

Esquema 7
0
N 2" i AN
4 Pb% éw 1? 1, S-BBN-H J E: biotina o H&’LNH J'ﬂ |
b A N e A A N sulfona de biotina ! g S
Aub LN o (SN, SO g™t (Y oo
4 § |f mvj;‘fiwmc B ‘J)::ﬁj Bl gﬁ %"E{}%)‘,} Bu Bu 87.84% ,i }.(g ,y’ Q\ . ’){ Bl} EU
A ¥ g 'y w
. ¥ 19 X=8
18 X =50,

Brevemente, a una solucion del arilestannano 5 (730 mg, 2,0 mmol) en Et;,O se afiadié HCI anhidro (1,0 ml, 2,0
mmol, 2,0 M en Et,0) a 0°C. La mezcla de reaccion transparente se calent6 a t.a. durante 30 min. A esta solucion de
cloruro de estafio bruta se afiadié después la solucion de Grignard (3,0 mmol en 10 ml de THF, recién preparado a
partir del éster de bencilo del acido 3-yodobenzoico y cloruro de isopropilmagnesio) a -20°C. La suspension gris
resultante se dejo calentar a 0°C durante 2 h. Se usé NH4Cl (10 ml, solucién ac. sat.) para inactivar el exceso de
reactivo de Grignard y la mezcla de reaccion se extrajo con Et,O (10 ml x 3). Los extractos organicos combinados se
secaron sobre Na;SO, y se concentraron. La purificacion se llevé a cabo por cromatografia en columna ultrarrapida
(gel de silice, EtOAc/hexanos al 10%) para dar el arilestannano deseado 16 con 75% de rendimiento (748 mg, 1,5
mmol).

La hidroboracién del arilestannano 16 para dar el alcohol 17 se hizo como para la conversiéon del compuesto 5 al
compuesto 6. La esterificacion del alcohol 17 se llevé a cabo como para la sintesis de los compuestos 7 y 8 para
producir los compuestos 19 (60%) y 18 (65%).

También se preparé un precursor modificado con una cadena de PEG 22 partiendo de biotina-PEG-acido 21 y el
hidroxiestannano 6 como se muestra en el esquema 8.
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Tabla A. Datos de RMN 'H para los compuestos

Compuesto

Desplazamientos quimicos

Disolvente

2

7,99 (1H, s, Jsn-ccH = 40,0 Hz), 7,83 (1H, d, J = 7,6, Hz), 7,54 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Jsn-c-cH = 37,6 Hz), 7,37 (1H, dd, J = 7,6, 7,1 Hz, Jsp-c-c-c = 9,5 Hz), 6,77 (1H, s,
ancho), 6,61 (1H, s, ancho), 4,44 - 4,35 (2H, m), 4,00 (2H, t, J = 6,0 Hz), 3,31 (1H,
dd, J= 14,1, 6,9 Hz), 3,15 (1H, q, J = 6,9 Hz), 3,02 (1H, d, J = 14,1 Hz), 2,25 (2H, t,
J =7,5Hz), 1,70 - 0,82 (30H, m)

DMSO-dg

7,47 (2H, d,J = 7,3 Hz, Jspc.cn = 38,4 Hz), 7,36-7,28 (3H, m), 5,89 (1H, ddt, J =
16,7, 10,1, 6,3 Hz), 5,01 (1H, dd, J = 16,7, 1,1 Hz), 4,93 (1H, dd, J = 10,1, 1,1 Hz),
2,32 (2H, m), 1,63-0,84 (20H, m).

CDCl3

(
7,46 (2H, d, J= 7,4 Hz, Jspccn = 39,0 Hz), 7,35 - 7,27 (3H, m), 3,64 (2H, m), 1,70 1
0,85 (24H, m)

CDCl3

6,43 (2H, s, ancho), 6,36 (2H, s, ancho), 4,3
(2H, ddd, J=7,5, 4,5, 1,8 Hz), 4,00 (4H, t, J=
Hz), 2,81 (2H, dd, J= 12,4, 5,1 Hz), 2,58 (2
Hz), 1,64-0,84 (60H, m)

0 (2H, dd, J=7,5, 5,1 Hz, 1H), 4,12
6,1 H), 3,08 (2H, ddd, J= 8,6, 6,1, 4,5
H, d, J=12,4 Hz), 2,26 (4H, t, J = 7.5

