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DESCRIPCION
Método de radioyodacion
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona un nuevo método para marcar moléculas dirigibles biolégicamente (BTM, por sus
siglas en inglés) de interés con radioyodo. También se proporcionan BTM funcionalizadas utiles en el método, asi
como métodos para preparar estas BTM funcionalizadas bajo condiciones suaves.

Antecedentes de la invencion

Se conocen métodos para incorporar radiohaldgenos en moléculas organicas [Bolton, J.Lab.Comp.Radiopharm., 45,
485-528 (2002)]. Para el caso de agentes radiofarmacéuticos marcados con '2°|, Eersels et al
[J.Lab.Comp.Radiopharm., 48, 241-257 (2005)] han comparado las 4 rutas sintéticas principales:

(i) radioyodacion oxidativa;

(i) intercambio isotopico nucledfilo;
(iii) intercambio no isotépico nucledfilo;
(iv) marcaje electrofilo.

La ruta (iv) implica tipicamente el uso de un precursor organometalico, tal como trialquilestafio, trialquilsililo o un
derivado de organomercurio u organotalio. De estas, se sabe que la ruta de la radioyododestanilacion se ha
convertido en el método de marcaje electrdéfilo preferido, debido a la posibilidad de radioyodacion regioespecifica a
temperatura ambiente. Sin embargo, Eersels et al concluyeron que no existia un método de radioyodacion preferido
global, puesto que la eleccion depende de la naturaleza del compuesto que se vaya a radioyodar.

El uso de productos intermedios de organoestafio en la sintesis radiofarmacéutica ha sido revisado por Ali et al
[Synthesis, 423-445 (1996)]. Kabalka et al han publicado ampliamente sobre el uso de precursores de organoborano
para permitir el marcaje de radioisétopos y radiohaldégenos [véanse, p. €j., p, €j. J.Lab.Comp.Radiopharm., 50, 446-
447 y 888-894 (2007)].

Las aplicaciones de "quimica clic" en la investigacion biomédica, incluyendo la radioquimica, han sido revisadas por
Nwe et al [Cancer Biother.Radiopharm., 24(3), 289-302 (2009)]. Segun se apunta alli, el principal interés se ha
puesto en el radioisotopo de PET '8F (y en un menor grado ''C), mas enfoques de "clic para quelar" para
radiometales adecuados para la obtencion de imagenes por SPECT tales como *™Tc o ""'In. EI marcaje "clic" con
8F de péptidos direccionables, que da productos que incorporan un triazol sustituido con '®F-fluoroalquilo, ha sido
presentado por Li et al [Bioconj.Chem., 18(6), 1987-1994 (2007)] y Hausner et al [J.Med.Chem., 51(19), 5901-5904
(2008)].

El documento WO 2006/067376 divulga un método para marcar un vector que comprende la reacciéon de un
compuesto de férmula (1) con un compuesto de férmula (11):

=—— L1 — vector (1)

R*-L2-N3 (I
o

un compuesto de formula (I1l) con un compuesto de formula (IV)

N;—L3—] wvector (11

R*—L4—= (IV)

en presencia de un catalizador de Cu(l), en donde:
L1, L2, L3 y L4 son cada uno grupos conectores;

R* es un resto indicador que comprende un radionuclido; para dar un conjugado de férmula (V) o (VI),
respectivamente:
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N \/)—U — vector (V)

- L3— vector (VI)

L4-R*
en donde L1, L2, L3, L4 y R* son como se definen anteriormente.
R* del documento WO 2006/067376 es un resto indicador que comprende un radionuclido, por ejemplo un
5 radionuclido emisor de positrones. Se dice que los radionuclidos emisores de positrones para este propésito incluyen

"C, '8F, 75Br, "6Br, 14, #Rb, %8Ga, %Cu y ®2Cu, de los cuales se prefieren ''C y '®F. Se indica que otros
radiontclidos Utiles incluyen 23], 12|, 131] 211At, 99mTc y 11|,

El documento WO 2007/148089 divulga un método para radiomarcar un vector que comprende la reaccion de un
compuesto de férmula (1) con un compuesto de férmula (11):

=— |1 — vector (1)

10

R*-L2-C=N*-O- )

o un compuesto de férmula (IlI) con un compuesto de formula (IV):

O-NZC—L3— vector (Il

15 en presencia de un catalizador de Cu(l), en donde:
L1, L2, L3 y L4 son cada uno grupos conectores;

R* es un resto indicador que comprende un radionuclido; para dar un conjugado de férmula (V) o (VI),

respectivamente:
N’O
| / L1—1 vector (V)
R*—L2
L3— vector | (VI)
N=
o0/
20 L4—R*

Tanto en el documento WO 2006/067376 como en el documento WO 2007/148089, se indica que radionuclidos
metdlicos son incorporados adecuadamente a un agente quelante, por ejemplo mediante incorporacion directa
mediante métodos conocidos por el experto en la técnica.
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El documento WO 2006/116629 (Siemens Medical Solutions USA, Inc.) divulga un método de preparacién de un
ligando o sustrato radiomarcado que tiene afinidad para una biomacromolécula elegida, comprendiendo el método:

(a) hacer reaccionar un primer compuesto que comprende
(i) una primera estructura molecular;
(i) un grupo de salida;
(iii) un primer grupo funcional capaz de participar en una reaccién de quimica "clic"; y opcionalmente,

(iv) un conector entre el primer grupo funcional y la estructura molecular, con un reactivo radiactivo
bajo condiciones suficientes para desplazar el grupo de salida con un componente radiactivo del
reactivo radiactivo para formar un primer compuesto radiactivo;

(b) proporcionar un segundo compuesto que comprende
(i) una segunda estructura molecular;

(ii) un segundo grupo funcional complementario capaz de participar en una reaccién de quimica "clic"
con el primer grupo funcional, en donde el segundo compuesto comprende opcionalmente un conector
entre el segundo compuesto y el segundo grupo funcional;

(c) hacer reaccionar el primer grupo funcional del primer compuesto radiactivo con el grupo funcional
complementario del segundo compuesto a través de una reaccién de quimica "clic" para formar el ligando o
sustrato radiactivo; y

(d) aislar el ligando o sustrato radiactivo.

El documento WO 2006/116629 ensefia que el método del mismo es adecuado para el uso con los radiois6topos:
124 18F 11C, 3Ny %0, siendo radioisétopos preferidos: '8F, 1'C, 123], 124], 127] 131 76Br, €4Cy, %mTc, 20Y, 67Ga, 5'Cr,
192]r, 99Mo, '%3Sm y 2°'TI. El documento WO 2006/116629 ensefia que otros radioisotopos que se pueden emplear
incluyen: 72As, ™As, 7°Br, 5°Co, 8'Cu, ¢7Cu, %8Ga, 8Ge, 291, 32|, ""In, 52Mn, 2°3Pb y ®’Ru. Sin embargo, el documento
WO 2006/116629 no proporciona ninguna ensefianza especifica de cémo aplicar el método a la radioyodacion de
moléculas bioldgicas.

Por lo tanto, todavia existe una necesidad de métodos de radioyodacion alternativos.
La presente invencion

La presente invencién proporciona una metodologia para la radioyodacién de moléculas dirigibles biolégicamente
(BTM). EI método tiene la ventaja de que se puede llevar a cabo bajo condiciones suaves, y de ahi es compatible
con una gama de moléculas biolégicas. El método usa BTM funcionalizadas, en las que se introduce un grupo
funcional reactivo (Q en las Férmulas la y Ib), de modo que se consiga una radioyodacion zonalmente especifica,
con una radioyodacion inespecifica minima de la BTM.

