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DESCRIPCION
N4 quelantes conjugados
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a quelantes mejorados de tetraamina conjugados con moléculas de
direccionamiento bioldgico, adecuados para formar complejos metalicos con el compuesto radiometalico %mTe. Los
complejos de compuestos radiometalicos son utiles como radiofarmacos de ®mre.

Antecedentes de la invencion

El documento de patente de los Estados Unidos US 5489425 (Dow Chemical) describe una gama de quelantes de
tetraamina funcionalizados de cadena abierta y macrociclica utiles para la complejacion de metales, en particular
complejos de rodio radiactivos y no radiactivos, especialmente complejos radiometalicos de '%Rh o ""™Rh. Las
tetraaminas especificas descritas incluyen:

enlazador-NH,

HN NH
-~ .
‘x,_“ -
NH MHE
[Enlazador] Compuesto
-CHa[p-fenileno]- BA-2,3,2-tet
-[p-fenileno]- AN-2,3,2-tet
-(CH2)s- PA-2,3,2-tet

Los quelantes bifuncionales se describen como utiles para la conjugacion con anticuerpos monoclonales, o
fragmentos de los mismos, con fines terapéuticos o diagnosticos .El documento de patente de los Estados Unidos
US 5489425 describe (Ejemplos 21, 22a y 23) que el conjugado quelante del complejo anticuerpo-compuesto
radiometalico se prepara formando primero el complejo metalico'®Rh, y después haciendo reaccionar con el
anticuerpo seguido por la purificacion. El documento de patente de los Estados Unidos US 5489425 no menciona los
conjugados anticuerpo-quelante que no estan complejos, es decir sin compuesto radiometalico coordinado. El
documento de patente de los Estados Unidos US 5489425 no muestra cémo diferenciar la amina colgante de las
cuatro aminas del quelante en dichas reacciones de conjugacion de anticuerpos. El documento de patente de los
Estados Unidos US 5489425 afirma que los quelantes bifuncionales "también serian Utiles en la complejaciéon de
tecnecio y renio", pero no revela coémo se lograria esto ni ningin complejo de tecnecio real.

El documento de patente de los Estados Unidos US 5650134 describe un conjugado de quelante-péptido de
somatostatina de una gama de quelantes. El Ejemplo 1 describe la conjugacion de un 6-(p-isotiocianatobencil)-
1,4,8,11-tetraazaundecano a un péptido octredtido.

El documento de patente europea EP 1181936 A1 describe conjugados de bombesina (es decir, de
tetradecapéptido) de quelantes de tetraamina, preparados usando los quelantes bifuncionales BBN-1 y BBN-2, y los
complejos de 9"™T¢ de los mismos.
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MH OH
0 o

S
CO,H

Boc.__ - _-Boc

N N ~ BQG'&,“ \ . - Boc
-~ ™~
P
N4 NH o~ g
Boc Boc Boa Boc
BBN-2 BEM-1

donde el grupo protector es Boc=terc-butoxicarbonilo

Los complejos de “MTc se dice que exhiben un rapido aclaramiento del cuerpo murino via los rifiones y el sistema

urinario. El documento de patente europea EP 1181936 A1 no proporciona, sin embargo, ninguna descripcion o
referencia de la sintesis de BBN-1 o BBN-2, solamente para la etapa en la que se conjugan con el extremo N de la
bombesina. La conjugacion de BBN-2 con bombesina y marcado de ®mTe para dar un compuesto radiofarmacéutico
potencial para la formacion de imagenes de un tumor también ha sido descrito por Nock et al [Eur.J.Nucl.Med.,
30(2), 247-258 (2003 )]. Se dice que los complejos de ®™Tc imparten hidrofilicidad mejorada en comparacion con la
técnica anterior de conjugados bombesina-quelato, y por lo tanto se esperaria que favorecieran la excrecion via los
rifiones y el sistema urinario.

La conjugacion de BBN-1 con octredtido y marcado de 9mTe para dar un compuesto radiofarmaco potencial para la
imagen de tumores ha sido descrito por Maina et al para pacientes humanos [Eur.J.Nucl.Med., 30(9), 1211-1219
(2003)]. Ninguna de las publicaciones de BBN-1 o BBN-2 anteriores proporciona ninguna sintesis de BBN-1 o BBN-
2.

La presente invenciéon

La presente invencion proporciona conjugados quelantes de tetraamina con restos de direccionamiento biolégico,
ligados via un grupo enlazador y complejos de tecnecio de los mismos como productos radiofarmacéuticos. El grupo
enlazador es tal que el quelante esta monofuncionalizado en la posicion de cabeza de puente y proporciona tanto
flexibilidad como una falta de grupos arilo, a fin de minimizar la lipofilia y el volumen estérico. Se proporcionan
versiones adecuadamente protegidas de los quelantes, que permiten la conjugacion con una amplia gama de
moléculas dirigidas sin reacciones interferentes con los nitrdgenos aminicos del quelante de tetraamina. Las sintesis
de los quelantes funcionalizados se describen, junto con los precursores de los quelatos bifuncionales.

Se describen composiciones radiofarmacéuticas que comprenden los complejos metalicos de tecnecio de la
invencion, junto con kits no radiactivos para la preparacion de tales productos radiofarmacéuticos.

Descripcion detallada de la invenciéon

En una primera forma de realizacion, la presente invencion proporciona un complejo de tecnecio 9mTe cationico de
la féormula (1):
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(CH,),-X-Y-Z

(I

donde:

X es -NR(C=0)-, -CONR-
0 un grupo Q;

Y es independientemente aminoacidos 1-10 D- o L-, o un grupo PEG de férmula (-OCH,CH2O-),, donde w es un
numero entero de valor 3-25;

Z es un resto de direccionamiento bioldgico sintético elegido entre un péptido 3-30 mer;
n es un numero entero de valor 1 a 8;
R es H, alquilo C1.4, alcoxialquilo Cz.4, hidroxialquilo C1.4, o fluoroalquilo C1.;

Qes

A es un contraion;

con la condicién de que los atomos de la cadena X'-(Y)- carezcan de enlaces en los que un heteroatomo esta unido
directamente a otro.

El radioisétopo de tecnecio puede ser un y emisor vy, tal como el %MT¢ 0 un emisor de positrones adecuado para la

formacion de imagenes PET, tal como %4mTe. Preferiblemente, el radioisétopo de tecnecio es ®MTe o 94'“Tc, mas
preferiblemente es ®mre.

X es -CONR-, -NR(C=0)- o un grupo Q. X es lo mas preferiblemente -CONR- o -NR(C=0)-, con CONH- y -NH(C=0)-
, siendo especialmente preferidos.

El grupo enlazador -(CH2),-X~(Y)- de la formula | se elige de modo que la cadena de atomos X'-(Y)- carece de
enlaces en los que un heteroatomo esta unido directamente a otro, donde el término "heteroatomo" significa un
atomo no de carbono tal como nitrégeno, oxigeno o azufre. Esto significa que la cadena carece de enlaces tales
como O-O, N-N u O-N.

Se anticipa que el papel del grupo enlazador -(CH2),-X-(Y)- de la férmula | es distanciar el complejo de tecnecio del
sitio de unién activo del resto de direccionamiento biolégico (Z) in vivo. Esto ayuda a asegurar que el complejo de
tecnecio relativamente voluminoso no inhiba estéricamente la unién a sitios activos in vivo. El grupo alquileno-
(CH2)-- tiene la ventaja de que no hay interacciones significativas de enlace de hidrogeno con el resto de
direccionamiento biolégico conjugado (Z), de modo que el enlazador no arropa a Z. Se prefieren grupos alquileno
que tienen n =1 a 6, lo mas preferiblemente 2 a 4, siendo 2 especialmente preferible.

Los grupos enlazadores de la presente invencién carecen de anillos arilo. Esto ayuda a minimizar la lipofilicidad del
complejo de tecnecio mas el grupo enlazador que esta unido a la porcion de direccionamiento biolégico (Z) del
conjugado. El volumen estérico y el peso molecular del grupo enlazador (y por lo tanto el complejo de tecnecio)
también se minimiza, mientras que se mantiene la flexibilidad del enlace.
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La naturaleza del grupo enlazador también se puede usar para modificar la biodistribucion del agente de formacion
de imagenes. Asi, por ejemplo, la introduccion de grupos éter en-(Y)- ayudara a minimizar la unién a las proteinas
plasmaticas. Cuando -(Y)- comprende un bloque de construccién de polietilenglicol (PEG) o una cadena peptidica de
1 a 10 residuos de aminoacidos, el grupo enlazador puede funcionar para modificar las tasas farmacocinéticas y de
eliminacion de la sangre del agente de formacion de imagenes in vivo. Tales grupos enlazadores "biomodificadores”
pueden acelerar el aclaramiento del agente de formacion de imagenes de tecnecio de los tejidos circundantes, tales
como los musculos o el higado, y/o de la sangre, proporcionando asi una mejor imagen de diagnoéstico debido a una
menor interferencia de fondo. También se puede usar un grupo enlazador biomodificador para favorecer una ruta
particular de excrecion, por ejemplo, via los rifiones en lugar de via el higado. Alternativamente, pueden prolongar el
tiempo de residencia de la sangre, permitiendo que mas agente se acumule en el sitio diana in vivo.

Cuando -(Y)- comprende una cadena peptidica de residuos de aminoacidos, los residuos de aminoacidos se eligen
preferiblemente entre la glicina, lisina, acido aspartico, acido glutamico o serina. El numero de aminoacidos en la
cadena peptidica es preferiblemente de 1 a 10, mas preferiblemente de 1 a 3.

Cuando -(Y)- comprende un resto PEG, comprende preferiblemente un grupo de férmula (-OCH;CH,0-),, donde w
es un numero entero de valor 3 a 25. El numero entero w es preferiblemente de 6 a 22. Un grupo -(Y)- que contiene
PEG especialmente preferido es una unidad derivada de la polimerizacion de la estructura tipo PEG monodispersa,
el acido 17-amino-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico de férmula 1V:

H
[ HM WQWOWDWNWO "ﬁ"“‘-\.-"]p
O o)
(1)

En donde p es un nimero entero de 1 a 10.

Por el término fluoroalquilo se entiende un grupo alquilo con al menos un sustituyente de fltor, es decir, el término
abarca grupos desde monofluoroalquilo (por ejemplo -CHxF) a perfluoroalquilo (por ejemplo CF3).

El grupo-(Y)- comprende preferiblemente un resto de acido diglicélico, un resto de maleimida, un acido glutarico, un
acido succinico, una unidad basada en polietilenglicol o una unidad similar a PEG de la formula IV.

Por el término "sintético" se entiende el significado convencional del término es decir hecho por el hombre en lugar
de ser aislado de fuentes naturales, por ejemplo del cuerpo de un mamifero. Tales compuestos tienen la ventaja de
que su fabricacién y su perfil de impurezas pueden controlarse completamente. Los anticuerpos monoclonales y
fragmentos de los mismos estan por lo tanto fuera del alcance de las presentes reivindicaciones.

Por el término "grupo de direccionamiento biolégico" se entiende: péptidos o analogos de péptidos 3-30 mer que
pueden ser péptidos lineales o péptidos ciclicos o combinaciones de los mismos; o sustratos, antagonistas o
inhibidores enzimaticos; compuestos de unidn a receptores sintéticos; oligonucleétidos o fragmentos de oligo-ADN o
oligo-ARN.

Por el término péptido ciclico se entiende una secuencia de 5 a 15 aminoacidos en la que los dos aminoacidos
terminales estan unidos entre si por un enlace covalente que puede ser un enlace peptidico o disulfuro o un enlace
sintético no peptidico tal como un enlace tioéter, fosfodiéster, disiloxano o uretano. Por el término "aminoacido" se
entiende un aminoacido, analogo de aminoacido o mimético de aminoacido L- o D- que puede ser 6pticamente puro,
es decir un enantidmero unico y por lo tanto quiral, o una mezcla de enantiémeros. Preferiblemente, los aminoacidos
de la presente invencion son épticamente puros. Por el término miméticos de aminoacido se entienden analogos
sintéticos de aminoacidos naturales que son isésteros, es decir, han sido disefiados para imitar la estructura estérica
y electronica del compuesto natural. Tales isésteros son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen,
pero no se limitan a, depsipéptidos, péptidos retro-inversos, tioamidas, cicloalcanos o tetrazoles 1,5-disustituidos
[véase M. Goodman, Biopolymers, 24, 137, (1985)].

