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

La presente invencion hace referencia a formacion de imagenes in vivo y en particular a formacion de imagenes por
tomografia con emisiéon de positrones (PET) de receptores de benzodiazepina periféricos (PBR). Se proporciona un
trazador de PET basado en indol que se une con elevada afinidad a PBR, tiene buena captacién en el cerebro tras la
administracion y tiene excelente unién selectiva a PBR. La presente invencién también proporciona un compuesto
precursor util en la sintesis del trazador de PBR 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 trazador de PET de la
invencion que comprende el uso del compuesto de precursor de la invencién, un estuche para llevar a cabo dicho
método y un casete para llevar a cabo una version automatizada de dicho método. Ademas, la invencién proporciona
una composicion radiofarmacéutica que comprende el trazador de PET de la invencion, asi como también métodos
para el uso de dicho trazador de PET.

Descripcion de la técnica relacionada

Los receptores de benzodiazepina periféricos (PBR) se conocen por estar principalmente localizados en los tejidos
periféricos y neurogliocitos pero su funcion fisiolégica sigue pendiente de elucidacion. PBR también se denominan
proteinas de translocador (TSPO). A nivel subcelular, se sabe que PBR se localizan en la membrana mitocondrial
externa, lo que indica un papel potencial en la modulacién de la funcién mitocondrial y el sistema inmunitario. Ademas,
se ha postulado que PBR estan implicados en la proliferacion celular, esteroidogénesis, flujo de calcio y respiracion
celular.

La expresion anormal de PBR se ha asociado con estados de enfermedad inflamatorios del sistema nervioso central
(CNS), incluyendo 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 (Cagnin et al 2001 Brain; 124 (Pt 10):
2014-27) y demencia asociada a SIDA (Hammoud et al 2005 J Neurovirol; 11(4): 346-55).

También en CNS, se ha documentado un vinculo con PBR en las enfermedades degenerativas tales como 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 de sistema multiple (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 Alzheimer
(Cagnin et al 2001 Lancet; 358(9283): 766; Yasuno et al 2008 Biol Phychiatry; 64(10): 835-41).

Se ha comprobado la relacién entre un nimero de afecciones isquémicas de CNS con la expresién anormal de PBR,
incluyendo: accidente cerebrovascular isquémico (Gerhard et al 2005 Neuroimage: 24(2): 591-5), lesion del nervio
periférico (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)). PBR se han postulado como biomarcador para determinar el alcance del dafio
en lesion cerebral traumatica (Toyama et al 2008 Ann Nucle Med; 22(5): 417-24) con un aumento de la expresion de
PBR presentado en un modelo de lesion cerebral traumatica con animales (Venneti et al 2007 Exp Neurol; 207(1):
118-27). De manera interesante, el estrés agudo se ha correlacionado con un aumento de la expresion de PBR en el
cerebro, mientras que el estrés cronico se ha correlacionado con la infra-regulacién de PBR (Lehmann et al 1999 Brain
Res; 851(1-2): 141-7). Se ha presentado como posible la desalineacion de las fronteras de glioma mediante el uso de
['"C]PK11195 para producir imagenes de PBR (Junck et al 1989 Ann Neurol; 26(6): 752-8). PBR también se ha asociado
con dolor neuropatico, de forma que Tsuda et al han observado microglia activada en sujetos con dolor neuropatico
(2005 TINS 28(2) pp101-7).

En la periferia, la expresion de PBR se ha ligado a inflamacion pulmonar (Branley et al 2008 Nucl. Med. Biol; 35(8):
901-9), enfermedad pulmonar obstructiva cronica y asma (Jones et al 2003 Eur Respir J; 21(4): 567-73), enfermedad
intestinal inflamatoria (Ostuni et al 2010 Inflamm Bowel Dis; 16(9): 1476-1487), 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),
lesién de los nervios (Durrenberger et al 2004 J Peripher Nerv Syst: 9(1): 15-25), ateroesclerosis (Fujimura et al 2008
Atherosclerosis; 201(1): 108-111), cancer de colon, prostata y 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),
inflamacion renal (Tam et al 1999 Nephrol Dial Transplant; 14(7): 1658-66; Cook et al 1999 Kidney Int; 55(4): 1319-
26) y lesion por reperfusion-isquemia (Zhan et al 2006 J Am Coll Surg; 203(3): 353-64).

La formacion de imagenes por tomografia con emision de positrones (PET) usando el ligando selectivo PBR, (R)-
[""C]PK11195 proporciona un indicador genérico de inflamacion del sistema nervioso central (CNS). No obstante, se
sabe que (R)-['"C]PK11195 tiene una elevada unién a proteinas, y baja especificidad frente a la union no especifica.
Ademas, no se conoce el papel que juegan sus metabolitos radiomarcados, y la cuantificacion de la unién requiere
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modelizacién compleja. Por consiguiente, han existido intentos para desarrollar un agente de formacion de imagenes
in vivo para PBR que no presente estos problemas. Uno de dichos agentes de formacion de imagenes in vivo es el
derivado de indol triciclico descrito en el documento WO 2010/109007, que tiene buena afinidad por PBR, excelente
captacion cerebral y especificidad frente a PBR, y elevada proporcion de radioactividad en el cerebro 60 minutos
después de la inyeccion, y representa un agente parental de formacion de imagenes in vivo. El documento WO
2010/109007 divulga que un agente de formacién de imagenes in vivo especialmente preferido es el siguiente
compuesto marcado con "8F.

Existe cabida para un agente de formacion de imagenes in vivo aun mejor para la formacion de imagenes de PBR.
Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un trazador de PET que conserva las propiedades ventajosas del trazador de PET
de indol triciclico conocido, y también tiene un nimero de propiedades mejoradas. Se ha demostrado que, en
comparaciéon con un trazador de PET triciclico conocido, el trazador de PET de la invencion tiene afinidad de unién
mejorada frente a PBR, perfil de metabolismo marginalmente mejorado con elevada proporcion de actividad 60
minutos después de la inyeccion que representa actividad en el cerebro, y unién especifica significativamente
mejorada frente a tejidos que expresan PBR. La presente invencion también proporciona un compuesto precursor util
en la preparaciéon de un trazador de PET de la invencién, asi como también métodos para la preparacién de dicho
compuesto precursor y dicho trazador de PET. También se proporciona por medio de la presente invencion una
composicion radiofarmacéutica que comprende el trazador de PET de la invenciéon. También se proporcionan los
métodos de uso del trazador de PET y la composicion radiofarmacéutica.