El método usa precursores y BTM funcionalizadas que no son radiactivos, de modo que el radioyodo se introduce en
la fase mas tardia posible. Esto tiene la ventaja de que los productos quimicos no radiactivos se pueden purificar
facilmente hasta un alto grado de pureza, sin la complicacion de la dosis de radiacion. Se minimiza asi el nimero de
etapas que implican radioactividad, con las consiguientes ventajas de minimizar la dosis de radiacion al operario,
minimizando el riesgo de contaminacion y minimizando la pérdida de rendimiento radiactivo debida a la
desintegracion radiactiva durante la quimica preparativa. La radioquimica implica una sola etapa directa de alto
rendimiento.

El método proporciona productos en los que el radioyodo se une directamente a un anillo heteroarilico de triazol o
isoxazol. Se espera asi que los productos radioyodados exhiban buena estabilidad con respecto a la desyodacion
metabdlica in vivo, con la consiguiente absorcion estomacal y/o tiroidea no deseada de radioyodo. Por lo tanto, los
productos son adecuados para el uso como productos radiofarmacéuticos para la obtencion de imagenes in vivo , lo
que es una ventaja importante.

La metodologia de radioyodacion es facilmente adaptable al uso con un aparato sintetizador automatico.
Descripcion detallada de la invenciéon

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método de radioyodacion de un resto dirigible
bioldgicamente, comprendiendo dicho método:
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(i) 1a provision de una BTM funcionalizada de Férmula (la) o (Ib):

N @)
/ \ / \
|\|1/ V4
L L'

BTM
(Ta) (Ib)

(ii) la reaccion de la BTM funcionalizada de la Férmula bien (la) o bien (Ib) con ion yodo radiactivo en presencia
de un agente oxidante, para dar el producto radioyodado deseado como un conjugado de Férmula (lla) o (llb),

BTM

respectivamente;
1% I
N @]
/ \\N / \N
T/ V4
L L
\ BTM \ BTM
(ITa) (ITb)
en donde:

BTM es el resto dirigible biolégicamente;

L' es un grupo conector que puede estar presente o ausente;

Q es R3;Sn- o KF3B-, donde cada R? es independientemente alquilo C1.;
I* es un radioisétopo de yodo.

El término "radioyodacion” tiene su significado convencional, es decir, un procedimiento de radiomarcaje en el que el
radiois6topo usado para el radiomarcaje es un radioisétopo de yodo.

Cuando el grupo conector esta ausente, eso significa que los anillos de triazol de la Férmula (la) o (llla), o los anillos
de isoxazol de las Formulas (lla) o (IVa), respectivamente, estan unidos directamente a la BTM.

Por el término "resto dirigible bioldgicamente" (BTM) se entiende un compuesto que, después de la administracion,
se recoge selectivamente o se localiza en una zona particular del cuerpo del mamifero in vivo. Por ejemplo, estas
zonas pueden estar implicadas en un estado patolégico particular o ser indicativas de como esta funcionando un
6rgano o proceso metabdlico.

El término radioisétopo de yodo tiene su significado convencional, es decir un isétopo del elemento yodo que es
radiactivo. Estos radioisdtopos adecuados incluyen: 23], 24|, 125 y 31| Cuando el BTM esta marcado con "I, el
producto puede ser Util como un producto radiofarmacéutico para aplicaciones terapéuticas in vivo, tales como
radioinmunoterapia cuando el BTM es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Cuando Q es KF3B-, eso corresponde a un derivado de trifluoroborato potasico segun se describe posteriormente.
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Por el término "agente oxidante" se entiende un oxidante capaz de oxidar ion yodo para formar la especie electrofila
(HOI, H20l), en donde el agente de yodacion es I*. Agentes oxidantes adecuados son descritos por Bolton
[J.Lab.Comp.Radiopharm., 45, 485-528 (2002)] y Eersels et al [J.Lab.Comp.Radiopharm., 48, 241-257 (2005)] e
incluyen acido peracético y compuestos clorados en N, tales como cloramina-T, yodégeno, tubos de yoddgeno y
succinimidas. Agentes oxidantes preferidos son acido peracético (que esta disponible comercialmente) a pH
alrededor de 4 y perdxido de hidrogeno/HCI acuoso a pH alrededor de 1. Los tubos de yodégeno estan disponibles
comercialmente de Thermo Scientific Pierce Protein Research Products.

Si el BTM o cualesquiera residuos del mismo son potencialmente sensibles a la oxidacion, es posible minimizar el
riesgo de oxidacion del BTM al controlar el orden y la cantidad de los reactivos afiadidos a la mezcla de reaccion de
radioyodacion. Asi, al usar la cantidad minima de oxidante y solamente afiadir el derivado del Compuesto de formula
(la) o (Ib) cuando todo el yodo ya se ha oxidado en I*, se minimizara la oxidacién no deseada del BTM. Cuando Q es
R23Sn-, la cinética de la reaccion entre I* y el derivado de arilestannano es particularmente rapida, de modo que es
probable que la oxidaciéon no deseada del BTM sea un problema menor. Una solucion alternativa es usar tubos de
yododgeno de modo que el BTM no entre en contacto con la especie oxidante.

Aspectos preferidos.

Un precursor preferido para el uso en el método del primer aspecto es el triazol de Férmula (la), y de ahi que un
producto preferido sea el triazol de Férmula (lla). Una razén es que los 6xidos de isonitrilo tipicamente son menos
estables que las azidas. Por consiguiente, mientras que la azida de Férmula (la) se puede aislar y purificar, el éxido
de isonitrilo de Férmula (Ib) tipicamente necesitara generarse in situ.

En el primer aspecto, Q es preferiblemente R%;3Sn. Grupos R2;Sn- preferidos son BusSn- o MesSn-, preferiblemente
MesSn-.

Radiois6topos de yodo preferidos para el uso en la presente invencion son los adecuados para la obtencién médica
de imagenes in vivo usando PET o SPECT, preferiblemente 23|, 124 o 13|, mas preferiblemente 23| (para SPECT) o
124] (para PET), lo mas preferiblemente '23I.

El BTM puede ser de origen sintético o natural, pero preferiblemente es sintético. El término "sintético" tiene su
significado convencional, es decir artificial en oposicion a aislado de fuentes naturales, p. ej. del cuerpo de un
mamifero. Estos compuestos tienen la ventaja de que su fabricacion y perfil de impurezas se pueden controlar
totalmente. Por lo tanto, los anticuerpos monoclonales y los fragmentos de los mismos de origen natural estan fuera
del alcance del término 'sintético' segun se usa en la presente memoria. El peso molecular del BTM es
preferiblemente hasta 30.000 daltons. Mas preferiblemente, el peso molecular esta en el intervalo de 200 a 20.000
daltons, lo mas preferiblemente de 300 a 18.000 daltons, prefiriéndose especialmente de 400 a 16.000 daltons.
Cuando el BTM es un no péptido, el peso molecular del BTM es preferiblemente de hasta 3.000 daltons, mas
preferiblemente de 200 a 2.500 daltons, lo mas preferiblemente de 300 a 2.000 daltons, prefiriéndose especialmente
de 400 a 1.500 daltons.

El resto dirigible biologicamente comprende preferiblemente: un péptido, analogo peptidico, peptoide o mimético
peptidico 3-100-mero que puede ser un péptido lineal o ciclico o una combinacién de los mismos; un aminoacido
individual; un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista (incluyendo un agonista parcial)
enzimatico o un inhibidor enzimatico; un compuesto que se une a un receptor (incluyendo un sustrato de receptor,
un antagonista, un agonista o un sustrato); oligonucleétidos, o fragmentos de oligo-ADN u oligo-ARN. La enzima y/o
el receptor es preferiblemente enddgeno al sujeto mamifero.