Péptidos adecuados para uso en la presente invencion incluyen:
» Somatostatina, octreétido y analogos,

» Péptidos que se unen al receptor ST, donde ST se refiere a la toxina termoestable producida por E coli y otros
microorganismos;

» Fragmentos de laminina, por ejemplo YIGSR, PDSGR, IKVAV, LRE y KCQAGTFALRGDPQG,
» Péptidos de N-formilo para dirigir a sitios de acumulacién de leucocitos,

 Factor plaquetario 4 (PF4) y sus fragmentos,
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» Péptidos que contienen RGD (Arg-Gly-Asp), que pueden, por ejemplo, dirigirse a la angiogénesis [R.Pasqualini et
al., Nat Biotechnol. 1997 Junio; 15(6): 542-6]; [E. Ruoslahti, Kidney Int. 1997 Mayo; 51(5): 1413-7].

» Fragmentos de péptidos de az-antiplasmina, fibronectina o beta-caseina, fibrinégeno o trombospondina. Las
secuencias de aminoacidos de ag-antiplasmina, fibronectina, beta-caseina, fibrindgeno y trombospondina pueden
encontrarse en las siguientes referencias: precursor de ar-antiplasmina [M.Tone et al, J. Biochem, 102, 1033,
(1987)]; beta-caseina [L.Hansson et al, Gene, 139, 193, (1994)]; fibronectina [A.Gutman et al, FEBS Lett, 207, 145,
(1996)]; precursor de trombospondina-1 [V.Dixit et al, Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 83, 5449, (1986)]; R.F.Doolittle,
Ann. Rev. Biochem, 53, 195, (1984);

» Péptidos que son sustratos o inhibidores de la angiotensina, tales como: angiotensina Il Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-
Pro-Phe (EC Jorgensen et al, J. Med Chem, 1979, Vol 22, 9, 1038-1044)

* [Sar, lle] angiotensina Il: Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-lle (RK Turker et al, Science, 1972, 177, 1203 ).
* Angiotensina I: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu.

Preferiblemente, los péptidos de la presente invencion comprenden péptidos antiplasmina o angiotensina Il. Los
péptidos de antiplasmina comprenden una secuencia de aminoacidos tomada del extremo N de:

(i) az-antiplasmina,

es decir, NH2-Asn-GIn-Glu-GIn-Val-Ser-Pro-Leu-Thr-Leu-Thr-Leu-Leu-Lys-OH o variantes de esto en las que uno o
mas aminoacidos han sido intercambiados, afadidos o eliminado como:

NH.-Asn-GIn-Glu-GlIn-Val-Ser-Pro-Leu-Thr-Leu-Thr-Leu-Leu-Lys-Gly-OH,
NH,-Asn-GIn-Glu-Ala-Val-Ser-Pro-Leu-Thr-Leu-Thr-Leu-Leu-Lys-Gly-OH,
NH, Asn-GIn-Glu-GIn-Val-Gly-OH; o

(i) caseina

es decir. Ac-Leu-Gly-Pro-Gly-GIn-Ser-Lys-Val-lle-Gly.

Los péptidos sintéticos de la presente invencidon pueden obtenerse mediante sintesis en fase sélida convencional,
como se describe en P. Lloyd-Williams, F. Albericio y E. Girald; Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides
and Proteins, CRC Press, 1997.

Los sustratos, antagonistas o inhibidores enzimaticos adecuados incluyen la glucosa y analogos de glucosa tales
como la fluorodesoxiglucosa; acidos grasos o elastasa, inhibidores de la angiotensina Il o metaloproteinasas. Un
antagonista de la angiotensina Il no peptidico preferido es el losartan.

Los compuestos adecuados de union al receptor sintéticos incluyen el estradiol, estrégeno, progestina, progesterona
y otras hormonas esteroideas; ligandos para el receptor D-1 o D-2 de dopamina, o transportadores de dopamina
tales como tropanos; y ligandos para el receptor de serotonina.

El resto de direccionamiento biolégico (Z) tiene preferiblemente un peso molecular inferior a 5000, lo mas
preferiblemente menor que 4000, idealmente menor que 3000. Esto tiene la ventaja de que las caracteristicas
biolégicas mejoradas de los complejos de tecnecio de tetraamina de la invencion pueden tener un influencia en la
biodistribucién general, en particular el aclaramiento, del complejo de tecnecio del conjugado de féormula I. Cuando n
es 3, y X comprende un atomo de nitrégeno directamente unido al grupo (CH),, entonces Z se elige para ser tanto
sintético como de un peso molecular de menos de 4000. Los restos de direccionamiento bioldgico preferidos son
péptidos o sustratos enzimaticos de 3 a 20 mer, antagonistas de enzimas o inhibidores enzimaticos.

El contraion (A') representa un anién que esta presente en una cantidad equivalente molar, equilibrando asi la carga
positiva en el complejo de tecnecio dioxo Tc(V) de la Férmula I. El anién (A) es adecuadamente de carga simple o
multiple, siempre y cuando esté presente como una cantidad de carga balanceada. El anién se deriva
adecuadamente de un acido inorganico u organico. Ejemplos de aniones adecuados incluyen: iones haluro tales
como cloruro o bromuro, sulfato, nitrato, citrato, acetato, fosfato y borato. Los aniones preferidos son cloruro.

Los complejos de tecnecio de férmula | tienen la ventaja de que son estables después de la formacion del complejo,
y comprenden un quelante avido que se une al tecnecio con preferencia al resto de direccionamiento biolégico. Por
consiguiente, es improbable que el complejo de tecnecio experimente reacciones de transquelacion con
macromoléculas biolégicas o ligandos competidores in vivo. Los complejos de tecnecio son pequefios y compactos
lo que es util para tener un impacto estérico minimo sobre el resto de direccionamiento bioldgico conjugado (Z). El
cambio cationico permanente y el nucleo Tc(V) dioxo significa que los complejos son también hidrofilos y, por tanto,
es poco probable que se distribuyan intracelularmente en otros compartimentos, con un aclaramiento
consecuentemente mas rapido de los organos y tejidos circundantes in vivo, por ejemplo desde el torrente
sanguineo.
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Los complejos de tecnecio de formula | se pueden preparar por reaccion de una fuente adecuada de tecnecio con un
conjugado quelante de Formula Il

(C Hz}n' X-( Y}m £

N

Q3

s \‘..--""(:"'1l1l
.-'"f'{ T
S -~

M o]
Q' g Q°F QF
iy
donde: X, Y, Z, n y m son como se han definido anteriormente;
Q"' aQ®son independientemente grupos Q, donde Q es H o un grupo protector de amina.

Los conjugados quelantes son Utiles en la preparacion de los complejos de tecnecio de férmula | de la primera forma
de realizacion.

Por el término "grupo protector” se entiende un grupo que inhibe o suprime reacciones quimicas indeseables, pero
que esta disefiado para ser suficientemente reactivo para que pueda escindirse del grupo funcional en cuestion en
condiciones suficientemente suaves que no modifiquen el resto de la molécula. Después de la desproteccion se
obtiene el producto deseado. Los grupos protectores de amina son bien conocidos por los expertos en la técnica y
se seleccionan adecuadamente entre: Boc (donde Boc es terc-butiloxicarbonilo), Fmoc (donde Fmoc es
fluorenilmetoxicarbonilo), trifluoroacetilo, aliloxicarbonilo, Dde [es decir 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)etilo] o
Npys (es decir 3-nitro-2-piridin sulfenilo). En algunos casos, la naturaleza del grupo protector puede ser tal que
ambos grupos Q'/Q” o Q°/Q®, es decir, no hay enlace NH sobre el 4tomo de nitrégeno de amina asociado. El uso de
otros grupos protectores se describe en 'Protective Groups in Organic Synthesis', Theorodora W. Greene y Peter GM
Wouts, (John Wiley & Sons, 1991). Los grupos protectores de amina preferidos son Boc y Fmoc, mas preferiblemente
Boc. Cuando se utiliza Boc, Q" y Q°® son ambos H, y Q% Q% Q* y Q°® son cada uno terc-butoxicarbonilo.

En la Férmula I, los grupos protectores de amina se emplean principalmente para proteger los grupos funcionales
amina del quelante tetraamina durante la quimica sintética antes de la complejacion con el tecnecio. Sin embargo,
cuando el grupo de direccionamiento bioldgico (Z) es susceptible de reaccion con aminas primarias y/o secundarias,
estos grupos protectores también pueden ser Utiles para prevenir reacciones quimicas indeseables entre las aminas
quelantes y Z antes de la complejacion con tecnecio.

Conjugados preferidos de Férmula Il tienen al menos uno de los nitrégenos de amina no protegido (es decir, uno de
Q3 0 Q4 es H, 0 ambos Q'/Q% 0 Q*/Q° son H). Uno o mas grupos amino libres significa que el conjugado es mas
facilmente soluble en medio acuoso, que es el disolvente preferido para la preparacion del complejo de tecnecio de
féormula I. Un grupo amino libre también significa que la complejacion con tecnecio es mas rapida, ya que la
complejacion no depende de la eliminaciéon previa de un grupo protector, lo que también evitaria la formaciéon de
complejos metalicos. Cuando el grupo de direccionamiento biolégico conjugado (Z) no es susceptible a una reaccion
adicional con aminas, es conveniente utilizar el conjugado de féormula Il en forma completamente desprotegida (es
decir, cada uno de Q' a Q° es H), y éste es un conjugado quelante especialmente preferido de Formula Il. Se
prefiere la forma totalmente desprotegida para la reaccion de complejacion para dar el complejo de tecnecio de
formula I.

Los complejos de tecnecio de formula | de la presente invencion pueden prepararse por reaccion de una solucion del
compuesto radiometalico en el estado de oxidaciéon apropiado con el conjugado quelante de férmula Il en el pH
apropiado. La solucién puede contener opcionalmente un ligando que se acompleja débilmente al tecnecio (tal como
gluconato o citrato), es decir, el complejo de tecnecio se prepara por intercambio de ligandos o transqueacion. Tales
condiciones son a menudo Utiles para suprimir reacciones secundarias indeseables tales como la hidrélisis del ion
de tecnecio, pero son menos importantes con los %uelantes de la presente invencion, ya que se complejan
rapidamente con tecnecio. Cuando el radioisétopo es %®mTc, el material de partida habitual es pertecnetato de sodio
a partir de un generador de %Mo. El tecnecio esta presente en ggmTc—per‘tecnetato en el estado de oxidacion Tc (VII),
que es relativamente no reactivo. La preparacion de complejos de tecnecio de estado de oxidacion mas bajo Tc(l) a
Tc(V) por lo tanto usualmente requiere la adicién de un agente reductor adecuado farmacéuticamente aceptable tal
como ditionito de sodio, bisulfito de sodio, acido ascorbico, acido sulfinico de formamidina, ion estannoso, Fe(ll) o Cu
(), para facilitar la complejacion. El agente reductor farmacéuticamente aceptable es preferiblemente una sal
estannosa, mas preferiblemente cloruro estannoso, fluoruro estannoso o tartrato estannoso.
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Los conjugados quelantes de Formula Il pueden prepararse por conjugacion de la molécula de direccionamiento
biolégico (Z) con un quelante bifuncional de Férmula Ill, como se describe en la quinta forma de realizaciéon a
continuacion.

En una segunda forma de realizacion, la presente invencidon proporciona un producto radiofarmacéutico que
comprende el complejo de tecnecio de la primera forma de realizacion, en donde A es un contraion
farmacéuticamente aceptable, junto con un vehiculo biocompatible en una forma adecuada para la administracion
humana.

Por la frase "en una forma adecuada para la administracion humana" se entiende una composiciéon que es estéril,
exenta de pirdgenos, carece de compuestos que producen efectos toxicos o adversos, y se formula a un pH
biocompatible (aproximadamente pH 4,0 a 10,5). Dichas composiciones carecen de particulas que puedan correr el
riesgo de causar embolia in vivo, y se formulan de manera que no se produce precipitacion en contacto con fluidos
biolégicos (por ejemplo, sangre). Dichas composiciones también contienen soélo excipientes bioldgicamente
compatibles, y son preferiblemente isotdnicas.

El "vehiculo biocompatible" es un fluido, especialmente un liquido, en el cual el producto radiofarmacéutico se
suspende o preferiblemente se disuelve, de manera que la composicion es fisiologicamente tolerable, es decir,
puede administrarse al cuerpo de mamiferos sin toxicidad ni molestia indebida. El vehiculo biocompatible es
adecuadamente un vehiculo liquido inyectable tal como agua estéril, libre de pir6genos para inyeccion; una solucion
acuosa tal como una solucion salina (que puede equilibrarse ventajosamente de manera que el producto final para
inyeccion sea isoténico o no hipotdnico); una solucidon acuosa de una o mas sustancias ajustadoras de la tonicidad
(por ejemplo, sales de cationes de plasma con contraiones biocompatibles), azicares (por ejemplo, glucosa o
sacarosa), alcoholes de azucar (por ejemplo, sorbitol o manitol), glicoles (por ejemplo, glicerol) u otros materiales de
poliol no iénicos (por ejemplo, polietilenglicoles, propilenglicoles y similares).

