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DESCRIPCION
Derivados triciclicos de indol como ligandos PBR
Campo técnico de la invencion

La presente invencion hace referencia a la gammagrafia in vivo y, en particular, a la gammagrafia in vivo del
receptor periférico de benzodiacepinas (PBR, por su nombre en inglés). Se da a conocer un radiotrazador in vivo
basado en el indol que se fija con alta afinidad al PBR, tiene una buena captacion en el cerebro después de su
administracion, y tiene una buena fijacion selectiva al PBR. La presente invencion también da a conocer un
compuesto precursor Util para la sintesis del radiotrazador in vivo de la invencion, asi como un método para la
sintesis de dicho compuesto precursor. Otros aspectos de la invencion incluyen un método para la sintesis del
radiotrazador in vivo de la invencién que comprende el uso del compuesto precursor de la invencién, un kit para
llevar a cabo dicho método y un casete para llevar a cabo una version automatica de dicho método. Ademas, la
invencion da a conocer una composicion radiofarmacéutica que comprende el radiotrazador in vivo de la invencion,
asi como los métodos para el uso de dicho radiotrazador in vivo.

Descripcion de la técnica relacionada

El receptor periférico de benzodiacepinas (PBR) se sabe que esta principalmente localizado en los tejidos periféricos
y en los neurogliocitos, pero su funcion fisiolégica todavia no esta elucidada con claridad. Desde el punto de vista
subcelular, se sabe que el PBR esta localizado en la membrana externa mitocondrial, lo que indica que tiene una
posible funcion en la modulacién del funcionamiento de la mitocondria y en el sistema inmunitario. Ademas, se ha
postulado que el PBR esta implicado en la proliferacion celular, esteroidogénesis, flujo del calcio y respiracion celular.

La expresién anormal del PBR se ha asociado a estados de enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central
(SNC), entre ellas la esclerosis multiple (Banati et al., 2001, Neuroreport; 12 (16): 3439-42; Debruyne et al., 2002,
Acta Neurol Belg; 102 (3): 127-35), encefalitis de Rasmeussen (Banati et al., 1999, Neurology; 53 (9): 2199-203),
vasculitis cerebral (Goerres et al., 2001, Am J Roentgenol; 176 (4): 1016-8), encefalitis herpética (Cagnis et al.,
2001, Brain; 124 (Pt 10): 2014-27) y demencia asociada al sida (Hammoud et al., 2005, J Neurovirol, 11 (4): 346-55).

También en el SNC, se ha documentado una conexién con el PBR en el caso de las enfermedades degenerativas,
tales como la enfermedad de parkinson (Gerhard et al., 2006, Neurobiol Dis; 21 (2): 404-12; Ouchi et al., 2005, Ann
Neurol, 57 (2): 161-2), degeneracion corticobasal (Gerhard et al., 2004, Mov. Disord; 19 (10): 1221-6), paralisis
supranuclear progresiva (Gerhard et al., 2006, Neurobiol Dis; 21 (2): 404-12), atrofia multisistémica (Gerhard et al.,
2003, Neurology, 61 (5): 686-9), enfermedad de Huntington (Pavese et al., 2006, Neurology, 66 (11): 1638-43; Tai et
al., 2007, Brain Res. Bull.; 72 (2-3): 148-51), esclerosis lateral amiotréfica (Turner et al., 2004, Neurobiol. Dis; 15 (3):
601-9) y enfermedad de alzhéimer (Cagnin et al, 2001, Lancet; 358 (9283): 766; Yasuno et al, 2008, Biol. Psychiatry;
64 (10): 835-41).

Se ha demostrado que una serie de afecciones isquémicas del SNC estan relacionadas con la expresién anormal
del PBR, entre ellas, el accidente cerebrovascular (Gerhard et al., 2005, Neuroimage, 24 (2); 591-5), lesion nerviosa
periférica (Banati et al., 2001 Neuroreport; 12 (16): 3439-42), epilepsia (Sauvageau 2002, Metab Brain Dis; 17 (1): 3-
11; Kumar et al., 2008, Pediatr. Neurol. 38 (6)). Se ha propuesto que el PBR serviria de biomarcador para determinar
el alcance del dafio en la lesion traumatica del cerebro (Toyama et al., 2008, Ann Nucl. Med., 22 (5): 417-24), con
descripcion de un incremento de la expresion del PBR en un modelo animal de lesién traumatica del cerebro
(Venneti et al., 2007 Exp. Neurol, 207 (1): 118-27). Es interesante sefalar que el estrés agudo se ha correlacionado
con un incremento en la expresion del PBR en el cerebro, mientras que el estrés crénico se ha correlacionado con
una disminucion del PBR (Lehmann et al., 1999, Brain Res; 851 (1-2): 141-7). Se ha descrito que es posible delinear
los bordes del glioma con el uso de [''C]PK11195 para gammagrafiar el PBR (Junck et al., 1989, Ann. Neurol: 26 (6):
752-8). El PBR también podria estar relacionado con el dolor neuropatico, Tsuda et al. han observado microgliocitos
activados en los sujetos con dolor neuropatico (2005, TINS 28 (2), pags. 101-7).

En la periferia, la expresion del PBR se ha relacionado con la inflamacién del pulmén (Branley et al., 2008, Nucl.
Med. Biol. 35 (8): 901-9), enfermedad pulmonar obstructiva crénica y asma (Jones et al., 2003, Eur. Respir J; 21 (4):
567-73), enteropatia inflamatoria (Ostuni et al., Inflamm Bowel Dis; publicacion en linea de 2010), artritis reumatoide
(van der Laken et al., 2008, Arthritis Rheum; 58 (11): 3350-5), fibromialgia primaria (Faggioli et al., 2004,
Rheumatology; 43 (10): 1224-1225), lesion nerviosa (Durrenberger et al., 2004. J. Peripher. Nerv. Syst; 9 (1): 15-25),
aterosclerosis (Fujimura et al., 2008, Atherosclerosis; 201 (1): 108-111), cancer de colon, de prostata y de mama
(Deane et al., 2007, Mol. Cancer Res., 5 (4): 341-9; Miettinen et al., 1995, Cancer Res.; 55 (12); 2691-5; Han et al.,
2003, J. Recept Signal Transduct Res., 23 (2-3): 225-38), inflamacién del rifion (Tam et al., 1999. Nephrol. Dial
Transplant; 14 (7): 1658-66; Cook et al., 1999, Kidney Int. 55 (4): 1319-26), y lesion por revascularizacion tras una
isquemia (Zhang et al., 2006, J. Am. Coll Surg; 203 (3): 353-64).

La tomografia por emisién de positrones (PET) que utiliza un ligando selectivo del PBR, el (R)-[''C]PK11195,
proporciona un indicador genérico de inflamacion del sistema nervioso central (SNC). Sin embargo, se sabe que el
(R)-[""CIPK11195 se fija enormemente a las proteinas y que la fijacion es de baja a inespecifica. Ademas, no se
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conoce la funcion de sus metabolitos radiomarcados, y la cuantificacion de la fijacion requiere un modelado complejo.

En la técnica se conocen los compuestos triciclicos de indol. En Davies et al. (J. Med. Chem. 1998; 41 (4): 451-67)
se ensefia una clase de compuestos triciclicos de indol y los caracterizan como agonistas y antagonistas de la
melatonina. Napper et al. (J. Med. Chem. 2005; 48: 8045-54) ensefian y debaten la relacion entre la estructura y la
actividad de una clase de compuestos triciclicos de indol en el contexto de la inhibicién selectiva de la enzima SIRT1,
un miembro de la familia de enzimas que retira los grupos acetilo de los restos de lisina de las histonas y otras
proteinas. En la patente de los EE. UU. US 6451795 se describen otra clase de compuestos triciclicos de indol y se
debate su utilidad en el tratamiento de estados patolégicos relacionados con el PBR. En la patente de los EE. UU.
US 6451795 se describen valores de Clsp para los compuestos mas activos de entre 0,2 nM y 5,0 nM, y estados en
los que los compuestos son Utiles para prevenir o tratar las neuropatias periféricas, y para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas centrales.

Okubu et al. (Bioorganic & Medicinal Chemistry 2004, 12, 3569-80) describen el disefio, sintesis y estructura de un
grupo de compuestos tetraciclicos de indol, asi como su afinidad por el PBR (los valores de Clso son de tan solo
aproximadamente 0,4 nM). La solicitud de patente internacional WO 2007/057705, asignada al presente solicitante,
describe derivados triciclicos de indol marcados con un abanico de restos para la gammagrafia in vivo. Los restos
para gammagrafia in vivo preferidos que se describen en la solicitud de patente internacional WO 2007/057705 son
los idoneos para la tomografia por emision de positrones (PET) o para la tomografia por emisidn monofoténica
(SPECT), lo mas preferiblemente la PET.

Ademas, en la solicitud de patente en tramitacion con la presente PCT/EP 2009/062827 se describen
radiotrazadores in vivo tetraciclicos derivados de indol similares a los de la solicitud de patente internacional WO
2007/057705.

Los derivados de indol tetraciclicos descritos en la solicitud de patente internacional WO 2007/057705 y en la
solicitud de patente en tramitacion con la presente PCT/EP 2009/062827 tienen una buena afinidad por el receptor
PBR, y una alta proporcion de radiactividad en el cerebro a los 60 minutos después de la inyeccion representa el
radiotrazador in vivo original. Aunque estos derivados de indol tetraciclicos también consiguen una concentracion
inicial razonable en el cerebro de rata en los estudios de biodistribucion, la captacion sigue siendo relativamente baja
y se podia mejorar. Los presentes inventores también han hallado que la retencioén relativa en el bulbo olfativo (la
region del cerebro que tiene la concentracion mas alta del receptor PBR) de estos derivados de indol tetraciclicos de
la técnica anterior no es tan alta como seria deseable para la gammagrafia in vivo. Asi pues, hay un ambito de
aplicacién para un radiotrazador in vivo de PBR que conserve las propiedades ventajosas de los radiotrazadores in
vivo de indol y tetraciclicos de la técnica anterior descritos mas arriba, pero en el que se ha mejorado la captacion en
el cerebro y se ha mejorado la fijacion especifica al receptor PBR.

Compendio de la invencion

La presente invencidon da a conocer un nuevo compuesto triciclico de indol idéneo para ser usado como un
radiotrazador in vivo. La presente invencién también da a conocer un compuesto precursor Util para la sintesis del
radiotrazador in vivo de la invencion, asi como un método para la sintesis de dicho compuesto precursor. También
se da a conocer un método para preparar el radiotrazador in vivo que comprende el uso del compuesto precursor de
la invencién. Una composiciéon farmacéutica que comprende el radiotrazador in vivo de la invencién se da
adicionalmente a conocer, ademas de un kit iddbneo para preparar con facilidad la composicién farmacéutica. En un
aspecto mas, se da a conocer el uso de un radiotrazador in vivo para la gammagrafia in vivo de una enfermedad
asociada a la expresion anormal del PBR. El radiotrazador in vivo de la presente invencion conserva las propiedades
ventajosas de los radiotrazadores in vivo triciclicos conocidos, junto con la mejoria de la captacion en el cerebro y de
la especificidad por el receptor periférico de benzodiacepinas.

Descripcion detallada de la invencién
Radiotrazador

La presente invencion da a conocer un radiotrazador in vivo de la formula I:
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en donde:

R' es alquilo(C+.3) o fluoroalquilo(C1.3);
R? es hidrégeno, hidroxilo, halo, ciano, alquilo(C1.), alcoxi(C+.), fluoroalquilo(C1.3) o fluoroalcoxi(C1.3);

R® y R* son independientemente alquilo(C1.3), aralquilo(C7-10), 0 R® y R*, junto con el nitrégeno al cual estan unidos,
forman un anillo alifatico(Css) que contiene nitrégeno que opcionalmente comprende 1 heteroatomo mas
seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre;

Y'es CHy; e,
Y? es CHj,, CH,-CHa, CH(CHs)-CHa 0 CH2-CHo-CHy;

y en donde la formula | tal y como esta definida comprende un atomo que es un radiois6topo idéneo para la
gammagrafia in vivo. Los compuestos de la invencion que se reivindican, ademas del atomo que es un radioisotopo
idéneo para la gammagrafia in vivo comprendido en este, se limitan a los compuestos de la formula (l) tal y como
esta definida aqui mas arriba.

Un «radiotrazador in vivo» en el contexto de la presente invencién es un compuesto marcado radiactivamente
idoneo para la gammagrafia in vivo. El término «gammagrafia in vivo», tal y como se utiliza en la presente memoria,
hace referencia a las técnicas que producen imagenes de manera no invasiva de todo o parte del aspecto interno de
un sujeto.

A menos que se especifique de otra manera, el término «alquilo» solo o en combinacioén significa un radical alquilo
de cadena lineal o de cadena ramificada que contiene preferiblemente de 1 a 3 atomos de carbono. Ejemplos de
tales radicales incluyen metilo, etilo y propilo.

A menos que se especifique de otra manera, el término «alcoxi» significa un radical alquilo tal y como esta definido
mas arriba que comprende un enlace éter, y el término «enlace éter» hace referencia al grupo -C-O-C-. Ejemplos de
radicales de éter de alquilo idéneos incluyen metoxi, etoxi y propoxi.

La terminologia «halégeno» o «halo-» significa un sustituyente seleccionado de fldor, cloro, bromo o yodo.
«Haloalquilo» y «haloalcoxi» son grupos alquilo y alcoxi, respectivamente, tal y como esta definido mas arriba,
sustituidos con uno o mas halégenos. Idoneamente en el caso de los sustituyentes haloalquilo y haloalcoxi, €l
halégeno remplaza un hidrogeno del extremo terminal del radical, a saber, -alquileno-halégeno o -alcoxileno-
halégeno. El término «alquileno» hace referencia al grupo bivalente -(CHz)n-, en donde n es 1 a 3, y el término
«alcoxileno» hace referencia a un grupo alquileno que comprende un enlace éter, en donde un enlace éter es tal y
como esta definido mas arriba.

El término «ciano» hace referencia al grupo -CN.
El término «hidroxilo» hace referencia al grupo -OH.

El término «aralquilo» hace referencia al grupo -alquileno-fenilo, en donde el alquileno es tal y como esta definido
mas arriba.

Un «anillo alifatico(Css) que contiene nitrdgeno» es un anillo de alquilo(Cs.6) saturado que comprende un
heteroatomo de nitrégeno. Los ejemplos incluyen anillos de pirrolidinilo, piperidinilo y morfolinilo.

La terminologia «comprende un atomo que es un radioisotopo idéneo para la gammagrafia in vivo» significa que en
la formula | tal y como esta definida mas arriba, la forma isotopica de uno de los atomos es un radiois6topo idéneo
para la gammagrafia in vivo. Para que sea idoéneo para la gammagrafia in vivo, el radioisétopo es detectable
externamente después de la administracion a dicho sujeto.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2635310713

Si un centro quiral u otra forma de un centro isomérico esta presente en un radiotrazador in vivo de acuerdo con la
presente invencion, todas las formas de tal isdbmero, entre ellos los enantidmeros y diastereoisomeros, estan
englobados por la presente invencion. Los radiotrazadores in vivo de la invencién que contienen un centro quiral se
podrian utilizar como mezcla racémica o como una mezcla enriquecida en un enantiémero, o la mezcla racémica se
podria separar con las técnicas bien conocidas y se podria utilizar inicamente un enantidmero individualizado.

Radiotrazadores preferidos
R' es preferiblemente metilo o fluoroalquilo(Cz.3), y lo mas preferiblemente -etileno-F (a saber, -CHz-CHo-F).

R? es preferiblemente h|drogeno halo, alcoxi(C1.3) o fluoroalcoxi(C1.3). R? es, lo mas preferlblemente hidrégeno,
halo o alcoxi(C+.3), y, lo mas especialmente preferido, hldrogeno fluoro o metoxi. Cuando R? es un sustituyente, esta
preferiblemente en la posicion 5- o 6- y se selecciona, lo mas preferiblemente, de 5-metoxi, 6-metoxi, 5-fluoro y 6-
fluoro.

R® y R* son preferiblemente y de forma independiente metilo, etilo o bencilo, y lo mas preferible es que ambos sean
etilo.

Como alternativa, preferiblemente, R®y R*, junto con el nitrégeno al cual estan unidos, forman un anillo alifatico(Cs.s)
que contiene nitrogeno.

Y' es CH,.

Para los radiotrazadores in vivo mas preferidos de la presente invencion, Y? es CHx-CH.. Un radiotrazador in vivo
preferido de la invencién es idoéneo para la gammagrafia mediante tomografia computerizada por emision
monofoténica (SPECT) o la tomografia por emision de positrones (PET). Para la SPECT, un radiois6topo idéneo es
un halégeno radiactivo que emita radiacion vy. Ejem1plos de halégenos radiactivos que emiten radiacion y idoneos
para ser usados en la presente invencion son ' ly "Br. Un halogeno radiactivo preferldo que emite radiacion y
es el "3, Cuando el radioisotopo del radlotrazador in vivo es '?|, se prefiere que R? sea el '?|. Para la PET, un
radiois6topo idéneo es un no metal radiactivo emisor de positrones. EJempIos de no metales radiactivos emisores de
positrones idéneos para ser usados en la Presente invencion son e, ®F y Los no metales radiactivos
preferidos emlsores de positrones son 1y 8F. En el caso del ''C, se prefiere que R sea C metilo. Cuando el
radiois6topo es ®F se prefiere que R' sea [ 8F]fluoroalqullo C>.3, lo mas preferiblemente -etileno-"°F.

Se prefiere que el radiotrazador in vivo de la invencion sea idoneo para la gammagrafia mediante PET y el '°F es un
radiois6topo preferido idoneo para la gammagrafia mediante PET. La preferencia por la PET en el método de la
invencion se debe a su excelente sensibilidad y resolucién, de modo que se pueden observar con el tiempo cambios
en una lesién incluso relativamente pequefios. Los escaneres de PET miden de forma sistematica la concentracion
de radiactividad en el margen picomolar. Los escaneres micro-PET actuales se acercan a una resolucion espacial de
aproximadamente 1 mm y los escaneres clinicos aproximadamente de 4 a 5 mm.

Un radiotrazador in vivo preferido de formula | es de la férmula la:

3a

2a
R

asF/(
(Ia)

en donde:

R?® es hidrogeno, halo o alcoxi(C1.3);

R% y R* son, independientemente, metilo, etilo o bencilo, o, junto con el nitrégeno al cual estan unidos, forman un
anillo de pirrolidinilo, piperidinilo, azepanilo o morfolinilo;

Y?? es CH,, CH2-CHa, CH(CHs)-CHz 0 CH2-CHo-CHy; v;

nes1,203.
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En la férmula la, R% y R* son preferiblemente etilo los dos, o R% es metilo y R*es bencilo, o, junto con el nitrégeno
al cual estan unidos, forman un anillo de azepanilo.

R% es, preferiblemente, hidrogeno, metoxi o fluoruro.
Y?? es preferiblemente CH2-CH, 0 CH(CHs)-CHs.

n es preferiblemente 2.

En un radiotrazador in vivo preferido de férmula la:

R y R* son etilo los dos, o R% es metilo y R* es bencilo, o, junto con el nitrégeno al cual estan unidos, forman
azepanilo;

R% es hidrégeno, metoxi o fluoruro;
Y?? es CH,-CH; 0 CH(CH3)-CHz; v,
nes?2.

Ejemplos no limitantes de radiotrazadores in vivo de la formula la son los que siguen:

3 Y
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I | |
N N
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Entre los radiotrazadores in vivo 1 a 11 de mas arriba, los radiotrazadores in vivo 5, 6, 7, 9, 10 y 11 son los
preferidos, los radiotrazadores in vivo 5 y 10 son los mas preferidos, y el radiotrazador in vivo 5 es especialmente
preferido. Para cualquier radiotrazador in vivo de la presente invencion, la forma enantioméricamente pura es
particularmente preferida.

Compuesto precursor
En otro aspecto, la presente invencién da a conocer un compuesto precursor para la preparacion del radiotrazador in

6



10

15

20

25

30

ES 2635310713

vivo de la invencién, en donde dicho compuesto precursor es de formula Il

'
Oy Nape
v
R'2 .
Y

)
R“

(In

en donde uno de R" y R comprende un grupo quimico que reacciona con una fuente idénea del radiois6topo tal y
como esta definido mas arriba para el radiotrazador in vivo de la invencién, tal que un radiotrazador in vivo de la
invencion se forma tras la reaccion de dicho compuesto precursor con dicha fuente idénea de dicho radioisétopo, y
los otros R" y R' son tal y como esta definido en la presente memoria para R' y R?, respectivamente, y
opcionalmente comprende un grupo protector; vy,

R™¥™ e Y2 son tal y como esta definido en la presente memoria para R** e Y™

opcionalmente, cada uno ademas comprende un grupo protector.

, respectivamente, v,

Un «compuesto precursor» comprende un derivado no radiactivo de un compuesto marcado radiactivamente,
disefiado para que la reacciéon quimica con una forma quimica practica del marcador detectable se produzca con
especificidad en el sitio; se pueda realizar en el minimo numero de etapas (idealmente, en una Unica etapa); y no
sea necesario una purificacion significativa (idealmente, ninguna purificacion adicional), para dar el radiotrazador in
vivo deseado. Tales compuestos precursores son sintéticos y se pueden obtener con comodidad con una buena
pureza quimica.