DMSO-dg

10

6,69 (2H, s, ancho), 6,60 (2H, s, ancho), 4,41 (2H, dd, J = 10,2, 7,0 Hz), 4,41 (2H,
ddd, J = 10,2, 6,0, 1,8 Hz), 4,01 (4H, t, J = 6,2 Hz), 3,30 (2H, dd, J = 14,2, 7,0 Hz),
3,16 (2H, q, J = 6,9 Hz), 3,02 (2H, d, J = 14,2 Hz), 2,28 (4H, t, J = 7,5 Hz), 1,72 -
0,82 (60H, m)

DMSO-dg

11

4,31 (2H, t, J = 5,1 Hz), 3,37 (4H, td, J = 6,5, 5,1 Hz), 1,60- 0,80 (48H, m)

DMSO-dg

14

8,20 (1H, s, Jsp.c.on = 38,0 Hz), 8,02 (1H, d, J = 7,8, Hz), 7,69 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Usn-ccn = 35,5 Hz), 7,41 (1H, dd, J = 7,8, 7,1 Hz, Jspc.ccn = 8,0 Hz), 1,53 (6H, m,
Usn-c.c.ct = 50,2 Hz), 1,33 (6H, m), 1,09 (6H, m, Jsp.c = 51,4 Hz), 0,88 (9H, t, J 5
7,3 Hz).

CDCl3

15

8,01 (1H, s, Jsrc.on = 38,7 Hz), 7,84 (1H, d,J = 7,7 Hz), 7,62 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Usn.ccn = 35,9 Hz), 7,42 (1H, dd, J = 7,7, 7,1 Hz), 6,44 (1H, s, ancho), 6,35 (1H, s,
ancho), 4,29 (1H, dd, J = 7,6, 5,1 Hz), 4,12 (1H, ddd, J = 7,6, 4,4, 1,4 Hz), 4,00 (2H,
t, J = 6,0 Hz), 3,07 (1H, ddd, J = 8,4, 6,1, 4,4 Hz), 2,81 (1H, dd, J = 12,4, 5,1 Hz),
2,57 (1H, d,J = 12,4 Hz), 2,24 (2H, , J = 7,5 Hz), 1,63-0,80 (30H, m)

DMSO-dg

16

8,18 (1H, s, Jspccn = 38,7 Hz), 8,00 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,65 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Usn-c.cn = 36,2 Hz), 7,46 (2H, d, J = 7,5 Hz), 7,42 - 7,32 (4H, m), 5,86 (1H, ddt, J =
16,6, 10,1, 6,4 Hz), 5,38 (2H, s), 4,99 (1H, dd, J = 16,6, 1,8 Hz), 4,90 (1H, dd, J =
10,1, 1,8 Hz), 2,30 (2H, td, J = 8,0, 6,4 Hz, Jsn.c.c = 52,6 Hz), 1,68 - 0,84 (20H, m)

CDCl3

17

8,17 (1H, s, Jsp-ccn = 38,7 Hz), 7,99 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,64 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Usn.c.on = 36,2 Hz), 7,45 (2H, dd, J = 7,8, 7,1 Hz), 7,42 - 7,32 (4H, m), 5,37 (2H, s),
3,63 (2H, m), 1,76-0,83 (24H, m)

CDCl3

18

8,07 (1H, s, Jsnccn = 38,3 Hz), 7,92 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,72 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Usn-c.cH = 36,0 Hz), 7,49 (1H, dd, J = 7.8, 7,1 Hz, Jsy.c.c.c. = 8,6 Hz), 7,46 (2H, d, J
= 7,4 Hz), 7,40 (2H, dd, J = 7,4, 7,3 Hz), 7,35 (1H, t, J = 7,3 Hz), 6,69 (1H, s), 6,60
(1H, s), 5,35 (2H, s), 4,41 (1H, dd, J = 10,1, 7,1 Hz), 4,37 (1H, ddd, J = 10,1, 6,1,
1,7 Hz), 3,99 (2H, t, J = 5,9 Hz), 3,30 (1H, dd, J = 14,1, 7,1 Hz), 3,15 (1H, m), 3,02
(1H, d, J = 14,1 Hz), 2,25 (2H, t, J =7,5 Hz), 1,71 - 0,79 (30H, m)