Por el término "péptido" se entiende un compuesto que comprende dos o mas aminoacidos, segun se define
posteriormente, conectados por un enlace peptidico (es decir, un enlace amida que conecta la amina de un
aminoacido al carboxilo de otro). El término "mimético peptidico” o "mimético" se refiere a compuestos
bioldgicamente activos que imitan la actividad biolégica de un péptido o una proteina pero que ya no son de
naturaleza quimica peptidica, esto es, ya no contienen enlaces peptidicos (esto es, enlaces amida entre
aminoacidos). En la presente memoria, el término mimético peptidico se usa en un sentido mas amplio para incluir
moléculas que ya no son de naturaleza completamente peptidica, tales como pseudopéptidos, semipéptidos y
peptoides. El término "analogo peptidico" se refiere a péptidos que comprenden uno o mas analogos de aminoacido,
segun se describe posteriormente. Véase también Synthesis of Peptides and Peptidomimetics, M. Goodman et al,
Houben-Weyl E22c, Thieme.

Por el término "aminoacido" se entiende un aminoacido L o D, un analogo de aminoacido (p. ej. naftilalanina) o un
mimético de aminoacido que puede estar presente en la naturaleza o ser de origen puramente sintético, y puede ser
opticamente puro, es decir un solo enantiémero y de ahi quiral, o una mezcla de enantidmeros. Se usan en la
presente para los aminoacidos las abreviaturas convencionales de 3 letras o una sola letra. Preferiblemente, los
aminoacidos de la presente invenciéon son opticamente puros. Por el término "mimético de aminoacido" se entiende
analogos sintéticos de aminoacidos presentes en la naturaleza que son isdsteros, es decir se han disefiado para
imitar la estructura estérica y electronica del compuesto natural. Estos is6steros son conocidos por los expertos en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, depsipéptidos, péptidos retro-inversos, tioamidas, cicloalcanos o tetrazoles
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1,5-disustituidos [véase M. Goodman, Biopolymers, 24, 137, (1985)]. Se sabe que aminoacidos radiomarcados tales
como tirosina, histidina o prolina son agentes de obtencion de imagenes in vivo Utiles.

Cuando el BTM es un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico, un inhibidor
enzimatico o un compuesto que se une a un receptor, preferiblemente es un no péptido, y mas preferiblemente es
sintético. Por el término "no péptido" se entiende un compuesto que no comprende enlaces peptidicos, es decir un
enlace amida entre dos residuos de aminoacido. Sustratos, antagonistas, agonistas o inhibidores enzimaticos
adecuados incluyen glucosa y analogos de glucosa; acidos grasos, o elastasa, angiotensina Il o inhibidores de
metaloproteinasa. La enzima del sustrato, antagonista, agonista o inhibidor enzimatico es preferiblemente endégena
al sujeto mamifero. Compuestos que se unen a un receptor sintético adecuados incluyen estradiol, estrégeno,
progestina, progesterona y otras hormonas esteroideas; ligandos para el receptor de dopamina D-1 o D-2, o un
transportador de dopamina tal como tropanos; y ligandos para el receptor de serotonina. El receptor del compuesto
que se une al receptor es preferiblemente enddgeno al sujeto mamifero.

Lo mas preferiblemente, el BTM es un péptido o analogo peptidico 3-100-mero. Cuando el BTM es un péptido,
preferiblemente es un péptido 4-30-mero, y lo mas preferiblemente un péptido 5 a 28-mero.

Cuando el BTM es un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico o un inhibidor
enzimatico, estas moléculas dirigibles bioldgicamente preferidas de la presente invencion son moléculas pequefias
sintéticas similares a farmacos, es decir moléculas farmacéuticas. Ligandos transportadores de dopamina preferidos
tales como tropanos; acidos grasos; ligandos del receptor de dopamina D-2; benzamidas; anfetaminas;
bencilguanidinas, iomazenilo, benzofurano (IBF) o acido hipurico. Derivados de tropano preferidos son '23-CIT
(Dopascan™), '23|-CIT-FP (DaTSCAN™) y el isémero E de '?3-2B-carbometoxi-3 B-(4-fluorofenil)-N-(1-yodoprop-1-
en-3 -il)nortropano (Altropane™). Se prefieren especialmente Dopascan™ y DaTSCAN™. Estos y otros agentes de
tropano son descritos por Morgan y Nowotnik [Drug News Perspect., 12(3), 137-145 (1999). Acidos grasos
preferidos son '2|I-BMIPP y '23|-IPPA. Derivados de anfetamina preferidos son '2%-IMP. Una bencilguanidina
preferida es la meta-yodobencilguanidina (MIBG), es decir '23-MIBG.

Cuando el BTM es un péptido, estos péptidos preferidos incluyen:
- somatostatina, octredtido y analogos,

- péptidos que se unen al receptor de ST, donde ST refiere a la toxina termoestable producida por E.coli y
otros microorganismos;

- bombesina;

- péptido intestinal vasoactivo;

- neurotensina;

- fragmentos de laminina, p. €j. YIGSR, PDSGR, IKVAV, LRE y KCQAGTFALRGDPQG,
- péptidos quimiotacticos N-formilados dirigibles a zonas de acumulacioén de leucocitos,
- factor plaquetario 4 (PF4) y fragmentos del mismo,

- péptidos que contienen RGD (Arg-Gly-Asp), que, p. €j., pueden dirigirse a la angiogénesis [R.Pasqualini et
al., Nat Biotechnol. jun 1997;15(6):542-6]; [E. Ruoslahti, Kidney Int. mayo de 1997;51(5):1413-71].

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

- péptidos que son sustratos o inhibidores de angiotensina, tales como: angiotensina Il Asp-Arg-Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe (E. C. Jorgensen et al, J. Med. Chem., 1979, Vol 22, 9, 1038-1044) [Sar, lle] angiotensina II:
Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-lle (R.K. Turker et al., Science, 1972, 177, 1203).

- Angiotensina |: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu.

Péptidos de BTM preferidos son péptidos de RGD. Uno de estos péptidos de RGD mas preferidos comprende el
fragmento:
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S
S S
° o H b0 o
N N
= H = H = H O - O
S0
HO
NH
HN HN=(
N NH,
El mas preferido de estos péptidos de RGD es cuando el BTM es un péptido de férmula (A):
S
o S S
o] H 0O H O H 0
HN\_)J\N N\_)J\N/\H/N\_)J\N N\:)LN X1 (A)
: H i H ! H i H
0] o] (@] o]
Y=o
HO
NH
HN HN=(
o NH,
-H.C

en la que X' es bien -NH; o bien

H
—[_HN\/\O/\/O\/\O/\/N\H/\O/\[H{NHZ
) @)

en donde a es un numero entero de 1 a 10.
En la Férmula A, a es preferiblemente 1.

Cuando el BTM es un péptido, uno o ambos extremos del péptido, preferiblemente ambos, tienen conjugados a los
mismos un grupo inhibidor del metabolismo (M'®). Tener ambos extremos peptidicos protegidos de este modo es
importante para aplicaciones de obtencién de imagenes in vivo , ya que de otro modo se esperaria un metabolismo
rapido con pérdida consiguiente de afinidad de unién selectiva para el péptido del BTM. Por el término "grupo
inhibidor del metabolismo" (M'®) se entiende un grupo biocompatible que inhibe o suprime el metabolismo
enzimatico, especialmente de una peptidasa tal como carboxipeptidasa, del péptido del BTM bien en el extremo
amino o bien en el extremo carboxi. Estos grupos son particularmente importantes para aplicaciones in vivo, y son
muy conocidos por los expertos en la técnica y se eligen adecuadamente de, para el extremo aminico del péptido:

grupos acilados en N -NH(C=0)R® donde el grupo acilo -(C=0)REC tiene R® elegido de: grupos alquilo C1.6, arilo Cs.
10, 0 comprende una unidad estructural de polietilenglicol (PEG). Grupos PEG adecuados se describen para el grupo
conector (L"), posteriormente. Estos grupos PEG preferidos son los biomodificadores de Férmulas Biol o Bio2
(posteriormente). Estos grupos M'® del extremo amino preferidos son acetilo, benciloxicarbonilo o trifluoroacetilo, lo
mas preferiblemente acetilo.