Descripcion detallada de la invencién
Trazador PET

En un aspecto, la presente invencion proporciona un trazador de tomografia de emision de positrones (PET) que tiene
la siguiente estructura quimica:

~0 ~_N._O

en la que el centro quiral tiene la configuracion (S).

Un “trazador PET” es un compuesto quimico que comprende un isétopo de emision de positrones, en el que el
compuesto quimico esta disefiado para dirigirse a una fisiologia o patofisiologia particular en un sistema biolégico. La
presencia del is6topo de emisidn de positrones permite la deteccion del trazador de PET tras la administracion al
sistema bioldgico y, de este modo, facilita la deteccion de la fisiologia o patofisiologia particular.

Se ha comprobado que el trazador de PET de la invencion tiene una afinidad casi 5 veces mayor que la de su
enantiémero alternativo, y casi el doble que la mezcla racémica. También se ha encontrado que el trazador de PET
de la invencion se comporta mejor in vivo en comparacion con su enantidmero alternativo. El trazador de PET de la
invencion también se comporta mejor in vivo en comparacion con la mezcla racémica que comprende dicho trazador
PET y su enantiémero alternativo.

El enantidmero alternativo del trazador PET de la invencion tiene la siguiente estructura:
3
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en la que el centro quiral tiene la configuracion (R).

El término “enantidmero”, tal y como se usa en la presente invencion, hace referencia a un compuesto enantiopuro,
es decir, uno de las dos formas de imagen especular de una molécula épticamente activa. Por tanto, un enantiomero
es un compuesto que tiene Unicamente una quiralidad, en la que el término “quiralidad” hace referencia a esa
propiedad de un compuesto por medio de la cual carece de un plano interno de simetria y tiene una imagen especular
no superponible. La caracteristica que mas frecuentemente provoca la quiralidad en los compuestos quimicos es la
presencia de un atomo de carbono asimétrico. Una mezcla equimolar de un par de enantiémeros se denomina en la
presente memoria “racemato” o “mezcla racémica”.

En el experimento de biodistribucién descrito en el Ejemplo 9 se muestra que el trazador de PET de la invencion tiene
una union mejorada a tejido rico en PBR en el cerebro (es decir, bulbo olfativo) en comparacion con su enantiomero
alternativo y lamezcla racémica. Los resultados del experimento de bloqueo in vivo descrito en el Ejemplo 11 confirman
este hallazgo. Los resultados del experimento descrito en el Ejemplo 10 demuestran que la actividad en el cerebro a
los 60 minutos debida al compuesto parental se ve mejorada para el trazador de PET de la invenciéon en comparacion
con la mezcla racémica del trazador de PET y su enantiomero alternativo. Ademas, en el experimento de
autoradiografia descrito en el Ejemplo 12, se demostré que el trazador de PET de la invencion presentaba una unién
selectiva mas elevada en areas de neuroinflamacién en comparacion con la mezcla racémica que comprendia dicho
trazador de PET y su enantiémero alternativo. También se encontré que el trazador de PET de la invencion no formaba
mezcla racémica tras la incubacion en plasma humano o en la fraccién S9 de rata durante periodos prolongados,
como se describe en el Ejemplo 8 siguiente.

Compuesto parental

El trazador de PET de la invencion se puede preparar por medio de un compuesto precursor apropiado. Por tanto, en
otro aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto precursor para la preparacion del trazador de PET de
la invencidn, en el que dicho compuesto precursor es de Férmula I:

N

~0 ~_N._O

R o)

en la que R" es un hidroxilo o es un grupo saliente.

Un “compuesto precursor” comprende un derivado no radioactivo del trazador de PET de la invencion, disefiado de
forma que la reaccion quimica con una forma quimica apropiada de '8F tenga lugar con especificidad de sitio; se pueda
llevar a cabo en el numero minimo de etapas (idealmente en una sola etapa); y sin necesidad de purificacion
significativa (idealmente sin purificacion adicional), para proporcionar el trazador de PET de la invenciéon. Dichos
compuestos de precursor son sintéticos y se pueden obtener de forma apropiada con buena pureza quimica.

Un “grupo saliente” en el contexto de la presente invencion hace referencia a un atomo o grupo de atomos que se
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desplaza como especies estables durante una sustituciéon o reaccion de radiofluoracion con desplazamiento. Los
ejemplos de grupos salientes apropiados son los halégenos cloro, bromo y yodo, y los ésteres de sulfonato mesilato,
tosilato, nosilato y triflato. Preferentemente, dicho grupo saliente esta seleccionado entre mesilato, tosilato y triflato, y
de la manera mas preferida mesilato. Cuando el grupo saliente es mesilato, el compuesto precursor se denomina en
la presente memoria “compuesto precursor 1”.

Preparacion del compuesto precursor

El compuesto precursor de la invencion se puede obtener por medio de una diversidad de diferentes rutas, cada una
de las cuales forma un aspecto separado de la presente invencion.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un primer método para preparar el compuesto precursor de
Férmula | como se define en la presente memoria, en el que dicho método comprende:

(i) proporcionar una mezcla racémica de dicho compuesto precursor de Formula I, como se define en la presente
memoria, y un compuesto de Férmula Il

h

\O \/N\://O

(ID);

en la que R? es como se ha definido anteriormente para R, y R' y R? son iguales;
(i) separar dicho compuesto precursor de Férmula | de dicho compuesto de Férmula Il

La etapa de “separacién” de dicho compuesto precursor de Férmula | de dicho compuesto de Férmula Il se lleva a
cabo por medio de una técnica de separacién enantiomérica. Las técnicas de separacién enantioméricas apropiadas
incluyen cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de fluidos supercriticos (SFC),
cromatografia de lecho simulado (SBC). Una evaluacion detallada de las diversas técnicas que se pueden aplicar para
la separacion enantiomérica se puede encontrar en “Chiral Separation Techniques: a Practical Approach” (2007 Wiley;
Subramanian, Ed.).
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Esquema 1