DMSO-dg

19

8,07 (1H, s, Jspccn = 38,3 Hz), 7,92 (1H, d, J = 7,9 Hz), 7,72 (1H, d, J = 7,1 Hz,
Usn-c.cn = 36,0 Hz), 7,48 (1H, dd, J = 7.9, 7,1 Hz, Jsp.c.c.c. = 8,6 Hz), 7,45 (2H, d, J
= 7,4 Hz), 7,39 (2H, t, J = 7,4 Hz), 7,35 (1H, t, J = 7,4 Hz), 6,42 (1H, s), 6,36 (1H,
s), 5,35 (2H, s), 4,28 (1H, m), 4,11 (1H, m), 3,98 (2H, t, J = 5,8 Hz), 3,06 (1H, ddd,
J=87,6,1,4,7 Hz), 2,80 (1H, dd, J = 12,4, 5,1 Hz), 2,57 (1H, d, J = 12,4 Hz), 2,22
(2H, t, J = 7,5 Hz), 1,64 - 0,77 (30H, m)

DMSO-dg

(t-Bu)-21

6,79 (1H, s), 6,74 (1H, s), 6,33 (1H, s, ancho), 4,58 (1H, dd, J = 7,8, 4,9 Hz), 4,39
(1H, dd, J = 7,8, 4,6 Hz), 3,71 (2H, t, J = 6,4 Hz), 3,66 - 3,53 (10H, m), 3,44 (2H,
m), 3,19 (1H, m), 2,94 (1H, dd, J = 13,0, 4,9 Hz), 2,77 (1H, d, J = 13,0 Hz), 2,50

(2H, t, J = 6,4 Hz), 2,27 (2H, m), 1,77 - 1,62 (4H, m), 1,46 (2H, m), 1,44 (9H, s)

CDCl3

14
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Compuesto Desplazamientos quimicos Disolvente

22 8,07 (1H, s, Jsp.ccn = 37,8 Hz), 7,92 (1H, d, J = 7,9 Hz), 7,80 (1H, t, J = 5,7 Hz)] DMSO-de
7,72 (1H, d, J = 7,2 Hz, Jsn.ccn = 36,3 Hz), 7,48 (1H, dd, J = 7,9, 7,2 Hz, Jsp-c.ccH
= 8,6 Hz), 7,45 (2H, d, J = 7,6 Hz), 7,40 (2H, t, J = 7,5 Hz), 7,35 (1H, dd, J = 7,6,
7,5 Hz), 6,41 (1H, s), 6,35 (1H, s), 5,35 (2H, s), 4,29 (1H, dd, J =7.6, 5,3 Hz), 4,11
(1H, ddd, J = 7.6, 4,5, 1,9 Hz), 4,00 (2H, t, J = 5,8 Hz), 3,58 (2H, t, J = 6,2 Hz),
3,49-3,43 (8H, m), 3,37 (2H, t, J = 6,0 Hz), 3,17 (2H, q, J = 5,9 Hz), 3,08 (1H, ddd, J
= 8,6, 6,2, 4,5 Hz), 2,81 (1H, dd, J = 12,4, 5,1 Hz), 2,57 (1H, d, J = 12,4 Hz), 2,47
(2H, t, J = 6,2 Hz), 2,06 (2H, t, J = 7,6 Hz), 1,64 - 0,80 (30H, m)

Nota: Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro de RMN Bruker AVIIl 700 MHz y se calibraron
usando disolvente no deuterado residual como referencia interna. Se usaron las siguientes abrewaturas para
explicar las muItlpI|C|dades s = sm Iete d = doblete, t = triplete, g = cuartete, an. = ancho. En RMN 'H, se
registraron las medias de I snn y J""%,.4 debido al fuerte solapamiento de las sefales.

Ejemplo 2: Estudios de estabilidad

Se exploré la estabilidad de los compuestos 18 y 19 con diferentes oxidantes usados para la radioyodacion sin
adicion de yoduro para verificar que la biotina o sulfona de biotina son compatibles con los oxidantes usados en las
reacciones de radioyodacion.

Ensayo de lodogen: A un vial Eppendorf recubierto de lodogen (20 ug) se afadié precursor (50 pg en 50 pl de
MeOH que contenia AcOH al 5%). La mezcla se agité6 suavemente a temperatura ambiente durante 10~30 min y
después se inactivd con Na;S,0s (100 pl, 0,1 M, solucidn ac.). Una pequefia muestra de la solucién transparente
resultante se examiné por LC-MS.