Por el término "contraién farmacéuticamente aceptable" se entiende un anién (es decir, un ion negativo) que no
produce efectos téxicos o adversos cuando se administra al cuerpo de un mamifero “in vivo” y es compatible
quimicamente y/o toxicolégicamente con los otros ingredientes de la composicion farmacéutica. La compatibilidad
quimica para los radiofarmacos de tecnecio de la presente invencion significa que el anién no compite eficazmente
con el quelante de tetraamina para el tecnecio. Estos aniones adecuados incluyen, pero no se limitan a: haluros (por
ejemplo, cloruro, yoduro y bromuro); alquil C4-; sulfonatos (por ejemplo, mesilato o etilsulfonato); arilsulfonatos (por
ejemplo fenilsulfonato o tosilato); alquil C1.2 fosfonatos; dialquil C+., fosfatos (por ejemplo, dimetilfosfato, dietilfosfato,
o diglicerolfosfato); arilfosfonatos; arilfosfatos; alquilarilfosfonatos; alquilarilfosfatos; alquil Cq carboxilatos (por
ejemplo acetatos, propionatos, glutamatos o gliceratos); arilcarboxilatos (por ejemplo, benzoatos), y similares. Los
contraiones farmacéuticamente aceptables preferidos son: cloruro, fluoruro, acetato, tartrato, hidroxido y fosfato.
Dichos productos radiofarmacéuticos se suministran adecuadamente en un recipiente que esta provisto de un sello
que es adecuado para perforacién unica o multiple con una aguja hipodérmica (por ejemplo, un cierre hermético de
sellado de tabique) mientras se mantiene la integridad estéril. Dichos recipientes pueden contener dosis Unicas o
multiples de pacientes. Recipientes de dosis multiples preferidos comprenden un Unico vial a granel (por ejemplo de
10 a 30 cm® de volumen) que contiene multiples dosis del paciente, con lo que se pueden retirar las dosis
individuales de un paciente en jeringas de grado clinico a diversos intervalos de tiempo durante la vida util viable de
la preparacion para adaptarse a la situacion clinica. Las jeringas precargadas estan disefiadas para contener una
Unica dosis humana y, por lo tanto, son preferiblemente una jeringa desechable u otra adecuada para uso clinico. La
jeringa precargada puede estar opcionalmente provista de un protector de jeringa para proteger al operador de la
dosis radiactiva. Se conocen en la técnica protectores de jeringa radiofarmacéuticos adecuados y comprenden
preferiblemente plomo o tungsteno.

Los productos radiofarmacéuticos preferidos de la presente invencidon comprenden los radiois6topos de tecnecio
9MTc o ¥™Tc, mas preferiblemente ™ Tc. Cuando el is6topo del tecnecio es *™Tc, un contenido de radiactividad
adecuado para un producto radiofarmacéutico de diagnéstico por imagen esta en el intervalo de 180 a 1500 MBq de
®mTe, dependiendo del lugar para obtener las imagenes in vivo, la captacion y la relacion de objetivo a fondo.

Los radiofarmacos de tecnecio de la presente invencion se pueden preparar por diversos métodos:

(i) técnicas de fabricacion aséptica en las que la formacion del complejo de tecnecio descrita anteriormente
para la segunda forma de realizacion se lleva a cabo en un ambiente de sala limpia;

(i) esterilizacion terminal, en la que la formacion del complejo de tecnecio se lleva a cabo sin utilizar
fabricacion aséptica y luego se esteriliza en la ultima etapa (por ejemplo por irradiacion gamma o autoclave);

(iii) una metodologia de kit en la que se hace reaccionar una formulacién estéril, liofilizada, no radiactiva,
que comprende el conjugado quelante de Férmula Il y un reductor farmacéuticamente aceptable con otros mas
excipientes opcionales, que se hacen reaccionar con una alicuota de material estéril 9mTe pertecnetato de un
generador *™Tc.

Se prefiere el método (iii), y los kits para usar en este método se describen en la cuarta forma de realizacion (a
continuacion).
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Se puede usar un kit no radiactivo para la preparacién de la composicién radiofarmacéutica descrita anteriormente,
que comprende el conjugado de Férmula (ll), junto con un reductor biocompatible. Tales kits estan disefiados para
proporcionar productos radiofarmacéuticos estériles adecuados para la administracion humana, por ejemplo via
inyeccion directa en el torrente sanguineo. Los conjugados de ligandos, y sus aspectos preferidos, se describen en
la segunda forma de realizacion anterior

99m 99m

Para el Tc, el kit esta preferiblemente liofilizado y esta disefiado para ser reconstituido con ™" Tc pertecnetato
estéril (TcO4") estéril a partir de un generador de radioisétopos 9mTe para dar una solucion adecuada para la
administracion humana sin manipulacion adicional. Los kits adecuados comprenden un recipiente (por ejemplo, un
vial sellado en septo) que contiene el conjugado quelante en forma de base libre o de sal de acido, junto con un
reductor biocompatible tal como ditionito de sodio, bisulfito de sodio, acido ascérbico, acido sulfinico de formamidina,
ion estannoso, Fe (II) o Cu (). El reductor biocompatible es preferiblemente una sal estannosa tal como cloruro
estannoso o tartrato estannoso. Alternativamente, el kit puede contener opcionalmente un complejo metalico no
radiactivo que, tras la adicion del tecnecio, experimenta transmetalacion (es decir, intercambio de metales) dando el
producto deseado.

Los kits no radiactivos opcionalmente pueden comprender adicionalmente componentes adicionales tales como un
transquelante, un radioprotector, un conservante antimicrobiano, un agente de ajuste del pH o un relleno. El
"transquelante” es un compuesto que reacciona rapidamente para formar un complejo débil con tecnecio, después
es desplazado por el quelante. Esto minimiza el riesgo de formacion de tecnecio hidrolizado reducido (RHT) debido
a la reduccion rapida del pertecnetato que compite con la complejacion del tecnecio. Tales transquelantes
adecuados son sales de un acido organico débil, es decir, un acido organico que tiene un pKa en el intervalo de 3 a
7, con un catién biocompatible. Por el término "catiéon biocompatible" se entiende un contraién cargado positivamente
que forma una sal con un grupo aniénico ionizado, cargado negativamente, donde dicho contraién cargado
positivamente es también no toxico y por lo tanto adecuado para administracion al cuerpo de un mamifero,
especialmente al cuerpo humano. Ejemplos de cationes biocompatibles adecuados incluyen: los metales alcalinos
sodio o potasio; los metales alcalinotérreos calcio y magnesio; y el ion amonio. Los cationes biocompatibles
preferidos son sodio y potasio, méas preferiblemente sodio. Acidos organicos débiles adecuados son el acido acético,
acido citrico, acido tartarico, acido glucénico, acido glucoheptonico, acido benzoico, fenoles o acidos fosfénicos. Por
lo tanto, las sales adecuadas son los acetatos, citratos, tartratos, gluconatos, glucoheptonatos, benzoatos, fenolatos
o fosfonatos. Las sales preferidas son los tartratos, gluconatos, glucoheptonatos, benzoatos o fosfonatos, mas
preferiblemente los fosfonatos, especialmente los difosfonatos. Un tal transquelante preferido es una sal de MDP, es
decir, acido metilenodifosfénico, con un catién biocompatible.

Por el término "radioprotector" se entiende un compuesto que inhibe reacciones de degradacion, tales como
procesos redox, atrapando radicales libres altamente reactivos, tales como radicales libres que contienen oxigeno
que surgen de la radiolisis del agua. Los radioprotectores de la presente invencion se eligen adecuadamente de:
acido ascorbico, acido para-aminobenzoico (es decir. acido 4-aminobenzoico), acido gentisico (es decir. acido 2,5-
dihidroxibenzoico) y sales de los mismos con un catiéon biocompatible como se describié anteriormente.

Por el término "conservante antimicrobiano" se entiende un agente que inhibe el crecimiento de microorganismos
potencialmente daiinos tales como bacterias, levaduras o mohos El conservante antimicrobiano también puede
presentar algunas propiedades bactericidas, dependiendo de la dosis. El papel principal del(los) conservante(s)
antimicrobiano(s) de presente invencién es inhibir el crecimiento de cualquier microorganismo de este tipo en la
composicion radiofarmacéutica después de la reconstitucién, es decir, en el propio producto radioactivo de
diagnostico. Sin embargo, el conservante antimicrobiano también puede utilizarse opcionalmente para inhibir el
crecimiento de microorganismos potencialmente dafiinos en uno o mas componentes del kit no radioactivo de la
presente invencion antes de la reconstitucion. Los conservantes antimicrobianos adecuados incluyen: los parabenos,
es decir, metil, etil, propil o butil parabeno o mezclas de los mismos; alcohol bencilico; fenol; cresol; cetrimida y
tiomersal. Los conservantes antimicrobianos preferidos son los parabenos.

El término "agente de ajuste del pH" significa un compuesto o mezcla de compuestos Uutiles para asegurar que el pH
del kit reconstituido esta dentro de limites aceptables (aproximadamente de pH 4,0 a 10,5) para la administracion
humana o de mamifero. Los agentes de ajuste del pH adecuados incluyen tampones farmacéuticamente aceptables,
tales como ftricina, fosfato o TRIS [es decir, tris(hidroximetil)aminometano], y bases farmacéuticamente aceptables
tales como el carbonato de sodio, bicarbonato de sodio o mezclas de los mismos. Cuando el conjugado se emplea
en forma de sal acida, el agente de ajuste del pH puede proporcionarse opcionalmente en un vial o recipiente
separado, de manera que el usuario del kit puede ajustar el pH como parte de un procedimiento de multiples etapas.

Por el término "carga" se entiende un agente de relleno farmacéuticamente aceptable que puede facilitar el manejo
del material durante la produccion vy la liofilizacion. Estos materiales de relleno adecuados incluyen sales inorganicas
tales como cloruro sédico, y azucares solubles en agua o alcoholes de azucar tales como la sacarosa, maltosa,
manitol o trehalosa.

En una tercera forma de realizacion, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula lll:
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donde: Q' a Q° y n son como se definieron para las féormulas | y Il anteriores;

E es un grupo funcional adecuado para la conjugacion con el resto de direccionamiento bioldgico (Z) de la
primera forma de realizacion; con las condiciones de que:

(i) cuando n=3, entonces al menos uno de Q'aQ%esun grupo protector de amina;
(ii) cuando n=3 0 5, E no es OH.

El compuesto de Férmula lll es un "quelante bifuncional”, es decir un agente quelante con uno o mas grupos
funcionales (E) unidos. El grupo funcional E es adecuado para la conjugacién con el resto de direccionamiento
biolégico (Z). Estos grupos funcionales (E) adecuados incluyen: amina, tiocianato, maleimida y ésteres activos. E
preferiblemente no comprende un grupo hidroxilo (-OH) no activado. Por el término "éster activo" se quiere decir un
derivado éster del acido carboxilico que esta disefiado para ser un mejor grupo saliente, y por lo tanto permitir una
reaccion mas facil con nucledfilos presentes en el resto de direccionamiento bioldgico tales como aminas. Los
ejemplos de ésteres activos adecuados son: N-hidroxisuccinimida (NHS), pentafluorofenol, pentafluorotiofenol, para-
nitrofenol, hidroxibenzotriazol y PyBOP (es decir, benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato). Esteres
activos preferidos son ésteres de N-hidroxisuccinimida o pentafluorofenol

E es preferiblemente una amina primaria (-NHz), -CO2M, -NCS, -NCO, maleimida o acrilamida, donde M es H, un
catién, un grupo protector o un éster activo. E es mas preferiblemente -NH;, -CO>,M o maleimida, idealmente -NH; o
-CO.M.

El compuesto de férmula Il se hace reaccionar con grupos funcionales homélogos adecuado en la molécula de
direccionamiento bioldgico (Z) para formar el conjugado deseado de Férmula Il. Dichos grupos funcionales
adecuados en la molécula de direccionamiento biolégico incluyen:

carboxilos (para la formacion del enlace amida con un quelante bifuncional funcionalizado con amina);

aminas (para la formacioén del enlace amida con un carboxilo o quelante bifuncional éster funcionalizado de
éster activo);

halégenos, mesilatos y tosilatos (para la N-alquilacion de un quelante bifuncional funcionalizado de amina) y
tioles (para la reaccion con un quelante bifuncional funcionalizado de maleimida).