El esquema 1 anterior ilustra un método para obtener la mezcla racémica del compuesto precursor de Férmula | y el
compuesto de Férmula Il. En el Esquema 1, PG representa un grupo protector de hidroxilo; LG representa un grupo
5 saliente como se define en la presente memoria; OTs representa un grupo saliente de tosilato; e IPA representa un
alcohol isopropilico. El compuesto g es un compuesto precursor de la invencion en el que R' es hidroxilo. Los grupos
protectores de hidroxilo apropiados se conocen bien en la técnica e incluyen acetilo, bencilo, benzoilo, éteres de sililo,
éteres de alquilo y éteres de alcoximetilo. Los grupos protectores se comentan con mas detalle por parte de
Theorodora W. Greene y Peter G. M. Wuts en “Protective Groups in Organic Synthesis” (Cuarta Edicion, John Wiley
10 & Sons, 2007). En el contexto de la presente invencion, un grupo protector de hidroxilo preferido es bencilo. El
Esquema 1 anterior esta basado en los métodos para obtener compuestos similares descritos por parte de Napper et

al (J Med Chem 2005; 48: 8045-54) y por parte de Davies et al (J Med Chem 1998: 41: 451-467).
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Esquema 2
(cont.)

El esquema 2 anterior muestra un método alternativo para obtener una mezcla racémica del compuesto precursor de

5 Férmula | y el compuesto de Férmula Il. En el Esquema 2, PG es un grupo protector de hidroxilo como se ha definido
anteriormente, THF es tetrahidrofurano, KHMDS es bis(trimetilsilillamida de potasio. A partir del compuesto f, el
Esquema 2 continua como se ilustra en el Esquema 1 a partir del compuesto f para obtener la mezcla racémica
resultante. EI Esquema 2 se basa en el método divulgado en el documento WO 2003/014082. En esta ruta sintética,

el cloro en la posicion inferior del anillo del lado izquierdo provoca que la ciclacidn tenga lugar justo en un sentido. No

10 obstante, cuando los presentes inventores aplicaron directamente las consideraciones del documento WO
2003/014082 para obtener la mezcla racémica del compuesto precursor de Férmula | y el compuesto de Férmula 11, el
rendimiento fue bajo. Este problema se soluciona mediante modificacion del sistema de disolvente usado para la etapa

de ciclaciéon. En el documento WO 2003/014082 la etapa de ciclacién se lleva a cabo en tolueno, mientras que los
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presentes inventores descubrieron que se obtienen rendimientos 6ptimos cuando se usa éter dietilico en lugar de
tolueno. El producto de la etapa de ciclacién se disuelve en éter dietilico mientras que el compuesto de partida no
ciclado no se disuelve. Por tanto, el compuesto de partida no ciclado permanece con ZnCl, en la parte inferior del
recipiente de reaccion, y el producto ciclado se mueve al interior del éter dietilico en la parte superior del recipiente de
reaccion.

Un segundo método para obtener el compuesto de precursor de Férmula | comprende:
(i) proporcionar un compuesto de Formula Il1:

\O HO

PG (I11)

en la que PG es un grupo protector de hidroxilo;
(i) convertir dicho compuesto de Formula Il en su correspondiente cloruro de acido;

(iii) hacer reaccionar el cloruro de acido obtenido en la etapa (ii) con dietilamina para obtener un compuesto de Formula

| N

\O ~N_O

|
N

CIH

O
)

en la que PG? es un grupo protector de hidroxilo y es el mismo que PG":

(iv) retirar el atomo de cloro-8 y desproteger el compuesto de Formula 1V obtenido en la etapa (iii) para obtener el
derivado de hidroxilo;

(v) opcionalmente afiadir un grupo saliente como se ha definido con anterioridad.

Ambas etapas (iv) y (v) tienen como resultado un compuesto precursor de Féormula | como se define en la presente
memoria, la etapa (iv) en la que R" de Férmula | es un hidroxilo y la etapa (v) en la que R' de la Férmula | es un grupo
saliente.

La etapa (ii) de “conversidon” de dicho compuesto de Férmula Il en el cloruro de acido se puede llevar a cabo con un
reactivo seleccionado entre cloruro de oxarilo, cloruro de tionilo, tricloruro de fésforo o pentacloruro de fésforo. Se
prefiere cloruro de oxalilo.

La etapa de “desproteccion” hace referencia a la retirada del grupo protector de hidroxilo, y se puede llevar a cabo por
un medio bien conocido por los expertos en la técnica. El grupo protector de hidroxilo PG' es como se ha definido
anteriormente para PG en el Esquema 1. El método usado se adapta al grupo protector de hidroxilo particular. Las
estrategias tipicas para la retirada de los grupos protectores de hidroxilo incluyen hidrogenolisis, y tratamiento con un
acido o una base.

La etapa de “adicién” del grupo saliente se puede llevar a cabo haciendo reaccionar el compuesto g del Esquema 1
anterior con un derivado de haluro del grupo saliente deseado en condiciones de reaccion apropiadas. Por ejemplo,
para afiadir un mesilato, se puede hacer reaccionar el compuesto g del Esquema 1 anterior con cloruro de
metanosulfonilo en presencia de una base, por ejemplo, una base de amina tal como trietilamina.
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En la etapa (i) de dicho segundo método para obtener el compuesto precursor de Férmula |, el compuesto de Férmula
Il se puede proporcionar por varias rutas. Por ejemplo, por medio de un método que comprende:

(a) proporcionar una mezcla racémica de un compuesto de Formula V y un compuesto de Férmula VI:

~ R'O_O ~ RIO\?O

N
al H ql H
0 0
| 3 | 4

en la que:

R' es un alcohol quiral; y,

PG3y PG* son iguales y cada uno es un grupo protector de hidroxilo;
(b) separar el compuesto de Férmula V del compuesto de Férmula VI;

(c) retirar R" del compuesto separado de Formula V usando condiciones acidas dando como resultado, de este modo,
dicho compuesto de Férmula lll.