Ensayo con perla de yodacion o acido peracético: En un vial Eppendorf que contenia el precursor (50 pug en 50 pl de
MeOH que contenia AcOH al 5%), se afiadié oxidante (una perla de yodacion o 5 ul de acido peracético al 30%). La
mezcla se agitd suavemente a temperatura ambiente durante 10 min ~ 120 min y después se inactivd con Na»S;0s
(100 pl, 0,1 M, solucién ac.). Una pequefia muestra de la solucion transparente resultante se examiné por LC-MS.

Se observé que la biotina 19 era estable en AcOH/MeOH al 5%; no se observé hidrodesestannilacion catalizada
después de 72 h (véase la figura 1A). El tratamiento del compuesto 19 en un vial recubierto de lodogen condujo a
una mezcla de productos compleja; el analisis por LC-MS mostré que ninguno de los nuevos picos eran sulfona de
biotina o sulfoxidos de biotina (figura 1B). Las perlas de yodacién, una clorosulfonamida soportada sobre soélido,
reaccionaron con el compuesto 19 mucho mas lentamente (figura 1C). Por otra parte, el acido peracético, oxidé el
compuesto 19 muy limpiamente a una mezcla de sulfona de biotina y sulféxidos de biotina (figura 1D y 1E).

La sulfona de biotina 18 es mas estable frente a oxidantes; solo se observaron cantidades minoritarias de productos
de oxidacion (véase la figura 2).

Ejemplo 3: Estudios de yodacion y radioyodacion

Se investigaron los precursores de yodacion y radioyodacion con '2% tales como la sulfona de biotina 2, con

lodogen o acido peracético como oxidante. La radioyodacién de ejemplo se muestra a continuacion en el esquema
9.

Esquema 9

C}

HM NH ,‘\ " :jﬁiﬁiiracético
sn COMH e
ﬁ m\ 2 o indogen 1
2, MeB8.0s

»’,M‘s

Procedimiento de yodacion (frio/no radiactivo): En un vial Eppendorf recubierto con lodogen (20 pg) se afhadio el
precursor (50 pg en 50 pl de EtOH o MeOH que contenia AcOH al 5%) seguido de Nal (5 ug en 10 pl de H20). La
mezcla se agitd suavemente a temperatura ambiente durante 5 min y después se inactivd con Na»S;0s (100 pl, 0,1
M, solucién ac.). Una pequefia muestra de la solucion transparente resultante se examind por LC-MS para
determinar la extension de la reaccion.

Se llevaron a cabo estudios en frio en un sistema de UPLC Waters Acquity usando una columna de UPLC analitica
Waters Acquity (100 x 2,1 mm, C18, 1,7 ym BEH). La fase movil consistia en disolvente A (H2O, TFA al 0,1%) y
disolvente B (Acetonitrilo, TFA al 0,1%) con un caudal de 0,30 ml/min. La cantidad de disolvente B variaba a lo largo
del tiempo como se da a continuacién en la tabla 1.
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Tabla 1
Tiempo (min) 0 8 12,5 13 15
%B 10 100 100 10 10

Procedimiento de radioyodacion con '#°l (caliente) con lodogen: En un vial Eppendorf recubierto con lodogen (20 pg)
se afadio el precursor (50 pg en 50 pl de EtOH o MeOH que contenia AcOH al 5%) seguido de Na'?| (7,4 MBq [200
MCi], en 10 yl de NaOH 0,1 N). La mezcla se agité suavemente a temperatura ambiente durante 10 min y después
se inactivd con NaxS;0s (100 pl, 0,1 M, solucion ac.). Una pequefia muestra de la solucion transparente resultante
se examino por HPLC.

Procedimiento de radioyodacion con 123) (caliente) con acido peraceético: En un vial Eppendorf se afiadié el precursor

(50 pug en 50 yl de EtOH o MeOH que contenia AcOH al 5%) seguido de Na'?| (7,4 MBq [200 pCi], en 10 pl de
NaOH 1 N) y acido peracético (5 pl, solucion ac. al 30%). La mezcla se agité suavemente a temperatura ambiente
durante 10 min y después se inactivé con Na>S;0s5 (100 pl, 0,1 M, solucién ac.). Una pequefia muestra de la solucion
transparente resultante se examiné por HPLC.