Cuando E es un grupo (por ejemplo un éster activo) que esta disefiado para reaccionar con un grupo amina de la
molécula de direccionamiento biolégico (Z), claramente hay un potencial para reacciones secundarias no deseadas
con las aminas del quelante. Para tales grupos E, Q'a Q®enla Formula Il se eligen preferiblemente para ser grupos
protectores de nitrdgeno de forma tal que cada uno de los cuatro atomos de nitrégeno del quelante de tetra-amina
estan protegidos. Cuando E es un grupo amina, es claramente importante que la reacciéon con la molécula de
direccionamiento biolégico (Z) ocurra solamente en la amina E, y no con los atomos de nitrégeno de la amina del
quelante de tetra-amina. En esa situacién también, por lo tanto, Q' a Q° en la Férmula Ill son preferiblemente grupos
protectores de nitrégeno. Grupos protectores de nitrdgeno, y los ejemplos preferentes de los mismos, se describen
en la segunda forma de realizacién (anteriormente).

Los compuestos de Formula Il pueden prepararse como se describe en los Esquemas 1 y 2. El esquema 1
proporciona una ruta sintética flexible para quelantes de tetra-amina N-protegidos funcionalizados de carboxi, que
pueden ser adaptados a una variedad de valores de n en la Férmula Ill. La sintesis del analogo de tetra-amina
protegida con Boc con un grupo -(CH2)sOH sustituyente de cabeza de puente ha sido descrito por Turpin et al
[J.Lab.Comp.Radiopharm, 45, 379-393 (2002.)]. El esquema 2 proporciona una ruta sintética flexible para quelantes
de tetra-amina N-protegidos funcionalizados con amina, que se pueden adaptar a una variedad de valores de n. La
conjugacion de los péptidos de direccionamiento biolégico se puede llevar a cabo de una manera analoga a las
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descritas por Nock et al [Eur.J.Nucl.Med., 30 (2), 247-258 (2003)], y Maina et al [Eur. J.Nucl.Med., 30 (9), 1211-1219
(2003)].

Esquema 1: Sintesis del compuesto 1

OBz
PN DA“'-—“'BF OBe
e Gran exceso O O
o~ NaOEVELOH _
HH HM
F .
A~ Et0.C COEt  Wh N, /r
Et0,C COLEt N .
BH ., THF
CBz v
/E OBz
BOC. _-BOC (BOC),0
,...--'N M 2 [
1 ELN HN  NH
A Y
~
HM NH J,
| I HN “NH,
BOC BOW
Hy| PaiC

HOCH‘N M""JBGC IBX _ M N\
4 MHS
p HIN “NH
HiH NH
| BOC BOC
BOC BOHC
5 Compuesto 1

Donde:
BOC = grupo protector terc-butoxicarbonilo.
IBX = 1-hidroxi-1,2-benzoyodoxol-3(1H)-ona-1-6xido.
NHS = N-hidroxisuccinimida.
10 Bz = bencilo.

Esquema 2: Sintesis del compuesto 2
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Compuesto 2
donde:

Ts = p-toluenosulfonilo

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitativos. El ejemplo 1 proporciona la sintesis del
Compuesto 1, un quelante de tetraamina N-protegido funcionalizado con carboxi de la presente invencion. El
ejemplo 2 proporciona la sintesis del Compuesto 2, un quelante de tetraamina N-protegido funcionalizado con amina
de la presente invencion. El ejemplo 3 proporciona la sintesis del Compuesto 3, un compuesto que muestra la
conjugacion del Compuesto 1 con una amina (bencilamina). El ejemplo 4 describe la sintesis del Compuesto 6, que
ilustra la conjugacion del compuesto 2 con un éster activo de un acido carboxilico. El ejemplo 5 describe la sintesis
del Compuesto 4, un conjugado de un quelante de la invencién con un derivado de losartan. El ejemplo 6
proporciona la sintesis de un conjugado quelante de losartan incluyendo un grupo de unién PEG. El ejemplo 7
describe la sintesis del compuesto 8, un conjugado del péptido de anglotensma de un quelante de la invencion. El
ejemplo 8 describe el radiomarcado con 9mT¢ de varios quelantes de la invencion. El ejemplo 9 muestra la medicion
de los valores de lipofilia (logP) para diversos complejos de ®™Tc de la invencion, y muestra que los comglejos son
relativamente hidréfilos. El ejemplo 10 muestra los resultados de biodistribucion para varios complejos de "' Tc de la
invencion, que muestran un modesto fondo en el higado, y alto aclaramiento urinario. El ejemplo 11 proporciona una
sintesis de mayor rendimiento del Compuesto 1. El ejemplo 12 proporciona la sintesis de un quelante de tetraamina
protegido de la presente invencion que tiene conjugado a un éster activado (Compuesto 9).

12
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Ejemplo 1 Sintesis del Compuesto 1.
Etapa (a [2-(benciloxi)etil] malonato de dietilo.

El compuesto se preparé por una modificacion del método de Ramalingam et al Tetrahedron, 51, 2875-2894 (1995)].
Por lo tanto, se disolvié sodio (1,20 g) en etanol absoluto (25 ml) en atmdsfera de argén. Se afiadié malonato de
dietilo (14,00 g) y la mezcla se someti6 a reflujo durante 30 minutos. Se afadid bencil bromoetil éter (10 g) y la
mezcla se agité a reflujo durante 16 horas. El etanol se eliminé por evaporacion rotatoria y el residuo se repartio
entre éter (100 ml) y agua (50 ml). La capa de éter se lavé con agua (3x50 ml) y se secé sobre sulfato de sodio. El
éter se elimind por evaporacion rotatoria y el residuo se destilé in vacuo. Se desechd la fraccion que destild a 40-55°
C (malonato de dietilo sin reaccionar). El producto se destilo a 140-150° C (1 mm), [bibliografia punto de ebullicion
138-140° C (1 mm)]. El rendimiento fue de 12,60 g de un aceite incoloro.

"H RMN (270 MHz, CDCls, 25° C, TMS) & = 7,28 (m, 5H, CeHs), 4,47 (s, 2H, CH2Ph), 4,16 (m, 4H, COOCH;), 3,58 (t,
1H, CH), 3,50 (t, 2H, OCH2-CHy), 2,21 (t, 2H, O-CH2-CH3), 1,20 (t, 6H, COOCH,-CHs). "*C RMN (67,5 MHz, CDCls,
25° C, TMS) & = 169,20 (CO), 138,10, 128,60, 127,80 (aromatico), 73,00 (CH.Ph), 67,30 (O-CHx-CHy), 61,70
(COOCH,), 49,10 (CH), 28,90 (O-CH,-CHy), 14,10 (COOCH,CHs).

Etapa (b): N,N'-Bis(2-aminoetil)-2-(2-benciloxi-etil)malonamida.

Se afiadid [2-(benciloxi)etiljmalonato de dietilo (4,00 g) a etilendiamina (30 ml) y la solucién se agité a temperatura
ambiente durante dos dias. El exceso de etilendiamina se eliminé por evaporacion rotatoria y el residuo se seco a
alto vacio durante 2 dias para dar un aceite amarillo (4,28 g) que cristalizé en reposo. El producto todavia contenia
trazas de etilendiamina, como se detectd en los espectros de RMN.

"H RMN (270 MHz, CDCls, 25° C, TMS) & = 7,74 (ancho t, 2H, CO-NH), 7,32 (m, 5H, Ce Hs), 4,46 (s, 2H, CH, Ph),
3,50 (t, 2H, OCH»CHy-), 3,33 (t, 1H, CH), 3,23 (m, 4H, CO-NH-CH>), 2,74 (t, 4H, CH-NH,) 2,18 (g, 2H, O-CH,-CH-)
1,55 (ancho s, 4H, NH,). °C RMN (67,5 MHz, CDCls, 25° C, TMS) & = 171,10 (CO), 138,20, 128,30, 127,70
(aromatico), 73,00 (CH,Ph), 67,80 (O-CHo-CH,), 51,40 (CH), 42,40 (CO-NH-CHy), 41,20 (CHz-NHy), 31,90 (O-CHo-
CHy-).

Etapa (c): N,N'-Bis(2-amino-etil)-2-(2-benciloxietil)-1,3-diaminopropano.

Se disolvidé N,N'-bis-(2-aminoetil)-2-(2-benciloxi-etil)malonamida (3,80 g) en THF (20 ml) y el matraz se sumergio en
un bafio de hielo. El matraz se lavé abundantemente con argén y se afiadié a través de una jeringa complejo de
borano THF (80 ml, 1 M en THF). Se dej6 que la mezcla de reaccion se calentara hasta la temperatura ambiente y
después se agité a 40° C durante 2 dias y se calento a reflujo durante 1 hora. Se afiadié metanol (50 ml) gota a gota
y la solucion se agité a 40° C durante la noche. Los disolventes se eliminaron por evaporacion rotatoria y el residuo
se disolvio en metanol (20 ml). Se afadié hidréxido sédico (10 g en 15 ml de agua) y el metanol se eliminé por
ebullicion. Se separ6 un aceite incoloro que se extrajo con CH2Cl; (3x50 ml). La solucién se sec6 sobre Na,;SO.. La
eliminacion del disolvente dio 3,40 g de aceite incoloro.

'H RMN (270 MHz, CDCls, 25° C, TMS) & = 7,34 (m, 5H, CHs), 4,49 (s, 2H, CH,Ph), 3,55 (t, 2H, OCH2-CHy-), 2,76
(t, 4H, N-CHy), 2,63 (m, 8H, N-CHy), 1,84 (m, 1H, CH), 1,58 (m, 2H, CH-CH,-CH»-O), 1,41 (ancho s, 6H, NH). °*C
RMN (67,5 MHz, CDCl3, 25° C, TMS) & = 138,60, 128,30, 127,60 (aromatico), 72,80 (CHzPh), 68,70 (O-CHz-CHy),
53,50 (N-CHz), 52,80 (N-CHy), 41,60 (N-CHy) 36,40 (CH), 31,30 (CH-CH2-CH2-0). MS-El: 295 [M+H]", (calculado:
295.2).

Etapa (d): N,N'-Bis(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-2-(2-benciloxietil)-1,3-di(terc-butoxicarbonilamino)propano.

Se disolvié N,N'-bis(2-aminoetil)-2-(2-benciloxi-etil)-1,3-diaminopropano (3,30 g) en CH2Cl» (100 ml) y se afadieron
trietilamina (5,40 g) y dicarbonato de terc-butilo (10,30 g). La mezcla de reaccion se agitd a la temperatura ambiente
durante 2 dias. La mezcla se lavé con agua (100 ml), solucion de acido citrico (100 ml, 10% en agua) y con agua
(2x100 ml). La capa organica se secd sobre Na,SO,, y el disolvente se elimind mediante evaporacion rotatoria
dando un aceite de color amarillo que se sec6 a un peso constante a alto vacio. El producto bruto (7,70 g) se purificd
en una columna de gel de silice (250 g, malla 230-400, CH2Cl,, CH.Cl,-Et,0 1: 1) para dar 6,10 g (78,3%) de un
aceite claro.

"H RMN (270 MHz, CDCls, 25° C, TMS) & = 7,32 (m, 5H, Ce¢Hs), 5,12 (ancho d, 2H, NH), 4,47 (s, 2H, CH2Ph), 3,49 (t,
2H, OCH,-CH3-), 3,24 (ancho, 12H, N-CH>), 2,14 (ancho, 1H, CH), 1,59 (m, 2H, CH-CH>CH0), 1,45 (s, 18H, t-Bu),
1,42 (s, 18H, t-Bu). ¥ CRMN (67,5 MHz, CDCl3, 25° C, TMS) & = 155,90 (NH-CO), 138,20, 128,30 127,60, 127,50
(aromatico), 79,90, 78,90 (CMes), 72,80 (CH2-Ph), 68,00 (O-CH2-CHz), 50,00 (ancho, N-CHy), 46,90 (ancho, N-CH>),
39,20 (N-CH>), 34,40 (ancho, CH), 29,80 (CH-CH»-CH,-0), 28,30 (t-Bu). MS-El: 695 [M+H]", (calculado: 695,5)

Etapa (e): N,N'-Bis(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-2-(2-hidroxietil)-1,3-di(terc-butoxicarbonilamino)propano.

Se disolvié N,N'-bis(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-2-(2-benciloxi-etil)-1,3-di(terc-butoxicarbonilamino)propano (3,16
g) en etanol absoluto (100 ml) y se afiadié Pd sobre carbono activado (1,00 g, seco, 10%). La mezcla se hidrogeno
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en un aparato de hidrogenacion Parr a 35 psi durante dos dias. El catalizador se elimind por filtracion, y se lavd con
etanol (3x20 ml). El etanol se elimin6é por evaporacion rotatoria para dar un aceite incoloro que se secé hasta una
masa constante (2,67 g, 97,1%) a alto vacio.