Grupos inhibidores del metabolismo adecuados para el extremo carboxilo del péptido incluyen: carboxamida, éster
terc-butilico, éster bencilico, éster ciclohexilico, aminoalcohol o una unidad estructural de polietilenglicol (PEG). Un
grupo M'® adecuado para el residuo de aminodacido carboxiterminal del péptido de BTM es cuando la amina terminal
del residuo de aminoacido esta alquilada en N con un grupo alquilo C1.4, preferiblemente un grupo metilo. Estos
grupos M'© preferidos son carboxamida o PEG, los grupos mas preferidos son carboxamida.
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En el método del primer aspecto, preferiblemente esta presente un grupo conector (L'). Los grupos conectores (L")
preferidos son sintéticos y comprenden un grupo de formula -(A)n- en la que cada A es independientemente -CRo-,
-CR=CR-, -C=C-, -CR2CO2-, -CO2CR2-, -NRCO-, -CONR-, -NR(C=0O)NR-, -NR(C=S)NR-, -SO2NR-, -NRSO,-,
-CR20OCR2-, -CR3SCR3-, -CR2NRCRy-, un grupo cicloheteroalquileno Cs.s, un grupo cicloalquileno Cs.s, un grupo
arileno Cs.12 0 un grupo heteroarileno Cs.12, un aminoacido, un azucar o una unidad estructural de polietilenglicol
(PEG) monodispersa;

en donde cada R se elige independientemente de: H, alquilo Cy.4, alquenilo C,.4, alquinilo Co.4, alcoxialquilo C14 0
hidrocialquilo C1.;

y m es un numero entero de un valor de 1 a 20.

Cuando L' comprende una cadena peptidica de 1 a 10 residuos de aminodcido, los residuos de aminoacido se
eligen preferiblemente de glicina, lisina, arginina, acido aspartico, acido glutamico o serina. Cuando L' comprende un
resto PEG, preferiblemente comprende unidades derivadas de la oligomerizaciéon de estructuras similares a PEG
monodispersas de Férmulas Biol o Bio2:

H
—| o N
HN\/\O/\/ \/\O/\/ \[(\O p
0O @)
(Biol)

acido 17-amino-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico de Férmula Biol en la que p es un numero entero de
1 a 10. Alternativamente, se puede usar una estructura similar a PEG basada en un derivado de acido propidénico de

Férmula Bio2:
{ HN\%OW
p
d 0

(Bio2)
donde p es como se define para la Férmula Biol y q es un nimero entero de 3 a 15.
En la Férmula Bio2, p es preferiblemente 1 0 2 y g es preferiblemente de 5 a 12.

Cuando el grupo conector no comprende PEG o una cadena peptidica, los grupos L' preferidos tienen una cadena
principal de atomos conectados que constituyen el resto -(A)m- de 2 a 10 atomos, lo mas preferiblemente de 2 a 5
atomos, prefiriéndose especialmente 2 o 3 atomos.

Los péptidos del BTM que no estan disponibles comercialmente se pueden sintetizar mediante sintesis de péptidos
en fase sdlida segun se describe en P. Lloyd-Williams, F. Albericio y E. Girald; Chemical Approaches to the
Synthesis of Peptides and Proteins, CRC Press, 1997.

El método del primer aspecto preferiblemente incluye ademas preparar el BTM funcionalizado de Férmula (la) o (Ib)
mediante:

(i) 1a provision de un precursor de Formula (ll1a) o (IlIb):

BTM [—L'—N;, BTM —LL—=N*-O

(Illa) (I1Ib)
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(ii) la reaccion de dicho precursor de Formula (ll1a) o (Illb) con un compuesto de férmula (1V):

Q———H
(Iv)

en presencia de un catalizador de cicloadicion "clic", para dar el BTM funcionalizado de Férmula (la) o (Ib),
respectivamente, a través de cicloadicion "clic".

El término "cicloadicion 'clic™ tiene su significado convencional en el campo de la quimica "clic", segun se describe
por Lahann [Click Chemistry for Biotechnology and Materials Science, John Wiley & Sons (2009)].

Por el término "catalizador de cicloadicién 'clic™ se entiende un catalizador que se sabe que cataliza la reaccién de
cicloadicion "clic" (alquino mas azida) o "clic" (alquino mas 6xido de isonitrilo). Estos catalizadores adecuados son
conocidos en la técnica para el uso en reacciones de cicloadicion "clic". Estos catalizadores preferidos incluyen Cu(l)
y se describen posteriormente. Detalles adicionales de catalizadores adecuados son descritos por Wu y Fokin
[Aldrichim.Acta, 40(1), 7-17 (2007)] y Meldal y Tornoe [Chem. Rev., 108, 2952-3015 (2008)].

En el método del primer aspecto, el compuesto de formula (V) se puede generar opcionalmente in situ mediante la
desproteccion de un compuesto de formula (1Va):

Q—— M
(IVa)

en la que M' es un grupo protector de alquino. Sin embargo, se prefiere usar el compuesto de férmula (V)
directamente, puesto que evita la necesidad de etapas de proteccion y desproteccion adicionales y el alquino
terminal de Férmula (IV) es suficientemente estable para ser usado como tal.

Aspectos preferidos de Q en la Férmula (IVa) son como los descritos para las Férmulas (1a) y (Ib).

Por el término "grupo protector" se entiende un grupo que inhibe o suprime reacciones quimicas no deseables, pero
que esta disefiado para ser suficientemente reactivo para que se pueda escindir del grupo funcional en cuestion bajo
condiciones suficientemente suaves para que no se modifique el resto de la molécula. Después de la desproteccion,
se obtiene el producto deseado. Grupos protectores de alquino adecuados se describen en 'Protective Groups in
Organic Synthesis', Theodora W. Greene y Peter G. M. Wuts, Capitulo 8, paginas 927-933, 42 edicién (John Wiley &
Sons, 2007), e incluyen: un grupo trialquilsililo en el que cada grupo alquilo es independientemente alquilo C1.4; un
grupo arildialquilsililo en el que el grupo arilo es preferiblemente bencilo o bifenilo y los grupos alquilo son cada uno
independientemente alquilo C14 ; hidroximetilo o 2-(2-hidroxipropilo). Uno de estos grupos protectores de alquino
preferidos es trimetilsililo. Los yodoalquinos protegidos de Férmula (IVa) permiten que el alquino de Férmula (V)
deseado se genere de un modo controlado in situ de modo que se maximice la eficacia de la reaccién con el
derivado de azida de Férmula (ll1a) u 6xido de isonitrilo de Férmula (llib).

El método del primer aspecto se lleva a cabo preferiblemente de un modo aséptico, tal que el producto de Férmula
(lla) o (lIb) se obtenga como una composicion radiofarmacéutica. Asi, el método se lleva a cabo bajo condiciones de
fabricacion asépticas para dar el producto radiofarmacéutico no pirdgeno estéril deseado. Por lo tanto, se prefiere
que los componentes clave, especialmente cualesquiera partes del aparato que entren en contacto con el producto
de Formula (lla) o (llb) (p. €j. viales y tubos de transferencia), sean estériles. Los componentes y reactivos se
pueden esterilizar mediante métodos conocidos en la técnica, incluyendo: filtracion estéril, esterilizacion terminal
usando, p. €j., irradiacion gamma, tratamiento en autoclave, calor seco o tratamiento quimico (p. €j. con éxido de
etileno). Se prefiere esterilizar los componentes no radiactivos por adelantado, de modo que se necesite llevar a
cabo el numero minimo de manipulaciones necesarias sobre el producto radiofarmacéutico radioyodado. Sin
embargo, como precaucion, se prefiere incluir al menos una etapa de filtracion estéril final.