Los estudios de HPLC se llevaron a cabo en un sistema de HPLC Waters usando una columna de HPLC analitica X-
Bridge (100 x 4,6 mm, C18, 2,3 micrometros). La fase movil consistia en disolvente A (H;O, formiato amonico al
0,4%) y disolvente B (MeOH) con un caudal de 0,8 ml/min. La cantidad de disolvente B vari6 a lo largo del tiempo
como se da a continuacion en la tabla 2.

Tabla 2
Tiempo (min) 0 6 15 16 20
%B 60 100 100 60 60

La figura 4 muestra los resultados de la radioyodacion con 2| de la sulfona de biotina 2. El &cido peracético generd

un producto adicional pequefio (mostrado a los 6 min en el espectro de UV) mientras que el lodogen no genero
productos adicionales en el cromatograma de UV, aunque es evidente el lodogen reducido. Ambas reacciones de
marcaje produjeron el producto '?°I-3 deseado con excelente pureza radioquimica (>95%).

Ejemplo 4: Estudios de union de estreptavidina.

Antes del intento de los estudios de marcaje, se evalud la capacidad de la resina con estreptavidina para retener
precursores, p.ej., el compuesto 15. Se cargd 1,0 ml de resina con estreptavidina de alta capacidad (dispensada
como 2,0 ml de suspension al 50% en agua) en un cartucho vacio de 1,5 mly se lavo con EtOH al 10% en PBS (5
ml). Se preparé una mezcla de los compuestos 3 y 15 en EtOH/PBS al 10% (250 pl) y se cargd (400 pl volumen
total) en la columna de resina de agarosa-estreptavidina de alta capacidad preempaquetada. Después de 20 min de
incubacion, la columna se lavé por barrido con una mezcla de EtOH/PBS (de EtOH/PBS al 10% al 100% de EtOH) y
se recogieron fracciones de 1 ml. En la figura 3 se muestran las sefales del eluyente en el HPLC. Como se
esperaba, el compuesto 3 eluyd con EtOH/PBS al 10%, mientras que el compuesto 15 era retenido en la columna.
La elucion del acido de biotina-estafio 15 solo se observd en el lavado con 100% de EtOH. Se observé un
comportamiento similar para el precursor de sulfona de biotina 2.

Estos resultados sugieren que la interaccion sulfona de biotina-estreptavidina o biotina-estreptavidina se puede usar
en la separacién de las moléculas que no contienen biotina de los estannanos modificados con biotina. Por lo tanto,
se puede usar cualquiera de los precursores de sulfona de biotina, tales como los compuestos 2 y 18, o precursores
que contienen biotina, tales como 15, 19y 22, en los métodos descritos en la presente memoria.

Ejemplo 5: Estudios de purificacion.

La mezcla de reaccion de radioligando de 2| de 2 y lodogen se purific6 usando una columna de resina con

estreptavidina, Usando las condiciones previamente desarrolladas, tales como las descritas antes en el ejemplo 4, la
mezcla de marcaje se diluyé con EtOH/PBS al 10% y se cargd en una columna de resina con estreptavidina
preempaquetada. Después de 20 minutos de incubacién, la columna se lavé por barrido con EtOH/PBS al 10%(1
vc). Como se muestra en la figura 5, se recuper6 99% de actividad y no se detecto compuesto 2 residual por HPLC.
Por lo tanto, la tecnologia de la sulfona de biotina-estreptavidina se puede usar facilmente para la radioyodacion sin
HPLC.

Ejemplo 6: Estudio del agente potenciador de la solubilidad.

La radioyodacion del precursor del éster de bencilo hidréfobo 4 para dar el producto radioyodado deseado 125

3IBaBn, no dio producto significativo después del paso por una resina funcionalizada con estreptavidina;
practicamente toda la reactividad quedoé retenida en la resina en las condiciones previamente descritas. Sin

16



10

15

20

ES2615270T3

embargo, la adicion de hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-3-CD) al 10%, 20% y 40% en p/v después de la reaccion
mejord el rendimiento de '°I-31BaBn purificado a 93%.

i
CO,Bn
CO,Bn
HN NH o o 2
H ? g H/\j/ j\/\ Na'?%, iodogen
Sl Sn " o5
\ I
O/, \\O BJ Bu AcOH/MeOH
Precursor 4 [1-125]-3IBABn

Procedimiento de radiomarcaje: En un vial Eppendorf se afadieron 56,6 ug del precursor 4 (56,6 pl, 1,0 mg/ml,
EtOH), 5 ul de AcOH, Na'?®l (18,5 MBq o 500 uCi, pH 8~11 en NaOH acuoso) y lodogen (50 pl, 0,2 mg/ml en EtOH),
posteriormente. La mezcla de reaccion se dejé asentar a temperatura ambiente durante 20 minutos, con agitacion
ocasional. Después de inactivacion con 100 pl de Na;S203 (0,1 M ac.), la mezcla se diluydé con 100 pl de EtOH y
después se afiadié al tampdn de unién ensayado descrito a continuacion.