"H RMN (270 MHz, CDCls3, 25° C, TMS) & = 5,25 (ancho d, 2H, NH), 3,69 (t, 2H, OCH,-CH-), 3,28 (ancho, 12H, N-
CHy), 2,71 Qancho, OH), 2,23 (ancho, 1H, CH), 1,56 (hombro, m, 2H, CH-CH,-CH>-O) 1,48 (s, 18H, t-Bu), 1,44 (s,
18H, t-Bu). 3C RMN (67,5 MHz, CDCls, 25° C, TMS) & = 156,10 (NHCO), 80,00, 79,20 (CMes3), 59,60 (O-CH,-CH>),
49,90 (ancho, N-CHy), 47,00 (ancho, N-CH>), 39,34 (N-CHy), 33,80 (CH), 32,30 (CH-CH»>-CH»-O), 28,30 (t-Bu). MS-
El: 605 [M+H]", (calculado: 605,4).

Etapa (f): N,N'-Bis(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-2-(2-carboximetil)-1,3-di(terc-butoxicarbonilamino)propano
(Compuesto 1).

Se utilizé el método de Mazitschek et al [Ang. Chem. Int. Ed., 41, 4059-4061 (2002)]. Por lo tanto, se disolvié N,N'-
bis(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-2-(2-hidroxietil)-1,3-di(terc-butoxicarbonilamino)propano (2,60 g) en DMSO (15
ml) y se afadié 1-hidroxi-1,2-benciyodoxol-3(1H)-ona-1-6xido (IBX, 3,50 g). La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 1 hora y después se afiadié N-hidroxisuccinimida (2,50 g). La mezcla de reaccion se agité a la
temperatura ambiente durante 2 dias. Se afiadié solucién de hidréxido de sodio (2 M, 40 ml) y la mezcla se agito a la
temperatura ambiente durante 4 horas. La solucién se sumergid en un bafio de hielo y se acidificé con acido
clorhidrico 2 M a pH 2. La capa acuosa se extrajo con éter (4x100 ml) y los extractos de éter combinados se lavaron
con agua (3x50 ml). La capa de éter se seco sobre Na;SO. y el disolvente se elimind por evaporacion rotatoria para
dar un residuo sdlido de color amarillo que contenia el producto y el acido 2-yodosobenzoico. La mayor parte del
acido yodosobenzoico (2,1 g) se separd por cristalizacion a partir de cloroformo-hexanos (1:3) (80 ml). La
evaporacion del licor madre de cloroformo-hexanos dio un aceite amarillo (3 g) que se cargé en una columna de
silice (300 g, CH,Cl»-Et,0, 1:1). El acido yodosobenzoico restante se eluyé con éter. El producto se eluyoé con éter-
metanol (9:1). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y la eliminacion del disolvente dio 1,5 g de
un aceite amarillo palido. Este se volvio a cromatografiar en una columna de silice (50 g, Et;0). El producto se eluyo
con éter-acido acético (95:5). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y el disolvente se eliminé por
evaporacion rotatoria para dar un aceite que se seco a alto vacio. El rendimiento fue de 1,10 g (41,3%).

"H RMN (270 MHz, CDCls3, 25° C, TMS) & = 7,61 (s ancho, 1H, COOH), 5,19 (d ancho, 2H, NH), 3,22 (ancho, 12H,
N-CHy), 2,47 (ancho m, 1H, CH), 2,26 (ancho, 2H, CH-CH»>-COOH), 1,41 (s, 18H, t-Bu), 1,37 (s, 18H, t-Bu). 3C RMN
(67,5 MHz, CDCl3, 25° C, TMS) & = 175,90 (COOH), 156,10 (NHCO), 80,40, 79,10 (CMe3), 49,50 (N-CHy), 46,80 (N-
CH.), 39,00 (N-CH>), 34,70 (CH-CH»-COOH), 34,20 (CH-CH,-COOH), 28,30, 28,20 (t-Bu). MS-El: 619 [M+H]",
(calculado: 619,4).

Ejemplo 2: Sintesis del éster terc-butilico del acido carbamico de (8-amino-2-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-
carbonilamino-etil)-amino]-metil}octil)-(2-terc-butiloxicarbonilamino-etilo) (Compuesto 2).

Etapa (a): 2-(6-Cloro-hexiloxi)tetrahidropirano.

Se disolvieron 6-clorohexanol (6,85 g, 10 mmoles) y acido p-toluenosulfénico (500 mg), en éter seco (75 ml) y se
enfrio ade 0 - 5 en ° C en un bafio de hielo. Se afiadié dihidropirano (4,3 g, 10 mmoles) en éter seco (25 ml) gota a
gota con agitacion constante durante un periodo de 30 minutos. Después de la adicion completa, el bafio de
refrigeracion se retir6 y la agitacion se continué durante 16 horas. La solucion se extrajo con agua (50 ml x 2), se
seco (MgSO,), se filtré y el disolvente se evapord a presion reducida para dejar un aceite de color amarillo palido.
Este aceite mostré por espectroscopia de RMN de 3C ser lo suficientemente puro para usarse sin purificaciéon en
las reacciones posteriores. Rendimiento 10,1 g (91%).

3C RMN (CDCls): 5 19,7 (CHz), 25,5 (CHs), 25,6 (CH,), 26,7 (CH,), 29,6 (CHy), 30,8 (CHz), 32,6 (CHz), 45,0 (CH,CI),
62,3 (OCH,), 67,4 (OCH,), 98,8 (OCHO).

"H RMN (CDCl3): 6 1,30-1,71 (14H, m, CH2x 7), 3,24 - 3,32 (1H), 3,41 - 3,48 (3H, m CH y CH_), 3,60 - 3,67 (1H, m,
CH), 3,72 - 3,82 (1H, m ancho, CH), 4,44 - 4,49 (1H, m ancho, OCHO).

Etapa (b): Ester dietilico del acido malénico de 2-[6-(tetrahihidro-piran-2-iloxi)hexilo].

Se disolvié sodio (1,13 g, 49 mmoles) en pequefias cantidades en etanol seco (100 ml) con agitacion constante bajo
una capa de nitrégeno seco. Se afiadié malonato de dietilo (8,0 g, 50 mmoles) en una porcion y la solucion se
calent6 a 60° C durante 1 hora. Se afiadi6 2-(6-cloro-hexiloxi)tetrahidropirano (9,3 g, 42,2 mmoles) en una porcion y
la temperatura se elevo a de 75-80° C y se mantuvo a este nivel durante 24 horas. Después de enfriar, el solido
inorganico se separo por filtracion y el disolvente se evaporoé del filtrado. El residuo se disolvié en CH2Cl, (50 ml), se
extrajo con agua (30 ml x 2), se secd (MgSOQ.), se filtro y se eliminaron los volatiles para dejar un aceite de color
amarillo palido. Este aceite se sometié a cromatografia sobre gel de silice usando éter de petréleo 40:60 / éter
(200:40) como eluyente. El producto requerido se eluyé con un Rf = 0,15 y se aisl6 como un aceite incoloro.
Rendimiento 8,7 g, (60%).
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3C RMN (CDCls): & 14,0 (CHs x 2), 19,6 (CHy), 25,5 (CH,), 27,2 (CHy), 28,6 (CHy), 29,0 (CHy), 29,6 (CHz), 30,0
(CH,), 30,8 (CHy), 52,0 (CH), 61,2 (OCH; x 2), 62,2 (OCHy), 67,4 (OCH,), 98,8 (OCHO), 169,4 (C=0 x 2).

"H RMN (CDCls): & 1,10 - 1,25 (14H, m, CHs x 2, CHz x 4), 1,36 - 1,50 (6H, m ancho, CHz x 3), 1,70 - 1,81 (2H, m
ancho, CHy), 3,17 - 3,28 (2H, m, CHy), 3,56 - 3,66 (1H, m, CH), 3,70 - 3,80 (1H, m, OCH), 4,04 - 4,16 (4H, m, OCH; x
2), 4,03 — 4,08 (1H, m, OCHO).

Etapa (c): N,N'-bis-(2-amino-etil)-2-[6.(tetrahidro-piran-2-iloxi)hexiljmalonamida.

Se disolvié el éster dietilico del acido malodnico de 2-[6-(tetrahihidro-piran-2-iloxi)hexilo] (5,1 g, 14,8 mmoles) en 1,2-
diaminoetano (10 g, 167 mmoles) y se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. Los volatiles se eliminaron
(40 - 50° C a 0,01 mm de Hg) para dejar un residuo viscoso de color verde palido que se sometioé a cromatografia en
columna eluyendo con CH,Cl,/MeOH/NH4,OH (50:50:5). El compuesto del titulo se eluyd con un Rfde 0,2 y se
recogié como un aceite viscoso verde palido, que se solidifica en reposo. (Rendimiento 3,9 g, 71%).

3C RMN (CDCls): 3 19,8 (CH), 25,5 (CH,), 26,0 (CHz), 27,5 (CHz), 29,2 (CH,), 29,7 (CHz), 30,8 (CHz), 31,9 (CHy),
41,0 (NCH; x 2), 41,9 (NCH, x 2), 54,6 (CH), 62,5 (OCH,), 67,5 (OCH,), 98,9 (OCHO), 171,6 (C=0 x 2).

'"H RMN (CDCl3): 8 1,15 - 1,28 (6H, s ancho, CHz x 3), 1,39 - 1,44 (6H, m ancho, CHzx 3), 1,69 - 1,74 (4H, m ancho,
CH2x 2), 2,64 (4H, s ancho, NH2 x 2), 2,73 (4H, t, J =6 Hz, CH2x 2), 3,8 - 3.29 (6H, m, CH2x 3), 3,35 - 3,41 (1H, m
CH), 3,55 - 3,63 (1H, m, CH), 3,70 - 3,78 (1H, m, CH), 4,43 (1H, t ancho, J = 4 Hz, OCHO), 7,78 (2H, t ancho, J = 5
Hz, OCNH x 2)

IR (pelicula fina) cm™: - 3417, 3082, 2936, 2862, 1663, 1558, 1439,1354, 1323, 1261, 1200, 1189, 1076, 1026, 956,
907, 867, 810.

Etapa (d): N,N'-Bis(2-aminoetil)-2-(6-hidroxi-hexil)malonamida.

Se calentaron a reflujo N,N'-bis(2-aminoetil)-2-[6-(tetrahidro-piran-2-iloxi)hexillmalonamida (3,9 g, 10,6 mmoles), el
monohidrato del acido p-toluenosulfénico (8,5 g, 3 mmoles) y etanol (50 ml) a 70 - 75° C durante 16 horas. Después
de enfriar, se afiadié hidroxido amédnico concentrado (0,880) gota a gota hasta que se alcanz6é un pH de 9
permanente. El sdélido blanco precipitado se separ6 por filtracion a través de celita y la torta de filtro se lavo con
etanol (30 ml). El etanol se elimind bajo presién reducida (15 mm de Hg, 40° C) para dejar una cera semisélida. Este
residuo se sometid6 a cromatografia sobre gel de silice eluyendo con CH;Cl,/MeOH/NH,OH (100:50:10) y se
encontré que el compuesto del titulo tenia un R = 0,2. Este producto se recogid y se evapord conjuntamente con
etanol (100 ml x 3) para eliminar cualquier agua residual. Se obtuvo un residuo viscoso de color verde palido que
solidifica en reposo. (Rendimiento 2,1 g, 69%).

3C RMN (CDsOD): & 25,4 (CH,), 27,3 (CHy), 28,9 (CHy), 30,4 (CH,), 32,2 (CH,), 40,6 (NCH; x 2), 41,7 (NCH; x 2),
54,1 (CH), 61,6 (CH,OH), 171,7 (C = O x 2).

"H RMN (CDs;OD): & 1,28-1,38 (6H, s ancho, CHz x 3), 1,46 - 1,55 (2H, m ancho, CHy), 1,79 - 1,87 (2H, m ancho,
CHy), 2,73 (4H, t, J =6 Hz, HoNCH2 x 2), 3,13 (1H t, J = 7 Hz, CH), 3,27 (4H, dt, J=6 y 2 Hz , HNCH; x 2), 3,53 (2H
t, J =7 Hz OCHy).

IR (pelicula fina) cm™: - 3364, 2932, 2862, 2527, 1663, 1558, 1462, 1327, 1223, 1192, 1034.
Espectro de masas (FAB) m/e: - Calculado para C13H29 N4O3 (M + H) 289 encontrado 289.

Etapa (e): Terc-butil éster del acido carbonico de (2-terc-butoxicarbonilamino-etil-2-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-
butoxicarbonilamino-etil)-amino]-metil}-8-hidroxi-octilo).