Los compuestos de Formula (la) o (Ib), y opcionalmente (llla) o (llib) y (IV), mas el catalizador de cicloadicion "clic" y
otros de estos reactivos y disolventes, se suministran cada uno en viales o recipientes adecuados que comprenden
un envase sellado que permite el mantenimiento de la integridad estéril y/o la seguridad radiactiva, mas
opcionalmente un gas inerte para el espacio libre (p. €j. nitrdgeno o argdn), mientras que permite la adicion y la
retirada de soluciones a través de una jeringa o una canula. Uno de estos envases preferido es un vial sellado con
tabique, en el que el cierre hermético a los gases esta engastado con un sello (tipicamente de aluminio). El cierre es
adecuado para el perforado individual o multiple con una aguja hipodérmica (p. €j. un cierre sellado con tabique
engastado) mientras que mantiene la integridad estéril. Estos envases tienen la ventaja adicional de que el cierre
puede soportar vacio si se desea (p, €j. para cambiar el gas del espacio libre o las soluciones desgasificantes) y
soportar cambios de presion tales como reducciones en la presién sin permitir la entrada de gases atmosféricos
externos, tales como oxigeno o vapor de agua. El recipiente de reaccion se elige adecuadamente de estos envases,

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 685289 T3

y realizaciones preferidas de los mismos. El envase de reaccion esta hecho preferiblemente de un plastico
biocompatible (p, ej. PEEK).

Cuando el producto de BTM radioyodado se usa como una composicion farmacéutica, el método del primer aspecto
se lleva a cabo preferiblemente usando un aparato sintetizador automatico. Por el término "sintetizador automatico"
se entiende un médulo automatico basado en el principio de operaciones unitarias que es descrito por Satyamurthy
et al [Clin.Positr.Imag., 2(5), 233-253 (1999)]. El término 'operaciones unitarias' significa que los procedimientos
complejos se reducen a una serie de operaciones o reacciones simples, que se pueden aplicar a una gama de
materiales. Estos sintetizadores automaticos se prefieren para el método de la presente invencién, especialmente
cuando se desea un producto radiofarmacéutico. Estan disponibles comercialmente de una gama de proveedores
[Satyamurthy et al, anteriormente], incluyendo: GE Healthcare; CTI Inc; lon Beam Applications S.A.(Chemin du
Cyclotron 3, B-1348 Louvain-La-Neuve, Bélgica); Raytest (Alemania) y Bioscan (EE. UU. de A.).

Los sintetizadores automaticos comerciales también proporcionan envases adecuados para el residuo radiactivo
liqguido generado como resultado de la preparacion radiofarmacéutica. Tipicamente, los sintetizadores automaticos
no estan provistos de un blindaje para la radiacién, ya que estan disefiados para ser empleados en una cuba de
trabajo radiactiva configurada adecuadamente. La cuba de trabajo radiactiva proporciona un blindaje para la
radiacion adecuado para proteger al operario de una dosis de radiacion potencial, asi como ventilacion para retirar
vapores quimicos y/o radiactivos. Preferiblemente, el sintetizador automatizado comprende un casete.

Por el término "casete" se entiende una pieza del aparato disefiada para ajustarse de forma retirable e
intercambiable a un aparato sintetizador automatico (segun se define posteriormente), de tal modo que el
movimiento mecanico de las partes méviles del sintetizador controle el funcionamiento del casete desde fuera del
casete, es decir externamente. Casetes adecuados comprenden una serie lineal de valvulas, cada una conectada a
una abertura en la que se pueden unir los reactivos o los viales, bien mediante la perforacion con aguja de un vial
invertido sellado con tabique, o bien mediante juntas de unién herméticas a los gases. Cada valvula tiene una junta
macho-hembra que interconecta con un brazo mévil correspondiente del sintetizador automatico. La rotacion externa
del brazo controla asi la apertura o el cierre de la valvula cuando el casete esta unido al sintetizador automatico.
Partes moviles adicionales del sintetizador automatico estan disefiadas para ajustarse por presion a las puntas de
émbolos de jeringas, y asi hacer subir o bajar los cuerpos de las jeringas.

El casete es versatil, teniendo tipicamente varias posiciones en las que se pueden unir los reactivos, y varias
adecuadas para la uniéon de viales de jeringa de reactivos o cartuchos cromatograficos (p, €j. extraccion en fase
solida, SPE). El casete siempre comprende un recipiente de reaccion. Estos recipientes de reaccion tienen
preferiblemente un volumen de 1 a 10 cm3, lo mas preferiblemente de 2 a 5 cm3, y estan configurados de modo que
3 o0 mas aberturas del casete estén conectadas al mismo. Preferiblemente, el casete tiene de 15 a 40 valvulas en
una serie lineal, lo mas preferiblemente de 20 a 30, prefiriéndose especialmente 25. Preferiblemente, cada una de
las valvulas del casete son idénticas y lo mas preferiblemente son valvulas de 3 vias. Los casetes de la presente
invencion estan disefiados para ser adecuados para la fabricacion de productos radiofarmacéuticos y por lo tanto se
fabrican de materiales que son de calidad farmacéutica e idealmente también son resistentes a la radiolisis.

Sintetizadores automaticos preferidos de la presente invencién son los que comprenden un casete desechable o de
un solo uso que comprende todos los reactivos, envases de reaccion y aparatos necesarios para llevar a cabo la
preparacion de una partida dada de producto farmacéutico radioyodado. El casete significa que el sintetizador
automatico tiene la flexibilidad para ser capaz de elaborar una variedad de diferentes productos radiofarmacéuticos
marcados con radioyodo con un riesgo minimo de contaminaciéon cruzada, simplemente al cambiar el casete. El
enfoque de casetes también tiene las ventajas de: configuracion simplificada y de ahi un riesgo reducido de error del
operario; cumplimiento mejorado de las GMP (buenas practicas de fabricacién); capacidad multirrastreadora; cambio
rapido entre pruebas de produccién; comprobacion diagnostica automatica antes de la prueba; comprobacion
cruzada automatica por cédigo de barras de los reactivos quimicos frente a la sintesis que se va a llevar a cabo;
trazabilidad de los reactivos; un solo uso y de ahi ausencia de riesgo de contaminacion cruzada, resistencia a la
alteracion y el abuso.

La reaccion de radioyodacion de la etapa (ii) del primer aspecto se puede efectuar en un disolvente adecuado, por
ejemplo acetonitrilo, un alcohol alquilico C4.4 , dimetilformamida, tetrahidrofurano (THF) o dimetilsulféxido, o mezclas
de los mismos, o mezclas acuosas de los mismos, o en agua. También se pueden usar tampones acuosos. El pH
dependera del oxidante usado y tipicamente sera pH de 0 a 1 cuando, p. €j., se use perdxido de hidrogeno/acido
acuoso, o en el intervalo de pH 6-8 cuando se usen yodogeno o tubos de yodégeno. La temperatura de la reaccion
de radioyodacion es preferiblemente de 10 a 60°C, mas preferiblemente a de 15 a 50°C, lo mas preferiblemente a
temperatura ambiente (tipicamente 15-37°C). Disolventes organicos tales como acetonitrilo o THF y/o el uso de una
temperatura mas elevada se pueden usar convenientemente para solubilizar BTMs funcionalizados que son poco
solubles en agua.