Con el término «grupo protector» se quiere hacer referencia a un grupo que inhibe o suprime las reacciones
quimicas indeseadas, pero que esta disefiado para ser lo suficientemente reactivo para que se pueda escindir del
grupo funcional en cuestion para obtener el producto deseado en condiciones suficientemente suaves para que no
se modifique el resto de la molécula. Los grupos protectores los conocen bien los expertos en la técnica y se
describen en Protective Groups in Organic Synthesis, Theorodora W. Greene y Peter G. M. Wuts, (tercera edicion,
John Wiley & Sons, 1999).

La terminologia «una fuente idénea de un radioisétopo» significa el radiois6topo en una forma quimica que es
reactiva con un sustituyente del compuesto precursor, de tal manera que el radioisétopo acaba por unirse
covalentemente al compuesto precursor. Para cada radiois6topo concreto que se presenta en el siguiente apartado,
se debaten una o mas fuentes del radioisétopo. El experto en la técnica de los radiotrazadores in vivo estara
familiarizado con estas y otras fuentes de radioisétopos que son idéneas para ser aplicadas en la presente invencion.

El esquema 1 que viene a continuacién es un esquema genérico de la reaccion que muestra como obtener
compuestos que pueden, por si mismos, utilizarse como compuestos precursores, o (;'ue se pueden convertir en
compuestos precursores con un numero pequeio de etapas adicionales. R e Y2 del esquema 1 son tal y
como esta definido mas arriba para la férmula Il
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2 I © " 121 ESH - ’ Br NR
Yy Y=Y R yiogtl fjn
oTs +
NH, R '
2 I;*H
Ril
1. 60°C
Esquema 1 2.1PA, ZaCl,

Como alternativa, cuando R'? del compuesto precursor esta en la posicion superior en el anillo, se puede utilizar la
via sintética general ilustrada en el esquema 1a que viene a continuacion:
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Y
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En el esquema 1a de mas arriba, -R"2-pG representa un grupo R protegldo en donde R" es tal y como esta
definido |donea2/ preferlblemente en la presente memoria. Cuando R" es hidroxi, -R""*PG podria ser, por ejemplo -
O-bencilo. R’ son tal y como se dan a conocer idonea y preferiblemente para la formula Il de mas arriba,
con la condicién de que R' no sea cloro. En esta via sintética, el cloro de la posicion inferior del anillo obliga a que
tenga lugar la ciclacion solo por una via, de tal manera que solo se produce un isémero. Se describe un método
similar en la solicitud de patente internacional WO 2003/014082. Sin embargo, cuando los presentes inventores
aplicaron las ensefianzas de la solicitud de patente internacional WO 2003/014082 para obtener los compuestos
precursores de la presente invencion, el rendimiento era bajo (véase el ejemplo 2(d)). Este problema se puede
solucionar al cambiar el sistema de solventes utilizado para la etapa de ciclacion. En la solicitud de patente
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internacional WO 2003/014082, la etapa de ciclacién se lleva a cabo en tolueno, mientras que los presentes

inventores encontraron que el rendimiento 6ptimo se obtenia cuando se utilizaba éter dietilico en lugar de tolueno. El

producto de la etapa de ciclacion se disuelve en éter dietilico, mientras que el compuesto de partida sin ciclar, no.

Por lo tanto, el compuesto de partida sin ciclar permanece con el ZnCl, en el fondo del recipiente de reaccion, y el
5 producto ciclado se traslada al éter dietilico de la parte superior del recipiente de reaccion.

Por lo tanto, en un aspecto independiente, la presente invencién da a conocer un método para la preparacion de un
compuesto precursor de formula llb:

[_fl3b
O N
R SR
,’lf,nb
P y'2b

R (i)

en donde:

11a.

)

10 R'"" es tal y como esta definido en el esquema 1a para R

R'20-140 5o tal y como esta definido para R'2" de la formula I, con la condicién de que R'? no sea cloro; e

11b-12b 11-12
Y

son tal y como esta definido para Y de la férmula Il;

en donde dicho método comprende la reacciéon con ZnCl, de un compuesto de formula llc:

R12c O O\/

HO
= 1},llc
N YIZ::
Cl
Ile
. R
PG~

Ic

15 en donde R, Y e Y'?° son como estan definidos idonea y preferiblemente en la presente memoria para R Y"e
Y12, respectivamente, y PG® es un grupo protector;

para formar un compuesto de férmula lld:

O O
R 2 ~

\—
<

Cl

PG 1d

en donde R, Y y'!y PG? son tal y como esta definido para R, Y'', Y'*y PG®, respectivamente;
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en donde dicha reaccién se lleva a cabo en un sistema de solventes que comprende éter dietilico.

Preferiblemente, dicho grupo protector, PG°, PG es -bencilo. El compuesto precursor de la férmula llb representa un
compuesto precursor preferido de férmula Il

Cuando el radiois6topo del radiotrazador in vivo es '®F, la marcacion con '°F se puede conseguir mediante el
desplazamiento nucledfilo de un grupo saliente desde un compuesto precursor.

Los grupos salientes idoneos incluyen ClI, Br, |, tosilato (OTs), mesilato (OMs) y triflato (OTf). Otra estrategia seria
tener un grupo saliente idoneo en lugar de un grupo alquilamida presente sobre el compuesto precursor. En ambos
casos, el compuesto precursor se podria marcar en una etapa al hacerlo reaccionar con una fuente idénea de ion
['®F]-fluoruro ('°F), que se se suele obtener como una solucién acuosa a partir de la reaccion nuclear ¥O(p,n)"®F y
se hace reactivo mediante la adicién de un contraion catiénico y la posterior retirada de agua. El "®F también se
puede introducir mediante la O-alquilacion de los grupos hidroxilo del compuesto precursor con 18 F(CH2)s-LG, en
donde LG representa un grupo saliente tal y como esta definido mas arriba. Como alternativa, el atomo de fltor
radiactivo se podria unir mediante un enlace covalente dlrecto a un anillo aromatico, tal como un anillo de benceno.
Para los sistemas de arilo, el desplazamiento nucleéfilo del "®F-fluoruro desde una sal arlllca de diazonio, compuesto
nitroarilico, o sal de amonio cuaternaria de arilo, son vias idéneas para los derivados de aril-"°F.

El esquema 1 o bien el esquema 1a de mas arrlba se pueden continuar para llegar a compuestos precursores
idéneos para obtener radiotrazadores in vivo con 8F de la invencion, tal y como se ilustra en el esquema 2 que viene
a continuacion:

R R
RELN o RI@N O
A1 RY=CH,CH,OBn . y!
R I 12 - R % -
N Y 1) Retirar el Bo por N
NT hidrogenacion
R 2} Convertir en
metanosulfonato con Ol

cloruro de metanosulfonilo

Esquema 2

Los compuestos de partida y los intermedios estan disponibles comercialmente o se conocen de articulos cientificos
publicados, p. €j., Napper et al., J. Med. Chem. 2005; 48: 8045-54; Davies et al., J. Med. Chem., 1998; 41: 451-467.

En un compuesto precursor preferido de férmula |l para obtener un radiotrazador in vivo que comprende ®r R" es

alquileno(C1.3)-LG, en donde LG representa un grupo saliente. Un compuesto precursor mucho mas preferido es el
de la férmula lla:
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0
O N\thia
RIZﬂ
I Y12u
b
(CH,)
~ m
LG (Ila)

en donde:

LG se selecciona de mesilato, tosilato y triflato; y
2a—4a’ Y25

R'2™Ma vy v m son tal y como esta definido idonea y preferiblemente mas arriba para R y n,

)

respectivamente, de férmula la.

Ejemplos no limitantes de compuestos precursores preferidos de férmula Ila son los que siguen:

) 5

N. .0

N o | ~
[¢]
| |
N N

4

\
~o-N (0]
6
I
)
OMs
\j
~_-N O \O ~oN 0 N (o]
b
I | [
N HN N
A
N._ .0
= —
- H”F

10

N0
Fo
o S
x N
H
OMs 7 OMs 8 OMs 9
F \\,}" .0 \v]»l 0
=
@N ! SRS
r)
OMs 10 OMs 11

Entre los compuestos precursores 1 a 11 anteriores, los compuestos precursores 5, 6, 7, 9, 10 y 11 son los

preferidos, los compuestos precursores 5 y 10 son los mas preferidos y el compuesto precursor 5 es especialmente
preferido.

Los compuestos trazadores para PET marcados con "C se Podrl’an sintetizar al hacer reaccionar un compuesto
precursor con yoduro de "C-metilo. Como la semivida del ''C es de sélo 20,4 minutos, es importante que el
intermedio yoduro de "C-metilo tenga una actividad especifica alta y, por consiguiente, que se produzca con un
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proceso de reaccion que sea lo mas rapido posible. Una revision exhaustiva de tales técnicas de marcacion con "ic
se podria encontrar en Antoni et al., «Aspects on the Synthesis of "C-Labelled Compounds» en Hanbook of
Radiopharmaceuticals, Ed. M. J. Welch y C. S. Redvanly (2003, John Wiley & Sons).

Radiotrazadores in vivo marcados con ''C de la invencion se pueden obtener mediante la continuacion del esquema
1 de mas arriba, tal y como se ilustra en el esquema 3 que viene a continuacion:

4
R R'
RLN O
Ri=H
R | Y,
1 Desprotonacién con base YE
2} Reaceibn con MCHs! I:LJ

Esquema 3

Cuando el resto radiotrazador es el yodo radiactivo, los compuestos precursores preferidos son los que comprenden
un derivado que se somete a la yodacion electrofila. Ejemplos de esto son los derivados organometalicos, tales
como trialquilestannano (p. ej., trimetilestannilo o ftributilestannilo) o trialquilsilano (p. ej., trimetilsililo), o un
compuesto organoborado (p. €j., ésteres de boronato u organotrifluoroboratos).

Para la radioyodacion electrofila, el compuesto precursor comprende preferiblemente: un compuesto precursor
organometalico activado (p. €j., trialquiltina, trialquilsililo, o compuesto organoborado). Los compuestos precursores y
los métodos para introducir el yodo radiactivo en las moléculas organicas estan descritos por Bolton (J. Lab. Comp.
Radiopharm. 2002, 45: 485-528). Los compuestos idoneos organoborados por éster de boronato y su preparacion
estan descritos por Kabalaka et al. (Nucl. Med. Biol. 2002; 29: 841-843 y 2003; 30: 369-373). Los
organotrifluoroboratos idéneos y su preparacion estan descritos por Kabalaka et al. (Nucl. Med. Biol., 2004; 31: 935-
938). Los compuestos precursores preferidos para la radioyodacién comprenden un compuesto precursor
organometalico, lo mas preferiblemente una trialquiltina.

Los radiotrazadores in vivo de la invencion marcados con yodo radiactivo se pueden obtener mediante la
continuacion del esquema 1 de mas arriba tal y como esta ilustrado en el esquema 4 que viene a continuacion:

4

R
O R‘“N O
i RE‘ eo |2'."[ \ Y'
Y. — ) R
v Hexametilditina Y
Tetrakistrifenilfosfing de I;‘I
paladioc RE
THF 123.#
23y
Esquema 4 O
i
123 Y
i _mYE

La radiobromacién se puede conseguir mediante métodos similares a los descritos mas arriba para la radioyodacion.
Kabalka y Varma han revisado los diferentes métodos para la sintesis de los compuestos con halégenos radiactivos,
entre ellos los compuestos con bromo radiactivo (Tetfrahedron 1989; 45 (21): 6601-21).

El compuesto precursor de la invencidon se da a conocer idealmente en forma estéril y apirégena. EI compuesto
precursor se puede utilizar en consonancia para preparar una composicion farmacéutica que comprende el
radiotrazador in vivo junto con un vehiculo biocompatible idéneo para la administracion a los mamiferos. El
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compuesto precursor también es idoneo para la inclusibon como un componente en un kit o un casete para la
preparacion de tal composicion farmacéutica. Estos aspectos se debaten con mas detalle a continuacion.

En otra realizacion preferida, el compuesto precursor esta unido a una fase solida. EI compuesto precursor se
suministra de manera preferible unido covalentemente a una matriz sélida de soporte. De este modo, el producto
deseado se forma en solucién, mientras que los materiales de partida y las impurezas permanecen unidos a la fase
soélida. Como ejemplo de tal sistema, los compuestos precursores para la fluoracion electréfila en fase solida con 8F.
fluoruro se describen en la solicitud de patente internacional WO 03/002489 y los compuestos precursores para la
fluoracion nucledfila en fase sélida con "F-fluoruro se describen en la solicitud de patente internacional WO
03/002157.

Método para la preparacion

En otro aspecto mas, la presente invencién da a conocer un método para preparar el radiotrazador in vivo de la
invencioén, en donde dicho método comprende:

(i) dar a conocer un compuesto precursor de la invencion;
(ii) dar a conocer una fuente idénea de dicho radioisétopo tal y como esta definido en la presente memoria;

(iii) hacer reaccionar el compuesto precursor de la etapa (i) con el radiois6topo de la etapa (ii) para obtener el
radiotrazador in vivo de la invencion.

En la etapa (i), el compuesto precursor se podria dar a conocer en solucién en un kit o en un casete idoneo para ser
usado con un aparato de sintesis automatica o, como alternativa, unido a un soporte sélido, tal y como esta descrito
mas arriba en la descripcion del compuesto precursor. El kit y el casete forman aspectos adicionales de la invencion
y se debatiran con mas detalle mas adelante.

La etapa de «hacer reaccionar» el compuesto precursor con el radiois6topo implica juntar los dos reactantes en
condiciones de reaccion idéneas para la formacion del radiotrazador in vivo deseado con un rendimiento
radioquimico (RRQ) tan alto como sea posible. Algunas vias sintéticas concretas para obtener los radiotrazadores in
vivo de la presente invencién se presentan en el apartado experimental que viene a continuacion.

Para el método de preparacion de la invencion, las realizaciones idoneas y preferidas del radiotrazador in vivo, del
compuesto precursor y del radioiso6topo son tal y como ya se dan a conocer en la presente memoria.

Kit y casete

Aun en otro aspecto, la presente invencién da a conocer un kit para preparar un radiotrazador in vivo de la invencion,
en donde dicho kit comprende un compuesto precursor de la invencion, de tal modo que al reaccionar con una
fuente estéril de un radioisétopo da el radiotrazador in vivo deseado con el minimo nimero de manipulaciones. Tales
consideraciones son particularmente importantes cuando el radioisétopo tiene una semivida relativamente corta, y
para que se manipule con facilidad y, de este modo, se reduzca la dosis de radiacion para el radiofarmacéutico. El
compuesto precursor esta preferiblemente presente en el kit en forma liofilizada y el medio de reaccion para la
reconstitucion de tales kits es preferiblemente un vehiculo biocompatible.

El «vehiculo biocompatible» es un fluido, especialmente un liquido, en el que el radiotrazador in vivo esta
suspendido o disuelto, de tal forma que la composicion es fisioldgicamente tolerable, a saber, se puede administrar
al cuerpo del mamifero sin toxicidad ni molestias indebidas. El vehiculo biocompatible es idbneamente un liquido
vehicular inyectable, tal como agua estéril libre de pir6genos para inyeccion; una solucioén acuosa, tal como solucién
salina (que se podria equilibrar ventajosamente para que el producto final para la inyecciéon sea isoténico o no
hipotdnico); una solucién acuosa de una o mas sustancias ajustadoras de la tonicidad (p. €j., sales de cationes
plasmaticos con contraiones biocompatibles), azucares (p. €j., glucosa o sacarosa), alcoholes de azucar (p. €j.,
sorbitol o manitol), glicoles (p. e€j., glicerol) u otros materiales polidlicos no iénicos (p. ej., polietilenglicoles,
propilenglicoles y similares). El vehiculo biocompatible también podria comprender solventes organicos
biocompatibles, tales como el etanol. Tales solventes organicos son Utiles para solubilizar mas formulaciones o
compuestos lipofilos. Preferiblemente, el vehiculo biocompatible es agua libre de pir6genos para inyeccion, solucion
salina isotonica, o una solucién acuosa de etanol. El pH del vehiculo biocompatible para la inyeccién intravenosa
esta idéneamente en el margen de 4,0 a 10,5.

En el kit de la invencién, el compuesto precursor se presenta preferiblemente en un contenedor sellado que permite
el mantenimiento de la integridad de la esterilidad y/o de la seguridad radiactiva, mas, opcionalmente, un gas inerte
en el espacio superior (p. €j., nitrdgeno o argén), al mismo tiempo que permite la adicion y la retirada de soluciones
con jeringuilla. Un contenedor sellado preferido es un vial sellado con membrana de goma, en donde el cierre
hermético al gas esta plegado con un rizo con un precinto recubridor (tipicamente de aluminio). Tales contenedores
precintados tienen la ventaja adicional de que el cierre puede permanecer al vacio si se desea, p. €j., para cambiar
el gas del espacio superior o desgasificar las soluciones.
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Las realizaciones preferidas del compuesto precursor cuando se emplean en el kit son tal y como se describieron
previamente en la presente memoria.

El compuesto precursor para ser usado en el kit se podria emplear en condiciones de fabricacion asépticas para dar
el material deseado estéril y apirogeno. Como alternativa, el compuesto precursor podria emplearse en condiciones
no estériles, seguidas de la esterilizacion terminal, p. €j., con irradiacion gamma, con autoclave, por tratamiento con
calor seco, o con tratamiento quimico (p. ej., con 6xido de etileno). Preferiblemente, el compuesto precursor se da a
conocer en forma no pirégena y estéril. Lo mas preferiblemente, el compuesto precursor apirdgeno y estéril se da a
conocer en el contenedor precintado tal y como esta descrito mas arriba.

Preferiblemente, todos los compuestos del kit son desechables para disminuir al minimo las posibilidades de
contaminacion entre las rondas, y para garantizar la esterilidad y asegurar la calidad.

Los radiotrazadores con [18F] en particular se preparan ahora con comodidad mas a menudo en un aparato de
radiosintesis automatica. Hay varios ejemplos disponibles en el mercado de tales aparatos, entre ellos Tracerlab™ y
Fastlab™ (GE Healthcare Ltd.). Tales aparatos suelen comprender un «casete», a menudo desechable, en el que se
realiza la radioquimica, que esta acoplado al aparato para realizar una radiosintesis. El casete normalmente incluye
vias para liquidos, un recipiente de reaccion y puertos para recibir los viales de reactantes, asi como los cartuchos
de extraccion de fase sodlida utilizados en las etapas de limpieza posteriores a la radiosintesis.

Por lo tanto, la presente invencién da a conocer en otro aspecto un casete para la sintesis automatica de un
radiotrazador in vivo tal y como esta definido en la presente memoria, que comprende:

(i) un recipiente que contiene un compuesto precursor tal y como esta definido en la presente memoria; y

(i) medios para eluir el recipiente con una fuente idénea de dicho radioisétopo idéneo para la gammagrafia in
vivo tal y como esta definido en la presente memoria.

Para el casete de la invencion, las realizaciones idoneas y preferidas del compuesto precursor y la fuente idonea del
radiois6topo son tal y como esta definido mas arriba en la presente memoria.

El casete podria comprender adicionalmente:
(iii) un cartucho de intercambio i6nico para retirar el exceso de radioisétopo; y, opcionalmente,

(iv) cuando el compuesto precursor comprende uno o varios grupos protectores, un cartucho para la
desproteccion del producto radiomarcado resultante para formar un radiotrazador in vivo tal y como esta
definido en la presente memoria.

Composicion radiofarmacéutica

En otro aspecto mas, la presente invencion da a conocer una «composicion radiofarmacéutica», que es una
composicion que comprende el radiotrazador in vivo de la invencion, junto con un vehiculo biocompatible en una
forma idénea para la administracion a un mamifero. El vehiculo biocompatible es tal y como esta definido mas arriba
en relacion con el kit de la invencion. Para la composicion radiofarmacéutica de la invencion, las realizaciones
preferidas e idoneas del radiotrazador in vivo son tal y como estan definidas mas arriba en la especificacion.

La composicién radiofarmacéutica se podria administrar por via parenteral, a saber, mediante inyeccion, y, lo mas
preferible, es una solucidon acuosa. Tal composicién podria opcionalmente contener mas ingredientes, tales como
tamponantes; solubilizantes farmacéuticamente aceptables (p. €j., ciclodextrinas o tensioactivos, tales como Pluronic,
Tween o fosfolipidos); estabilizantes o antioxidantes farmacéuticamente aceptables (tales como acido ascorbico,
acido gentisico o acido para-aminobenzoico). Cuando el radiotrazador in vivo de la invencion se da a conocer como
una composicién radiofarmacéutica, el método para preparar dicho radiotrazador in vivo podria ademas comprender
las etapas requeridas para obtener una composicion radiofarmacéutica, p. €j., retirada del solvente organico, adicion
de un tampon biocompatible, y cualquier otro ingrediente optativo. Para la administracion parenteral, también se
necesitan realizar etapas que garanticen que la composicion radiofarmacéutica es estéril y apirégena.