Se afiadié gota a gota a través de una jeringuilla bajo un manto de nitrégeno seco, el aducto de borano-sulfuro de
dimetilo puro (15 ml, 150 mmoles) a una mezcla agitada de N,N'-bis-(2-aminoetil)-2-(6-hidroxihexil)malonamida (2,1
g, 7,3 mmoles) en dioxano (50 ml). Después de la adicion completa, la mezcla se calentdé suavemente a reflujo a
110° C durante 5 dias. Durante este periodo permanecié un poco de sélido blanco. Después de enfriar, los volatiles
se eliminaron a presion reducida para dejar un sélido de color blanco al que se afiadié gota a gota metanol (50 ml)
dando una solucion incolora. Esta solucion se calentd a reflujo durante 3 horas, se enfrio, se afiadié HCI concentrado
(5 ml) y se continu6 calentando a reflujo a de 70 - 75° C durante 48 horas. El disolvente se eliminé para dejar un
residuo verde viscoso que se evapord conjuntamente con metanol (100 ml x 3) para dejar un sélido de color verde
palido. Este solido se volvié a disolver en metanol seco y se afiadié carbonato de potasio anhidro (4,0 g, 30 mmoles)
seguido del di-carbonato de terc-butilo (7,0 g, 32 mmoles). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 48
horas. El sélido inorganico se separo por filtracion a través de celita y el disolvente se evaporo del filtrado para dejar
un residuo viscoso. Este residuo se mezcld con agua (50 ml) y se extrajo con CH2Cl, (50 ml x 3). Las fracciones
organicas se combinaron, se secaron (MgSO,), se filtraron y el disolvente se evaporé para dejar un residuo de color
amairillo palido.

Nota : En este punto es conveniente controlar la reaccion por 3C RMN.
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El residuo se someti6 a cromatografia sobre gel de silice usando CH2Cl./MeOH (95:5) como eluyente. EI compuesto
del titulo se eluyd con un R¢= 0,41 y se aislé como un aceite incoloro viscoso (rendimiento 2,5 g, 52%).

3C RMN (CDClI3): 6 25,6 (CH2), 26,4 (CH>), 28,4 (CH3x 12), 29,8 (CH2 x 2), 32,6 (CH), 36,5 (muy ancho, CH), 39,2
(NCH2 x 2, CH adyacente), 46,9 (s ancho, HNCH; x 2), 50,0 (s ancho, NCH; x 2), 62,4 (HOCH), 79,0 (OC x 2), 79,9
(OC x 2), 156,4 (s ancho C=0 x 4)

'"H RMN (CDClz): 6 1,05 - 1,18 (8H, s ancho, CH>x 4), 1,27 (18H, s, CH3 x 6, t-butilo), 1,31 (18H, s, CH3x 6, t-butilo),
1,41 (2H, m, CHy), 1,81 (s ancho 1H, CH), 2,63 (1H, s ancho, OH), 2,98 (4H, s ancho, NCH; x 2), 3,11 (8H, s ancho,
NCHz x 4), 3,44 (2H, t, J = 8 Hz, CH20), 5,2 (2H, s ancho, NH x 2) IR (pelicula fina) cm™ - 3350, 2976, 2931, 2859,
1674, 1516, 1455, 1418, 1393, 1260, 1250, 1165, 1069, 965, 871, 775.

Espectro de masas (FAB) m/e: - Calculado para Cz3sHssNaOg (M + H) 661 Encontrado 661.

Etapa (f): Ester octilico del acido tolueno-4-sulfénico de 8-[terc-butoxicarbonil-(2-terc-butoxicarbonilamino-etil-amino]-
7-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-amino]metilo}.

Se agitaron a temperatura ambiente el éster ferc-butilico del acido carbonico de (2-terc-butoxicarbonilamino-etil-2-
{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)amino]metil}-8-hidroxioctilo) (2,52 g, 3,82 mmoles), cloruro de p-
toluenosulfonilo (1,0 g, 5,2 mmoles), trietilamina (1,3 g, 12,8 mmoles) y CH,Cl (30 ml) con la lenta evaporacién del
disolvente. La reaccion se controlé por RMN de carbono y después de 3 dias quedaba poco material de partida. El
volumen de reaccion se completd hasta 30 ml con CH,Cl,, se extrajo con agua (50 ml x 3), se seco (MgSO,), se filtré
y el disolvente se evapord para dejar un residuo marrén. Este residuo se sometié a cromatografia sobre gel de silice
usando CH2Cl,/MeOH (100:5) como eluyente. El primer compuesto en eluir fue cloruro de tosilo sin reaccionar con
un Rr= 0,95. El compuesto del titulo se eluyd con un Rf= 0,2 y se aislé6 como un aceite viscoso de color amarillo
palido. Rendimiento (1,20 g, 39%).

3C RMN (CDCl3): d 21,7 (CHs tosilo), 25,3 (CHy), 26,3 (CH2), 28,5 (CH3 x 12), 28,8 (CH>), 29,5 (CH), 29,9 (CHy),
36,5 (CH muy ancho), 39,4 (NCH2 x 2), 47,0 (ancho NCHz x 2), 50,5 (ancho, NCH: x 2), 70,6 (TsOCH), 79,1 (OC x
2), 80,0 (OC x 2), 127,9 (CH x 2), 129,9 (CH x 2), 133,2 (C), 144,7 (CS Ts), 156,1 (ancho, C = O x 4).

"H RMN (CDCl3): 6 1,16 (8H, s ancho, CH, x 4), 1,35 (18H, s, CH3 x 6), 1,39 (18H, s, CH3 x 6), 1,88 (1H, s ancho,
CH), 2,38 (3H, s, CHs tosilo), 3,10 — 3,12 (4H, s ancho, NCH x 2), 3,19 (8H, s ancho, NCH; x 4), 3,93 (2H,t, J=7
Hz, CH; OTs), 5,0 (1H, s ancho, NH), 5,08 (1H, s ancho, NH), 7,29 (2H, d, J=8 Hz, CHx 2, Ar), 7,72 (2H,d, J =8
Hz CH x 2, Ar)

IR (pelicula fina) cm™: - 3360, 2974, 2932, 2862, 1693, 1516, 1479, 1418, 1391, 1366, 1250, 1177, 1069, 959, 816,
775.

Espectro de masas (FAB) m/e: -Calculado para Cso H71 N4O11S (M + H) 815 encontrado 815

Etapa (g): Ester terc-butilico del acido carbamico de (8-azido-2-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-carbonilamino-etil)-
amino]-metil}octil)-(2-terc-butiloxicarbonilamino-etilo).

Se calentaron a reflujo el éster octilico del acido tolueno-4-sulfénico de 8-[terc-butoxicarbonil-(2-terc-
butoxicarbonilaminoetil-amino]-7-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)amino]metilo} 1,105 g, 1,36
mmoles), azida de sodio (350 mg, 5,4 mmoles) y metanol (10 ml) a de 70 - 75° C durante 16 horas Después de
enfriar, se elimin6 el metanol a temperatura ambiente bajo presion reducida hasta que queddé aproximadamente de 1
- 2 ml. Este residuo se diluyé con agua (25 ml) y se extrajo con CHyCl» (25 ml x 4) Los extractos organicos se
combinaron, se secaron (MgSOQ.), se filtraron y los volatiles se evaporaron a temperatura ambiente (Nota: las
azidas son potencialmente explosivas y este paso debe llevarse a cabo detras de una proteccion de
seguridad) para dejar un residuo viscoso de color amarillo palido que era el compuesto deseado en un estado puro.
(Rendimiento 820 mg, 88%).

3C RMN (CDCls): & 26,3 (CH), 26,5 (CHy), 28,3 (CHs x 12), 28,7 (CHy), 29,6 (CHy), 29,8 (CH,), 36,8 (ancho, CH),
39,3 (NCH; x 2), 46,9 (ancho, NCH; x 2), 50,0 (ancho, NCH, x 2), 51,3 (CH,Na), 79,0 (OC x 2), 79,8 (OC x 2), 156,0
(C=0x4).

'"H RMN (CDCl3): 8 1,16 (8H, s ancho, CH2x 4), 1,29 (18H, s, CH3 x 6), 1,33 (18H, s, CH3x 6), 1,47 (2H, t ancho, J =
6,5 Hz CH,CH adyacente), 1,86 (1H, s ancho, CH), 2,95 - 3,05 (4H, s ancho, NCH; x 2), 3,05 - 3,20 (10H, s ancho,
NCHz x 4 y CH2N3), 5,09 (2H, s ancho, NH x 2)

IR (pelicula fina) cm™: - 3350, 2974, 2932, 2860, 2097 (banda fuerte N3), 1694, 1520, 1470, 1418, 1391, 1366, 1250,
1167, 1069, 870, 777.

Etapa (h): Ester terc-butilico del &cido carbamico de (8-amino-2-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-carbonilamino-etil)-
amino]-metil}octil)-(2-terc-butiloxicarbonilamino-etilo) (Compuesto 2).
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El éster terc-butilico del acido carbamico de (8-azido-2-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-carbonilamino-
etilamino)]metil}octil)-(2-terc-butiloxicarbonilamino-etilo) (820 mg, 1,20 mmoles), paladio al 10% sobre carbéon (100
mg) y metanol (10 ml) se trataron con gas hidrégeno a una presién de 30 atmosferas a temperatura ambiente
durante 16 horas. Los sdlidos se retiraron por filtracion a través de celita y la torta de filtro se lavd con metanol (50
ml). Los volatiles se eliminaron del filtrado para dejar un aceite viscoso que era el material deseado en estado puro.
(Rendimiento 700 mg, 89%).

3C RMN (CDClIs): & 26,4 (CH>), 26,6 (CH>), 28,4 (CH3 x 12), 32,9 (CH2 x 2), 36,8 (ancho, CH), 39,2 (NCH2x 2), 41,8
(H2NCHy), 46,9 (ancho, NCH x 2), 49,8 (ancho, NCHz x 2), 78,9 (OC x 2), 79,7 (OC x 2), 156,0 (C = O x 4).

'"H RMN (CDCls): 6 1,08 (8H, s ancho, CH2x 4), 1,23 (18H, s, CH3x 6), 1,27 (20H, s ancho, CH3x 6 y CHy), 1,77 (1H,
s ancho, CH), 2,40 (2H, s ancho, NH>), 2,50 (2H, t, J = 7 Hz, CH2NH>), 2,97 (4H, m ancho, NCH: x 2), 3,00 - 3,16
(8H, m ancho, NCH x 4), 5,21 (1H, s ancho, NH), 5,30 (1H, s ancho, NH).

IR (pelicula fina) cm™: - 3360, 1693, 1520, 1459, 1418, 1392, 1367, 1250, 1170, 1068, 964, 922, 871, 775, 733.
Espectro de masas (FAB) m/e: - Calculado para Cs3sHgsNsOg (M+H) 660 encontrado 660.

Ejemplo 3: Sintesis del Compuesto 3.

Etapa (a): Acoplamiento del Compuesto 1 a bencilamina.

Se tratdo el Compuesto 1 (61,8mg, 0,1 mmoles), en CHyCl; (5 ml) con bencilamina (10,7 mmoles), cloruro
difenilfosfinico (25,9 mg) y diisopropilamida (29 mg 0,22 mmoles) en un matraz de fondo redondo (50 ml) a 20° C
durante 18 horas. Después, la reaccion se diluyd con CHCl; (20 ml) y se lavé con acido clorhidrico 1 N (5 ml) y
carbonato de potasio acuoso saturado (5 ml). La capa de CH,Cl; se separd, se secd (Na;SO4) y se concentré a la
consistencia de una goma (~50 mg). El material crudo a continuacién se sometioé a cromatografia sobre silice con un
gradiente de acetato de etilo en gasolina (100 ml cada una de 50%, 70% y 90%). Se recogié una pequefia cantidad
de la impureza que pasé mas rapida seguida de cerca por la fraccion principal.

H y 3c espectros de RMN se realizaron en CDCIs;. Estos indicaron que la fraccion principal era el compuesto puro
requerido.

Etapa (b): Desproteccion de los grupos protectores Boc.

Se tratd el producto de la etapa (a) (27,8 mg, 0,039 mmoles), en CH»Cl; (0,5 ml) con acido trifluoroacético (0,5 ml) y
la reaccion se dejo reposar a temperatura ambiente durante 3 horas. Después se concentré la mezcla de reaccion a
la consistencia de una goma para eliminar el exceso de acido y se pesé (53 mg). 'H y *C RMN (CDCls) indicaron
que los grupos Boc se habian eliminado completamente. Una muestra pesada del Compuesto 2 se disolvioé en agua
para dar una solucién 10 milimolar de la sal de TFA, que se us6 para los experimentos de radiomarcaje.

Ejemplo 4: Sintesis del Compuesto 6.

Etapa (a): Ester terc-butilico del 4cido carbamico de (8-benzoilamino-2-{[terc-butoxicarbonil-(2-terc-carbonilamino-
etil)-amino]-metil}octil)-(2-terc-butiloxicarbonilamino-etilo).