Procedimiento general para la purificacion con columna de resina con estreptavidina en presencia de aditivos: Se
empaqueto una columna de resina con estreptavidina usando 1,6 ml de suspension de resina (0,8 ml de resina real)
como se ha descrito previamente y se lavé con el tampon de unién adecuado (4,0 ml, 5 vc). Se diluyé una parte
alicuota de 80 pl de la mezcla de radiomarcaje anterior con el tampon de uniéon adecuado (920 ul) y se mezcld
durante 10 minutos antes de cargar en la columna de estreptavidina. Después de incubacion durante 20 min, el
producto radiomarcado se eluyd de la columna con tampon de unién (se recogieron tres fracciones de 0,5 ml). Todas
las fracciones (incluyendo una fraccion precedente recogida mientras se cargaba la mezcla de reaccién en la
columna) se sometieron a analisis por HPLC antes de combinarlas.

Tampodn de unidn ensayado:

EtOH en PBS al 10% (experimento de control)
HP-B-CD en PBS al 10% (p/v)

HP-B-CD en PBS al 20% (p/v)

HP-B-CD en PBS al 40% (p/v)

Eluyente % HP-CD en el eluyente Actividad que queda en la columna
10% EtOH en PBS (experimento de control) 0% 91%
10% 16%
PBS (HP-B-CD, p/v) 20% 13%
40% 7%

17



10

15

20

25

30

35

40

ES2615270T3

REIVINDICACIONES
1.- Un método para preparar un compuesto radioyodado, comprendiendo el método:

(i) poner en contacto un precursor de estafio que contiene biotina con yoduro radiactivo y un oxidante para
formar una mezcla de reaccion que comprende un compuesto radioyodado, precursor sin reaccionar y
subproductos de reaccién; en donde “biotina” incluye biotina, productos de oxidacion de la biotina y
sustituyentes de tipo biotina, que incluyen biotina, oxibiotina, sulféxido de biotina asi como todos sus
estereoisdbmeros que se unen a la avidina o estreptavidina; y

(ii) poner en contacto la mezcla de reaccion de la etapa (i) con avidina o estreptavidina, de modo que dicha
avidina o estreptavidina se une a dicho precursor y subproductos para dar precursor unido a
avidina/estreptavidina y subproductos unidos a avidina/estreptavidina;

(iii) separar el compuesto radioyodado de dicho precursor unido a avidina/estreptavidina y subproductos unidos
a avidina/estreptavidina.

2.- El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende poner en contacto la mezcla de reaccion de la etapa
(i) con un agente reductor para formar una mezcla de reaccion reducida, y usar la mezcla de reaccién reducida en
las etapas (ii) y (iii).

3.- El método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, que ademas comprende llevar a cabo la etapa (i) en
presencia de un agente potenciador de la solubilidad, o poner en contacto la mezcla de reaccion obtenida de la
etapa (i) con un agente potenciador de la solubilidad.

4.- El método de la reivindicaciéon 1 o reivindicacion 2, que ademas comprende poner en contacto la mezcla de
reaccion con un agente potenciador de la solubilidad en la etapa (ii).

5.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde poner en contacto la composicion con la
avidina o estreptavidina comprende al menos uno de los siguientes:

pasar la mezcla de reaccion o la mezcla de reaccion reducida por una columna de soporte sélido de avidina o
estreptavidina;

mezclar un soporte sélido de avidina o estreptavidina con la mezcla de reaccién o la mezcla de reacciéon
reducida seguido de filtracion;

depositar el precursor que contiene biotina en un soporte sélido de avidina o estreptavidina, seguido de poner
en contacto el precursor que contiene biotina con el yoduro radiactivo y el oxidante, seguido de elucién del
compuesto radioyodado;

tratar la mezcla de reaccion o la mezcla de reaccion reducida con la avidina o estreptavidina soluble seguido
de la separacion por tamarios de complejos unidos a avidina o estreptavidina del compuesto radioyodado; o

pasar la mezcla de reaccién o la mezcla de reaccién reducida sobre una superficie recubierta con
estreptavidina o avidina.