Métodos de uso

Aun en otro aspecto, la presente invencion da a conocer un método de gammagrafia in vivo para determinar la
distribucion y/o la extension de la expresion del PBR en un sujeto, que comprende:

(i) administrar a dicho sujeto un radiotrazador in vivo de la invencion;
(ii) permitir que dicho radiotrazador in vivo se fije al PBR en dicho sujeto;

(iii) detectar mediante procedimientos de gammagrafia in vivo las sefiales emitidas por el radioisétopo de dicho
radiotrazador in vivo;
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(iv) generar una imagen representativa de la localizacion y/o de la cantidad de dichas sefales; y

(v) determinar la distribucion y la extension de la expresion del PBR en dicho sujeto, en donde dicha expresion
esta directamente correlacionada con dichas sefiales emitidas por dicho radiotrazador in vivo.

Para el método de gammagrafia in vivo de la invencion, las realizaciones idéneas y preferidas del radiotrazador in
vivo son tal y como estan definidas mas arriba en la especificacion.

La «administracion» del radiotrazador in vivo se lleva a cabo preferiblemente por via parenteral, y lo mas
preferiblemente por via intravenosa. La via intravenosa representa el modo mas eficaz para introducir el
radiotrazador in vivo por todo el cuerpo del sujeto y, por lo tanto, para atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) y
entrar en contacto con el PBR que se expresa en el sistema nervioso central (SNC) de dicho sujeto. Ademas, la
administracion intravenosa no representa una intervencion fisica sustanciosa ni un riesgo de salud significativo. El
radiotrazador in vivo de la invencién se administra preferiblemente como la composicion farmacéutica de la
invencion, tal y como esta definido en la presente memoria. El método de gammagrafia in vivo de la invencion
también se puede entender como que comprende las etapas definidas mas arriba (i) a (v) llevadas a cabo en un
sujeto al que se ha administrado previamente el radiotrazador in vivo de la invencion.

Después de la etapa de administracion y de la etapa de deteccion precedente, el radiotrazador in vivo se deja que se
fije al PBR. Por ejemplo, cuando el sujeto es un mamifero intacto, el radiotrazador in vivo se trasladara
dinamicamente por todo el cuerpo del mamifero, y entrara en contacto con diferentes tejidos en este. Una vez que el
radiotrazador in vivo entra en contacto con el PBR, tiene lugar una interaccion especifica, de tal forma que la
eliminacion del radiotrazador in vivo desde el tejido con PBR tarda mas que desde tejido sin PBR, o con menos PBR.
Se alcanzara un determinado punto en el tiempo cuando se permita la deteccidon del radiotrazador in vivo
especificamente fijado al PBR como resultado de la razén entre el radiotrazador in vivo fijado al tejido con PBR
frente al fijado al tejido sin PBR o con menos PBR. Una razén ideal estara en torno a 2:1.

La etapa de «deteccién» del método de la invencion implica la deteccion de las sefales emitidas por el radiois6topo
por medio de un detector sensible a dichas sefiales. Esta etapa de deteccién también puede entenderse como la
adquisicion de datos de sefales. La tomografia por emision monofoténica (SPECT) y la tomografia por emision de
positrones (PET) son los procedimientos de gammagrafia in vivo mas idéneos para ser usados en el método de la
invencion. La PET es un procedimiento de gammagrafia in vivo preferido para ser usado en el método de la
invencion.

La etapa de «generacion» del método de la invencion se realiza con un ordenador que aplica un algoritmo de
reconstruccion a los datos de las sefiales adquiridas para producir un conjunto de datos. A continuacion, este
conjunto de datos se manipula para generar imagenes que muestran la localizacion y/o la cantidad de sefiales
emitidas por dicho radioisétopo. Las sefiales emitidas directamente se correlacionan con la expresion del PBR, de tal
forma que la etapa de «determinacion» se puede realizar mediante la evaluacion de la imagen generada.

El «sujeto» de la invencion puede ser cualquier sujeto humano o animal. Preferiblemente, el sujeto de la invencion
es un mamifero. Lo mas preferiblemente, dicho sujeto es un cuerpo intacto de mamifero in vivo. En una realizacion
especialmente preferida, el sujeto de la invencion es un humano. El método de gammagrafia in vivo se podria utilizar
para estudiar el PBR en los sujetos sanos, o en los sujetos que se sabe o que se sospecha que tienen una afeccion
patoldgica relacionada con la expresion anormal del PBR (en adelante una «afeccion por PBR»). Preferiblemente,
dicho método se refiere a la gammagrafia in vivo de un sujeto que se sabe o que se sospecha que tiene una
afeccion por PBR y, por lo tanto, tiene utilidad en un método para el diagnéstico de dicha afeccion.

Ejemplos de tales afecciones por PBR, en donde se utilizaria la gammagrafia in vivo, incluyen la esclerosis muiltiple,
encefalitis de Rasmeussen, vasculitis cerebral, encefalitis herpética, demencia asociada al sida, enfermedad de
Parkinson, degeneracion corticobasal, paralisis supranuclear progresiva, atrofia multisistémica, enfermedad de
Huntington, esclerosis lateral amiotroéfica, enfermedad de Alzheimer, accidente cerebrovascular isquémico, lesion del
nervio periférico, epilepsia, lesidon cerebral traumatica, estrés agudo, estrés cronico, dolor neuropatico, inflamacion
pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asma, enteropatia inflamatoria, artritis reumatoide, fibromialgia
primaria, lesion nerviosa, aterosclerosis, inflamacién del rifidn, lesion por revascularizacion tras isquemia y cancer,
en particular cancer de colon, de prostata o de mama. Los radiotrazadores in vivo de la invencién son
particularmente idéneos para la gammagrafia in vivo del SNC debido a su buena captacion por el cerebro.

En una realizacion alternativa, el método de gammagrafia in vivo de la invencion se podria realizar repetidamente
durante el trascurso de una pauta de tratamiento para dicho sujeto, en donde dicha pauta comprende la
administracion de un farmaco para combatir una afeccion por PBR. Por ejemplo, el método de gammagrafia in vivo
de la invencién se puede llevar a cabo antes, durante y después del tratamiento con un farmaco para combatir una
afeccion por PBR. De este modo, el efecto de dicho tratamiento se puede monitorizar a lo largo del tiempo.
Preferiblemente para esta realizacion, el procedimiento de gammagrafia in vivo es la PET. La PET tiene una
sensibilidad y resolucion excelentes, por lo que incluso los cambios relativamente pequefios en una lesion se
pueden observar con el tiempo, lo cual es particularmente ventajoso para monitorizar el tratamiento.
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En otro aspecto mas, la presente invencion da a conocer un método para el diagndstico de una afeccién por PBR. El
método de diagnostico de la invencion comprende el método de gammagrafia in vivo tal y como esta definido mas
arriba, junto con una etapa mas (vi) para atribuir la distribucion y la extension de la expresion del PBR a un cuadro
clinico concreto, a saber, la fase de decision médica deductiva.

En otro aspecto, la presente invencién da a conocer el radiotrazador in vivo tal y como esta definido en la presente
memoria para ser usado en el método de diagndstico, tal y como esta definido en la presente memoria.

Aun en otro aspecto mas, la presente invencion da a conocer el radiotrazador in vivo tal y como esta definido en la
presente memoria para ser usado en la fabricacion de una composicion radiofarmacéutica tal y como esta definida
en la presente memoria para ser usada en el método de diagnéstico tal y como esta definido en la presente memoria.

La invencion se ilustra ahora mediante una serie de ejemplos no limitantes.

Breve descripcion de los ejemplos

En el ejemplo 1 se describe la sintesis del compuesto precursor 5 y del radiotrazador 5.

En el ejemplo 2 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo del radiotrazador 5.

En el ejemplo 3 se describe la sintesis del compuesto precursor 6 y del radiotrazador 6.

En el ejemplo 4 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo del radiotrazador 6.

En el ejemplo 5 se describe la sintesis del compuesto precursor 7 y del radiotrazador 7.

En el ejemplo 6 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo del radiotrazador 7.

En el ejemplo 7 se describe la sintesis del compuesto precursor 9 y del radiotrazador 9.

En el ejemplo 8 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo del radiotrazador 9.

En el ejemplo 9 se describe la sintesis del compuesto precursor 10 y del radiotrazador 10.
En el ejemplo 10 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo del radiotrazador 10.
En el ejemplo 11 se describe la sintesis del compuesto precursor 11 y del radiotrazador 11.
En el ejemplo 12 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo del radiotrazador 11.
En el ejemplo 13 se describe la separaciéon enantiomérica del compuesto precursor 5.

En el ejemplo 14 se describe la separacién enantiomérica del trazador 5 no radiactivo.

En el ejemplo 15 se describe un ensayo de potencia in vitro que se utilizd para analizar la afinidad por el PBR.

En el ejemplo 16 se describe un método de biodistribucion que se utilizd para examinar el funcionamiento de los
radiotrazadores de la invencion in vivo.

En el ejemplo 17 se describe la sintesis de un analogo no radiactivo de un radiotrazador de indol tetraciclico anterior.
En el ejemplo 18 se describe la sintesis de un radiotrazador de indol tetraciclico anterior.

Lista de abreviaturas utilizadas en los ejemplos

aq acuoso
DCM diclorometano

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

EDC Hidrocloruro de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida
EOCS fin de la sintesis

EtOAc acetato de etilo

IPA alcohol isopropilico
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LC-MS cromatografia liquida-espectrometria de masas
RMN resonancia magnética nuclear

OBn benciloxi

OMs mesilato

OTs tosilato

TA temperatura ambiente

TLC cromatografia en capa fina

Tol Tolueno

Ejemplos

Ejemplo 1: sintesis del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamil-5-metoxi-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)etilo
(compuesto precursor 5) y de la dietilamida del acido 9-(2-['®Flfluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (radiotrazador 5)

Ejemplo 1(a): cloruro de benciloxiacetilo (1)

Al acido benciloxiacético (10,0 g, 60,0 mmol, 8,6 ml) en diclorometano (50 ml) se le afiadié cloruro de oxalilo (9,1 g,
72,0 mmol, 6,0 ml) y DMF (30,0 mg, 0,4 mmol, 32,0 yl) y se agitd a TA durante 3 h. Inicialmente, habia una
evoluciéon rapida de gas a medida que la reaccion continuaba, pero la evolucidon ces6 cuando la reaccion se
completd. La solucidon de diclorometano se concentré al vacio para dar una goma. Esta goma se traté con mas
cloruro de oxalilo (4,5 g, 35,7 mmol, 3,0 ml), diclorometano (50 ml) y una gota de DMF. Hubo una evolucion rapida
de gas y la reaccion se agité durante 2 h mas. A continuacion, la reaccion se concentré al vacio para dar 11,0 g
(cuantitivo) del cloruro de benciloxiacetilo (1) como una goma. La estructura se confirmé por *C-RMN (75 MHz,
CDCls): &¢ 73,6, 74,8, 128,1, 128,4, 128,6, 130,0 y 171,9.

Ejemplo 1(b): 2-benciloxi-N-(2-cloro-5-metoxifenil)acetamida (2)

Se agitaron cloruro de benciloxiacetilo (1) (11,0 g, 60,0 mmol) e hidrocloruro de 2-cloro-5-metoxianilina (11,7 g, 60,2
mmol) en diclorometano (100 ml) a 0 °C, y se les afadié trietilamina (13,0 g, 126,0 mmol, 18,0 ml) lentamente a lo
largo de 15 minutos. La reaccion se dejo calentar en agitacion a TA durante 18 h. Habia una precipitacion importante
de hidrocloruro de trietilamina. La solucién de diclorometano se lavé con carbonato de potasio acuoso al 10% (50 ml),
se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio para dar 18,9 g $cuantitativo) de la 2-benciloxi-N-(2-cloro-
5-metoxifenil)acetamida (2) como una goma. La estructura se confirmé por °C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 55,6, 69,6,
73,6, 106,2, 111,1, 114,1, 127,7, 128,3, 128,6, 129,2, 134,6, 136,5, 158,9y 167,7.

Ejemplo 1(c): (2-benciloxietil)-(2-cloro-5-metoxifenil)amina (3)

Se agit6 la 2-benciloxi-N-(2-cloro-5-metoxifenil)acetamida (2) (18,9 g, 62,0 mmol) en THF (100 ml) y se le anadio
hidruro de litio y aluminio (4,9 g, 130,0 mmol) lentamente a lo largo de 15 min. Hubo una rapida evolucion de
hidrégeno gaseoso en cuanto se empezd a afadir el hidruro de litio y aluminio. A continuacién, se calento la
reaccion a reflujo durante 4 horas y se dejo reposar a TA durante el fin de semana. La reacciéon se pard entonces
mediante la adicién de agua, gota a gota (50 ml), a la solucidon en agitacion. Hubo una evolucién violenta de
hidrégeno, que ocasiond que la mezcla de reaccion se sometiese a reflujo. A continuacion, la reaccién se concentro
al vacio para una suspension viscosa. Se le afiadieron agua (200 ml) y acetato de etilo (200 ml), y se agit6 la mezcla
vigorosamente. La reaccion se filtré entonces a través de Celite para retirar el hidroxido de aluminio precipitado, y se
separo la solucion de acetato de etilo, se secd sobre sulfato de magnesio, y se concentrd al vacio para dar 18,4 g
gcuantitativo) de la (2-benciloxietil)-(2-cloro-5-metoxifenil)amina (3) como una goma. La estructura se confirmé por
®C-RMN (75 MHz, CDCl3): 8¢ 43,3, 55,3, 68,2, 73,0, 98,1, 101,8, 111,6, 127,6, 127,7, 128,4, 129,3, 137,9, 144,8 y
159,5.

Ejemplo 1 (d): éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (4)

Se disolvié el 2-oxociclohexanocarboxilato de etilo (30 g, 176 mmol, 28 ml) en éter dietilico (30 ml) y se enfrioa 0 °C
en nitrégeno. Se le afiadié bromo (28 g, 176 mmol, 9,0 ml) gota a gota a lo largo de 15 min y la mezcla de reaccién
se dejo calentar a TA durante 90 min. La mezcla se vertié lentamente en carbonato de potasio acuoso saturado y
enfriado en hielo (250 ml), y se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron, se concentraron al vacio y se secaron en la linea de vacio durante
18 h para dar 41,4 g (94%) del éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxi-1-enocarboxilico (4) como un aceite
amarillento. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCls): d¢ 14,1, 17,7, 21,8, 32,0, 60,0, 60,8, 99,7,
1663 y 172,8.
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Ejemplo 1(e): éster etiico del acido 3-[2-(benciloxietil)-(2-cloro-5-metoxifenil}-amino]-2-hidroxiciclohex-1-
enocarboxilico (5)

Se agito6 la (2-benciloxietil)-(2-cloro-5-metoxifenil)amina (3) (10,0 g, 34,2 mmol) en THF seco (100 ml) a —40 °C en
nitrégeno y se le afiadid bis(trimetilsilillamida de potasio (143,0 ml de una solucién a 0,5 M en tolueno, 72,0 mmol) a
lo largo de 30 min. A continuacion, se le anadio el éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico
(4) (8,5 g, 34,2 mmol) en THF seco (10 ml) y se dej6 calentar a TA durante un periodo de 1,5 h. Se le afiadié acido
acético (10,0 g, 166 mmol, 10,0 ml) y se concentré al vacio para retirar el THF. Se le afiadi6 acetato de etilo (200 ml)
y carbonato de potasio acuoso al 10% (100 ml), y la mezcla se agité vigorosamente. Se separ6 la solucion de
acetato de etilo, se sec6 sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio para dar 16,5 g (cuantitativo) del éster
etilico del acido 3-[(2-benciloxietil)-(2-cloro-5-metoxifenil)-amino]-2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (5) como una
goma que se utilizé en bruto en la siguiente etapa. HPLC (Gemini 150 x 4,6 mm, metanol al 50-95%/agua durante 20
min) de la mezcla de reaccion bruta, 18,9 min (38%), 19,2 min (25%), 23,1 min (28%).

Se aislé un componente de la reaccién BC-RMN (75 MHz, CDCls): ¢ 14,3, 20,6, 21,8, 26,4, 38,6, 43,0, 55,8, 60,5,
68,7, 73,3, 93,4, 106,3, 108,2, 119,3, 121,5, 127,5, 127,6, 128,3, 135,7, 137,0, 137,9, 155,7 y 175,0.

Ejemplo 1(f): éster etilico del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6)

Se le afadio cloruro de zinc (7,1 g, 52,0 mmol) al éster etilico del acido 3-[(2-benciloxietil)-(2-cloro-5-metoxifenil)-
amino]-2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (5) (8,0 g, 17,0 mmol) en éter dietilico seco (150 ml) en nitrdgeno y se
calento a reflujo durante 5,5 h. A medida que la reaccion se sometia a reflujo, se formé un aceite denso pardo y
grueso en la reaccidon. A continuacion, la reaccion se enfrié y el sobrenadante de éter dietilico se retird por
decantacion, se le afiadio acetato de etilo (100 ml), se lavé con HCl a 2 N (50 ml) y con carbonato de potasio acuoso
al 10% (50 ml). Se separo6 la capa de éter dietilico, se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio para
dar un aceite (2,0 g). Se purifico el material bruto por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina
(A):acetato de etilo (B) (10-40% (B), 340 g, 22 CV, 150 ml/min) para dar 1,8 g del éster etilico del acido 9-(2-
benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6). La capa parda densa y gruesa se trato
con acetato de etilo (100 ml) y HCl a 2 N (50 ml). Se separ¢ la solucion de acetato de etilo, se lavé con carbonato de
potasio acuoso al 10% (50 ml), se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio para dar un aceite (5,2 g).
Se le afiadieron éter dietilico (100 ml) y cloruro de zinc anhidro (7,0 g). La mezcla se calenté a reflujo durante 5 dias
mas. La capa de éter se retird por decantacion de la goma oscura, se lavé con HCl a 2 N (50 ml), se secé sobre
sulfato de magnesio, y se concentré al vacio para dar una goma (2,8 g). Esta goma se purificéd por cromatografia en
gel de silice que se eluy6 con gasolina (A):acetato de etilo (B) (5-35% (B), 340 g, 150 mi/min) para dar 2,1 g del
éster etilico del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6). El material
total obtenido era 4,1 g (50%) del éster etilico del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-4-carboxilico (6). La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢, 14,4, 20,5, 22,3, 27,5, 40,2,
43,9, 55,0, 60,2, 70,7, 73,3, 100,2, 107,5, 108,4, 120,1, 122,8, 127,4, 127,5, 128,2, 132,0, 137,4, 138,1, 1526 y
175,8.

Ejemplo 1(g): acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (7)

Al éster etilico del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6) (2,0 g, 4,1
mmol) en etanol (50 ml) se le afiadié hidréxido de sodio (1,1 g, 27,1 mmol) y agua (5 ml), y se calenté a 80 °C
durante 18 h. A continuacion, el etanol se retird por evaporacion al vacio y el residuo se repartié entre éter dietilico
(50 ml) y agua (50 ml). Se separd la capa de éter dietilico, se secd sobre sulfato de magnesio y se concentr6 al
vacio para dar una goma (71,0 mg). La capa acuosa se acidifico a pH 1 con HCI a 2 N (20 ml) y se extrajo con
diclorometano (2 x 100 ml). La capa de diclorometano se secé sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio
para dar 1,6 g (87%) del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (7)
como una espuma. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz; CDCls): ¢ 20,2, 22,2, 27,1, 39,7, 44,0, 55,1,
70,7, 73,3, 1006, 106,3, 108,9, 123,0, 127,4, 127,5, 128,3, 132,0, 138,0 y 152,0.

Ejemplo 1(h): cloruro de 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (8)

Se disolvié el acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (7) (1,5 g, 3,7
mmol) en diclorometano (50 ml) y se le afiadié cloruro de oxalilo (700 mg, 5,5 mmol, 470 ul) y DMF (1 gota), y se
agito la reaccion a 20 °C durante 2 horas. Hubo una evolucion moderada de gas durante aproximadamente 30 min a
medida que transcurria la reacciéon. A continuacion, la reaccion se concentré al vacio para dar el cloruro de 9-(2-
benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (8) como una goma que se utilizé en la
siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCl3): &¢ 20,8, 22,1, 26,4, 44,2,
51,8, 55,1, 70,7, 73,3, 100,7, 106,0, 108,6, 119,5, 123,4, 127,3, 127,7, 128,3, 131,9, 138,0, 138,2, 152,0 y 176,3.

Ejemplo 1(i): dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (9)

A continuacion, el cloruro de 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (8) (1,6 g,
3,7 mmol) se disolvié en diclorometano (50 ml), se enfrié a 0 °C, se agito, y se le afiadié dietilamida (810 mg, 11,0
mmol, 1,1 ml) gota a gota. La reaccién se dejo6 calentar a temperatura ambiente a lo largo de un periodo de 18 h. A
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continuacion, la mezcla de reaccién se lavé con carbonato de potasio acuoso al 10% (50 ml), se separd, se seco
sobre sulfato de magnesio y se concentr6 al vacio para dar una goma. El material bruto se cristalizd desde el éter
dietilico para dar 1,2 g (71%) de la dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-4-carboxilico (9) como un sélido cristalino blanco. La estructura se confirmé por '>C-RMN (75 MHz; CDCls):
oc 13,0, 14,5, 19,8, 22,2, 27,9, 36,4, 40,4, 41,9, 43,8, 55,0, 70,8, 73,3, 100,2, 108,5, 108,6, 119,9, 122,5, 127 4,
127,5, 128,3, 131,5, 137,8, 138,2, 152,4 y 174,5.