La expresion “mezcla racémica” es como se define previamente en la presente memoria. La expresién “alcohol quiral”
hace referencia a un enantiomero de un alcohol épticamente activo, en el que el término “enantidmero” es como se ha
definido previamente en la presente memoria. El término “alcohol” hace referencia a un compuesto organico que
comprende un grupo hidroxilo ligado a un atomo de carbono. Los alcoholes quirales preferidos para su uso en el
método descrito anteriormente son mentol y borneol.

El alcohol quiral se escinde del compuesto separado de Férmula V por medio de hidrdlisis de acido. Los acidos
apropiados para su uso en la presente etapa incluyen acido clorhidrico o acido sulfurico, preferentemente acido
clorhidrico 2 molar y acido sulfdrico 1 molar.

En un aspecto alternativo, el compuesto de Férmula Ill se puede proporcionar usando un método que comprende:

(a) proporcionar una mezcla racémica de dicho compuesto de Formula Ill y un compuesto de Férmula VIII:

(VIID)

en la que PG?® es un grupo protector de hidroxilo y es el mismo que PG' como se ha definido anteriormente para la
Formula lll;

(b) hacer reaccionar la mezcla como se ha definido en la etapa (a) con una amina épticamente activa para separar
dicho compuesto de Férmula Il de dicho compuesto de Férmula VIIL.

Se puede obtener una mezcla racémica de dicho compuesto de Férmula 11l y dicho compuesto de Férmula VIl de
acuerdo con el método ilustrado en el Esquema 2 anterior, en el que la mezcla racémica deseada es el compuesto p
como se ilustra en la presente memoria.

Una amina opticamente activa apropiada para su uso en el método anteriormente descrito se puede seleccionar entre
S-alfa-metilbencilamina, R-(+)-N-(1-naftiimetil)-alfabencilamina, N-(2-hidroxi) etil-alfa-metil bencil amina, y 1-(p-
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tolil)etilamina. Otras aminas Opticamente activas apropiadas para su uso en el proceso anterior se encuentran
facilmente disponibles, por ejemplo, en Aldrich Chemical Company.

La etapa (b) de reaccion de la mezcla de la etapa (a) con una amina 6pticamente activa para separar dicho compuesto
de Férmula 1l de dicho compuesto de Férmula IV inicialmente genera dos sales diastereisoméricas. Estas sales
diastereoisoméricas se separan por medio de cristalizacion a partir de un disolvente apropiado tal como acetona, o
acetato de etilo. Las sales separadas se tratan con un acido mineral tal como acido clorhidrico 2 N o acido sulfarico
1 M para regenerar dicho compuesto de Férmula Il separado de dicho enantiomero de Férmula VIIl. El compuesto de
Formula Il se recupera entonces por medio de extraccion en acetato de etilo, se separa de la fase acuosa y se
concentra a vacio para proporcionar el enantiomero de Férmula lIl.

En una alternativa adicional, el compuesto de Férmula lll se puede obtener usando un método que comprende:
(a) proporcionar una mezcla racémica de un compuesto de Formula IX y un compuesto de Férmula X:

N D

~0 0.0 ~0 O\;//O

N
al H Cl H
0 0
T 6 5

en la que PG® y PG’ son iguales y son cada uno de ellos un grupo protector de hidroxilo;

(b) hacer reaccionar la mezcla que se ha definido en la etapa (a) con una enzima estereo selectiva para obtener dicho
compuesto de Férmula lll en la que dicha enzima estereo selectiva lleva a cabo la hidrélisis de éster del compuesto
de Formula IX.

La mezcla racémica de dicho compuesto de Férmula IX y dicho compuesto de Férmula X se puede obtener de acuerdo
con el método ilustrado anteriormente en el Esquema 2, en el que la mezcla racémica deseada es el compuesto o que
se ilustra en la presente memoria.

Una enzima estereo selectiva apropiada para su uso en el método anteriormente descrito puede estar seleccionada
entre lipasa B de Candlida antarctica, esterasa hepatica porcina, lipasa pancreatica porcina u otras enzimas estereo
selectivas conocidas que actian de manera similar.

Preparacion del trazador PET

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para preparar el trazador PET de la invencién en el que
dicho método comprende la reaccion del compuesto precursor de Férmula | con una fuente apropiada de '8F. La
reaccion con "®F puede lograrse por medio de desplazamiento nucleofilo de un grupo saliente presente en la posicion
R" del compuesto precursor de Formula |. El compuesto precursor se puede marcar en una etapa por medio de
reaccion con una fuente apropiada de i6n de ["®F]-fluoruro ('8F-), que normalmente se obtiene en forma de disolucion
acuosa a partir de la reaccién nuclear ®O(p,n)'®F y se hace reactivo por medio de la adicién de un contraion cationico
y la posterior retirada de agua. Los contraiones catiénicos apropiados deberian poseer solubilidad suficiente dentro
del disolvente de reaccion anhidro para mantener la solubilidad de '8F. Por tanto, los contraiones que se han usado
incluyen iones metalicos grandes pero suaves tales como rubidio o cesio, potasio complejado con criptando tal como
Kryptofix™ o sales de tetralquilamonio. Una contraién preferido es potasio complejado con un criptando tal como
Kryptofix™ debido a su buena solubilidad en disolventes anhidros y la reactividad mejorada de '8F-. '8F también se
puede introducir por medio de O-alquilacién de un grupo hidroxilo en la posicion R' en el compuesto precursor con
18F(CH.)s-LG en la que LG representa un grupo saliente como se ha definido con anterioridad.

Una discusion mas detallada de técnicas de marcaje con '8F bien conocidas se puede encontrar en el capitulo 6 de
“Handbook of Radiopharmaceuticals” (2003: John Wiley and Sons: M. J. Welch and C. S. Redvanly, Eds.).

En una realizacion preferida, el método para preparar el trazador de PET de la invencion esta automatizado. Los
radiotrazadores-['®F] pueden prepararse de manera apropiada de forma automatizada por medio de un aparato de
radiosintesis automatizado. Existen diversos ejemplos comercialmente disponibles de dicho aparato, incluyendo
Tracerlab™ y Fastlab™ (ambos de GE Healthcare Ltd.). Dicho aparato cominmente comprende un “casete”, con
frecuencia desechable, en el que se lleva a cabo la radioquimica, que se encaja en el aparato con el fin de llevar a
cabo la radiosintesis. El casete normalmente incluye trayectorias de fluido, un recipiente de reaccion, y puertos para
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recibir los viales de reactivo asi como también cualesquiera cartuchos de extraccion en fase sélida usados en la etapa
de limpieza posterior a la radiosintesis.