6.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el compuesto radioyodado comprende un
resto arilo.

7.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el compuesto radioyodado comprende un
resto vinilo.

8.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el compuesto radioyodado se selecciona
de acido benzoico radioyodado, una benzamida radioyodada, una bencilamina radioyodada y una bencilguanidina
radioyodada.

9.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el precursor de estafio que contiene biotina
es un compuesto de formula (1):
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0
2
R R3 )k
S|n/ , . HN NH
7~
R1 \(\ﬁ/( )M Hit iy
m

Y @,

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde:
R'esun grupo aromatico o vinilo capaz de ser sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

R? y R® se selecciona cada uno independientemente de R"; alquilo o alcoxialquilo, cada uno sustituido con 0-4
grupos R5; o R? y R3, junto con el atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 3 a 8 miembros que
incluye opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z se selecciona de -alquileno(C4-Cs)-, -alquileno(C+-C4)-O-, arileno, heteroarileno, cicloalquileno o
heterocicloalquileno, con la condicion de que m es al menos 1 cuando Z es arileno o heteroarileno,yn=1a9,
y con la condicién de que p = 2-10 cuando Z es -alquileno(C+-C4)-O-;

X se selecciona de -O-y -NR4-;
R* se selecciona de H y alquilo, en donde el alquilo esta sustituido con 0-4 grupos R®;

cada R® se selecciona independientemente de -H, -haldgeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(O)R®, -C(=0)R",
-C(=0)OR° y -OC(=0)R";

R°® se selecciona de -H, haldgeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(0)R’, -C(=0)R’, -C(=0)OR° y -OC(=0)R%;
R? Ry R° se selecciona cada uno independientemente de -H y alquilo (C1-Cé);
Y se selecciona de S, SO, SO,y O;
ies0,102; y
m, n y p son cada uno independientemente un numero entero de 0 a 10, endondem+n+p =1.
10.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el yoduro radiactivo se selecciona de 123I,

124, 125 131
1, 25y ™.

11.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el oxidante se selecciona de lodogen y
acido peracético.

12.- El método de la reivindicacion 11, en donde el oxidante se aplica previamente como recubrimiento sobre un
tubo o perla.

13.- Un compuesto de formula (1):

@]
2
T/Rs HN)LNH
1~
R n 0 Hitm annliH
m

b D,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde:

R'es un grupo aromatico o vinilo capaz de ser sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

R? y R® se selecciona cada uno independientemente de R"; alquilo o alcoxialquilo, cada uno sustituido con 0-4
grupos R5; o R? y R3, junto con el atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 3 a 8 miembros que
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incluye opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z se selecciona de -alquileno(C4-Cs)-, -alquileno(C+-C4)-O-, arileno, heteroarileno, cicloalquileno o
heterocicloalquileno, con la condiciéon de que m es al menos 1 cuando Z es arileno o heteroarileno;

X se selecciona de -O-, y -NR4-;
R* se selecciona de H y alquilo, en donde el alquilo esta sustituido con 0-4 grupos R®;

cada R® se selecciona independientemente de -H, -haldgeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(O)R®, -C(=0)R",
-C(=0)OR° y -OC(=0)R";

R°® se selecciona de -H, haldégeno, -CN, -NO,, -NR?R®, -OR®, -S(0)R’, -C(=0)R’, -C(=0)OR° y -OC(=0)R%;
R? Ry R° se selecciona cada uno independientemente de -H y alquilo (C1-Cé);

Y se selecciona de S, SO, SO,y O;

ies0,102; y

m, n y p son cada uno independientemente un numero entero de 0 a 10, endondem+n+p =1.

14.- Un compuesto segun la reivindicacion 13, en donde:

R'es un grupo aromatico o vinilo que puede estar sustituido en un carbono aromatico o vinilico con yoduro;

R? y R® se selecciona cada uno independientemente de alquilo (C1-Cg) 0 alcoxialquilo; o R? y R?, junto con el
atomo de Sn al que estan unidos, forman un anillo de 4, 5 0 6 miembros que incluye opcionalmente uno o mas
heteroatomos seleccionados de N, O 0 S;

Z es -alquileno(C1-C4)-O-;
X se selecciona de -O-, y -NH;
Y se selecciona de S o SOy; y

p es un numero entero de 2 a 4.
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