Ejemplo 1(j): dietilamina del acido 9-(2-benciloxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (10)

La dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (9) (1,0 g, 2,1

mmol) en metanol (100 ml) se agité con paladio al 10% en carbon vegetal (1,0 g), trietilamina (2,9 mg, 2,9 mmol, 4 pl)
en una atmosfera de hidrégeno gaseoso durante 18 h a 55 °C. A continuacion, la reaccion se filtré a través de una

almohadilla de Celite y el filtrado se concentré al vacio para dar una goma (908 mg). A continuacion, la goma recogio
en diclorometano (100 ml) y se lavod con una solucion acuosa de carbonato de potasio al 5% (50 ml). La solucién de

diclorometano se separ6 entonces, se seco sobre sulfato de magnesio y se concentrd al vacio para dar una goma. A
continuacion, la goma se cristalizé desde el éter dietilico (50 ml) y los cristales se recogieron por filtracion para dar
523 mg (57%) de la dietilamina del acido 9-(2-benciloxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (10).
La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz; CDCls): 6¢ 13,1, 14,6, 20,1, 22,0, 28,1, 36,4, 40,5, 42,0, 43,0, 54,7,

68,8, 73,3, 99,4, 102,4, 107,8, 116,4, 121,2, 127,6, 127,6, 128,3, 135,6, 137,8, 138,0, 153,6 y 175,0.

Ejemplo 1(k): dietilamina del acido 9-(2-hidroxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (11)

La dietilamina del acido 9-(2-benciloxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (10) (1,0 g, 2,1 mmol)
en metanol (50 ml) se agité con paladio al 10% en carbén vegetal (300 mg) y un exceso de hidrogeno gaseoso
durante 18 h a 55 °C. A continuacion, la reaccion se filir6 a través de una almohadilla de Celite y el filtrado se
concentro al vacio para dar 578 mg (100%) de la dietilamina del acido 9-(2-hidroxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-
1H-carbazol-4-carboxilico (11) como una espuma. La estructura se confirmé por ">C-RMN (75 MHz; CDCls): 8¢ 13,0,
14,4, 20,0, 22,0, 28,0, 36,4, 40,6, 42,0, 54,7, 60,6, 99,2, 1026, 107,0, 116,7, 121,1, 136,1, 137,5, 138,0, 153,56 y
175,7.

Ejemplo 1(l): éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamil-5-metoxi-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto
precursor 5)

La dietilamina del acido 9-(2-hidroxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (11) (478 mg, 1,4 mmol)
en diclorometano (30 ml) se enfrid a 0 °C y se le afiadi6 cloruro de metanosulfonilo (477 mg, 4,2 mmol, 324 pul) y
trietilamina (420 mg, 4,2 mmol, 578 pl), y se dejo calentar a TA durante una noche. La reaccion se lavd con una
soluciéon acuosa de carbonato de potasio al 5%. Las capas se separaron. Las capas organicas combinadas se
secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron al vacio para dar una goma (696 mg). El material bruto se
purifico por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A):acetato de etilo (B) (75-100% B, 22 CV, 120
g, 85 ml/ml) para dar el éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamil-5-metoxi-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)etilo
(compuesto precursor 5) como una goma que se cristalizé desde el éter dietilico para dar 346 mg (59%) de un sélido
incoloro. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz; CDCls): 8¢ 13,1, 14,5, 20,0, 21,9, 28,0, 36,3, 36,7, 40,3,
41,8, 41,9, 54,7, 68,1, 100,0, 102,0, 109,0, 116,4, 122,0, 135,1, 137,3, 153,8 y 174,6.

Ejemplo 1(m): dietilamida del acido 9-(2-['®F]fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(radiotrazador 5)

Se suministré el ['®FIfluoruro de GE Healthcare en un ciclotrén GE PETrace. Se le afiadieron Kryptofix 2.2.2. (2 mg,
5 pmol), bicarbonato de potasio (0,1 mol dm'3, 0,1 ml, 5 mg, 5 ymol) y acetonitriio (0,5 ml) al [18F]F_/H20
(aproximadamente 400 MBq, 0,1 a 0,3 ml) en un recipiente de reaccion de COC. Se secd la mezcla por
calentamiento a 100 °C en una corriente de nitrégeno durante 20 a 25 min. Después del secado y sin enfriamiento,
el compuesto precursor 5 (0,5 a 1 mg, 1,2 a 2,4 umol) en acetonitrilo (1 ml) se afiadié al recipiente de reaccion de
COC y se calenté a 100 °C durante 10 min. Después del enfriamiento, la mezcla de reaccion se retird y se enjuago
con agua (1,5 ml) el recipiente de reaccion de COC, y fue afiadido a la principal reaccion bruta.

Después de esto, el producto bruto se aplicé a una HPLC semipreparativa: columna HICHROM ACE 5 C18 (100 x
10 mm de diametro interno), tamafio de las particulas: 5 pm; fase movil A: agua, fase moévil B: metanol; flujo del
gradiente: 3 ml/min; minutos 0 a 1, B al 40%; minutos 1 al 20, B del 40 al 95%; longitud de onda de 254 nm; {r para
el radiotrazador 5, 16 min. El pico purificado por HPLC del radiotrazador 5 se diluyé a un volumen de 10 ml con agua
y se adsorbid en un cartucho tC18 SepPak (lite). El cartucho se lavd con agua (2 ml) y se eluydé con etanol anhidro
(0,5 ml), a lo que le siguid una solucidon salina tamponada con fosfato de Dulbecco (4,5 ml). Rendimiento
radioquimico: 30 + 7% (n = 4) sin corregir por desintegracion, tiempo de 90 a 120 min, pureza radioquimica 299%.

HPLC analitica: columna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm de diametro interno), tamafio de las particulas: 5
pm; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 1 ml/min; minutos 0 a 1, B al 40%; minutos 1 al 20,
B del 40 al 95%; longitud de onda de 230 nm; fr para el radiotrazador 5, 16 min. En la figura 1 se muestra la
coelucion del radiotrazador 5 y el trazador 5 no radiactivo.
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Ejemplo 2: Sintesis de la dietilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(trazador 5 no radiactivo)

Ejemplo 2(a): tosilato de fluoroetilo (12)

Se disolvié el 2-fluoroetanol (640 mg, 10 mmol, 0,6 ml) en piridina (10 ml) en nitrégeno. La solucién se agité a 0 °C y
se le afnadio porcion a porcion el cloruro de tosilo (4,2 g, 21,8 mmol) a la solucién durante un periodo de 30 min,
manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C. La reaccion se agité a 0 °C durante 3 horas. Se le afadié hielo
lentamente seguido de agua (20 ml). Se extrajo la mezcla de reacciéon en acetato de etilo y se lavd con agua. Se
retiré el exceso de piridina mediante el lavado con una solucién de HCIl a 1 N hasta que la capa acuosa se volvio
acida. Se retird el exceso de cloruro de tosilo al lavar con carbonato de sodio acuoso a 1 M. La capa organica se
lavé con salmuera, se secé sobre sulfato de magnesio y se concentr6 al vacio para dar 2,1 g (98%) del tosilato de
fluoroetilo (12) como un aceite incoloro. La estructura se confirmé por *C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 21,6 (CCHa),
68,5 (d, Jcr = 173 Hz, OCH2CH2F), 80,6 (d, Jcr = 173 Hz, OCH2CH:F), 128,0, 129,9, 132,6 y 145,1.

Ejemplo 2(b): 2-cloro-5-metoxifenil)-(2-fluoroetil)amina (13)

Se disolvio el hidrocloruro de 2-cloro-5-metoxianilina (5,0 g, 26,0 mmol) en DMF (50 ml) y se le afadié hidruro de
sodio (2,3 g, 60% en aceite, 57,0 mmol). Se agité la reaccion durante 30 minutos a TA en nitrégeno. Se le afiadié
gota a gota el tosilato de fluoroetilo (12) (6,7 g, 31,0 mmol) en DMF (5 ml) y la reaccién se agité a TA durante 2 h. A
continuacion, la reaccion se calentd a 100 °C durante 18 h. Se dejé enfriar la reaccion y se retiré el solvente a
presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo (100 ml) y se lavé con agua (2 x 100 ml). Las capas
organicas se recogieron, se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron al vacio para dar un aceite
parduzco que se purificé por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A):acetato de etilo (B) (5 al
30% (B), 330 g, 18,1 CV, 120 ml/min) para dar 1,3 g 225%) de la 2-cloro-5-metoxifenil)-(2-fluoroetil)amina (13) como
un aceite amarillento. La estructura se confirmé por SC-RMN (75 MHz, CDCls): ¢ 43,8 (d, Jcr = 23 Hz), 55,3, 82,0
(d, Jcr = 165 Hz), 98,1, 102,2, 111,6, 129,5, 144,1 y 159,5.

Ejemplo 2(c): éster etilico del acido 3-[(2-cloro-5-metoxifenil)-(2-fluoroetillamino]-2-hidroxiciclohexil-1-enocarboxilico
(14)

Una solucion de 2-cloro-5-metoxifenil)-(2-fluoroetil)amina (13) (6,1 g, 30,0 mmol) en THF (170 ml) se enfrio a —40 °C.
La bis(trimetilsilillamida de potasio (126,0 ml de una solucién a 0,5 M en tolueno, 63,0 mmol) se le afadié gota a
gota y la reaccién se agité6 durante 30 min a —40 °C. El éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxiciclohex-1-
enocarboxilico (4; preparado de acuerdo con el ejemplo 1(d)) (7,4 g, 30,0 mmol) en THF (30 ml) se le afiadié gota a
gota a —40 °C. Se retiré el bafio de enfriamiento y se agit6 la reaccion a TA durante 4 h. La reaccién se par6 con
salmuera (300 ml) y se extrajo en acetato de etilo (2 x 400 ml), se seco sobre sulfato de magnesio y se concentro al
vacio para dar 12,0 g (cuantitativo) del éster etilico del acido 3-[(2-cloro-5-metoxifenil)-(2-fluoroetil)amino]-2-
hidroxiciclohexil-1-enocarboxilico (14) como un aceite parduzco que se utilizé en bruto en la siguiente etapa. La
estructura como una mezcla de isémeros se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): d4 1,08 (0,8H, t, J = 9 Hz,
CO2CH2CHs), 1,22-1,33 (2,2H, m, CO,CH2CHs), 1,40-2,60 (7H, m, 4-, 5- y 6-CHy, CHN), 3,20-4,50 (10H, m,
NCH>CH2F, NCH>CH,F, OCHs, CHCO,CH>CHs), 6,50-6,70 (1H, m, CHC(OCHs)CHCH), 6,95 (0,5H, dd, J = 3y 6 Hz,
CHC(OCH3)CHCH), 7,08 (0,5H, d, J = 3 Hz, CHC(OCH3)CHCH), y 7,20-7,30 (1H, m, CHC(OCH3)CHCH).

Ejemplo 2(d): éster etilico del acido 8-cloro-9-(2-fluroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15)

Primero se intento la sintesis del éster etilico del acido 8-cloro-9-(2-fluroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-
4-carboxilico (15) en las condiciones descritas en la solicitud de patente internacional WO 2003/014082. Una
solucion de 2-cloro-5-metoxifenil)-(2-fluoroetil)amina (13; preparada de acuerdo con el ejemplo 2(b)) (600 mg, 3,8
mmol) en THF seco (20 ml) se enfrié en un bafio de hielo y se traté con bis(trimetilsilillamida de potasio (16 ml de
una solucion a 0,5 M en tolueno, 8,0 mmol). Después de 30 minutos, se le afiadid el éster etilico del acido 3-bromo-
2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (4; preparado de acuerdo con el ejemplo 1(d)) (1,04 g, 4,2 mmol) en THF (4 ml) y
la reaccion se dejo calentar a TA durante 2 horas. La reaccion se pard con una solucion de cloruro de amonio
saturada y se extrajo dos veces con éter. Los extractos se lavaron con agua, salmuera, se secaron y se
concentraron al vacio. El material bruto se purificé por cromatografia en gel de silice que se eluy6 con gasolina (A) y
acetato de etilo (B) (de 2,5 al 50% de B, 50 g, 25 CV, 40 ml/min). La mancha principal era una mezcla de tres
compuestos. Esta mezcla se sometio a reflujo en tolueno (20 ml) con cloruro de zinc seco (1,7 g, 12,6 mmol) durante
una noche. La reaccion se concentr6 al vacio y el residuo se repartié entre HCl a 1 N (25 ml) y acetato de etilo (25
ml), y a continuacion se extrajo una vez mas con acetato de etilo. Las capas organicas se lavaron con agua y
salmuera, se secaron y se concentraron al vacio para dar un aceite parduzco. La 'H-RMN indic que era una mezcla
de varios compuestos. La TLC en silice en un margen de solventes no pudo separar esta mezcla en manchas
independientes. La comparacion de la 'H-RMN de la mezcla con una muestra auténtica indico que la mezcla
contenia una estimacion del 25% del éster etilico del acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-4-carboxilico (15).

A continuacién, se llevd a cabo un método modificado. El éster etilico del acido 3-[(2-cloro-5-metoxifenil)-(2-
fluoroetil)amino]-2-hidroxiciclohexil-1-enocarboxilico (14) (12,2 g, 30,0 mmol) se disolvié en éter dietilico (250 ml) y
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se le afadioé cloruro de zinc (16,4 g, 120,0 mmol). La reaccioén se calenté a reflujo durante 16 h. Se le afiadié acetato
de etilo (500 ml) para disolver todo y se lavé con HCl a 2 N (200 ml), agua (200 ml), carbonato de potasio acuoso al
10% (200 ml), se secd sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio. El material bruto se purificd por
cromatografia en gel de silice que se eluy6 con gasolina (A):acetato de etilo (B), (B del 5 al 20%, 12 CV, 10 g, 100
ml/min) para dar 5,3 g (50% a lo largo de 2 etapas) del éster etilico del acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15) como un solido amarillento. La estructura se confirmé por "*C-RMN (75
MHz, CDCls): 6¢ 14,4, 20,4, 22,2, 27,4, 40,1, 44,2 (d, Jcr = 23 Hz), 55,1, 60,2, 83,9 (d, Jcr = 173 Hz), 100,6, 107,9,
108,2, 119,8, 123,1, 131,9, 137,2, 152,7 y 175,7.

Ejemplo 2(e): éster etilico del acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (16)

Se disolvié el éster etilico del acido 8-cloro-9-(2-fluroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15)
(5,3 g, 15,0 mmol) en metanol (180 ml) y se le afiadio trietilamina (1,8 g, 18,0 mmol, 2,5 ml) y Pd/C al 10% (2 g en
metanol (20 ml)). La mezcla se colocd en un hidrogenador Parr y se agité durante 18 h en una atmosfera de
hidrégeno. La reaccion se filtr6 a través de una almohadilla de Celite, se lavé con metanol y se retird el solvente al
vacio. El residuo se disolvio en acetato de etilo (300 ml) y se lavé con carbonato de potasio acuoso al 10% (200 ml),
se seco sobre sulfato de magnesio y se concentr6 al vacio para dar 4,2 g (88%) del éster etilico del acido 9-(2-
fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (16) como un sélido parduzco claro. La estructura se
confirmé por "*C-RMN (75 MHz, CDCl): 8¢ 14,3, 20,6, 21,8, 27,6, 40,3, 43,3 (d, Jcr = 23 Hz), 54,9, 60,1, 82,0 (d, Jcr
=165 Hz), 99,8, 102,1, 107,3, 117,2, 121,8, 134,9, 137,6, 153,8 y 176,0.

HPLC (Gemini 150 x 4,6 mm, metanol al 50-95%/agua durante 20 min) 13,6 min (94%).
Ejemplo 2(f): acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (17)

El éster etilico del acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (16) (380 mg,
1,2 mmol) se disolvié en etanol (4 ml). Se le afiadié una solucidn de hidréxido de sodio (580 mg, 14,5 mmol) disuelta
en 6 ml de agua. La mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante una noche. El solvente se retiré al vacio y la
mezcla bruta se diluyé con agua, se acidificé con HCl a 2 N hasta que se volvié acida, y se lavd con diclorometano.
Las capas organicas se combinaron y se secaron sobre sulfato de magnesio, y se concentraron al vacio para dar
347 mg (cuantitativo) del acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (17) como un
soélido blanquecino que se utilizé en bruto en la siguiente etapa. La estructura se confirmé por ¥C-RMN (75 MHz;
CDCls): &¢ 20,4, 21,9, 27,2, 39,9, 43,3 (d, Jcr = 23 Hz), 55,1, 81,9 (d, Jcr = 173 Hz), 100,3, 102,8, 106,2, 117,1,
122,2, 135,6, 137,8, 153,3 y 180,8.

Ejemplo 2(g): cloruro de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (18)

Una solucién de acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (17) (347 mg, 1,2 mmol)
en diclorometano seco (2 ml) se agitdé en nitrégeno. Se le afadio cloruro de oxalilo (453 mg, 3,6 mmol, 300 pl)
seguido de una gota de DMF. La mezcla de reaccion se agitd a TA en nitrégeno durante 2 h, y luego se evaporo6 al
vacio para dar 371 mg (cuantitativo) del cloruro de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carbonilo como una goma que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por ¥C-RMN
(75 MHz, CDCls): 8¢ 20,2, 21,7, 26,4, 43,3 (d, Jcr = 23 Hz), 54,9, 80,5, 83,1, 100,2, 102,2, 105,8, 116,7, 122,4, 135,5,
137,4,153,5y 176,6.

Ejemplo 2(h): dietilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 5
no radiactivo)

El cloruro de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (18) (371 mg, 1,2 mmol) se disolvid
en diclorometano (2 ml) y se enfrié a 0 °C. A continuacion, se le afadié dietilamina (177 mg, 2,4 mmol, 250 ul) y la
reaccion se agitd durante una noche a TA. La reaccion se par6 con carbonato de potasio acuoso al 10% (2 ml). La
capa de diclorometano se recogio a través de un separador de fases y luego se concentré al vacio. El material bruto
se purificd por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A):acetato de etilo (B) (del 50 al 100% de B,
50 g, 35,2 CV, 40 mil/min) para dar un sélido amarillo palido. A continuacion, el sélido se triturd con una cantidad
minima de éter dietilico para dar 240 mg (58%) de la dietilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-
1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 5 no radiactivo). La estructura se confirmoé por '>C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢
13,0, 14,6, 19,9, 21,9, 28,0, 36,3, 40,5, 41,9, 43,1 (d, Jcr = 23 Hz), 54,7, 82,0 (d, Jocr = 173 Hz), 99,7, 102,1, 108,3,
117,0, 121,5, 135,3, 137,4, 153,3 y 174,8.

Ejemplo 3: Sintesis del éster metanosulfonato de 2-[4-(piperidina-1-carbonil)-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il]-etilo
(compuesto  precursor 6) vy [9-(2-[18F]f|uoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-i|]-piperidin-1-ilmetanona
(radiotrazador 6)

Ejemplo 3(a): 2-(piperidina-1-carbonil)-ciclohexanona (19)

Se calentaron a reflujo 2-oxociclohexanocarboxilato de etilo (5,3 g, 31 mmol, 5,0 ml), DMAP (1,05, 9,4 mmol) y
piperidina (5,3 g, 63 mmol, 6,2 ml) en tolueno (100 ml) durante 4 dias. La reaccion se dejé enfriar y la reaccion se
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concentrd al vacio. Se purificéd el material bruto por cromatografia en gel de silice que se eluyé con gasolina (A) y
acetato de etilo (B) (B del 20 al 80%, 100 g, 8 CV, 85 ml/min) para dar 6,26 g (96%) de la 2-(piperidina-1-carbonil)-
ciclohexanona (19) como un sélido blanco. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCls): &¢ 23,5, 24,5,
25,5, 26,2, 27,1, 30,4, 41,9, 42,9, 46,8, 54,2, 167,6, 207,6.

Ejemplo 3(b): 2-bromo-6-(piperidina-1-carbonil)-ciclohexanona (20)

Se disolvio la 2-(piperidina-1-carbonil)-ciclohexanona (19) (4,0 g, 19 mmol) en éter dietilico (5 ml) y se enfrio a 0 °C
en N. Se le afiadié bromo (5,9 g, 19 mmol, 1,0 ml) gota a gota durante 15 min y la mezcla de reaccion se dejo
calentar a temperatura ambiente durante 90 min. El sélido se recogi6 por filtracion para dar 5,86 g (cuantitativo) de la
2-bromo-6-(piperidina-1-carbonil)-ciclohexanona (20) como un soélido blanco que se utilizd en la siguiente etapa sin
purificacién. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg): 6¢c 17,3, 24,2, 25,3, 25,8, 32,5, 44,0, 51,6,
1083, 145,5, 167,8.