Cuando el BTM comprende un residuo de tirosina, puede haber alguna radioyodacion competitiva en el residuo de
tirosina ademas del grupo Q de Férmulas (la) o (Ib). Sin embargo, se espera que esta sea una reaccién menor ya
que la cinética de reaccion en el grupo Q sera rapida.
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Cuando Q es R#Sn-, la reaccion de radioyodacion de la etapa (ii) del primer aspecto se lleva a cabo como se
describe por Bolton [J.Lab.Comp.Radiopharm., 45, 485-528 (2002)] y Eersels et al [J.Lab.Comp.Radiopharm., 48,
241-257 (2005)].

Cuando Q es KF3B-, la reaccion de radioyodacion de la etapa (ii) del primer aspecto se puede llevar a cabo como se
describe por Kabalka et al [J.Lab.Comp.Radiopharm., 48, 359-362 (2005)], que usan acido peracético como el
agente oxidante.

El BTM funcionalizado de Foérmula (la) o (Ib) es no radiactivo. Tales BTM funcionalizados se obtienen
preferiblemente a través de cicloadicion "clic" a partir de precursores de Férmula (Illa) o (llib), segin se describe
para la realizacion preferida (anteriormente).

La cicloadicion "clic" se puede llevar a cabo opcionalmente en presencia de una base organica, como se describe
por Meldal y Tornoe [Chem. Rev. 108, (2008) 2952, Tabla 1 (2008)].

Un catalizador de cicloadicion "clic" preferido comprende Cu(l). El catalizador de Cu(l) esta presente en una cantidad
suficiente para que la reaccion avance, tipicamente bien en una cantidad catalitica o bien en exceso, tal como de
0,02 a 1,5 equivalentes molares con relacion al compuesto de férmula (la) o (Ib). Catalizadores de Cu(l) adecuados
incluyen sales de Cu(l) tales como Cul o [Cu(NCCHz3)4][PFe], pero ventajosamente se pueden usar sales de Cu(ll)
tales como sulfato de cobre (ll) en presencia de un agente reductor para generar Cu(l) in situ. Agentes reductores
adecuados incluyen: acido ascérbico o una sal del mismo, por ejemplo ascorbato sddico, hidroquinona, cobre
metalico, glutationa, cisteina, Fe** o Co?. El Cu(l) también esta intrinsecamente presente sobre la superficie de
particulas de cobre elemental, asi, el cobre elemental, por ejemplo en la forma de polvo o granulos, también se
puede usar como catalizador. El cobre elemental, con un tamario de particula controlado, es una fuente preferida del
catalizador de Cu(l). Uno de estos catalizadores mas preferido es cobre elemental como polvo de cobre, que tiene
un tamanio de particula en el intervalo de 0,001 a 1 mm, preferiblemente de 0,1 mm a 0,7 mm, mas preferiblemente
alrededor de 0,4 mm. Alternativamente, se puede usar alambre de cobre arrollado con un diametro en el intervalo de
0,01 a 1,0 mm, preferiblemente de 0,05 a 0,5 mm, y mas preferiblemente con un diametro de 0,1 mm. El catalizador
de Cu(l) se puede usar opcionalmente en presencia de batofenantrolina, que se usa para estabilizar Cu(l) en la
quimica "clic".

Los compuestos precursores no radiactivos de Formula (llla) y (lllb), en los que la BTM es un péptido o una
proteina, se pueden preparar mediante métodos estandar de sintesis de péptidos, por ejemplo, sintesis de péptidos
en fase sélida, por ejemplo, seguin se describe en Atherton, E. y Sheppard, R.C.; Solid Phase Synthesis; IRL Press:
Oxford, (1989).

La preparacion del compuesto de férmula (Illa) o (lllb) se puede conseguir mediante la reaccion del extremo N o C
del péptido o con algun otro grupo funcional contenido dentro de la secuencia peptidica, cuya modificacion no afecta
a las caracteristicas de unién del vector. El grupo azida se introduce preferiblemente mediante la formacion de un
enlace amida estable, por ejemplo formado mediante la reaccion de una funcion amina del péptido con un acido
activado o alternativamente la reaccion de una funcién acido del péptido con una funcién amina y se introduce bien
durante o bien después de la sintesis del péptido. Métodos para la incorporacion de un grupo azida en vectores tales
como células, virus, bacterias se pueden encontrar en H.C.Kolb y K.B. Sharpless, Drug Discovery Today, Vol 8 (24),
diciembre de 2003 y las referencias de la misma. Productos intermedios bifuncionales adecuados utiles para la
incorporacion del grupo azida en un compuesto de férmula (llla) incluyen:

N,— L' —T—CO,H
Na-L'-NH, N3-L'-CO,H NH, N3-L'-SO3H Na-L'-OH N-L'-SH

donde L' y las realizaciones preferidas de los mismos son como se definen anteriormente.

En las férmulas anteriores, adecuadamente L' esta presente. Sin embargo, en el aminoacido funcionalizado con
azida, el grupo funcional azida puede estar ligado opcionalmente directamente a la cadena lateral del aminoacido sin
ningun grupo conector.

Enfoques adicionales para funcionalizar BTM con grupos azida son descritos por Nwe et al [Cancer
Biother.Radiopharm., 24(3), 289-302 (2009)]. Li et al proporcionan la sintesis de un compuesto del tipo N3-L'-COH,
donde L' es -(CHz)s-, ¥y su uso para conjugar las BTM que contienen amina [Bioconj.Chem., 18(6), 1987-1994
(2007)]. Hausner et al describen una metodologia relacionada para N3-L'-CO,H, donde L' es -(CHa).- [J.Med.Chem.,
51(19), 5901-5904 (2008)]. De Graaf et al [Bioconj.Chem., 20(7), 1281-1295 (2009)] describen aminoacidos no
naturales que tienen cadenas laterales de azida y su incorporacion zonalmente especifica en péptidos o proteinas
para la posterior conjugacion "clic".

Los oxidos de nitrilo de Férmula (lllb) se pueden obtener mediante los métodos descritos por Ku et al [Org.Lett.,
3(26), 4185-4187 (2001)] y sus referencias. Asi, tipicamente se generan in situ mediante el tratamiento de una alfa-
haloaldoxima con una base organica tal como trietilamina. Un método de generacion preferido asi como condiciones
para la ciclaciéon "clic" posterior hasta el isoxazol deseado son descritos por Hansen et al [J.Org.Chem., 70(19),
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7761-7764 (2005)]. Hansen et al generan la alfa-haloaldoxima deseada in situ mediante la reaccion del aldehido
correspondiente con trihidrato de cloramina-T, y a continuacion desclorando esto con hidréxido sédico. La aldoxima
correspondiente se prepara al hacer reaccionar el aldehido correspondiente con hidrocloruro de hidroxilamina pH 9-
10. Véase también K.B.G.Torsell "Nitrile Oxides, Nitrones and Nitronates in Organic Synthesis" [VCH, Nueva York
(1988)]. Esta quimica preparativa de 6xidos de nitrilo requiere el uso de un agente oxidante fuerte y una base fuerte,
y por lo tanto es menos compatible con BTM sensible a bases y/o sensible a la oxidacion.

Los compuestos de Férmula (1V) en la que Q es R#;Sn- estan disponibles comercialmente de Sigma-Aldrich y otros
proveedores. Asi, los compuestos de trialquilestafio BusSn-=-H y BuszSn-=-SiMes estan disponibles comercialmente
de Sigma-Aldrich. Otros productos intermedios de organoestafio son descritos por Ali et al [Synthesis, 423-445
(1996)]. Los compuestos de Formula (IV) en la que Q es KF3B- se pueden obtener a partir del alquino
correspondiente segun se describe por Kabalka et al [J.Lab.Comp.Radiopharm., 48, 359-362 (2005) y
J.Lab.Comp.Radiopharm., 49, 11-15 (2006)]. Se indica que los precursores de trifluoroborato potasico son solidos
cristalinos, que son estables tanto al aire como al agua.