Se afadio el éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo del acido benzoico (20 mg, 0,091 mmoles), en CH.Cl, en una porcién a
una solucién del Compuesto 2 (50 mg, 0,08 mmoles) en CH,Clz (1 ml) y la solucién se agité a temperatura ambiente
durante 16 horas. La reaccién se diluyé con CHxCl, (10 ml), se extrajo con agua (15 ml x 2), se sec6d (MgSQO.), se
filtré y el disolvente se eliminé por evaporacion rotatoria. El residuo restante se purificd por cromatografia sobre gel
de silice usando CHzCl./metanol 94:6 (R;= 0,23) como eluyente para dar un aceite viscoso incoloro. (Rendimiento 25
mg, 41%).

3C RMN (CDCI3): 6 26,4 (CH>), 26,8 (CH2), 28,5 (CH3 x 12), 29,6 (CH2 x 2), 29,7 (CH2), 29,9 (CH), 36,6 (ancho,
CH), 39,4 (NCHz x 2), 40,0 (O=CNCH_ x 2), 47,0 (ancho, NCH: x 2), 49,8 (NCH; x 2), 79,7 (OC x 2), 80,0 (OC x 2),
127,0 (Ar CH x 2), 128,5 (Ar CH x 2), 131,3 (Ar CH), 134,9 (Ar C), 156,1 (C = O x 4), 167,6 (Ar C = Q).

'"H RMN (CDCls): 6 1,28 (8H, s ancho, CH2x 4), 1,38 (18H, s, CH3 x 6), 1,42 (20H, s ancho, CH3x 6 y CH>), 1,95 (1H,
s ancho, CH), 3,1 (4H, s ancho, NCH; x 2) 3,22 (8H, s ancho, NCHz x 4), 3,42 (2H, q ancho, J = 6 Hz, CH2N-benzoil),
5,08 (2H, s ancho, NH x 2), 6,18 (1H, s ancho, HN-benzoil), 7,38 - 7,45 (3H, m, Ar CH x 3), 7,74 (2H, d ancho, J =7
Hz, Ar CH x 2),

IR (pelicula fina) cm™: - 3350, 2976, 2932, 2859, 1693 (ancho), 1652, 1520, 1419, 1391, 1367, 1251, 1166, 732
Espectro de masas (FAB) m/e: - Calculado para C4H70NsOg (M+H) 764 encontrado 764.

Etapa (b): Desproteccion de los grupos protectores Boc.

17



10

15

20

25

ES 2 628935 T3

Se tratd la benzamida tetraamina Boc de la etapa (a) (42 mg, 0,056 mmoles), en CH.Cl, (0,5 ml) con &acido
trifluoroacético (0,5 ml) y la reaccion se dejé reposar a temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacion, se
concentro la reaccion para eliminar el exceso de acido, hasta la consistencia de una goma. Peso esperado (45 mg),
peso encontrado (45,7 mg). 'H y "C RMN (CDs;OD) indicaron que los grupos Boc se habian eliminado
completamente y que contenia el compuesto requerido. Una muestra pesada del compuesto se disolvié en agua
para dar una soluciéon 10 mMolar de la sal de TFA (56 uymoles en 5,6 ml) que se uso6 para el radiomarcaje.

Ejemplo 5: Sintesis del Compuesto 4.
Todas las reacciones se llevaron a cabo en un aparato de burbujeo de nitrdgeno manual.

Etapa (a): Union de losartan al soporte sélido derivatizado de tritilo

Se afiadieron losartan (MSD, 0,236 g, 0,558 mmoles) y trietilamina (Fluka, 0,233 ml, 1,67 mmoles) a una suspension
de resina de cloruro de tritilo (Novabiochem, sustitucion 1,24 mmoles/g, 0,300 g) en DMF (5 ml). Después de 4 dias
se drend y se lavo la resina. Se escindidé una alicuota de la resina (diclorometano/TFA/triisopropilsilano, 92,5:5,0:2,5,
15 minutos). El andlisis por HPLC (columna Phenomenex Luna C18 (2) 3 pm 4,6 x 50 mm, disolventes: A =
agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente de 10-40% de B durante 10 minutos; flujo 2,0 ml/min,
deteccion UV a 214 y 254 nm) dio un pico con t{r de 6,7 minutos correspondientes al losartan. La resina se tratd con
una solucién de diclorometano/metanol/diisopropiletilamina (17:2:1, 20 ml, 1 hora), se lavd con diclorometano y se
seco.

Etapa (b): Sustitucién del grupo hidroxilo por azida

@
OO
9

Se afiadieron difenilfosforil azida (Aldrich, 0,481 ml, 2,23 mmoles) y DBU (0,611 ml, 4,09 mmoles) a una suspension
de losartan unido a la resina de la etapa (a) (0,372 mmoles) en THF (10 ml). La reaccion se dejé durante la noche.
Una alicuota de la resina se escindi6 como se describe para la etapa (a). El analisis por LC-MS (columna
Phenomenex Luna C18 (2) 3 um 50 x 4,60 mm, disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%;
gradiente de 20-80% de B durante 10 minutos; flujo 1 ml/min, deteccion UV a 214 nm, ESI-MS) dio un pico, con frde
7,3 minutos, con m/z de 448,1 (MH+) correspondiente a la estructura.

Etapa (c) Reduccion del grupo azida a amina
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Se afiadi6 a una suspension de la resina de la etapa (b) en THF (4 ml), cloruro de estafio (Il) (Acros, 0,141 g, 0,744
mmoles), tiofenol (Fluka, 0,304 ml, 2,976 mmoles) y trietilamina (Fluka, 0,311 ml, 2,23 mmoles). Después de 1,5
horas una alicuota de la resina se escindid como se describe bajo a). El analisis de LC-MS (columna Phenomenex
Luna C18 (2) 3 um 50 x 4,60 mm, disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente de 20-
80% de B durante 10 minutos; flujo 1 ml/min, detecciéon UV a 214 nm, ESI-MS) dio un pico a 1,9 minutos con m/z de
422.2 (MH") como se esperaba para la amina.

Paso (d): Quelante losartan-leu-tetraamina (Compuesto 4).

Se acoplé Fmoc-Leu-OH (Novabiochem, 0,030 g, 0,084 mmoles) a una alicuota del amino-losartan unido a la resina
de la etapa (c) (0,042 mmoles) en DMF usando reactivos de acoplamiento estandar (HATU y DIEA) y el protocolo de
escision estandar Fmoc (20% de piperidina en DMF). La finalizacion del acoplamiento se comprobd mediante la
prueba estandar de Kaiser. A continuacion, se acopl6 a la resina el Compuesto 1 (0,026 g, 0,042 mmoles) usando
los mismos reactivos de acoplamiento (HATU y DIEA) en DMF. Después de cuatro horas el producto se escindié de
la resina y los grupos Boc se eliminaron en la misma etapa (solucion de diclorometano/TFA/triisopropilsilano,
47,5:50:2,5 durante una hora). La solucion se filtrd, se concentrd y se purificé por HPLC preparativa (columna
Phenomenex Luna C18 (2) 5 ym 21,2 x 250 mm, disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%;
gradiente de 20-40% de B durante 60 minutos; flujo 10,0 ml/min, deteccion UV a 214 nm) para dar 5 mg de producto
después de la liofilizacion. Analisis por LC-MS (columna Phenomenex Luna C18 (2) 3 um 50 x 4,60 mm, disolventes:
A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente de 10-80% de B durante 10 minutos; flujo 0,3 ml/min,
deteccién UV a 214 y 254 nm, ESI-MS) tr 5,1 minutos, m/z 735,4 (MH")) confirmé la estructura.

Ejemplo 6: Sintesis del Compuesto 5.

El compuesto se sintetizd sobre un soporte sélido como se describe en el Ejemplo 4. Fmoc-Leu-OH (Novabiochem,
0,033 g, 0,092 mmoles) y el acido diglicélico Fmoc-amino PEG (PolyPure, 0,049 mg, 0,092 mmoles) se acoplaron
sucesivamente a una alicuota del amino-losartan unido a la resina del Ejemplo 4 (c) (0,046 mmoles) en DMF
utilizando reactivos estandar de acoplamiento (HATU y DIEA) y el protocolo de escision estandar Fmoc (20% de
piperidina en DMF). La finalizacion del acoplamiento se comprobé mediante la prueba de Kaiser estandar. A
continuacién se acopld a la resina, el Compuesto 1 (0,029 g, 0,046 mmoles) usando los mismos reactivos de
acoplamiento (HATU y DIEA) en DMF. La reaccioén se dejo durante la noche, después el producto se escindio de la
resina y los grupos Boc se eliminaron en la misma etapa (solucion de diclorometano/ TFA/ triisopropilsilano, 47,5: 50:
2,5 durante una hora). La solucion se filtrd, se concentrd y se purificé por HPLC preparativa (columna Phenomenex
Luna C18 (2) 5 pm 21,2 x 250 mm, disolventes: A = agua/HCOOH al 0,1% y B = acetonitrilo/HCOOH al 0,1%;
gradiente de 10-40% de B durante 60 minutos; flujo 10,0 ml/min, deteccion UV a 214 nm) para dar 3,5 mg de
producto después de la liofilizacion. El analisis de LC-MS (columna Phenomenex Luna C18 (2) 3 um 50 x 4,60 mm,
disolventes: A = agua/HCOOH al 0,1% y B = acetonitrilo/HCOOH al 0,1%; gradiente de 10-40% de B durante 10
minutos; flujo 0,3 ml/min, deteccion UV a 214 y 254 nm, ESI-MS) tz 4,7 minutos, m/z 1025,4 (MH+)) confirmé la
estructura.

Ejemplo 7: Sintesis del Compuesto 8.
Etapa (a): Sintesis de N-Boc-N-[FmocNH-CH2CH,]Gly-OH.

Se tratd 1 g de N-[FmocNH-CH,CH,]Gly-OtBu.HCI (Fluka 09660) con 20 ml de acido trifluoroacético al 50% (TFA) en
diclorometano que contenia 0,5 ml de triisopropilsilano durante 60 minutos. La mezcla se evapor6 vy el residuo se
volvié a disolver en 20 ml de 50% de tetrahidrofurano en agua. Se afadieron 2,6 g del anhidrido terc-
butiloxicarbonilo y 1,2 ml de N-metilmorfolina y la mezcla se agité durante cuatro dias. Se evapord luego el
tetrahidrofurano y el residuo se disolvié de nuevo en diclorometano. La capa organica se lavo con agua y se seco
con MgSO,. El diclorometano se evapor6 y el residuo se volvié a disolver en 5 ml de dimetilformamida. La solucién
de dimetilformamida se diluy6é con 400 ml de 60% de acetonitrilo en agua y se bombe6 en una columna de RP-HPLC
preparativa para la purificacion (30-80% de B durante 40 minutos, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al
0,1%, a un caudal de 50 ml/min en una columna Phenomenex Luna de 10 p C18 (2) de 250 x 50 mm)
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proporcionando 450 mg de producto puro. El producto se analizé6 mediante HPLC analitica (gradiente, 20-70% de B
durante 10 minutos donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CHzCN/TFA al 0,1%; flujo, 0,3 ml/min; columna, Phenomenex
Luna 3 py C18 (2) 50 x 2 mm; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto 8,66 minutos). La
caracterizacién adicional del producto se realizé usando espectrometria de masas por electropulverizacion (MH*
calculado, 441,2; MH" hallado, 440,8).

Etapa (b): Sintesis de N-((CH.)>-NHCOCHo.-tetraamina)-Gly-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-lle-OH (Compuesto 8).

Se sintetiz6 un analogo peptidico de la angiotensina Il en un sintetizador de péptidos de Applied Biosystems 433A
partiendo de 0,1 mmoles de resina Fmoc-lle-Wang. Se aplicd un exceso de 1 mmol de aminoacidos pre-activados
[usando O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU)] en las etapas de acoplamiento
hasta la arginina. Se disolvieron 123 mg de N-Boc-N-[FmocNH-CH>CH;]Gly-OH, 114 mg de N-[(dimetilamino)-1H-
1,2,3triazolo-[4,5-b]piridin-1-ilmetileno]-N-metiimetanaminio hexafluorofosfato N-6xido (HATU) y 60 ul de N-
metilmorfolina en dimetilformamida y se agité durante 5 minutos, después se afiadieron a la resina en un aparato de
burbujeo de nitrégeno. Los reactivos se retiraron después de 2 horas y la resina se lavo con dimetilformamida y
diclorometano. La resina se traté con piperidina al 20% en dimetilformamida (3 x 10 ml) y se lavé con
dimetilformamida. Se disolvieron 23 mg del Compuesto 1, 14 mg de HATU y 7,5 yl de N-metilmorfolina en
dimetilformamida durante 10 minutos y se afiadieron a la resina. Los reactivos se retiraron después de 4 horas y la
resina se lavo con dimetilformamida y diclorometano. La retirada de los grupos protectores de la cadena lateral y la
escision del péptido de la resina se llevd a cabo simultaneamente en 10 ml de acido trifluoroacético que contenia
2,5% de triisopropilsilano y un 2,5% de agua durante 90 minutos. Se eliminé el acido trifluoroacético se afadio éter
dietilico al residuo y el producto precipitado se lavo con éter dietilico y se secé al aire.