Ejemplo 3(c): (2-benciloxietil)-fenilamina (21)

En un matraz con fondo redondo, se combinaron anilina (2,0 g, 21,5 mmol, 2,0 ml), 2,6-lutidina (2,30 g, 21,5 mmol) y
éter de bencilo y 2-bromoetilo (4,6 g, 21,5 mmol, 3,4 ml) en DMF (10 ml), y se agit6é a 100 °C durante una noche. La
reaccion se dejo enfriar y a continuacion se diluyd con acetato de etilo (50 ml). Este se lavé con agua (3 x 20 ml) y
las capas organicas se secaron y concentraron al vacio. Se purificé el material bruto por cromatografia en gel de
silice que se eluyd con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 0 al 50%, 100 g, 19,5 CV, 85 ml/min) para dar 2,22 g
(37%) de (2-benciloxietil)-fenilamina (21) como un aceite amarillento. La estructura se confirmé por '>C-RMN (75
MHz, CDCls): &¢ 43,6, 68,6, 73,2, 113,1, 117,5, 127,5, 127,7, 128,4, 129,1, 138,2, 148,1.

Ejemplo 3(d): [9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona (22)

Una mezcla de 2-bromo-6-(piperidina-1-carbonil)-ciclohexanona (20) (1,5 g, 5,2 mmol) y (2-benciloxietil)-fenilamina
(21) (3,2 g, 10,4 mmol) se agitdé en N2 a 50 °C durante 3 h, y la reaccion se volvié parduzca. La mezcla resultante se
disolvié en propan-2-ol (5 ml) y se le afiadié cloruro de zinc seco (2,13 g, 15,6 mmol). Se calentd la mezcla a reflujo
en N2 durante 16 h y a continuaciéon se concentrd al vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo (100 ml) y se
lavé con HCl a 2 N (30 ml), agua (2 x 30 ml) y una solucidon acuosa de carbonato de potasio (2 x 30 ml), y a
continuaciéon se secd y se concentré al vacio. El material bruto se purific6 con un cartucho SCX y después por
cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 30 al 100%, 12 g, 41 CV, 30
ml/min) para dar 600 mg (27%) de la [9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona
(22) como un aceite. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCls): &¢c 21,5, 21,7, 24,5, 25,7, 26,3, 273,
37,7, 42,8, 43,1, 46,7, 60,2, 68,7, 73,1, 108,2, 108,7, 117,8, 118,9, 120,5, 126,4, 127,3, 127,4, 128,1, 136,2, 137,8,
172,9.

Ejemplo 3(e): [9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona (23)

A una solucién de [9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-iimetanona (22) (600 mg, 1,4
mmol) en metanol (15 ml) se le afiadié una suspension viscosa de Pd/C (200 mg) en metanol (10 ml). La mezcla se
colocé en un hidrogenador Parr y se agité durante 24 h en una atmosfera de nitrégeno. La reaccion se filtrd a través
de una almohadilla de Celite, se lavo con metanol y se concentré al vacio. Se trituré el material bruto para dar 332
mg (71%) de la [9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona (23) como un sélido
blanco. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCls): &¢ 21,2, 21,9, 24,7, 27,4, 36,4, 43,4, 45,0, 47,0,
60,9, 107,8, 109,0, 117,7, 119,0, 120,7, 126,6, 136,2, 137,2, 173,5.

Ejemplo 3(f): éster metanosulfonato de 2-[4-(piperidina-1-carbonil)-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il]-etilo (compuesto
precursor 6)

A una solucién de [9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona (23) (260 mg, 0,8 mmol)
en diclorometano (15 ml) se le afiadié piridina (633 mg, 8,0 mmol, 0,65 ml). La reaccién se enfrio a 0 °C y se le
afadié cloruro de metanosulfonilo (458 mg, 4,0 mmol, 0,31 ml). La reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente
durante una noche. La mezcla se lavé con HCla 2 N (2 x 50 ml) y agua (2 x 50 ml), se secd y se concentro al vacio.
El material bruto se trituré con éter dietilico para dar 263 mg (82%) del éster metanosulfonato de 2-[4-piperidina-1-
carbonil)-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il]-etilo (compuesto precursor 6) como un solido blanco. La estructura se
confirmé por "*C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 21,4, 21,8, 24,7, 25,9, 26,9, 27,4, 36,6, 36,8, 41,7, 43,3, 47,0, 67,9,
108,5, 109,5, 118,4, 119,7, 121,3, 126,9, 136,2, 172,7.

Ejemplo 3(g): [9-(2-"°FIfluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-iimetanona (radiotrazador 6)
Se llevo a cabo la marcacion del compuesto precursor 6 con '°F tal y como esta descrito en el ejemplo 1(f).

HPLC semipreparativa: columna HICHROM ACE 5 C18 (100 x 10 mm de diametro interno), tamafio de las particulas:
5 pym; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 3 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 al
20, B del 50 al 95%; longitud de onda de 254 nm; tr para el radiotrazador 6, 17 min.
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HPLC analitica: columna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm de diametro interno), tamafio de las particulas: 5
pm; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 1 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 al 20,
B del 50 al 95%; longitud de onda de 230 nm; tr para el radiotrazador 6, 16 min.

Rendimiento radioquimico: 23 + 2% (n = 3) sin corregir por desintegracion, tiempo de 90 a 120 min, pureza
radioquimica 299%. La figura 2 muestra la coelucion del radiotrazador 6 y del trazador 6 no radiactivo.

Ejemplo 4: Sintesis de la [9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona (analogo no
radiactivo del radiotrazador 6)

Ejemplo 4(a): (2-fluoroetil)-fenilamina (24)

En un matraz de fondo redondo se combinaron anilina (0,5 g, 5,4 mmol), 2,6-lutidina (0,58 g, 5,4 mmol) y tosilato de
2-fluoroetilo (12; preparado de acuerdo con el ejemplo 2(a)) (1,17 g, 5,4 mmol) en DMF (2,5 ml), y se agitaron a
100 °C durante una noche. Se dejé enfriar la reaccion y luego se diluyé con acetato de etilo (50 ml). Esto se lavo con
agua (3 x 20 ml) y se secaron las capas organicas y se concentraron al vacio. El material bruto se purificé por
cromatografia en gel de silice que se eluyé con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (100 g, B del 0 al 100%, 18 CV, 85
ml/min) para dar 435 mg (60%) de (2-fluoroetil)-fenilalamina (24) como un aceite amarillento. La estructura se
confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCl3): 84 3,41 (1H, t, J = 3 Hz, NCHCH,F), 3,50 (1H, t, J = 3 Hz, NCH2CH.F),
3,93 (1H, s, br), 4,54, (1H, t, J = 3 Hz, NCH,CHF), 4,71 (1H, t, J = 3 Hz, NCH,CHF), 6,65-6,82 (3H, m, 2 x NCCH,
NCCHCHCH, 7,14-7,28 (2H, m, 2 x NCCHCHCH).

Ejemplo 4 (b): [9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilimetanona (trazador 6 no radiactivo)

Una mezcla de 2-bromo-6-(piperidina-1-carbonil)-ciclohexanona (20; preparada de acuerdo con el ejemplo 3(b)) (500
mg, 1,7 mmol) y (2-fluoroetil)-fenilamina (24) (890 mg, 3,5 mmol) se agité en N2 a 50 °C durante 3 h, y la reaccién se
volvio parduzca. La mezcla resultante se disolvié en propan-2-ol (2 ml) y se le afiadié cloruro de zinc seco (682 mg,
5 mmol). Se calent6 la mezcla a reflujo en N2 durante 16 h y a continuacion se concentré al vacio. El residuo se
disolvioé en acetato de etilo (50 ml) y se lavé con HCI a 2 N (20 ml), agua (2 x 20 ml) y una soluciéon acuosa de
carbonato de potasio (2 x 20 ml), y luego se sec6 y se concentré al vacio. El material bruto se trituré6 con éter
dietilico para dar 151 mg (27%) de [9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-il]-piperidin-1-ilmetanona
(trazador 6 no radiactivo) como un sélido blanco. La estructura se confirmé por ">C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 21,8,
21,8, 24,7, 26,5, 26,9, 27,4, 37,3, 43,1 (d, Jcr = 45 Hz), 47,0, 82,1 (d, Jcr = 173 Hz), 108,5, 108,9, 118,6, 1194,
121,0, 126,8, 136,2, 172,7.

Ejemplo 5: Sintesis del éster metanosulfonato de 2-[4-(bencilmetilcarbamoil)-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il]-etilo
(compuesto precursor 7) y de la bencilmetilamida del acido 9-(2-['®F]fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (radiotrazador 7)

Ejemplo 5 (a): éster etilico del acido 9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (25)

Una mezcla de la (2-benciloxietil)-fenilamina (21; preparada de acuerdo con el ejemplo 3(c)) (8,0 g, 26 mmol) y el
éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (4; preparado de acuerdo con el ejemplo 1(d)) (3,2
g, 13 mmol) se agité en N2 a 50 °C durante 3 h y la reaccion se volvié parduzca. La mezcla resultante se disolvio en
propan-2-ol (30 ml) y se le afadié cloruro de zinc seco (10,6 g, 78 mmol). La mezcla se calentd a reflujo en N2
durante 16 h y a continuacion se concentro al vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo (300 ml) y se lavd con
HCl a 2 N (100 ml), agua (2 x 100 ml) y solucién acuosa de carbonato de potasio (2 x 100 ml), y a continuacion se
secO y se concentré al vacio. El material bruto se purificé por cromatografia en gel de silice que se eluyé con
gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 2,5 al 40%, 17 CV, 330 g, 100 ml/min) para dar 3,49 g (72%) del éster etilico
del acido 9-42-benciloxietiI)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (25) como un aceite. La estructura se
confirmé por "°C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 14,2, 20,5, 21,8, 26,5, 38,6, 42,9, 60,4, 68,7, 73,2, 106,4, 108,8, 118,7,
120,7,127,4, 127,5, 128,3, 136,2, 136,9, 137,8, 175,0.

Ejemplo 5(b): acido 9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (26)

El éster etilico del acido 9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (25) (35 g, 9,3 mmol) se
disolvié en etanol (9 ml) y a continuacion se le afadid NaOH (1,56 g) en agua (15 ml). La reaccion se calentd a
reflujo durante 2 h. La reaccion se concentro al vacio, y el residuo se diluyé con agua y se lavé con diclorometano (2
x 150 ml). La capa acuosa se afiadio gota a gota a HCl a 2 N (150 ml) y a continuacion se extrajo en diclorometano
(3 x 150 ml). Las capas organicas se secaron y se concentraron al vacio para dar 2,48 g (92%) de acido 9-(2-
benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico g26) como un sélido amarillo que se utilizé en la etapa
siguiente sin purificacion. La estructura se confirmé por SC-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 20,4, 21,8, 26,4, 38,3, 42,9,
68,7, 73,3, 105,7, 108,8, 118,7, 119,3, 102,9, 127,4, 127,6, 128,3, 136,2, 137,1, 137,8, 108,9.

Ejemplo 5(c): bencilmetilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (27)

El acido 9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (26) (600 mg, 1,7 mmol) se disolvié en DCM
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seco (8 ml) en nitrégeno y se le afadié cloruro de oxalilo (393 mg, 3,1 mmol, 0,26 ml). La reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas y se produjo una vigorosa evolucién de gas. La reaccion se concentro al
vacio y, a continuacion, se volvio a disolver en diclorometano (8 ml), se enfrio a 0 °C, y se le afiadié N-
bencilmetilamina (412 mg, 3,4 mmol, 0,44 ml). La reaccién se calenté a temperatura ambiente durante una noche.
La reaccion se lavé con solucion acuosa de carbonato de potasio al 5%, se secd y se concentrd al vacio para dar un
aceite parduzco. El material bruto se purificd por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A) y
acetato de etilo (B) (B al 30%, 10 g) para dar 246 mg (64%) de la bencilmetilamida del acido 9-(2- benC|IOX|et|I)
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (27) como un aceite amarillento. La estructura se confirmé por 'H-RMN
(CDCls): &4 1,60-2,30 (4H, m, CHCH>CH>CHy), 2,70-2,90 (2H, m, CHCH2CH2CHy), 3,10 (1,5H, s, N(CHs3)CH.Ph),
3,13 (1,5H, s, N(CHs3)CH2Ph), 3,73 (2H, t, J = 6 Hz, NCH.CH-0), 4,10-4,30 (3H, m, NCH.CH>O, CHCH>CH,CHy),
4,42 (1H, s, OCH.Ph), 4,44 (1H, s, OCH.Ph), 4,80 (1H, s, N(CH3)CH2Ph), 4,81 (1H, s, N(CH3)CH2Ph), 6,90-7,50
(14H, m).

Ejemplo 5(d): bencilmetilamida del acido 9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (28)

A una solucién de la bencilmetilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (27)

(246 mg, 0,5 mmol) en metanol (15 ml) se le afiadié una suspension viscosa de Pd/C (200 mg) en metanol (10 ml).

La mezcla se colocd en el hidrogenador Parr y se agitd durante 24 h en una atmdsfera de hidrogeno. Se filtrd la

reaccion a través de una almohadilla de Celite, se lavé con metanol y se concentré al vacio para dar 36 mg (20%) de

bencilmetilamida del acido 9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4- carboxmco (28) como un aceite verdoso

que se utilizo en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por 'H-RMN (CDCls): 8y 1,80-2,20 (4H,
m), 2,70-3,00 (2H, m), 3,20-4,30 (10H, m), 6,90-7,50 (9H, m).

Ejemplo 5(e): éster metanosulfonato de 2-[4-(bencilmetilcarbamoil)-1,2,3,4,-tetrahidrocarbazol-9-il]-etilo (compuesto
precursor 7)

A una solucién de la bencilmetilamida del acido 9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (28) (36
mg, 0,1 mmol) en diclorometano (2 ml) se le afadid piridina (7,91 g, 1,0 mmol, 8,1 ml). La reaccién se enfrioa 0 °C y
se le afadio cloruro de metanosulfonilo (57 mg, 0,5 mmol, 0,04 ml). La reacciéon se dejo calentar a temperatura
ambiente durante una noche. La mezcla se lavé con HCl a 2 N (2 x 10 ml) y agua (2 x 10 ml), se seco y se
concentro al vacio. El material bruto se purificd por cromatografia en gel de silice que se eluyé con gasolina (A) y
acetato de etilo (B) (B del 20 al 80%, 4 g, 45 CV, 18 ml/min) para dar 14 mg (32%) del éster metanosulfonato de 2-
[4-(bencilmetilcarbamoil)-1,2, 3 4-tetrahidrocarbazol-9-il]-etilo (compuesto precursor 7) como un aceite amarillento. La
estructura se confirmé por 'H-RMN (CDCls): &y 1,10-2,40 (5H, m), 2,51 (1,5H, s, OSO,CHs), 2,54 (1,5H, s,
0OSO0O,CHs3), 2,70-2,90 (2H, m), 3,08 (1,5H, s, NCHzs), 3,15 (1,5H, s, NCHa), 3,40-3,70 (1H, m), 4,10-4,80 (4H, m),
7,00-7,50 (9H, m).

Ejemplo 5(f); bencilmetilamida del acido  9-(2-'°Flfluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(radiotrazador 7)

Se llevo a cabo la marcacion del compuesto precursor 7 con '°F tal y como esta descrito en el ejemplo 1(f).

HPLC semipreparativa: columna HICHROM ACE 5 C18 (100 x 10 mm de diametro interno), tamafio de las particulas:
5 pym; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 3 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 al
20, B del 50 al 95%; longitud de onda de 254 nm; tr para el radiotrazador 7, 17 minutos.

HPLC analitica: columna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm de diametro interno), tamafio de las particulas: 5
pm; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 1 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 al 20,
B del 50 al 95%; longitud de onda de 230 nm; tr para el radiotrazador 7, 16 min.

Rendimiento radioquimico: 23 + 2% (n = 3) sin corregir por desintegracion, tiempo de 90 a 120 min, pureza
radioguimica 299%. La figura 3 muestra la coelucion del radiotrazador 7 y el trazador 7 no radiactivo.

Ejemplo 6: bencilmetilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 7 no
radiactivo)

Ejemplo 6(a) éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (29)

Se disolvid el 2-oxociclohexanocarboxilato de etilo (5,0 g, 29 mmol, 4,7 ml) en éter dietilico (5 ml) y se enfrio a 0 °C
en N. Se le afiadié bromo (4,6 g, 29 mmol, 4,2 ml) gota a gota durante 15 min y la mezcla de reaccion se dejo
calentar a temperatura ambiente durante 90 min. La mezcla se vertié lentamente en una solucién acuosa saturada
de carbonato de sodio enfriada en hielo (40 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 40 ml). Las capas organicas
combinadas se secaron y concentraron al vacio para dar 5,96 g (81%) del éster etilico del acido 3-bromo-2-
hidroxiciclohex-1-enocarboxilico (29) como un aceite amarillento palido que se utilizd en la siguiente etapa sin
purificacion. La estructura se confirmé por *C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): 8¢ 14,14, 17,65, 21,77, 32,02, 59,95, 60,83,
99,70, 166,33, 172,81.
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Ejemplo 6(b): éster etilico del acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (30)

Una mezcla de la (2-fluoroetil)-fenilamina (24; preparada de acuerdo con el ejemplo 4(a)) (560 mg, 4,0 mmol) y el
éster etilico del acido 3-bromo-2-hidroxi-ciclohex-1-enocarboxilico (29) (500 mg, 2,0 mmol) se agitd en N a 50 °C
durante 3 h y la reaccion se volvié parduzca. La mezcla resultante se disolvié en propan-2-ol (4 ml) y se le ahadié
cloruro de zinc seco (820 mg, 6 mmol). La mezcla se calentd a reflujo en N, durante 16 h y a continuacion se
concentrd al vacio. El producto se disolvié en acetato de etilo/éter (30 ml/150 ml) y se lavd con HCl a 2 N (40 ml),
agua (2 x 100 ml) y una soluciéon acuosa de carbonato de potasio (2 x 100 ml), y a continuacién se seco y se
concentré para dar 447 mg (91%) del éster etilico del acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (30) como un aceite amarillento que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se
confirmé por ">C-RMN (75 MHz, CDCla): 8¢ 14,3, 20,4, 21,7, 26,4, 38,5, 43,1 (d, Jcr = 15 Hz), 60,6, 76,6, 77,0, 77,4,
82,1 (d, Jcr = 173 Hz), 106,9, 108,5, 118,9, 119,4, 121 1, 127,1, 136,2, 136,7, 174,9.

Ejemplo 6(c): acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (31)

El éster etilico del acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (30) (380 mg, 1,3 mmol) se
disolvié en etanol (3 ml) y a continuacion se le afiadid NaOH (520 mg) en agua (5 ml). La reaccién se calentd a
reflujo durante 2 h. La reaccién se concentro al vacio, y el residuo se diluyé con agua y se lavé con diclorometano (2
x 50 ml). La capa acuosa se afiadi6 gota a gota a HCl a 2 N (50 ml) y a continuacion se extrajo en diclorometano (3
x 50 ml). Las capas organicas se secaron y se concentraron al vacio para dar 130 mg (37%) del acido 9-(2-
fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico $3‘I) como un sélido amarillento que se utilizd en la siguiente
etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 1,90-2,42 (4H, m, 2- y 3-CH>),
2,60-2,91 (2H, m, 1-CH>), 3,94 (1H, t, J = 6 Hz, 4-CH), 4,30 (1H, t, J = 6 Hz, NCH,CH,F), 4,37 (1H, ¢, J = 6 Hz,
NCH2CHF), 4,59 (1H, t, J = 6 Hz, NCH,CHF), 4,74 (1H, ¢, J = 6 Hz, NCH,CH>F), 7,05-7,26 (3H, m, ArH), 7,59 (1H,
d, J =9 Hz, ArH).

Ejemplo 6(d): cloruro de 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (32)

Se agitdé el acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (31) (0,5 g, 1,91 mmol) en
diclorometano seco (6 ml) en una atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente con cloruro de oxalilo (490 mg, 3,8
mmol, 0,34 ml) y una gota de DMF. La reaccion se concentr6 al vacio para dar 545 mg (cuantitativo) del cloruro de
9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (32) que se utilizd en la siguiente etapa sin purificacion. La
estructura se confirmo por BC-RMN (75 MHz, CDCls): &¢ 20,2, 21,6, 26,7, 43,1, 43,4, 50,6, 80,9, 83,1, 105,3, 108,8,
118,3, 120,0, 121,6, 126,5, 136,2, 137,5, 176,1.

Ejemplo 6(e): bencilmetilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 7 no
radiactivo)

El cloruro de 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (32) (110 mg, 0,4 mmol) se disolvid en
diclorometano (1 ml) y se enfrié a 0 °C. A continuacion, se le afiadié N-bencilmetilamina (92 mg, 0,8 mmol, 98 pl) y la
reaccion se agité durante una noche a temperatura ambiente. Se pard la reaccion con la solucién acuosa de
carbonato de potasio al 10% (2 ml). La capa de diclorometano se recogié mediante un separador de fases, y a
continuacién se concentrd al vacio. El material bruto se purificd por cromatografia en gel de silice que se eluyé con
gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 20 al 100%, 12 g, 30 CV, 30 ml/min) para dar 39 mg (28%) de la
bencilmetilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 7 no radiactivo). La
estructura se confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): &4 1,75-2,32 (4H, m, 2- y 3-CH>), 2,68-2,86 (2H, m, 1-CH>),
3,10 (1H, s, NCHa), 3,14 (2H, s, NCHs), 4,17-4,39 (3H, m, NCH,CH,F y 4-CHy), 4,52-4,87 (4H, m, NCH.Ph y
NCH>CH>F), 6,96-7,42 (9H, m, ArH).