Los compuestos de Férmula (IVa) se pueden obtener y desproteger segun se describe en 'Protective Groups in
Organic Synthesis', Theodora W. Greene y Peter G. M. Wuts, Capitulo 8, paginas 927-933, 42 edicion, John Wiley &
Sons, (2007).

La presente invencion proporciona un enfoque mas quimioselectivo para la radioyodacion. La reaccion de
radioyodacioén se produce en un punto predeterminado en el BTM, con una cinética de radioyodacion favorable, de
modo que la reaccién en el grupo Q esté muy favorecida sobre otros posibles puntos del BTM. Adicionalmente, las
funcionalidades tanto alquino como azida son estables bajo la mayoria de las condiciones de reaccién y no son
reactivas con la mayoria de las funcionalidades de los péptidos - minimizando asi las etapas de proteccion y
desproteccion requeridas durante la sintesis. Por otra parte, los anillos de triazol e isoxazol no se hidrolizan y son
muy estables a la oxidacion y la reduccion, lo que significa que el BTM marcado tiene alta estabilidad in vivo . El
anillo de triazol también es comparable a una amida en tamafo y polaridad, de modo que los péptidos o las
proteinas marcados son buenos miméticos de sus homdlogos naturales - el anillo de triazol en particular es un grupo
mimético o bioisdstero de amida conocido. Sin embargo, no se espera que los anillos de triazol e isoxazol de los
productos de Férmula (lla) y (lIb) de la presente invencion sean reconocidos por enzimas tiroideas de desyodacion
que se sabe que metabolizan la yodotirosina mas rapidamente que el yodobenceno, y asi se espera que sean
suficientemente estables in vivo para obtencién radiofarmacéutica de imagenes y/o radioterapia.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una molécula dirigible biolégicamente funcionalizada de
Formula (1a) o (Ib):

Q Q

N Q
/ /\\N / /\N
T
L L'

BTM
(Ia) (Ib)

donde Q, L'y BTM vy los aspectos preferidos de los mismos son como se describen para el primer aspecto
(anteriormente).

BTM

Preferiblemente, el compuesto del segundo aspecto es de Férmula (la). La molécula dirigible bioldgicamente
funcionalizada del segundo aspecto se proporciona preferiblemente en una forma apirégena estéril. Una de estas
formas estériles preferida es un solido liofilizado. La forma estéril es preferiblemente una composiciéon farmacéutica
que comprende dicha molécula dirigible biolégicamente funcionalizada junto con un medio portador biocompatible.

El "medio portador biocompatible" comprende uno o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables. Preferiblemente, es un fluido, especialmente un liquido, en el que el compuesto de férmula (la) o (Ib) se
suspende o disuelve, de modo que la composicion sea fisioldgicamente tolerable, es decir se pueda administrar al
cuerpo del mamifero sin toxicidad o molestias excesivas. El medio portador biocompatible es adecuadamente un
liquido portador inyectable tal como agua estéril libre de pirégenos para inyeccion; una soluciéon acuosa tal como
solucion salina (que se puede equilibrar ventajosamente de modo que el producto final para inyeccidon sea bien
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isotonico o bien no hipoténico); una solucién acuosa de una o mas sustancias ajustadoras de la tonicidad (p. €j.
sales de cationes plasmaticos con iones conjugados biocompatibles), azicares (p. €j. glucosa o sacarosa), alcoholes
sacaricos (p, e€j. sorbitol o manitol), glicoles (p. ej. glicerol) u otros materiales polidlicos no idnicos (p. €j.
polietilenglicoles, propilenglicoles y similares). El medio portador biocompatible también puede comprender
disolventes organicos biocompatibles tales como etanol. Estos disolventes organicos son utiles para solubilizar
compuestos o formulaciones mas lipdfilos. Preferiblemente, el medio portador biocompatible es agua libre de
pirégenos para inyeccion, solucion salina isotonica o una solucion acuosa de etanol. El pH del medio portador
biocompatible para inyeccion intravenosa esta adecuadamente en el intervalo de 4,0 a 10,5.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona el uso de la molécula dirigible bioldgicamente funcionalizada
del segundo aspecto en la fabricacion del resto dirigible biolégicamente radioyodado de Férmula (lla) o (lIb) segun
se define en el primer aspecto.

Aspectos preferidos de la molécula dirigible biolégicamente funcionalizada y el resto dirigible bioldgicamente
radioyodado del tercer aspecto son como los descritos en los aspectos primero y segundo, respectivamente.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona el uso del compuesto de féormula (IV) segin se define en el
primer aspecto en la fabricacion del resto dirigible biolégicamente radioyodado de Férmula (lla) o (llb) segun se
define en el primer aspecto.

Aspectos preferidos del compuesto de formula (IV) y el resto dirigible bioldgicamente radioyodado del cuarto aspecto
son segun se describen en el primer aspecto. Preferiblemente, se usa el compuesto de férmula (1V).

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un aparato sintetizador automatico para llevar a
cabo el método del primer aspecto.

El aparato sintetizador automatico y realizaciones preferidas del mismo en el quinto aspecto son segun se describen
en el primer aspecto (anteriormente).

La invencion se ilustra mediante los siguientes Ejemplos. El Ejemplo 1 proporciona la preparacion de un derivado de
tributilestafio funcionalizado con triazol modélico usando la reacciéon de cicloadicion "clic". Los Ejemplos 2 y 3
proporcionan la radioyodacion del derivado de tributilestafiotriazol usando dos oxidantes diferentes. El Ejemplo 4
proporciona la preparacién de un derivado de tributilestafio funcionalizado con isoxazol modélico usando la reaccion
de cicloadicion "clic". Los Ejemplos 5 y 6 proporcionan la radioyodacion del derivado de tributilestafio-isoxazol
usando dos oxidantes diferentes.

Abreviaturas usadas en los Ejemplos.

HPLC: cromatografia de liquidos de alta resolucion,
PAA: acido peracético,

THF:  tetrahidrofurano.

Ejemplo 1: Preparacion de 1-fenil-4-(tributilestannil)-1H[1,2,3]triazol (Ejemplo profético).

Bu‘ IBU
Sn,
) ’Nj Bu
N. + Bu ’
< [ ® O ~
N“N Bu-Sn-Bu Cu | N

Se puede obtener fenilazida a partir de Pfaltz & Bauer, Inc. o se puede sintetizar mediante el método descrito en J.
Biochem., 179, 397-405 (1979). Una solucién de tributiletinilestannano (Sigma Aldrich; 400 mg, 1,27 mmol) en THF
(4 ml) se trata con fenilazida (169 mg, 1,27 mmol), yoduro de cobre (I) (90 mg, 0,47 mmol) y trietilamina (256 mg,
2,54 mmol) a temperatura ambiente a lo largo de 48 h. A continuacion, la reaccion se filtra a través de celita para
retirar el yoduro de cobre (l) y se cromatografia sobre silice en un gradiente de 5-20% de acetato de etilo en
gasolina. La segunda fraccién se recoge y se concentra a vacio para dar el 1-fenil-4-(tributilestannil)-1H[1,2,3]triazol
como un aceite incoloro.
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Ejemplo 2: Preparacion de ['2l],-1-fenil-4-yodo-1H[1,2,3]triazol usando acido peracético como el oxidante (Ejemplo
profético).

Bu, Bu 123,

sh
N ‘Bu I"\IT
// @ o) N\

Na 123| N

Acndo peracético

Se afiaden tampon de acetato amonico (100 ul pH 4,0, 0,2 M), yoduro ['?71] sédico (10 ul de hidréxido sodico de 15
mg/10 ml 0,01 M, 1 x 10 moles), solucion de acido peracético (PAA) (10 uLI de solucion 0,01 M, 1 x 10 moles) vy,
finalmente, 1-fenil-4-tributilestannil-1H[1,2,3]triazol (Ejemplo 1; 23 pg, 1 x 107 moles) a yoduro ['?3l] sodico recibido
en 5-20 ul de hidréoxido sédico 0,05 M. La mezcla de reaccién se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos
antes de la purificacion mediante HPLC.