Por tanto, la presente invencién proporciona en otro aspecto un casete para la sintesis automatizada del trazador de
PET como se define en la presente memoria que comprende:

i) un recipiente que contiene el compuesto precursor de Férmula | como se define en la presente memoria; y,

ii) medios para eluir el recipiente de la etapa (i) con una fuente apropiada de '®F como se define en la presente
memoria.

Para la casete de la invencion, las realizaciones preferidas y apropiadas del compuesto precursor de Formula |, y la
fuente apropiada de '8F son como se ha definido previamente en la presente memoria.

El casete puede comprender adicionalmente:
i) un cartucho de intercambio i6nico para la retirada del exceso de 'éF.
Composicion radiofarmacéutica

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién radiofarmacéutica que comprende el trazador de
PET como se define en la presente memoria junto con un vehiculo biocompatible apropiado para la administracion a
un mamifero.

El “vehiculo biocompatible” es un fluido, especialmente un liquido, en el que el trazador de PET de la invencién se
suspende o disuelve, de forma que la composicién radiofarmacéutica sea fisioldgicamente tolerable, por ejemplo, se
puede administrar al cuerpo de un mamifero sin toxicidad o molestia no deseada. El vehiculo biocompatible, de manera
apropiada, es un liquido de vehiculo inyectable tal como agua carente de pirdgeno estéril para inyeccion; una
disolucién acuosa tal como una disolucion salina (que puede estar equilibrada ventajosamente de forma que el
producto final para inyeccion sea bien isoténico o bien no hipoténico); una disolucién acuosa de una o mas sustancias
de ajuste de tonicidad (por ejemplo, sales de cationes de plasma con contraiones biocompatibles), aztcares (por
ejemplo, glucosa o sacarosa), alcoholes de azucar (por ejemplo, sorbitol o manitol), glicoles (por ejemplo, glicerol) u
otros materiales de poliol no iénicos (por ejemplo, polietilenglicoles, propilen glicoles). El vehiculo biocompatible
también puede comprender disolventes organicos biocompatibles tales como etanol. Dichos disolventes organicos son
utiles para solubilizar compuestos o formulaciones mas lipdfilas. Preferentemente, el vehiculo biocompatible es agua
carente de pirégenos para inyeccion, disolucion salina isoténica o una disolucién acuosa de etanol. El pH del vehiculo
biocompatible para inyeccion intravenosa esta, de manera apropiada, dentro del intervalo de 4,0 a 10,5.

La composicion radiofarmacéutica se puede administrar por via parenteral, es decir, por medio de inyeccion, y es lo
mas preferentemente una disolucion acuosa. Dicha composicion puede contener opcionalmente ingredientes
adicionales tales como tampones; solubilizantes farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, ciclodextrinas o
tensioactivos tales como Pluronic, Tween o fosfolipidos); estabilizadores farmacéuticamente aceptables o
antioxidantes (tales como etanol, acido ascérbico, acido gentisico o acido para-aminobenzoico). Cuando el trazador
de PET de la invencién se proporciona como composiciéon radiofarmacéutica, el método de preparacion de dicho
trazador de PET puede comprender ademas las etapas necesarias para obtener una composicion radiofarmacéutica,
por ejemplo, la retirada del disolvente organico, adicién de un tampon biocompatible e ingredientes adicionales
opcionales. Para la administracion parenteral, también se tienen que acometer las etapas para garantizar que la
composicion radiofarmacéutica sea estéril y apirégena. Dichas etapas se conocen bien por parte del experto en la
técnica.

Método de formacion de imagenes de PET

El trazador de PET de la invencion es util para la deteccion in vivo de la expresion del receptor de PBR en un sujeto.
Por tanto, en otro aspecto, la presente invencion proporciona el trazador de PET de la invencién para su uso en un
método de formacion de imagenes de PET para determinar la distribucion y/o el alcance de la expresion de PBR en
un sujeto, en el que dicho método comprende:

i) administrar a dicho sujeto el trazador de PET como se define en la presente memoria;
ii) permitir que dicho trazador de PET se una a PBR en dicho sujeto;

iii) detectar sefiales emitidas por el '®F presente en dicho trazador de PET ligado;

iv) generar una imagen representativa de la ubicacion y/o cantidad de dichas sefiales; y

v) determinar la distribucién y alcance de la expresion de PBR en dicho sujeto en el que dicha expresion esta
directamente correlacionada con dichas sefiales.

La etapa de “administracion” del trazador de PET se lleva a cabo preferentemente de forma parenteral, y lo mas
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preferentemente por via intravenosa. La ruta intravenosa representa el modo mas eficiente para suministrar el trazador
de PET en todo el cuerpo del sujeto, y por tanto, también a través de la barrera sangre-cerebro (BBB) y en contacto
con el PBR expresado en el sistema nervioso central (CNS) de dicho sujeto. La administracién intravenosa no
representa una intervencion fisica sustancial ni un riesgo sustancial para la salud del sujeto. El trazador de PET de la
invenciéon se administra preferentemente en forma de composicion radiofarmacéutica de la invencién, como se define
en la presente memoria. No se requiere la etapa de administracion para una definicion completa del método de
formacion de imagenes PET de la invencion. Como tal, el método de formacion de imagenes PET de la invencion
también se puede comprender como que comprende las etapas (ii)-(v) anteriormente definidas en las que el sujeto de
la etapa (ii) es uno al cual se ha pre-administrado el trazador de PET de la invencion.

Tras la etapa de administracion y antes de la etapa de deteccion, se permite la unién del trazador de PET para unirse
a PBR. Por ejemplo, cuando el sujeto es un mamifero intacto, el trazador de PET se mueve dinamicamente a través
del cuerpo del mamifero, entrando en contacto con los diversos tejidos del mismo. Una vez que el trazador de PET
entra en contacto con PBR, tiene lugar una interaccion especifica de forma que la eliminacion del trazador de PET del
tejido con PBR tarda mas que a partir del tejido carente o con menos contenido de PBR. Se alcanza un determinado
momento en el que se permite la deteccion del trazador de PET ligado especificamente a PBR como resultado de la
relacion entre el trazador de PET ligado al tejido con PBR frente al ligado al tejido carente o con menos PBR.