Ejemplo 7: Sintesis del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-6-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo
(compuesto precursor 9) y de la dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-['®F]fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (radiotrazador 9).

Ejemplo 7(a): 2-benciloxi-N-(4-fluorofenil)-acetamida (33)

A una solucién de acido benciloxiacético (4,6 g, 28,0 mmol, 4,0 ml) en DCM (52 ml) se le afadi6 cloruro de oxalilo
(7,7 g, 61 mmol, 5,3 ml) y una gota de DMF. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 4 h. Se
retird al vacio el exceso de cloruro de oxalilo para dar el cloruro de benciloxiacetilo. El cloruro de acilo bruto se diluyo
en DCM (100 ml) y se le afnadid trietilamina (5,3 ml, 41,6 mmol, 4,2 g) y luego 4-fluoroanilina (3,5 g, 32 mmol, 3,0 ml).
La mezcla de reaccion se agitdé a TA durante una noche. A continuacion, la reaccion se paré con HCl acuoso a 1 M
(100 ml), se seco y se concentr6 al vacio para dar 7,1 g (95%) de la 2-benciloxi-N-(4-fluorofenil)-acetamida 433)
como un aceite amarillento que se utilizd en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por 3c-
RMN (75 MHz, CDCls): &¢ 69,2, 73,5, 115,4 (d, Jcr = 22 Hz), 121,4 (d, Jcr =7 Hz), 127,9, 128,2, 128,5, 132,5 (d, Jcr
=3 Hz), 136,3, 157,6, 160,8 y 167,5.

Ejemplo 7(b): (2-benciloxietil)-(4-fluorofenil)}-amina (34)
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A una suspension de LAH (1,25 g, 27 mmol) en éter dietilico seco (100 ml) se le afiadié gota a gota una solucién de
2-benciloxi-N-(4-fluorofenil)-acetamida (33) (6,9 g, 27 mmol) en éter dietilico seco (100 ml). La adicién era tal manera
que se mantuvo un reflujo. Una vez que se completd la adicion, se calentd la mezcla de reaccion a reflujo durante 4
h, y luego se vertio en agua helada y se le afiadi6 DCM. Para descomponer la sal de aluminio, se le afiadio una
solucién acuosa de hidroxido de sodio a 2 M hasta que se obtuvo un pH basico fuerte. Las capas se separaron y la
capa acuosa se lavo con DCM, se secd y se concentro al vacio. El material bruto se purificd por cromatografia en gel
de silice que se eluyd con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 5 al 50%, 100 g, 12 CV, 60 ml/min) para dar 5,5 g
(84%) de la (2-benciloxietil)-(4-fluorofenil)-amina (34) como un aceite amarillento. La estructura se confirmé por "°C-
RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 44,0, 68,3, 72,8, 113,7, (d, Jocr = 7 Hz), 115,3 (d, Jcr = 22 Hz), 127,5, 127,6 (d, Jcr = 3 Hz),
128,3, 137,8, 144,5, 154,1 y 157,2.

Ejemplo 7(c): dietilamida del acido 3-bromo-2-oxociclohexanocarboxilico (35)

Se calentaron a reflujo 2-ciclohexonacarboxilato de etilo (7,50 ml, 47,0 mmol), DMAP (1,72 g, 14,1 mmol) y
dietilamina (9,77 ml, 94,0 mmol) durante 72 horas en tolueno (100 ml). La reaccion se dejé enfriar y se retir6 el
tolueno a presion reducida. El aceite bruto se purificd por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A)
y acetato de etilo (B) (1:1. 100 g, SiO3) para dar 6,8 g (73%) de la dietilamina del acido 2-oxociclohexanocarboxilico
como un aceite anaranjado. La estructura se confirmé por BC-RMN (CDClg): & 11,1, 12,7, 21,3, 24,9, 28,5, 39,4,
39,6, 51,7, 166,5, 205,9.

La dietilamina del acido 2-oxociclohexanocarboxilico (3,56 ml, 19,3 mmol) se disolvié en éter dietilico (5 ml) y se
enfrié con agitacion a 0 °C en N». Se le afiadié bromo (0,99 ml, 19,3 mmol) gota a gota a lo largo de 15 min y se dejé
calentar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 3 horas. Un sélido se precipité desde la reaccion. Se
lo recogié por filtracién y se lavé con éter para dar 5,85 g (109%) de la dietilamida del acido 3-bromo-2-
oxociclohexanocarboxilico (35) como un sélido amarillento palido. La estructura se confirmé por >C-RMN (CDCls): &
11,2, 12,8, 22,7, 28,8, 37,6, 37,9, 39,4, 51,0, 55,7, 165,5, 197,2.

Ejemplo 7(d): dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-6-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (36)

Una mezcla de 2-benciloxi-N-(4-fluorofenil)-acetamida (33) (5,3 g, 22 mmol) y dietilamida del acido 3-bromo-2-
oxociclohexanocarboxilico (35) (3,0 g, 13 mmol) se agité en N2 a 50 °C durante 3 h y la reaccién se volvié parduzca.
La mezcla resultante se disolvié en propan-2-ol (30 ml) y se le afadié cloruro de zinc seco (9,0 g, 66 mmol). La
mezcla se calentd a reflujo en N2 durante 16 h y a continuacion se concentré al vacio. El residuo se disolvié en
acetato de etilo (300 ml) y se lavé con HCIl a 2 N (100 ml), agua (2 x 100 ml) y solucion acuosa de carbonato de
potasio (2 x 100 ml), y a continuacion se seco y se concentré al vacio. El material bruto se purifico por cromatografia
en gel de silice que se eluy6 con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 10 al 50%, 100 g) para dar 196 mg (11%)
de la dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-6-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (36) como un sélido
blanco. La estructura se confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): 81 1,14 (3H, t, J = 7 Hz, N(CH>CHa)2), 1,30 (3H, ¢,
J =7 Hz, N(CH2CHz)2), 1,60-2,60 (4H, m, 2- y 3-CH>), 2,70-2,85 (2H, m, 1-CHy), 3,10-3,65 (4H, m, N(CH2CHj3), y
NCH.CH.0Bn), 3,66-3,75 (1H, m, 4-CH), 4,00-4,25 (2H, m, NCH2CH.OBn), 4,41 (2H, s, OCH2Ph), 6,75-6,95 (2H, m,
NCCHCHCFCH), 7,05-7,15 (1H, m, NCCHCHCFCH) y 7,16-7,25 (5H, m, Ph).

Ejemplo 7(d): dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (37)

A una solucion de dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-6-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (36)
(600 mg, 1,4 mmol) en metanol (40 ml) se le afiadié una suspension viscosa de Pd/C (100 mg) en metanol (5 ml). La
mezcla se colocé en el hidrogenador Parr y se agité durante 24 en una atmédsfera de hidrogeno. La reaccion se filtro
a través de una almohadilla de Celite, se lavé con metanol y se concentr6 al vacio para dar 460 mg (80%) de la
dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (37) como un aceite
amarillento que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmo por 'H-RMN (300 MHz,
MeOD-ds): &4 1,18 (3H, t, J = 9 Hz, N(CH2CHs)2), 1,35 (3H, t, J = 9 Hz, N(CH2CHs),), 1,80-2,20 (4H, m, 2- y 3-CH>),
2,69-3,88 (2H, m, 1-CH,), 3,40-3,86 (6H, m, N(CH2CHs), y NCH.CH,OH), 4,03-4,22 (3H, m, NCH,CH.OH y 4-CH),
6,75-6,95 (2H, m, NCCHCHCFCH) y 7,05-7,15 (1H, m, NCCHCHCFCH.

Ejemplo 7(e): éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-6-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto
precursor 9)

A una solucién de la dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (37)
(460 mg, 1,4 mmol) en diclorometano (20 ml) se le afiadié piridina (1,11 g, 14,0 mmol, 1,1 ml). La reaccién se enfrio
a 0 °C y se le afadi6 cloruro de metanosulfonilo (722 mg, 6,3 mmol, 0,5 ml). La reacciéon se dej6é calentar a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla se lavdo con HCla 2 N (2 x 30 ml) y agua (2 x 30 ml), se seco y
se concentro al vacio. El material bruto se purificé por cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A) y
acetato de etilo (B) (B del 0 al 100%, 10 g, 45 CV, 30 ml/min), y a continuacion se trituré con éter dietilico para dar
166 mg (30%) del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-6-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo
(compuesto precursor 9) como un solido blanco. La estructura se confirmé por "*C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 12,9,
15,0, 21,1, 27,7, 36,1, 36,7, 40,6, 41,7, 67,8, 103,3 (d, Jcr = 23 Hz), 108,7, 109,0, 109,1, 109,4 (d, Jcr = 5 Hz), 126,9
(d, Jor = 10 Hz), 132,4, 138,4, 156,1, 159,2 y 173,3.
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Ejemplo 7(f): dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-['°Flfluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(radiotrazador 9)

La marcacion del compuesto precursor 9 con '°F se llevé a cabo tal y como esta descrito en el ejemplo 1(f).

HPLC semipreparativa: columna HICHROM ACE 5 C18 (100 x 10 mm de diametro interno), tamafio de las particulas:
5 uym; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 3 ml/min; minutos 0 a 1, B al 40%; minutos 1 al
20, B del 40 al 95%; longitud de onda de 254 nm; tr para el radiotrazador 9, 15 min.

HCLC analitica: columna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm de diametro interno), tamario de las particulas: 5
pm; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 1 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 al 20,
B del 50 al 95%; longitud de onda de 230 nm; tr para el radiotrazador 9, 14 min.

Rendimiento radioquimico: 26 + 8% (n = 4) sin corregir por desintegracion, tiempo de 90 a 120 min, pureza
radioguimica 299%. En la figura 4 se muestra la coelucion del radiotrazador 9 y del trazador 9 no radiactivo.

Ejemplo 8: Sintesis de la dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(trazador 9 no radiactivo)

Ejemplo 8(a): (2-fluoroetil)-(4-fluorofenil)-amina (38)

En un matraz de fondo redondo se combinaron 4-fluoroanilina (1,3 g, 11,6 mmol, 1,6 ml), 2,6-lutidina (1,24 g, 11,6
mmol) y tosilato de 2-fluoroetilo (12; preparado de acuerdo con el ejemplo 2(a)) (2,5 g, 11,6 mmol) en DMF (5 ml), y
se agitaron a 100 °C durante una noche. La reaccién se dej6 enfriar y a continuacion se diluyé con acetato de etilo
(100 ml). Esto se lavd con agua (3 x 40 ml) y las capas organicas se secaron y se concentraron al vacio. El material
bruto se purificé por cromatografia en gel de silice que se eluy6 con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B al 10%,
100 g, 12 CV, 60 ml/min) para dar 383 mg (20%) de (2-fluoroetil)-(4-fluorofenil)-amina (38) como un aceite
amarillento. La estructura se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 8y 3,30-3,35 (1H, m, NCH.CH,F), 3,40-3,45
(1H, m, NCH.CH,F), 3,90 (1H, s, br, NH), 4,53 (1H, ¢, J = 3 Hz, NCH,CH,F), 4,69 (1H, t, J = 3 Hz, NCH,CH-F), 6,51-
6,72 (2H, m, 2 x NCCH), 6,85-7,05 (2H, m, 2 x NCCHCH).

Ejemplo 8(b): dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 9 no
radiactivo)

Una mezcla de dietilamida del acido 3-bromo-2-oxociclohexanocarboxilico (35; preparada de acuerdo con el ejemplo
7(c)) (336 mg, 1,2 mmol) y (2-fluoroetil)-(4-fluorofenil)-amina (38) (383 mg, 2,4 mmol) se agité en N, a 50 °C durante
3 hy la reaccion se volvié parduzca. La mezcla resultante se disolvié en propan-2-ol (2 ml) y se le afiadio cloruro de
zinc seco (491 mg, 3,6 mmol). La mezcla se calentd a reflujo en Nz durante 16 h y a continuacion se concentré al
vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo (20 ml) y se lavd con HCla 2 N (10 ml), agua (2 x 10 ml) y solucién
acuosa de carbonato de potasio (2 x 5 ml), a continuacion se seco y se concentré al vacio. El material bruto se
trituré con éter dietilico para dar 40 mg (10%) de la dietilamida del acido 6-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4, 9-tetrah|dro-
1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 9 no radiactivo) como un sodlido blanco. La estructura se confirmé por 'H-RMN
(300 MHz, CDCls3): &4 1,13 (3H, t, J = 9 Hz, N(CH2CHs),), 1,30 (3H, t, J = 9 Hz, N(CH2CH3)2), 1,55-2,14 (4H, m, 2-y
3-CH>), 2,78-2,86 (2H, m, 1-CH>), 3,36-3,67 (4H, m, N(CH2CHz)2), 4,00-4,10 (1H, m, 4-CH), 4,30 (2H, dm, J = 21 Hz,
NCH2CH2F), 4,60 (2H, dm, J = 41 Hz, NCH,CH.F), 6,75-6,95 (2H, m, NCCHCHCFCH) y 7,05-7,15 (1H, m,
NCCHCHCFCH.

Ejemplo 9: Sintesis del éster metanosulfonato de 2-(4- dletllcarbamon 5-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo
(compuesto precursor 10) y de la dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-['®F]fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (radiotrazador 10)

Ejemplo 9(a): 2-benciloxi-N-(3-fluorofenil)-acetamida (39)

A una solucién de acido benciloxiacético (4,65 g, 28 mmol, 4,0 ml) en DCM (52 ml) se le afadi6 cloruro de oxalilo
(7,7 g, 61 mmol, 5,3 ml) y una gota de DMF. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 h. Se
retird al vacio el exceso de cloruro de oxalilo y se diluyo cloruro de acilo bruto en DCM (100 ml), y se le afadio
trietilamina (5,3 ml, 41,6 mmol, 4,2 g) y después 3-fluoroanilina (3,5 g, 32 mmol, 3,0 ml). La mezcla de reaccién se
agitd a TA durante una noche. A continuacién, se paro la reaccion con HCIl acuoso a 1 M (100 ml), se secd y se
concentré al vacio para dar 7,10 g (95%) de la 2-benciloxi-N-(3-fluorofenil)-acetamida (39) como un aceite
amarillento que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por C-RMN (75 MHz,
CDCls): &¢ 69,2, 73,5, 106,9, 107,2, 111,0 (d, Jcr = 24 Hz), 114,9 (d, Jcr = 3 Hz), 127,8, 128,2, 128,5, 129,7 (d, JcF =
9 Hz), 136,2 y 167,6.

Ejemplo 9(b): (2-benciloxietil)-(3-fluorofenil)-amina (40)

A una suspension de LAH (1,25 g, 27 mmol) en éter dietilico seco (100 ml) se le afiadié gota a gota una solucién de
2-benciloxi-N-(3-fluorofenil)-acetamida (39) (7,0 g, 27 mmol) en éter dietilico seco (100 ml). La adicion fue de tal
forma que se mantuvo un reflujo. Una vez que se habia completado la adicion, se calenté la mezcla de reaccién a
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reflujo durante 4 h, después se vertié en agua helada y se le afiadié DCM. Para descomponer la sal de aluminio, se
le afadié una solucién acuosa de hidréxido de sodio a 2 M hasta que se obtuvo un pH basico fuerte. Se separaron
las capas y la capa acuosa se lavd con DCM, se seco y concentré al vacio. El material bruto se purificé por
cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 5 al 50%, 100 g, 12 CV, 60
ml/min) para dar 4,1 g (84%) de la (2-benciloxietil)-(3-fluorofenil)-amina (40) como un aceite amarillento. La
estructura se confirmo por '°C-RMN (75 MHz, CDCls): 8¢ 43,3, 68,2, 73,0, 99,4, (d, Jcr = 24 Hz), 103,5, 103,8, 108,8,
127,4 (d, Jor = 3 Hz), 127,6, 128,4, 130,0 (d, Jcr = 9 Hz) y 138,8.

Ejemplo 9(c): dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-5-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (41)

Una mezcla de dietilamida del acido 3-bromo-2-oxociclohexanocarboxilico (35; preparada de acuerdo con el ejemplo
7(c)) (2,3 g, 10 mmol) y (2-benciloxietil)-(3-fluorofenil)-amina (40) (4,1 g, 17 mmol) se agité en N2 a 50 °C durante 3 h
y la reaccioén se volvié parduzca. La mezcla resultante se disolvié en propan-2-ol (10 ml) y se le afadié cloruro de
zinc seco (4,09, 30 mmol). La mezcla se calento a reflujo en N2 durante 16 h y a continuacion se concentro al vacio.
El residuo se disolvio en acetato de etilo (200 ml) y se lavé con HCl a 2 N (50 ml), agua (2 x 50 ml) y una solucion
acuosa de carbonato de potasio (2 x 50 ml), y luego se secd y se concentro al vacio. El material bruto se purificé por
cromatografia en gel de silice que se eluy6 con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 5 al 100%, 100 g, 28 CV, 60
ml/min) para dar 1,3 g (30%) de la dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-5-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (41) junto con el isémero dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-7-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico como una mezcla que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura de la dietilamida del
acido 9-(2-benciloxietil)-5-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (41) se confirmé por 'H-RMN (300 MHz,
CDCl3): &n 1,10-1,40 (6H, m, N(CH2CHs).), 1,60-2,60 (4H, m, 2- y 3-CH»), 2,70-2,85 (2H, m, 1-CH»), 3,10-3,65 (4H,
m, N(CH.CHjs)2 y CH.CH20Bn), 4,00-4,30 (3H, m, CH2CH.OBn y 4-CH), 4,43 (2H, s, OCH2Ph), 6,55-6,65 (1H, m,
NCCHCHCHCF), 6,90-7,05 (1H, m, NCCHCHCHCF), 7,05-7,15 (1H, m, NCCHCHCHCF) y 7,16-7,25 (5H, m, Ph).

La estructura de la dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-7-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico se
confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): 84 1,10-1,40 (6H, m, N(CH2CHs),), 1,60-2,60 (4H, m, 2- y 3-CH,), 2,70-2,85
(2H, m, 1-CH>), 3,10-3,65 (4H, m, N(CH2>CH3), y NCH.CH>OBn), 4,00-4,30 (3H, m, NCH,CH-OBn y 4-CH), 4,55 (2H,
s, OCHPh), 6,70-6,80 (1H, m, NCCHCFCHCH) y 7,00-7,40 (7H, m, NCCHCFCHCH y Ph).

Ejemplo 9(d): dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (42)

A una soluciéon de una mezcla de dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-5-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (41) y dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-7-fluoro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (1,3 g,
3,0 mmol) en metanol (75 ml) se le afiadié una suspensién viscosa de Pd/C (200 mg) en metanol (10 ml). La mezcla
se coloco en el hidrogenador Parr y se agité durante 24 horas en una atmosfera de hidrogeno. La reaccion se filtrd a
través de una almohadilla de Celite, se lavé con metanol y se concentré al vacio para dar 743 mg (80%) de una
mezcla de dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (42) y
dietilamida del acido 7-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico como un aceite amarillento
que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura de la dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-hidroxietil)-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (55) se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): &y 1,10-1,40 (6H, m,

N(CH2CHs)2), 1,60-2,60 (4H, m, 2- y 3-CH>), 2,70-2,85 (2H, m, 1-CHy), 3,10-3,65 (4H, m, N(CH2CHs)> y CH,CH,0OH),
4,00-4,30 (3H, m, CH2CH>OH, 4-CH), 6,55-6,65 (1H, m, NCCHCHCHCF), 6,90-7,05 (1H, m, NCCHCHCHCF) y 7,05-
7,15 (1H, m, NCCHCHCHCEF).

La estructura de la dietilamida del acido 7-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico se
confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): 84 1,10-1,40 (6H, m, N(CH2CHa),), 1,60-2,60 (4H, m, 2- y 3-CHy), 2,70-2,85
(2H, m, 1-CH>), 3,10-3,65 (4H, m, N(CH>CH3),y CH>CH>OH), 4,00-4,30 (3H, m, NCH,CH,OH, 4-CH), 6,70-6,80 (1H,
m, NCCHCFCHCH) y 7,00-7,40 (2H, m, NCCHCFCHCH).