Ejemplo 3: Preparacién de ['2%]-1-fenil-4-yodo-1H[1,2,3]triazol usando tubo de yodogeno como el oxidante (Ejemplo
profético).

Bu, ,BU 123
Sn N
N ‘Bu ) \
N’ ® o N, \f
Na 123I N
Tubo de yoddgeno

Se afiaden tampon de fosfato sddico (100 pl, pH 7,4, 25 mM) y yoduro ['?%I] sodico recibido en 5-20 ul de hidroxido
sédico 0,05 M a un tubo de yoddgeno (Thermo Scientific Pierce Protein Research Products), prehumedecido con 1
ml de tampdn de fosfato sédico 25 mM pH 7,4 y posteriormente decantado. La reaccion se deja reposar a
temperatura ambiente durante 6 minutos con agitaciéon antes de la adicion de 1-fenil-4-tributilestannil-1H[1,2,3]triazol
(Ejemplo 1; 23 pg, 1 x 107 moles). La mezcla de reaccién se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos
antes de la purificacion mediante HPLC.

Ejemplo 4: Preparacion de 3-fenil-5-(tributilestannil)isoxazol (Ejemplo profético).

I?u
Bu-Sn-Bu Bu._ /Bu
H\ e = Sn.
9 Cloramina T P H,'dfox‘do o8 m O Bu
' Ny _Cl  sodico N N
<CH — — A\ — X
Cu®

Oxima de (E)-benzaldehido (Sigma Aldrich; 3,3 g, 20 mmol) en terc-butanol y agua (1:1) 80 ml se trata con trihidrato
de cloramina T (Sigma Aldrich; 5,9 g, 21 mmol) en pequefias porciones a lo largo de 5 min. A continuacion, la
reaccion se trata con pentahidrato de sulfato de cobre (0,15 g, 0,6 mmol) y ~50 mg de virutas de cobre y
tributiletinilestannano (6,3 g, 20 mmol). A continuacion, la reaccion se ajusta hasta pH 6 con solucion de hidroxido
sodico y se agita durante 6 h. La mezcla de reaccion se trata con solucion diluida de hidréxido aménico para retirar
todas las sales de cobre. El producto se recoge mediante filtracion, se redisuelve en acetato de etilo y se filtra a
través de un taco corto de gel de silice. El filtrado se concentra a vacio para dar 3-fenil-5-(tributilestannil)isoxazol.
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Ejemplo 5: Preparacion de ['?%l]-3-fenil-5-yodoisoxazol usando &cido peracético como un oxidante (Ejemplo
profético).

Bu, /Bu
o—"Bu ©® o g
N/ \ Na 123 7\
N ——» Ng
Acido
peracético

Se afiaden tampodn de acetato amonico (100 pl pH 4,0, 0,2 M), yoduro ['?1] sédico (10 pl de hidroxido sodico de 15
mg/10 ml 0,01 M, 1 x 10 moles), solucion de acido peracético (PAA) (10 ul de solucion 0,01 M, 1 x 10 moles) vy,
finalmente, ['231]-3-fenil-5-tributilestannil-isoxazol (Ejemplo 4; 23 ug, 1 x 107 moles) a yoduro ['?31] sédico, recibido en
5-20 ul de hidréxido sédico 0,05 M. La mezcla de reaccién se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos
antes de la purificacion mediante HPLC.

Ejemplo 6: Preparacion de ['?%[]-3-fenil-5-yodoisoxazol usado tubo de yoddgeno como oxidante (Ejemplo profético).

Bu‘ ,Bu
S 123
o n.Bu @ o S |
/ \ Na 123| / \
NX —» N

Tubo de yoddgeno

Se afiaden tampon de fosfato sédico (100 ul, pH 7,4, 25 mM) y yoduro ['?I] sodico recibido en 5-20 ul de hidroxido
sédico 0,05 M a un tubo de yodégeno, prehumedecido con 1 ml de tampén de fosfato sédico 25 mM pH 7,4 y
posteriormente decantado. La reaccion se deja reposar a temperatura ambiente durante 6 minutos con agitacion
antes de la adicion de ['231]-3-fenil-5-tributilestannilisoxazol (Ejemplo 4; 23 ug, 1 x 107 moles). La mezcla de reaccion
se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de la purificacion mediante HPLC.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de radioyodacion de un resto dirigible biolégicamente, comprendiendo dicho método:

(i) la provision de un BTM funcionalizado de Férmula (1a) o (Ib):

N Q
[\ [

BTM BTM

(Ia) (Ib)

5 (ii) la reaccion del BTM funcionalizado de Formula bien (la) o bien (Ib) con ion yoduro radiactivo en
presencia de un agente oxidante, para dar el producto radioyodado deseado como un conjugado de
Formula (I1a) o (llb), respectivamente;

1 I"
N Q
/A /A
N YV N
T
L L'
\ BTM \ BTM
(ITa) (1Tb)
en la que:
10 BTM es el resto dirigible biolégicamente;

L' es un grupo conector que puede estar presente o ausente;
Q es R3;Sn- o KF3B-, donde cada R? es independientemente alquilo C1.;
I* es un radioisétopo de yodo.
2. El método segun la reivindicacion 1, en el que I* se elige de 231, 124 o 31|
15 3. El método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el BTM es un aminoacido individual, un péptido
3-100-mero, un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico, un inhibidor enzimatico o un

compuesto que se une a un receptor.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas preparar el BTM
funcionalizado de Férmula (la) o (Ib) mediante:

20
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(i) 1a provision de un precursor de Formula (ll1a) o (IlIb):

BTM —L'—N, BTM |—LL—=N*-O

(I11a) (1b)

(ii) la reaccioén de dicho precursor con un compuesto de férmula (1V):

Qq———H
(Iv)

en presencia de un catalizador de cicloadicion "clic”, para dar el BTM funcionalizado de Férmula (la) o (Ib),
respectivamente, a través de cicloadicion "clic".

5. El método segun la reivindicacion 4, en el que el catalizador de cicloadicion "clic" comprende Cu(l).
6. El método segun la reivindicacion 5, en el que el catalizador de Cu(l) comprende cobre elemental.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la molécula dirigible biolégicamente
funcionalizada es de Férmula (la) y el producto radioyodado es el conjugado de Formula (lla).

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que se lleva a cabo de un modo aséptico, de modo
que el producto de Férmula (lla) o (lIb) se obtenga como una composicion radiofarmacéutica.

9. El método segun la reivindicacion 8, que se lleva a cabo usando un aparato sintetizador automatico.

10. El método segun la reivindicacion 9, en el que el aparato sintetizador automatico comprende un casete estéril de
un solo uso, comprendiendo dicho casete los reactivos no radiactivos necesarios para llevar a cabo el método segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en forma apirégena estéril.

11. Una molécula dirigible biolégicamente funcionalizada de Férmula (la) o (Ib):

N @)
A\ \
/ N/N / Y N
|_|1 L!
\ BTM \ BTM

(la) (Ib)

en la que Q y L' son como se definen en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2; y
BTM es un péptido 3-100-mero.

12. Uso de la molécula dirigible bioldgicamente funcionalizada segun la reivindicacién 11 en la fabricacion del resto
dirigible biolégicamente radioyodado de Foérmula (lla) o (llb) segiun se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que el BTM es un péptido 3-100-mero.

13. Uso del compuesto de formula (IV) segun se define en la reivindicacion 4 en la fabricacion del resto dirigible
bioldgicamente radioyodado de Férmula (l1a) o (IIb) segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

14. Uso de un aparato sintetizador automatico para llevar a cabo el método segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.
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