La purificacion por RP-HPLC preparativa (0-30% de B durante 40 minutos, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B =
CH3CN/TFA al 0,1%, a un caudal de 10 ml/min en una columna de Phenomenex Luna C18 (2) de 10 p 250 x 21,20
mm) del producto proporcioné 32 mg de conjugado quelato-péptido puro. El producto se analiz6 mediante HPLC
analitica (gradiente, 5-50% de B durante 20 minutos donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; flujo, 1
ml/min; columna, Phenomenex Luna 3p C18 (2) 50 x 2 mm; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto
5,22 minutos). La caracterizacion adicional del producto se realizd usando espectrometria de masas por
electropulverizacion (MH+ calculado, 1197,8; MH" encontrado, 1197,8).

99m:

Ejemplo 8: Radiomarcaje de ™ Tc de los compuestos 3 a 7.

Se preparo6 un kit liofilizado ("Chelakit A plus") que contenia los siguientes ingredientes:

Componente|Peso Molecular.
SnCl2.2H,0 225,63 0,016
MDP(H.) 176,00 0,025
NaHCO3 84,01 4,5
Na2COs 105,99 0,6
NaPABA 159,12 0,200

Se afadieron de 25-50 ug del compuesto a ser etiquetado (disuelto en de 25-50 pl de disolvente) a CHELAKIT-A
plus, seguido del eluato generador (*"TcO, en solucién salina, 1,0 ml). La solucién se mezcld y se dejé a
temperatura ambiente durante de 20-30 minutos.

Los Compuestos 3 y 6 fueron etiquetados con tecnecio a temperatura ambiente a un pH de 9 para dar los
correspondientes complejos cationicos de *™Tc con alto rendimiento (RCP > 90%). Los complejos de tetraamina se
purificaron por HPLC (fase movil: TFA al 0,1% en agua, 0,1% de TFA en acetonitrilo; columna XTERRA RP15 3,5 pm
4,6 x 150 mm) y son estables en tampdn de fosfato 50 mM a 37° C durante 2 horas (RCP > 95% por HPLC después
de 2 horas).

Ejemplo 9: Medicién de la lipofilia (LogP) de los complejos de *™Tc.
99m

Se determinaron los coeficientes de reparto octanol-agua (LogP) de los complejos de
sigue:

Tc del Ejemplo 8 como

Se mezclaron 10 pl del complejo de ®mTe purificado por HPLC del Ejemplo 8 con 1-octanol (2 ml) y tampén de

fosfato 50 mM (pH = 7,4, 2,0 ml) en un tubo de centrifuga. El tubo se agité con vortex a temperatura ambiente
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durante 1 minuto y luego se centrifugd a alta velocidad durante 60 minutos. Se pipetearon 0,1 ml de muestras de
ambas fases en otros tubos de ensayo con una atencién adecuada para evitar la contaminacion cruzada entre las
fases, y se contaron en un contador gamma Wallac Wizzard. La medicion se repitio tres veces.

El coeficiente de particion, P, se calculé como sigue:

P = (cpm en octanol — cpm del medio) / (cpm en agua - cpm del medio)

Por lo general, el valor final del coeficiente de particion se expres6 como log P.
Los resultados se dan en la Tabla 1:

Tabla 1: Valores de los complejos de compuestos tetra-amina de tecnecio

9Im:

Complejo de *""Tc del nimero de compuesto| Log P (octanol)/tampon de fosfato50 mM

3 <-2

99mT

Ejemplo 10: Biodistribucion de los Complejos de c.

Se prepararon los complejos de “mTc de los compuestos 4, 5 y 7 como se describe en el Ejemplo 8. Los

experimentos se realizaron en dos puntos de tiempo predeterminados (2 y 120 minutos) después de la inyeccion (ip)
del producto de ensayo en ratas Wistar macho normales (180 a 220 g). Los animales fueron anestesiados con
halotano (6% en oxigeno), inyectados con 0,1 ml (500 MBg/ml) del articulo de ensayo, sacrificados, diseccionados y
las muestras se ensayaron en cuanto a la radiactividad. Los resultados se dan en la Tabla 1:

Tabla 1: Biodistribucion de los complejos de *™Tc
%IDIG Compuesto 4| Compuesto 5| Compuesto 7
Sangre 5 minutos 3,26 1,5 0,84
Sangre 120 minutos 0,91 0,26 0,05
Musculo 120 minutos 0,34 0,9 0,1
Higado 120 minutos 6,52 3,53 1,55
Pulmoén 120 minutos 1,84 0,6 0,4
Corazén 120 minutos 0,44 0,13 0,1
Corazén/sangre 0,49 0,5 2
Corazoén/pulmén 0,24 0,21 0,25
Corazén/higado 0,07 0,04 0,06
Musculo del corazén 1,3 1,44 1
% Retenido durante 2horas
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%IDIG Compuesto 4| Compuesto 5| Compuesto 7

Aclaramiento (% ID)

Orina (K,B,U) 120 minutos 21,13 14,45 64,26
HBS 120 minutos 74,65 54,21 19,63
Log P 0,6 -0,1 <2

Ejemplo 11: Preparacion alternativa del Compuesto 1.

Se disolvid N,N'-Bis(2-terc-butoxicarbonilamino-etil)-2-(2-hidroxietil)-1,3-di(terc-butoxicarbonilamino)propano  del
Ejemplo 1 etapa (e) en tetracloruro de carbono (14 ml) y acetonitrilo (14 ml). Se afiadié agua (21 ml) para dar una
mezcla bifasica seguido por peryodato de sodio (4,5 g, 21 mmoles) e hidrato de cloruro de rutenio (35 mg, 0,026
mmoles). La solucién marrén oscuro resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y después se diluyo
con CHCl, (40 ml). La capa organica se separo y la fase acuosa se extrajo con mas CH2Cl; (40 ml x 3). Todos los
extractos organicos se combinaron, se secaron (MgSQ), se filtraron y los volatiles se evaporaron bajo presion
reducida para dejar la sal de sodio del Compuesto 1 como un residuo viscoso oscuro que se uso sin purificacion
adicional (4,15 g, 96%).

3C RMN (CDCls): 8¢ 28,2 (x12) (CHs), 34,1 (CHy), 34,4 (CH), 38,6 (x2) (NCHy), 46,8 (x2) (NCH,), 49,3 (x2) (NCHy),
79,0 (x2) (OC), 80,2 (x2) (OC), 155,9 (x4) (C=0), 175,4 (COOH).

"H RMN (CDCl3): 011,29 (18H, s, CH3x 6), 1,35 (18H, s, CH3 x 6), 2,19 (1H, ancho, CH), 2,40 (2H, ancho, CHy), 3,05
- 3,23 (12H, ancho, NCHz x 6), 5,10 — 5,24 (2H, ancho, NH x 2)

Espectrometria de masas (ESI) m/e: Calculado para (M+Na) C29Hs4010NsNa 641,3738, encontrado 641,3787
Ejemplo 12: Preparacion del Compuesto 9.

Se afiadio 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC; 2,16 g, 10,5 mmoles) en una porciéon a una solucion agitada del
Compuesto 1 (4,15 g, 6,90 mmoles) y N-hidroxisuccinimida (1,81 g, 15,7 mmoles) en THF seco (30 ml). La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas y después la DCU (1,3-diciclohexilurea) precipitada se eliminé por
filtracién. Se evaporaron los volatiles del filirado dejando un residuo ceroso al cual se afiadio éter seco (50 ml)
precipitando mas DCU que se eliminé por filtracion. La soluciéon etérea se lavo con agua (25 ml x 2), se seco
(MgSO0.), se filtré y el disolvente se evapord a presion reducida para dejar un soélido ceroso. Este solido se purifico
por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de CH,Cl»/éter (1: 1) hasta que se eliminé el DCC
que no habia reaccionado. El eluyente se cambi6 a éter y se aislo el producto requerido (rf = 0,4, DCM/Et,0 1: 1)
como un sélido incoloro (2,7 g, 57%), pf 66-68° C.

3C RMN (CDCla): 8¢ 25,6 (x2) (CHz), 28,4 (x12) (CHs), 31,8 (CHz), 35,2 (CH), 39,3 (x2) (NCHy), 47,1 (x2) (NCHy),
49,1 (x2) (NCHy), 79,9 (x2) (OC), 80,5 (x2) (OC), 156,1 (x4) (C=0), 167,7 (C=0), 169,1 (x2) (C=O).

"H RMN (CDClI3): 541,35 (18H, s, CH3 x6), 1,41 (18H, s, CH3x6), 2,52 (3H, s ancho, CH y CHy), 2,77 (4H, s, CH2x2),
3,10 - 3,35 (12H, s ancho, NCH x 6), 5,08 (2H, s ancho NH x 2)

Espectrometria de masas (ESI) m/e: Calculado para (M+Na) Cz3Hs4N5012Na 738,3896, encontrado 738,3893
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REIVINDICACIONES

Un complejo de tecnecio de la férmula (1):

(CH,),-X-Y-Z

X es -NR(C=0)-, -CONR- o un grupo Q;

Y es independientemente aminoacido(s) 1-10 D- L-, o un grupo PEG de férmula (-OCH2CH,0-),, donde w
es un nimero entero de valor 3 a 25;

Z es un resto de direccionamiento bioldgico sintético seleccionado de entre un péptido de 3-30 mer;
n es un numero entero de valor 1 a 8;
R es H, alquilo C1.4, alcoxialquilo Cz.4, hidroxialquilo C1.4, o fluoroalquilo C1.;
Qes
Q

—N

O

A es un contraion;

con la condicién de que la cadena de atomos de X'-Yn, carezca de enlaces en los que un heteroatomo esta
unido directamente a otro;

El complejo de tecnecio de la reivindicacion 1, donde el radiois6topo de tecnecio es el 9mTe 0 M,

El complejo de tecnecio de las reivindicaciones 1 0 2, donde nes de 1 a 6 y X es -CONR- o -NR(C=0)-.
El complejo de tecnecio de la reivindicacion 3, donde X es -CONH- o -NH(C=0)-.

El complejo de tecnecio de la reivindicacion 1 a 4, donde w es de 6 a 22.

El complejo de tecnecio de la reivindicacion 1 a 5, donde los aminoacidos se eligen independientemente de

gllcma lisina, acido aspartico, acido glutamico o serina.

Un producto radiofarmacéutico que comprende el complejo de tecnecio de la formula | de las

reivindicaciones 1 a 6, en el que A es un contraién farmacéuticamente aceptable, junto con un vehiculo
biocompatible en una forma adecuada para la administracion humana.

8.
9.

99m-|— 94m-|—

El radiofarmaco de la reivindicacién 7, donde el radioisétopo de tecnecio es el co C.

Un compuesto de Férmula lll:
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Q3
~ /Q4
E N N j
N N
Q1 Q2 Q5 Qs
(I
donde: Q" a Q° son independientemente grupos Q, donde Q es H o un grupo protector de amina,

y n son como se definen en la reivindicacion 1;

E es un grupo funcional adecuado para la conjugacion con el resto de direccionamiento bioldgico (Z) de las
5 reivindicaciones 1 a 6, y se elige entre:

-NHa, -CO2M, -NCS, -NCO, maleimida o acrilamida,
donde: M es H, un cation, un grupo protector o un éster activo;

con las condiciones de que cuando n = 3, entonces al menos uno de Q'a Q%es un grupo protector de

amina.
10 10. El compuesto de la reivindicaciéon 9, donde E es -NH; 0 -CO,M.
11. El compuesto de las reivindicaciones 9 o0 10, donde n es de 1 a 6.

24



ES 2 628935 T3

Figura 1. (CH,),-E
QS
Q4
E\N Nj
N N
/\ /N
Q' Q2 Q5 Q8
Q1 a Q6 n E Numero de
compuesto
Q'=Q =Q"=Q’=-C0O,C(CHs);
Q*=Q°=H 1 -CO,H 1
Q'=Q’=Q"=Q°=-C0,C(CH,);
Q=Q°=H 6 -NH, 2
Q'=Q=Q'=Q°=-CO,C(CHy), | 1
Q*=Q°=H -CO,(NHS) 9

Donde NHS = éster activo de N-hidroxisuccinimida
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Figura 2.
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