La etapa de “deteccion” del método de la invencion implica la deteccion de sefiales emitidas por medio de '8F presente
en el trazador de PET por medio de un detector sensible a dichas seiales, es decir, una camara de PET. Esta etapa
de deteccion también se puede comprender como la adquisicién de datos de sefal.

La etapa de “generacion” del método de la invencion se lleva a cabo por medio de un ordenador que aplica un algoritmo
de reconstruccion a los datos de la sefial adquirida para producir un conjunto de datos. Este conjunto de datos se
manipula posteriormente para generar imagenes que muestran la ubicacion y/o la cantidad de sefiales emitidas por
8F, Las sefiales emitidas estan directamente correlacionadas con la expresion de PBR de manera que se puede
llevar a cabo la etapa de “determinacion” mediante evaluacion de la imagen generada.

El “sujeto” de la invencién puede ser cualquier ser humano o animal. Preferentemente, el sujeto de la invencion es un
mamifero. Lo mas preferentemente, dicho sujeto es un cuerpo de mamifero intacto in vivo. En una realizacion
especialmente preferida, el sujeto de la invencidon es un ser humano. Se puede usar el método de formacion de
imagenes in vivo para estudiar PBR en sujetos sanos, o en sujetos en los que se sabe o se sospecha que tienen una
afeccion patologica asociada con la expresion anormal de PBR (en lo sucesivo una “afeccion de PBR”).
Preferentemente, dicho métodos se refieren a la formacion de imagenes in vivo de un sujeto que se sabe o se
sospecha que tiene una afeccion de PBR; y por tanto tiene utilidad en un método para la diagnosis de dicha afeccion.

Los ejemplos de dichas afecciones de PBR en las cuales la formacion de imagenes in vivo seria de utilidad incluyen
esclerosis multiple, encefalitis de Rasmeussen, vasculitis cerebral, encefalitis herpética, demencia asociada a SIDA,
enfermedad de Parkinson, degeneracion corticobasal, paralisis supranuclear progresiva, atrofia de sistema multiple,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Alzheimer, apoplejia isquémica, lesion del
nervio periférico, epilepsia, lesion cerebral traumatica, estrés agudo, estrés cronico, dolor neuropatico, inflamacion
pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asma, enfermedad intestinal inflamatoria, artritis reumatoide,
fibromialgia primaria, lesion de los nervios, ateroesclerosis, inflamacion renal, lesion por isquemia-reperfusion, y
cancer, en particular cancer de colon, préstata o mama. El trazador de PET de la invencion resulta particularmente
apropiado para la formacion de imagenes in vivo de CNS debido a su buena captacion cerebral.

En una realizacién alternativa, el método de formacion de imagenes de PET de la invencion se puede llevar a cabo
repetidamente durante el transcurso de un régimen de tratamiento para dicho sujeto, comprendiendo dicho régimen
la administraciéon de un farmaco para combatir una afeccion de PBR. Por ejemplo, el método de formacion de imagenes
PET de la invencién se puede llevar a cabo antes, durante o después del tratamiento con un farmaco para combatir
una afeccion de PBR. De este modo, el efecto de dicho tratamiento se puede supervisar con el tiempo. PET resulta
particularmente apropiado para esta aplicacion y tiene excelente sensibilidad y resolucién, de forma que incluso se
pueden observar cambios relativamente pequefios en una lesiéon con el tiempo, una ventaja particular para la
supervision del tratamiento.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el trazador PET de la invencién para su uso en un método
para la diagnosis de una afeccion en la que PBR se encuentra sobre-regulado, de forma que dicho método comprende
el método de formacién de imagenes de PET que se ha definido anteriormente, junto con una etapa adicional (vi) de
atribucion de la distribucion y el alcance de la expresion de PBR a una imagen clinica particular.

Los aspectos apropiados y preferidos de cualquier caracteristica presente en multiples aspectos de la presente
invencion son como se define para dichas caracteristicas en el primer aspecto en el que se describen en la presente
memoria. La invencién ahora se ilustra por medio de una serie de ejemplos.
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Breve descripcion de los ejemplos

El Ejemplo 1 describe la sintesis de la mezcla racémica que comprende el compuesto precursor de Formula |y el
enantiomero de Férmula II.

El Ejemplo 2 describe la sintesis de la mezcla racémica no radiactiva que comprende el analogo no radioactivo del
trazador de PET de la invencion junto con su enantiomero alternativo.

El Ejemplo 3 describe la sintesis del compuesto precursor 1/enantidmero activo.

El Ejemplo 4 describe la sintesis del agente 1 de formacién de imagenes/enantidmero activo.

El Ejemplo 5 describe la sintesis del agente 1 de formacion de imagenes no radioactivo/enantiomero activo.
El Ejemplo 6 describe el método usado para determinar la estereoquimica absoluta.

El Ejemplo 7 describe un ensayo in vivo usado para evaluar la uniéon del Racemato 1 no radioactivo y sus dos
enantiomeros.

El Ejemplo 8 describe el método usado para investigar la estabilidad quiral del trazador de PET de la invencion in vitro.

El Ejemplo 9 describe un método usado para evaluar la biodistribucion in vivo del trazador de PET de la invencion, su
enantiomero alternativo, y la mezcla racémica de los dos.

El Ejemplo 10 describe un experimento para evaluar el metabolismo del trazador de PET de la invencion, y la mezcla
racémica que comprende dicho trazador de PET y su enantiémero alternativo.

El Ejemplo 11 describe un ensayo de bloqueo in vivo usado para evaluar el trazador de PET de la invencion, y la
mezcla racémica que comprende dicho trazador de PET y su enantiomero alternativo.

El Ejemplo 12 describe un modelo animal de inflamacion usado para evaluar el trazador PET de la invencion, y la
mezcla racémica que comprende dicho trazador de PET y su enantiomero alternativo.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1 a 4 hacen referencia al Ejemplo 4 y muestran las trazas de HPLC radioactiva (superior) y UV (inferior)
obtenidas usando el método semi-preparativo para el trazador PET de la invenciéon y su enantiomero alternativo,
respectivamente.