Ejemplo 9(e): éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-5-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto
precursor 10)

A una solucidon de una mezcla de dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (42) y dietilamida del acido 7-fluoro-9-(2-hidroxietil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (743 mg,
2,2 mmol) en diclorometano (30 ml) se le afadioé piridina (1,74 g, 22,0 mmol, 1,8 ml). La reaccién se enfrioa 0 °C y
se le afadio cloruro de metanosulfonilo (1,01 g, 8,8 mmol, 0,7 ml). Se dejoé calentar la reaccidon a temperatura
ambiente durante una noche. La mezcla se lavé con HCl a 2 N (2 x 50 ml) y agua (2 x 50 ml), se seco y se
concentrd al vacio. Se purificd el material bruto por HPLC semipreparativa que se eluydé con agua (A) y metanol (B)
(Gemini 5u, C18, 110A, 150 x 21 mm, B del 50 al 95% durante 20 min, 21 ml/min) para dar 10 mg (1%) del éster
metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-7-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo como un sélido blanco y 30 mg
(9%) de una mezcla del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-7-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo y
del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-5-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto precursor
10) como un sélido blanco. Mediante el uso de estas condiciones de purificacion, el éster metanosulfonato de 2-(4-
dietilcarbamoil-5-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto precursor 10) no se pudo aislar como un
Unico componente. La estructura del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-7-fluoro-1,2,3,4-
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tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo se confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): 84 1,18 (3H, t, J = 7 Hz, N(CH2CHs)2), 1,39
(3H, t, =7 Hz, N(CH2CHz)2), 1,70-2,30 (4H, m, 2-y 3-CH>), 2,58 (3H, s, 0SO2CHj3), 2,60-2,80 (2H, m, 1-CH>), 3,40-
3,65 (4H, m, N(CH2CHa)y), 4,02 (1H, t, J = 6 Hz, 4-CH), 4,20 (2H, t, J = 7 Hz, NCH.CH,OMs), 4,35 (2H, t, J = 7 Hz,
NCH,CH.OMs), 6,70-6,85 (1H, m, NCCHCFCHCH), 6,90-7,00 (1H, m, NCCHCFCHCH) y 7,05-7,15 (2H, m,
NCCHCFCHCH).

La estructura del éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-5-fluoro-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo
(compuesto precursor 10) se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 84 1,18 (3H, t, J = 7 Hz, N(CH2CHs)y), 1,39
(3H, t, =7 Hz, N(CH2CHzs)2), 1,70-2,30 (4H, m, 2- y 3-CH>), 2,58 (3H, s, 0SO2CHj3), 2,60-2,80 (2H, m, 1-CH>), 3,40-
3,65 (4H, m, N(CH.CHs),), 4,15 (1H, m, 4-CH), 4,20 (2H, t, J = 7 Hz, NCH.CH,OMs), 4,35 (2H, ¢, J = 7 Hz,
NCH>CH.OMs), 6,55-6,65 (1H, m, NCCHCHCHCF), 6,90-7,05 (1H, m, NCCHCHCHCF) y 7,05-7,15 (1H, m,
NCCHCHCHCEF).

Ejemplo 9(f): dietilamida del a&cido 5-fluoro-9-(2-['°Flfluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(radiotrazador 10)

La mezcla del compuesto precursor 10 y del éster metanosulfonato de 2-(4- dletllcarbamon 7-fluoro-1,2,3,4-
tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo se utiliz6 en la reacciéon de radiomarcacion. La marcacion con 8¢ se llevé a cabo tal y
como esta descrito en el ejemplo 1(f). Se obtuvo la dietilamida del acido 7-fluoro-9-(2-['®Flfluoroetil)-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico, que es el radiotrazador 10.

HPLC semipreparativa: columna HICHROM ACE 5 C18 (100 x 10 mm de diametro interno), tamafio de las particulas:

5 pm; fase mévil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 3 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 a

20, B del 50 aI 95% longitud de onda de 254 nm; tr para el radiotrazador 10, 15 min; tz para la dietilamida del acido
7-fluoro-9-(2-["®Flfluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico, 14 min.

HPLC analitica: Columna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm de diametro interno), tamafio de las particulas: 5
pm; fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 1 ml/min; minutos 0 a 1, B al 50%; minutos 1 a 20,
B del 50 al 95% longitud de onda de 230 nm; tr para el radiotrazador 10, 16 min; fr para la dietilamida del acido 7-
fluoro-9-(2- [ F]fluoroetll) -2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico, 14 min. Rendimiento radioquimico del
radiotrazador 10: 8,7 = 1% (n = 3) sin corregir por desintegracion, tiempo de 90 a 120 min, pureza radioquimica
299%. En la figura 5 se muestra el radiotrazador 10 (arriba) y la dietilamida del acido 7-f|uoro-9 -(2-[*®Ffluoroetil)-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (centro) y la dietilamida del &cido 7-fluoro-9-(2-['°Flfluoroetil)-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (abajo).

Ejemplo 10: Sintesis de la dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(trazador 10 no radiactivo)

Ejemplo 10(a): (2-fluoroetil)-(3-fluorofenil)-amina (43)

Se agitaron la 3-fluoroanilina (1,4 g, 11,6 mmol, 1,2 ml) y el tosilato de 2-fluoroetilo (12; preparado de acuerdo con el
ejemplo 2(a)) (2,5 g, 11,6 mmol) y la Iutidina (1,24 g, 11,6 mmol), y se calentaron en DMF (5 ml) a 100 °C durante
una noche. Se dejo enfriar la reaccion y a continuacion se diluyd con acetato de etilo (100 ml). Esto se lavé con agua
(3 x 40 ml) y las capas organicas se secaron y concentraron al vacio. El material bruto se purificé por cromatografia
en gel de silice que se eluyé con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B al 10%, 100 g, 12 CV, 60 ml/min) para dar 184
mg (10%) de la (2-fluoroetil)-(3-fluorofenil)-amina (43) como un aceite amarillento. La estructura se confirmé por 'H-
RMN (300 MHz, CDCls): 61 3,37 (1H, g, J = 6 Hz, NCH2CH2F), 3,46 (1H, q, J = 6 Hz, NCH.CH>F), 4,12 (1H, s, br,
NH), 4,54 (1H, t, J = 3 Hz, NCH,CH,F), 4,69 (1H, t, J = 3 Hz, NCH,CHJF), 6,3 1-6,50 (3H, m, NCCHCHCH), 7,10-
7,25 (1H, m, NCCHCF).

Ejemplo 10(b): dietilamida del acido 5-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 10
no radiactivo)

Una mezcla de dietilamida del acido 3-bromo-2-oxociclohexanocarboxilico (35; preparada de acuerdo con el ejemplo
7(c)) (161 mg, 0,6 mmol) y (2-fluoroetil)-(3-fluorofenil}-amina (43) (184 mg, 1,2 mmol) se agité en N, a 50 °C durante
3 h, y la reaccion se volvid parduzca. La mezcla resultante se disolvié en propan-2-ol (1 ml) y se le afadié cloruro de
zinc seco (245 mg, 1,8 mmol). La mezcla se calentd a reflujo en N2 durante 16 h y a continuacion se concentré al
vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo (10 ml) y se lavé con HCl a 2 N (5 ml), agua (2 x 5 ml) y solucién
acuosa de carbonato de potasio (2 x 5 ml), y a continuacion se seco y se concentrd al vacio. El material bruto se
purificé por HPLC semipreparativa que se eluyé con agua (A) y metanol (B) (Gemini 5u, C18, 110A, 150 x 21 mm, B
del 50 al 95% durante 20 min, 21 ml/min) para dar 20 mg (6%) de la dietilamida del acido 7-fluoro-9-(2-fluoroetil)-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico como un soélido blanco y 10 mg (3%) de la dietilamida del &cido 5-fluoro-
9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador 10 no radiactivo) como un sdlido blanco. La
estructura de la dietilamida del acido 7-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico se confirmo
por 'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 8x 1,14 (3H, t, J = 7 Hz, N(CH2CHs)2), 1,33 (3H, t, J = 7 Hz, N(CH2CHs)2), 1,80-2,15
(4H, m, 2- y 3-CH>), 2,70-2,80 (2H, m, 1-CH>), 3,50-3,80 (4H, m, N(CH2CHj3)2), 4,20-4,35 (1H, m, 4-CH), 4,40 (2H,
dm, J = 21 Hz, NCH.CHF), 4,60 (2H, dm, J = 41 Hz, NCH,CH>F), 6,70-6,80 (1H, m, NCCHCFCHCH), y 7,00-7,10
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(2H, m, NCCHCFCHCH).

La estructura de la dietilamida deI acido 5-fluoro-9-(2-fluoroetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (trazador
10 no radiactivo) se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 8y 1,14 (3H, t, J = 7 Hz, N(CH2CHs),), 1,33 (3H, t, J=7
Hz, N(CH.CHs)2), 1,80-2,15 (4H, m, 2- y 3-CH>»), 2,70-2,80 (2H, m, 1-CH>), 3,50-3,80 (4H, m, N(CH2CHj3)2), 4,20-4,35
(1H, m, 4-CH), 4,40 (2H, dm, J = 21 Hz, NCH.CH,F), 4,60 (2H, dm, J = 41 Hz, NCH,CH,F), 6,55-6,65 (1H, m,
NCCHCHCHCEF), 6,90-7,05 (1H, m, NCCHCHCHCF), y 7,05-7,15 (1H, m, NCCHCHCHCF).

Ejemplo 11: éster metanosulfonato de 2-(4- dletllcarbamon 2-metil-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto
precursor 11) y la dietilamida del acido 9-(2-["®Flfluoroetil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(radiotrazador 11)

Ejemplo 11(a): 4-(4-metilciclohex-1-enil)-morfolina (44)

En un matraz equipado con una trampa de Dean-Stark, una soluciéon de 4-metilciclohexanona (20,1 g, 179,3 mmol,
22 ml) y morfolina (31,3 g, 359,0 mmol, 31,4 ml) se sometié a reflujo en benceno (55 ml) durante 26 horas. El
benceno se retird al vacio y el producto bruto se purificé por destilacion a presion reducida para dar 23 g (70%) de 4-
(4- met|IC|cIohex-1-en|I) -morfolina (44) como un aceite (punto de ebullicion de 120 °C a 10 mmHg). La estructura se
confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): 84 0,94 (3H, d, J = 6,0 Hz, CHs), 1,15-1,35 (1H, m, CH,CH=CN), 1,50-1,80
(3H, m, CH.CH>CHCH3), 2,00-2,25 (4H, m, CH,CH=CN y CH,CH,CHCHS3), 2,65-2,95 (4H, m, OCH>NCH>), 3,73 (4H,
t, J = 6,0 Hz, OCH2NCHy) y 4,60-4,65 (1H, m, CH2CH=CN).

Ejemplo 11(b): éster etilico del acido 5-metil-2-oxociclohexanocarboxilico (45)

A una solucién de 4-(4-metilciclohex-1-enil)-morfolina (44) (23 g, 127,0 mmol) en benceno (55 ml) se le ahadié
cloroformiato de etilo (7,5 g, 69,0 mmol, 6,6 ml) en nitrdgeno mientras que la solucidon de enamina se estaba
agitando con rapidez. Después del reflujo durante 18 h, la solucién se enfrié y se filtrd. El precipitado de hidrocloruro
de enamina se lavo con éter seco. El filtrado y los lavados se devolvieron al matraz de reaccion y se le afiadio HCI
acuoso al 10% (40 ml). La mezcla se agitd vigorosamente durante 15 a 30 min. Las capas se separaron, la capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml) y las capas organicas combinadas se concentraron al vacio. El
material bruto se purificd por destilacion a presion reducida para dar 12,5 g (53%) del éster etilico del acido 5-metil-
2- oxomclohexanocarbomIlco (45) como un aceite (punto de ebullicion entre 85 °C y 90 °C a 10 mmHg). La estructura
se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): 8y 0,85-0,95 (3H, m, CHs), 1,17 (3H, t, J = 7 Hz, OCH,CHj), 1,25-2,00
(5H, m, 5-CH, 4- y 6-CH>), 2,15-2,40 (3H, m, 1-CH y 3-CH>), y 4,00-4,20 (2H, m, OCH>CH?a).

Ejemplo 11(c): dietilamida del acido 5-metil-2-oxociclohexanocarboxilico (46)

El éster etilico del acido 5-metil-2-oxociclohexanocarboxilico (45) (5,9 g, 32 mmol), DMAP (1,12 g, 10 mmol) y
dietilamina (4,7 g, 65 mmol, 6,7 ml) en tolueno (90 ml) se calentaron a reflujo durante 4 dias. La reaccion se dejo
enfriar y el tolueno se retird a presion reducida para dar un aceite amarillento. EI material bruto se purificé por
cromatografia en gel de silice que se eluyd con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 20 al 50%, 80 g) para dar
4,4 g (65%) de la dletllamlda del acido 5-metil-2-oxociclohexanocarboxilico (46) como un aceite amarillento. La
estructura se confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCls): 8y 0,8-1,05 (9H, m, CHs y N(CH2CHs)2), 1,05-2,10 (5H, m, 5-
CHy 4-y 6-CH>), 2,15-2,80 (2H, m, 3-CH>), 2,95-3,55 (5H, m, 1-CH y N(CH2CHj3)2).

Ejemplo 11(d): dietilamida del acido 3-bromo-2-hidroxi-5-metilciclohex-1-enocarboxilico (47)

Se disolvid la dietilamida del acido 5-metil-2-oxociclohexanocarboxilico (46) (4,4 g, 21 mmol) en éter dietilico (5 ml) y
se enfrio a 0 °C en Nz. Se le afadié bromo (3,32 g, 21 mmol, 1,1 ml) gota a gota durante 15 min y la mezcla de
reaccion se dejoé calentar a temperatura ambiente durante 90 min. La mezcla se verti6é lentamente en una solucion
acuosa saturada de carbonato de sodio enfriada en hielo (40 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 40 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron y se concentraron al vacio para dar 6,1 g (cuantitativo) de la dietilamida del
aC|do 3-bromo-2-hidroxi-5-metilciclohex-1-enocarboxilico (47) como un sélido blanquecino. La estructura se confirmo
por "H-RMN (300 MHz, CDCl3): 8 0,8-1,20 (9H, m, CHs y N(CH2CHs)2), 1,80-2,40 (5H, m, CH,CH(CH3)CHy), 3,15-
3,55 (4H, m, N(CH2CHa)2), 4,65-4,74 (1H, m, CHBr) y 12,04 (1H, s, OH).

Ejemplo 11(e): dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (48)

Una mezcla de dietilamida del acido 3-bromo-2-hidroxi-5-metilciclohex-1-enocarboxilico (47) (4,0 g, 14 mmol) y (2-
benciloxietil)-fenilamina (21; preparada de acuerdo con el ejemplo 3(c)) (6,3 g, 28 mmol) se agité en N> a 50 °C
durante 3 h y la reaccion se volvié parduzca. La mezcla resultante se disolvioé en propan-2-ol (14 ml) y se le ahadié
cloruro de zinc seco (5,72 g, 42 mmol). La mezcla se calentd a reflujo en N, durante 16 h y a continuacion se
concentrd al vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo (200 ml) y se lavé con HCl a 2 N (50 ml), agua (2 x 50
ml) y solucion acuosa de carbonato de potasio (2 x 50 ml), y a continuacidon se seco y se concentré al vacio. La
mezcla bruta se purific6 mediante un cartucho SCX (40 ml) y a continuacién cromatografia en gel de silice que se
eluy6 con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 10 al 50%, 100g, 12 CV, 85 ml/min) para dar 467 mg (8%) de la
dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (48) como un sdlido
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blanco. La estructura se confirmo por1H-RMN (300 MHz, CDClI3): &4 1,20-1,40 (9H, m, CH3 y N(CH2CHs)2), 1,90-2,20
(3H, m, 2-CH y 3-CH>), 2,35-2,45 (1H, m, 1-CH>), 2,85-2,95 (1H, m, 1-CH>), 3,40-3,70 (4H, m, N(CH2CHz)2), 3,70-
3,80 (1H, m, 4-CH), 4,10-4,30 (4H, m, NCH>CH-0Bn), 4,43 (2H, s, OCH,Ph), y 7,00-7,30 (9H, m, CHCHCHCH y Ph).

Ejemplo 11(f): dietilamida del acido 9-(2-hidroxietil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (49)

A una solucion de dietilamida del acido 9-(2-benciloxietil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (48)
(460 mg, 1,1 mmol) en metanol (25 ml) se le afiadié una suspension viscosa de Pd/C (100 mg) en metanol (5 ml). La
mezcla se coloco en el hidrogenador Parr y se agité durante 24 h en una atmoésfera de hidrogeno. Se filtr6 la
reaccion a través de una almohadilla de Celite, se lavd con metanol y se concentr6 al vacio para dar 250 mg (79%)
de la dietilamida del acido 9-(2-hidroxietil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (49) como un aceite
amarillento que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion. La estructura se confirmé por 'H-RMN (300 MHz,
CDCl3): 61 1,20-1,40 (9H, m, CH3z y N(CH2CHa)2), 1,90-2,20 (3H, m, 2-CH y 3-CH>), 2,35-2,45 (1H, m, 1-CH>), 2,85-
2,95 (1H, m, 1-CHy), 3,40-3,70 (4H, m, N(CH>CHa),), 3,70-3,80 (1H, m, 4-CH), 4,10-4,30 (4H, m, NCH.CH-OH), 6,91
(1H, t, J = 7 Hz, NCCHCHCHCH), 7,00 (1H, ¢, J = 7 Hz, NCCHCHCHCH), 7,12 (1H, d, J = 7 Hz, NCCHCHCHCH) y
7,15 (1H, d, J =7 Hz, NCCHCHCHCH).

Ejemplo 11(g): éster metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto
precursor 11)

A una solucion de dietilamida del acido 9-(2-hidroxietil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (49) (250
mg, 0,8 mmol) en diclorometano (10 ml) se le afadié piridina (633 mg, 8,0 mmol, 0,6 ml). La reaccién se enfrié a
0 °C y se le afiadio cloruro de metanosulfonilo (367 mg, 3,2 mmol, 0,2 ml). Se dejé calentar la reaccion a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla se lavo con HCla 2 N (2 x 20 ml) y agua (2 x 20 ml), se seco y
se concentro al vacio. El material bruto se purificd por cromatografia en gel de silice que se eluyé con gasolina (A) y
acetato de etilo (B) (B del 0 al 100%, 10 g, 34 CV, 30 ml/min), y entonces se tritur6 con éter dietilico para dar 250 mg
(80%) del éter metanosulfonato de 2-(4-dietilcarbamoil-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrocarbazol-9-il)-etilo (compuesto
precursor 11) como sdlido blanco. La estructura se confirmé por BC-RMN (75 MHz, CDCls): d¢ 12,9, 13,0, 15,2, 22,0,
29,7, 30,2, 36,7, 36,8, 40,8, 41,6, 42,0, 67,8, 108,6, 109,5, 118,6, 119,6, 121,2, 126,4, 136,2, 136,4, 173,7.

Ejemplo 11(h): dietilamida del acido 9-(2-['°F]-fluoroetil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(radiotrazador 11)

La marcacion del compuesto precursor 11 con '®F se llevé a cabo tal y como esta descrito en el ejemplo 1(f).

HPLC semipreparativa: columna HICHROM ACE 5 C18 (100 x 10 mm de diametro interno), tamafio de las particulas:
5 pym; fase movil A: agua, fase mévil B: metanol; flujo del gradiente: 3 ml/min; minutos 0 a 26, B al 50%; longitud de
onda de 254 nm; tr para el radiotrazador 11, 15 min.

HPLC analitica: columna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 de diametro interno), tamafio de las particulas: 5 pm;
fase movil A: agua, fase movil B: metanol; flujo del gradiente: 1 ml/min; minutos 0 a 1, B al 40%; minutos 1 a 20, B
del 40 al 95%; longitud de onda de 230 nm; tr para el radiotrazador 11,17 min. Rendimiento radioquimico: 14 + 13%
(n = 3) sin corregir por desintegracion, tiempo de 90 a 120 min, pureza radioquimica 299%. En la figura 6 se muestra
la coelucion del radiotrazador 11 y del trazador 11 no radiactivo.

Ejemplo 12: Sintesis de la dietilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico
(trazador 11 no radiactivo)

Una mezcla de la dietilamida del acido 3-bromo-2-hidroxi-5-metilciclohex-1-enocarboxilico (47; preparada de
acuerdo con el ejemplo 11(d)) (2,0 g, 7 mmol) y (2-fluoroetil)-fenilamina (24; preparada de acuerdo con el ejemplo
4(a)) (1,9 g, 14 mmol) se agité en N2 a 50 °C durante 3 h, y la reaccién se volvié parduzca. La mezcla resultante se
disolvio en propan-2-ol (7 ml) y se le afiadié cloruro de zinc seco (2,86 g, 21 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo en
N2 durante 16 h y a continuacion se concentré al vacio. El residuo se disolvio en acetato de etilo (100 ml) y se lavd
con HCl a 2 N (30 ml), agua (2 x 30 ml) y solucién acuosa de carbonato de potasio (2 x 30 ml), y después se seco y
se concentro al vacio. La mezcla bruta se purificé con un cartucho SCX (40 ml), y a continuacion se llevé a cabo la
cromatografia en gel de silice que se eluyé con gasolina (A) y acetato de etilo (B) (B del 0 al 100%, 100 g, 12 CV, 85
ml/min) para dar 400 mg (17%) de la dietilamida del acido 9-(2-fluoroetil)-2-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (trazador 11 no radiactivo) como un solido blanco. La estructura se confirmé por 'H-RMN (300 MHz,
CDCl3): 81 1,10-1,35 (9H, m, CH3 y N(CH2CHzs)2), 1,95-2,10 (2H, m, 3-CH>), 2,30-2,50 (1H, m, 2-CH), 2,70-2,80 (2H,
m, 1-CH,), 3,40-3,70 (4H, m, N(CH>CH3),), 4,05-4,15 (1H, m, 4-CH), 4,30 (2H, dm, J = 21 Hz, NCH.CH.F), 4,65 (2H,
dm, J = 41 Hz, NCH,CH>F), y 7,00-7,30 (4H, m, NCCHCHCHCH.