Las Figuras 2 y 5 hacen referencia al Ejemplo 4 y muestran las trazas de HPLC obtenidas usando el método aquiral
analitico para el trazador de PET de la invencién y su enantiomero alternativo, respectivamente.

Las Figuras 3 y 6 hacen referencia al Ejemplo 4 y muestran trazas de HPLC obtenidas usando el método de HPLC
quiral para el trazador de PET de la invencién y su enantiomero alternativo, respectivamente.

La Figura 7 hace referencia al Ejemplo 8 y muestra cromatogramas de superposicion del trazador de PET y un
enantiomero alternativo, disuelto en acetonitrilo a una concentracion de 0,1 mg/ml.

La Figura 8a hace referencia al Ejemplo 8 y muestra un cromatograma del trazador de PET disuelto en acetonitrilo a
una concentracion de 0,1 mg/ml.

La Figura 8b hace referencia al Ejemplo 8 y muestra un cromatograma del trazador de PET (0,1 mg/ml) afiadido al
plasma humano y sometido a extraccion antes de la incubacion.

La Figura 8c hace referencia al Ejemplo 8 y muestra un cromatograma del trazador de PET (0,1 mg/ml) incubado con
plasma humano y sometido a extraccion.

Listado de abreviaturas usadas en los ejemplos

AUFS Escala completa de unidades de absorbancia
ac Acuoso

DCM Diclorometano

DFT Teoria funcional de densidad

DMAP 4-Dimetilaminopiridina
DMF Dimetilformamida
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EDC Hidrocloruro de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida
EOS Final de la sintesis

EtOAc Acetato de etilo

FNA Axotomia del nervio facial

IPA Alcohol isopropilico

IR Infra rojos

LC-MS Cromatografia de liquidos — espectrometria de masas

MeCN Acetonitrilo
MeOH Metanol

RMN Resonancia magnética nuclear

OBn Benciloxi

OMs Mesilato

OTs Tosilato

PET Tomografia de emision de positrones

QMA Metil amonio cuaternario

RT Temperatura ambiente

SFC Cromatografia de fluidos supercriticos

SPE Extraccion en fase solida

TLC Cromatografia en capa fina

Tol Tolueno

VCD Dicromismo circular vibratorio
Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de una mezcla racémica del compuesto de precursor de mesilato de la invencion
(“Compuesto Precursor 1”) y su enantiomero alternativo

Ejemplo 1(a): Cloruro de benciloxi acetilo (1)

Se afadio cloruro de oxalilo (9,1 g, 72,0 mmol, 6,0 ml) y DMF (30,0 mg, 0,4 mmol, 32,0 ul) a acido benciloxiacético
(10,0 g, 60,0 mmol, 8,6 ml) en diclorometano (50 ml). Se produjo inicialmente un rapido desprendimiento de gas a
medida que transcurrié la reaccion pero el desprendimiento se vio interrumpido cuando la reaccién fue completa. Se
concentrd a vacio la disolucion de diclorometano para proporcionar 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. Se produjo un rapido desprendimiento de
gas y la reaccion se agité durante 2 h adicionales. Se concentré posteriormente la reaccion a vacio para permitir la
obtencién de 11,0 g (cuantitativo) de cloruro de benciloxi acetilo (1) en forma de goma. Se confirmé la estructura por
medio de RMN '3C (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-metoxi-fenil) acetamida (2)

Cloruro de benciloxi acetilo (1) (11,0 g, 60,0 mmol) y hidrocloruro de 2-cloro-5-metoxianilina (11,7 g, 60,2 mmol) en
diclorometano (100 ml) a 0 °C, se agit6 y se afiadio trietilamina (13,0 g, 126,0 mmol, 18,0 ml) durante 15 minutos. Se
permitid el calentamiento de la reaccion agitada hasta RT durante 18 h. Se produjo una rapida precipitacion de
hidrocloruro de trietilamina. Se lavo la disolucién de diclorometano con carbonato de potasio acuoso al 10 % (50 ml),
se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para permitir la obtencion de 18,9 g (cuantitativo) de 2-
benciloxi-N-(2-cloro-5-metoxi-fenil) acetamida (2) en forma de goma. Se confirmo la estructura por medio de RMN '3C
(75 MHz, CDClIs): &¢c 55,6, 69,6, 73,6, 106,2, 111,1, 114,1, 127,7 128,3, 128,6, 129,2, 134,6, 136,5, 158,9 y 167,7.

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

Se agité 2-benciloxi-N-(2-cloro-5-metoxi-fenil) acetamida (2) (18,9 g, 62,0 mmol) en THF (100 ml) y se afadio
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lentamente hidruro de litio y aluminio (4,9 g, 130,0 mmol) durante 15 minutos. Se produjo un rapido desprendimiento
de gas de hidrogeno cuando se afiadié por primera vez el hidruro de litio y aluminio. Se calentd posteriormente la
reaccion a reflujo durante 4 h y se permitié el reposo a temperatura ambiente durante el fin de semana. Posteriormente,
se inactivo la reaccion por medio de la adicion gota a gota de agua (50 ml) a la disolucion agitada. Se produjo un
desprendimiento violento de hidrégeno que provoco que la mezcla de reaccion alcanzara el reflujo. A continuacion, se
concentro la reaccion a vacio hasta una suspension. Se afiadieron agua (200 ml) y acetato de etilo (200 ml) y se agité
la mezcla de forma intensa. Después se filtré la reaccién a través de celite para retirar el hidréxido de aluminio
precipitado y se separd una disolucion de acetato de etilo, se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio
para permitir la obtenciéon de 18,4 g (cuantitativo) de (2-benciloxi-etil)-(2-cloro-5-metoxifenil) amina (3) en forma de
goma. La estructura se confirmé por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls): &c 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 de acido 3-bromo-2-hidroxi-ciclohex-1-encarboxilico (4)

Se disolvié 2-oxociclohexanocarboxilato de etilo (30 g, 176 mmol, 28 ml) en éter dietilico (30 ml) y se enfrié a 0 °C bajo
nitrégeno. Se afadié bromo (28 g, 176 mmol, 9,0 ml) gota a gota durante 15 minutos y se permitié el calentamiento
de la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 90 minutos. Se vertié la mezcla lentamente en carbonato
de potasio acuoso saturado y enfriado en hielo (250 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). Se secaron las
fases organicas combinadas sobre sulfato de magnesio, se filtrd, y se concentrd a vacio y se secé sobre una linea de
vacio durante 18 h para permitir la obtencion de 41,4 g (94 %) de éster etilico de acido 3-bromo-2-hidroxi-1-
encarboxilico (4) en forma de aceite amarillo. Se confirmo la estructura por medio de '3C (75 MHz, CDCl3): 8¢ 14,1,
17,7, 21,8, 32,0, 60,0, 60,8, 99,7, 166,3 y 172,8.