Ejemplo 13: Separacion enantiomérica del compuesto precursor 5
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Se separ6 el compuesto precursor 5 (obtenido tal y como esta descrito en el ejemplo 1) en sus enantidmeros
mediante cromatografia de fluidos supercriticos (CO>) quiral en un Kromasil Amycoat, 250 x 10 mm, 5 pym, columna
de 100 A utilizando IPA al 30% a 40 °C a 13 m por minuto con un tiempo de ejecucién de 6 min. El compuesto
precursor 5 (60 mg) se disolvié en 1,4-dioxano (2 ml) y se inyectaron hasta 200 ul de una vez para cada ejecucion.
Se consiguid la separacion basal entre los dos enantiomeros. La determinacion por HPLC analitica de la pureza
enantiomérica de los dos enantiémeros separados en un IC de Chiral Technologies, 250 x 4,6 mm, 5 ym, ejecucion
isostatica, 80:20 — MeOH:IPA a 0,5 ml/min y a temperatura ambiente, indicé que la pureza enantiomérica era del
99,5% para cada uno de los enantimeros.

Ejemplo 14: Separacion enantiomérica del trazador 5 no radiactivo

(

C}x" OYN‘\/

o~ Oy N~
4w ' @75
“ Cromatografia HN -+

N quiral de 8CF

p
<we
T 4

F F

Enantidbmerc 1

Trazador 5 no Enantibmero 2

radiactivo

El trazador 5 no radiactivo (obtenido tal y como esta descrito en el ejemplo 2) se separé en sus enantiomeros
mediante la cromatografia de fluidos supercriticos (CO2) quiral en un Kromasil Amycoat, 250 x 10 mm, 5 pm,
columna de 100 A utilizando IPA al 20% a 40 °C a 14 ml cada minuto con un tiempo de ejecucién de 6 min. El
compuesto 5 (100 mg) se disolvié en 1,4-dioxano (2,5 ml) y se inyectaron hasta 200 pl de una vez para cada
ejecucion. Se cortaron las fracciones por tiempo para garantizar que no se recogian fracciones mezcladas. La
determinacion por HPLC analitica de la pureza enantiomérica de los dos enantidmeros separados en un IC de Chiral
Technologies, 250 x 4,6 mm, 5 ym, ejecucion isostatica, 80:20 — MeOH:IPA a 0,5 ml/min y a temperatura ambiente,
indic6 que la pureza enantiomérica era del 99,5% de cada uno de los enantiémeros.

Ejemplo 15: Ensayo de la potencia in vitro

Se cribo por la afinidad por el PBR con un método adaptado de Le Fur et al. (Life Sci. 1983, USA 33: 449-57). Se
analizaron analogos no radiactivos de los radiotrazadores in vivo de la invencion junto con un andlogo no radiactivo
de un radiotrazador inddlico tetraciclico anterior (solicitud de patente en tramitacion con la presente
PCT/EP2009/062827; sintesis descrita en el ejemplo 17 que viene a continuacion).

Cada compuesto problema (disuelto en Tris-HCI a 50 mM, pH 7,4, MgCl, a 10 mM que contiene DMSO al 1%)
compitié por la fijacion al PBR del corazén de las ratas Wistar frente al ["H] PK-11195 a 0,3 nM. La reaccion se llevo
a cabo en Tris-HCI a 50 mM, pH 7,4, MgCl, a 10 mM, durante 15 minutos a 25 °C. Cada compuesto problema se
cribd a 6 concentraciones diferentes sobre un margen de concentraciones de 300 veces en torno a la K estimada.
Se observaron los datos siguientes:

Radiotrazador

Ki (nM)

Indol tetraciclico

0,369
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Radiotrazador 5 2,35

Radiotrazador 6 18,30

Radiotrazador 7 1,25

Radiotrazador 9 3,79

Radiotrazador 10 |7,62

Radiotrazador 11 2,12

Ejemplo 16: método de biodistribucion in vivo

Los radiotrazadores de la invencién se analizaron en un modelo de biodistribucién in vivo junto con un radiotrazador
tetraciclico anterior (de la solicitud de patente en tramitacion con la presente PCT/EP2009/062827; sintesis descrita
en el ejemplo 18 que viene a continuacion).

A las ratas macho adultas Wistar (200-300 g) se les inyecté de 1 a 3 MBq del compuesto problema a través de la
vena lateral de la cola. A los 2, 10, 30 o 60 min (n = 3) de la inyeccion, se sacrificaron las ratas y se les tomaron
muestras de los tejidos o liquidos para la medicion de radiactividad en un contador gamma.

Se observaron los siguientes datos de interés:

Radiotrazador Cerebro 2 min|BO 30 min| BO:CE |CE 2:30 min | % de actividad en el cerebro
(%Dl/g) (%Dl/g) 30 min = precursor a 60 min
Indol tetraciclico |0,32 0,31 2,07 1,73 96,00
5 0,52 0,36 3,00 3,67 90,18
6 0,51 0,25 2,50 4,70 83,08
7 0,55 0,34 3,40 4,70 81,28
9 0,56 0,41 3,72 4,27 84,30
10 0,50 0,51 3,19 2,56 92,70
11 0,51 0,42 3,50 3,33 90,37

%DI/g: porcentaje de dosis inyectada por gramo; BO: bulbo olfatorio, CE: cuerpo estriado

En las figuras 7 a 13 se ilustra el patron de biodistribucion en el cerebro del radiotrazador tetraciclico y de los
radiotrazadores 5-7 y 9-11, respectivamente. Se puede observar que los radiotrazadores in vivo de la presente
invencion tienen una buena captacion en el cerebro y una mejora de la captacion especifica en los tejidos que
expresan el PBR en comparacion con el radiotrazador tetraciclico.

Ejemplo 17: Preparacion de la dietlamida del acido (+)-11-(2-fluoroetil)-8-metoxi-6,11-dihidro-5-tia-11-
azabenzo[a]fluoreno-6-carboxilico (trazador inddlico tetraciclico no radiactivo)

17(a): dietilamida del acido (+)-4-oxotiocroman-2-carboxilico (50)

El acido (*)-4-oxotiocroman-2-carboxilico (10,4 g, 50 mmol), preparado tal y como esta descrito en T. Okubo et al.
(Bioorg. Med. Chem. 2004, 12: 3569-3580) en DCM seco (100 ml) se agit6 durante 18 h en una atmdsfera de
nitrégeno a temperatura ambiente con cloruro de oxalilo (12,6 g, 10 mmol) y una gota de DMF. A continuacion, la
reaccion se evaporo al vacio hasta que produjo una goma y después se volvié a disolver en DCM (100 ml), se enfrio
a 0 °C en un bafio con hielo, se agitd y se tratd gota a gota con dietilamina (8,03 g, 110 mmol) en DCM (20 ml)
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durante un periodo de 1 h. La reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente durante 1 h y se le afiadié una
solucion acuosa de carbonato de potasio al 10% (100 ml) y la mezcla de reaccién se agitd vigorosamente. Se separd
la solucion de DCM. Se extrajo la solucién acuosa con dos lotes mas de DCM (100 ml) y los extractos combinados
se secaron sobre sulfato de magnesio. La solucién de DCM se concentr6 al vacio para dar un aceite verde oscuro
que se cristalizé en reposo. El sélido cristalino se triturd con éter dietilico (50 ml) y se f||tr0 para dar el compuesto del
titulo (50) (8,57 g, 65%) como un sdlido verde palido. La estructura se confirmé por 'H-RMN (300 MHz, CDCls): &
1,06 (¢, J = 7,1 Hz, 3H), 1,23 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 3,0-3,5 (m, 6H), 4,25 (m, 1H), 7,15-7,21 (m, 2H), 7,32-7,39 (m, 1H),
8,10-8,14 (m, 1H).

17(b): dietilamida del acido (+)-8-metoxi-6,11-dihidro-5-tia-11-azabenzo[a]-fluoreno-6-carboxilico (51)

A una solucion de la dietilamida del acido (t)-4-oxotiocroman-2-carboxilico (50) (1,32 g, 5,0 mmol) e hidrocloruro de
4-metoxifenilhidrazina (0,87 g, 5,0 mmol) en etanol (10 ml) se le afiadié acido sulfurico concentrado (0,73 ml, 1,35 g,
13,8 mmol) en nitrc’)geno La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 24 h. Después del enfriamiento, se filtrd
la mezcla de reaccion, se lavé el sélido con etanol, se seco6 al vacio (45 °C) para dar el compuesto del titulo (51)
(1,05 g, 57%) como un sélido amarillo palido. La estructura se confirmé por °C-RMN (75 MHz, DMSO-dg): 5 10,5,
12,7, 32,7, 37,9, 39,5, 53,0, 97,6, 103,3, 109,87, 109,92, 120,3, 123,5, 123,8, 124,3, 124,7, 124,9, 127,8, 129,4,
131,8, 151,3, 166,2.

17(c): dietilamida del acido (%)-11-(2-fluoroetil)-8-metoxi-6,11-dihidro-5-tia-11-azabenzo[a]fluoreno-6-carboxilico
(analogo no radiactivo del radiotrazador inddlico tetraciclico anterior)

A una solucion de la dietilamida del acido (z)-8-metoxi-6,11-dihidro-5-tia-11-azabenzo[a]fluoreno-6-carboxilio (51)
(150 mg, 0,41 mmol; preparado de acuerdo con el ejemplo 17(b)) en DMF anhidro (4 ml) se le afadio tosilato de 2-
fluoroetilo (166 mg, 0,82 mmol), preparado tal y como se describe en L. Cronin et al. (J. Org. Chem. 2004; 69: 5934-
5946) seguido de la dispersién del hidruro de sodio al 60% en aceite mineral (34 mg, 0,82 mmol) en nitrégeno. La
mezcla de reaccién se calentd a 80 °C durante 1 h. Después del enfriamiento, los solventes se retiraron al vacio, se
par6 el residuo con agua (30 ml), se extrajo con DCM (2 x 30 ml), se secd (MgSOQ.) y los solventes se retiraron al
vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna de silice, que se eluyd con EtOAc al 5-10%/CH.Cl,. El
solido bruto se pard con éter/gasolina, se filtrd, se sec6 al vacio (45 °C) para dar el compuesto del titulo
(radlotrazador inddlico tetraciclico no radiactivo) (77 mg, 46%) como un sélido parduzco palido. La estructura se
confirmé por "H-RMN (300 MHz, CDCl): & 1,12 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,36 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 3,25,-3,70 (m, 4H), 3,83
(s, 3H), 4,45-4,70 (m, 2H), 4,80 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 4,96 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 5,09 (s, 1H), 6,84-6,93 (m, 2H), 7,13-7,32
(m, 3H), 7,46 (m, 1H), 7,58 (d, J = 8,0 Hz, 1H).

Ejemplo 18: Sintesis de la dietilamida del acido ()-11-(2-['®F]fluoroetil)-8-metoxi-6,11-dihidro-5-tia-11-
azabenzo[a]fluoreno-6-carboxilico (radiotrazador de indol tetraciclico)

Se afadié '®F/agua a K222 (4 mg), K2COs acuoso (50 pl de una solucién a 0,1 M) y acetonitrilo (500 pl) en un
recipiente de reaccion, y se sec6 durante 20-30 min a 100 °C en una corriente de nitrégeno. Se le afadio 1,2-
ditosilato de etilo (4 mg) en acetonitrilo (1000 pl) y se calenté a 100 °C durante 10 min. La mezcla de reaccion se
enfrié y purific6 por HPLC semipreparativa, y se recogio la fraccion que contenia el tosilato de "®F-fluoroetilo. Esta
fraccion se diluyd a un volumen de aproximadamente 20 ml con H;O, se cargd en un Sep-Pak t-C18 ligero
acondicionado y se enjuago con HxO (1 x 2 ml). El Sep-Pak se seco en la linea de Nz con flujo elevado, durante 20
min. El tosilato de "®F-fluoroetilo se eluyé luego con DMF (500 pl).

El compuesto precursor, la dietilamida del acido (+)-8-metoxi-6,11-dihidro-5-tia-11-azabenzo[a]fluoreno-6-carboxilico
(51; preparada de acuerdo con el ejemplo 17(b)) (13 mg) en DMF (250 pl), se afiadié a un segundo recipiente de
reaccion y se purgd con Nz durante 5 min. A continuacion, se le afadid NaH (1,3 mg) en DMF (2 x 250 pl) en
nitrégeno y se calent6 el recipiente de reaccion a 45 °C durante 0,5 a 1 h. A continuacion, se le afiadié a esto el
tosilato de '"®F-fluoroetilo en DMF preparado mas arriba y se calenté a 100 °C durante 10 min en el recipiente de
reaccion purgado con N». La reaccién se enfrié y se lavo del recipiente de reaccion con agua (1 ml). La solucion se
filtré a través de un filtro con jeringuilla y se purificé en una HPLC preparativa. Se recogio la fraccion que contiene el
pico radiactivo principal. Esto se diluy6 a un volumen de aproximadamente 10 ml con H2O y se cargd en un SepPak
C18 ligero acondicionado, se enjuagd con H2O (1 x 2 ml) y se eluyé con EtOH (0,5 ml) en un vial P6, y se le afiadio
una solucion salina tamponada con fosfato (5 ml).
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REIVINDICACIONES
1. Un radiotrazador in vivo de formula I:

3

en donde
R' es alquilo(C+.3) o fluoroalquilo(C1.3);
R? es hidrégeno, hidroxilo, halo, ciano, alquilo(C1.), alcoxi(C+.), fluoroalquilo(C1.3) o fluoroalcoxi(C1.3);

R® y R* son independientemente alquilo(C1.3), aralquilo(C7-10), 0 R® y R*, junto con el nitrégeno al que estan unidos,
forman un anillo alifatico(Cs.s) que contiene nitrdgeno que opcionalmente comprende 1 heteroatomo adicional
seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre;

Y'es CHy; e
Y? es CHj,, CHy-CHa, CH(CHs)-CHa 0 CH2-CHo-CHy;

y en donde la férmula | tal y como esta definida comprende un atomo que es un radiois6topo idéneo para la
gammagrafia in vivo.

2. El radiotrazador in vivo tal y como esta definido en la reivindicacion 1, que es de féormula la:
lli-‘a
0 N\R-la
2
R-El
| 2a
—Y
I
'H
ISF/( C 2 )“ _
(la)
en donde:

R?® es hidrogeno, halo o alcoxi(C1.3);

R y R* son independientemente metilo, etilo o bencilo, o junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un
anillo de pirrolidinilo, piperidinilo, azepanilo o morfolinilo;

Y?® es CH,, CH2-CHa, CH(CHs)-CHz 0 CHo-CHo-CHy; y
nes1,203.

3. El radiotrazador in vivo tal y como esta definido en la reivindicacién 2, en donde:
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R y R* son ambos etilo, o R*® es metilo y R*® es bencilo, o junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un
anillo de azepanilo;

R% es hidrégeno, metoxi o fluoro;
Y?® es CH,-CH; 0 CH(CH3)-CHz; v,
5 nes2.

4. El radiotrazador in vivo tal y como esta definido en la reivindicacion 3, que tiene la siguiente estructura

quimica:

\0 \_/N O

5. Un compuesto precursor para la preparacion del radiotrazador in vivo tal y como esta definido en cualquiera
10 de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho compuesto precursor es de formula II:

¢
O N\RH
11
N
R 12
N Y
N
llill
(IT)

en donde uno de R" y R comprende un grupo quimico que reacciona con una fuente idénea del radiois6topo tal y
como esta definido en la reivindicacion 1, de tal manera que dicho radiotrazador in vivo se forma después de la
reaccion de dicho compuesto precursor con dicha fuente idénea de dicho radiois6topo, y los otros R" y R' son tal y

15 como estan definidos en la reivindicaciéon 1 para R y R?, respectivamente, y opcionalmente comprende un grupo
protector; y,

R e Y2 g50n tal y como esta definido para R**e Y1'2, respectivamente, en la reivindicacion 1, y opcionalmente
cada uno comprende ademas un grupo protector.

6. El compuesto precursor tal y como esta definido en la reivindicacion 5, en donde R"" es alquileno(C1.3)-LG, en
20 donde LG es un grupo saliente seleccionado de mesilato, tosilato y triflato.

7. El compuesto precursor tal y como esta definido en la reivindicacion 6, que es un compuesto de féormula lla:
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llil_‘a
O N\RHa
R12:1
P | Ylla
)
L(,/(CI L m
g (IIa)
en donde:

LG es tal y como esta definido en la reivindicacion 6; y,

R'2™a y12 y m son tal y como estan definidos en las reivindicaciones 9y 10 para R®*2, Y?? y n, respectivamente.
5 8. El compuesto precursor tal y como esta definido en la reivindicacion 5, que es un compuesto de féormula llb:
13b
T
12b O N 14b
R
11b
o
12b
Y
N
11b
R (11b)
en donde:

R' es un grupo quimico que reacciona con una fuente idénea del radioisétopo tal y como esta definido en la
reivindicacion 1;

12-14

10 R'20-140 5o tal y como esta definido para R en la reivindicacion 5, siempre y cuando R'? no sea cloro; e,

11b-12b 11-12
Y

son tal y como esta definido para Y en la reivindicacion 5.

9. Un método para la preparacion de un compuesto precursor de formula Ilb tal y como esta definido en la
reivindicacion 8, en donde dicho método comprende la reaccién con ZnCl; de un compuesto de férmula llc:

. 0Os__O
RI_ ~

HO / Yllc

12¢

Cl
PG Ilc
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en donde R12°, Y% e Y2 50n tal y como esta definido en la reivindicacién 5 para R12, Y'e Y12, respectivamente, y
PG° es un grupo protector;

para formar un compuesto de férmula lld:

R 12 O O~

|
N d ¥

Cl

d
PG 11d

en donde R, Y y'!y PG? son tal y como esta definido para R, Y, Y'* y PG®, respectivamente;
en donde dicha reaccioén se lleva a cabo en un sistema de solventes que comprende éter dietilico.

10. Un método para la preparacion del radiotrazador in vivo tal y como esta definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que comprende:

(iy dar a conocer un compuesto precursor, tal y como esta definido en cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8;
(i) dar a conocer una fuente idénea de dicho radioisétopo, tal y como esta definido en la reivindicacion 1;

(iii) hacer reaccionar el compuesto precursor de la etapa (i) con el radiois6topo de la etapa (ii) para obtener
dicho radiotrazador in vivo.

1. El método tal y como esta definido en la reivindicacion 10, que esta automatizado.
12. Un casete para realizar el método tal y como esta definido en la reivindicacion 11, que comprende:

(i) un recipiente que contiene el compuesto precursor, tal y como esta definido en cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 8; vy,

(i) medios para eluir el recipiente de la etapa (i) con una fuente idonea de un radioisétopo idéneo para la
gammagrafia in vivo, tal y como esta definido en la reivindicacion 1.

13. Una composicion radiofarmacéutica que comprende el radiotrazador in vivo tal y como esta definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 junto con un vehiculo biocompatible en una forma idénea para la
administracion a mamiferos.

14.  Un método de gammagrafia in vivo para determinar la distribucién y/o la magnitud de la expresion de PBR en
un sujeto, en el cual:

(i) un radiotrazador in vivo tal y como esta definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 ha de ser
administrado a dicho sujeto; a fin de

(i) permitir que dicho radiotrazador in vivo se fije al PBR en dicho sujeto; en donde el método comprende:

(iii) detectar mediante un procedimiento de gammagrafia in vivo las sefiales emitidas por el radioisétopo de
dicho radiotrazador in vivo;

(iv) generar una imagen representativa de la localizacion y/o cantidad de dichas sefales; y

(v) determinar la distribucion y la magnitud de la expresion del PBR en dicho sujeto, en donde dicha expresion
esta directamente correlacionada con dichas sefiales emitidas por dicho radiotrazador in vivo.

15. El radiotrazador in vivo tal y como esta definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para ser usado en
un método para el diagndstico de una afeccion en la que el PBR esta inducido, que comprende el método de
gammagrafia in vivo tal y como esta definido en la reivindicacién 14, junto con una etapa adicional (vi) de atribucion
de la distribucion y de la magnitud de la expresion del PBR a un cuadro clinico concreto.
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Figura 1 (continuacion)
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Figura 2
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Figura 2 (continuacién)
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Figura 3
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Figura 3 (continuacion)
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Figura 4
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Figura 4 (continuacién)
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Figura 5
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Figura 5 (continuacién)
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Figura 6
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Figura 6 (continuacion)
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Figura 7: Biodistribucion del radiotrazador de indol tetraciclico en el cerebro

52



ES 2635310713
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Figura 8: Biodistribucion del radiotrazador 5 en el cerebro
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Figura 9: Biodistribuciéon del radiotrazador 6 en el cerebro
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Figura 10: Biodistribucion del radiotrazador 7 en el cerebro
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1,0 1 Radiotrazador 9
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Figura 11: Biodistribucion del radiotrazador 9 en el cerebro
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Radiotrazador 10
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Figura 12: Biodistribucién del radiotrazador 10 en el cerebro
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1,09 Radiotrazador 11 .
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Figura 13: Biodistribucion del radiotrazador 11 en el cerebro
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