Ejemplo 1(e): éster etilico de acido 3[2-benciloxi-etil)-(2-cloro-5-metoxi-fenil)-amino]-2-hidroxi-ciclohex-1-encarboxilico
®)

Se agito (2-benciloxi-etil)-(2-cloro-5-metoxifenil)amina (3) (10,0 g, 34,2 mmol) y se agité en THF seco (100 ml) a-40 °C
bajo nitrdgeno y se afiadio bis(trimetilsilil)amida de potasio (143,0 ml de una disolucion de 0,5 M en tolueno, 72,0 mmol)
durante 30 minutos. Posteriormente, se afiadié éster etilico de acido 3-bromo-2-hidroxiciclohex-1-encarboxilico (4)
(8,5 g, 34,2 mmol) en THF seco (10 ml) y se permitié el calentamiento a RT durante un periodo de 1,5 horas. Se afiadio
acido acético (10,0 g, 166 mmol, 10,0 ml) y se concentré a vacio para retirar el THF. Se afiadio acetato de etilo (200
ml) y carbonato de potasio al 10 % (100 ml) y se agité la mezcla de forma intensa. Se separo la disolucion de acetato
de etilo, se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para permitir la obtencién de 16,5 g (cuantitativo)
de éster etilico de 3[(2-benciloxi-etil)-(2-cloro-5-metoxi-fenil)-amino]-2-hidroxi-ciclohex-1-en-carboxilico (5) en forma de
goma que se usO bruta en la siguiente etapa. HPLC (Gemini 150 x 4,6 mm, 50-95 % de metanol/agua durante 20
minutos) de la mezcla de reaccion bruta, 18,9 min (38 %), 19,2 min (25 %), 23,1 min (28 %).

Se aislo un componente de la reaccion. RMN '3C (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 de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6)

Se afiadio cloruro de cinc (7,1 g, 52,0 mmol) a éster etilico de acido 3[(2-benciloxi-etil)-(2-cloro-5-metoxi-fenil}-amino]-
2-hidroxi-ciclohex-1-en-carboxilico (8,0 g, 17,0 mmol) en éter dietilico seco (150 ml) bajo nitrdgeno y se calent6 a
reflujo durante 5,5 h. A medida que la reaccidon experimentoé reflujo, se formé un aceite denso marrén espeso.
Posteriormente, se enfrié la reaccion y se decantd el éter dietilico de sobrenadante, se afadio acetato de etilo (100
ml), se lavé con HCI 2 N (50 ml) y carbonato de potasio acuoso al 10 % (50 ml). Se separé la fase de éter dietilico, se
seco sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para permitir la obtencion de un aceite (2,0 g). Se purifico el
material bruto por medio de cromatografia de gel de silice eluyendo con petroleo (A): acetato de etilo (B) (10-40 % (B),
340 g, 22 CV, 150 ml/min) para permitir la obtencion de 1,8 g de éster etilico de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-
metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6). Se traté la fase marron densa espesa con acetato de etilo (100
ml) y HCI 2 N (50 ml). Se separd la disolucion de acetato de etilo, se lavo con carbonato de potasio acuoso al 10 %
(50 ml), se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para proporcionar un aceite (5,2 g). Se afiadieron
éter dietilico (100 ml) y cloruro de cinc anhidro (7,0 g). Se calent6 la mezcla a reflujo durante 5 dias adicionales. Se
decantd la fase de éter a partir de la goma oscura, se lavo con HCI 2 N (50 ml), se secé sobre sulfato de magnesio y
se concentrd a vacio para proporcionar una goma (2,8 g). Se purificé esta goma por medio de cromatografia de gel
de silice eluyendo con petréleo (A):acetato de etilo (B) (5-35 % (B), 340 g, 150 mi/min) para permitir la obtencién de
2,1 g de éster etilico de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6). El
material total obtenido fue de 4,1 g (50 %) de éster etilico de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6). Se confirmo la estructura por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCl3): ¢ 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, 152,6,y 175,8.

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

Se afadié hidroxido de sodio (1,1 g, 27,1 mmol) y agua (5 ml) a éster etilico de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-
metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (6) (2,0 g, 4,1 mmol) en etanol (50 ml) y se calentd a 80 °C durante
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18 horas. Posteriormente, se retird el etanol por medio de evaporacion a vacio y se separo el residuo entre éter dietilico
(50 ml) y agua (50 ml). Se separo la fase de éter dietilico, se secd sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio
para proporcionar una goma (71,0 mg). Se acidificé la fase acuosa hasta pH 1 con HCI 2 N (20 ml) y se someti6 a
extraccion con diclorometano (2 x 100 ml). Se seco la fase de diclorometano sobre sulfato de magnesio y se concentrd
a vacio para permitir la obtencién de 1,6 g (87 %) de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-4-carboxilico (7) en forma de espuma. Se confirmo la estructura por medio de RMN "3C (75 MHz, CDCls): &c
20,2,22,2,27,1, 39,7, 44,0, 55,1, 70,7, 73,3, 100,6, 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-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (8)

Se disolvié acido 9-(2-benciloxi-etil)-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 afiadieron 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. Se produjo un desprendimiento moderado de gas durante aproximadamente 30
minutos a medida que transcurrié la reaccion. Posteriormente, se concentrd la reaccién a vacio para proporcionar
cloruro de 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (8) en forma de goma que se
uso en la siguiente etapa sin purificacion alguna. La estructura se confirmé por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls):
oc 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,
138,2,152,0y 176,3.

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

Se disolvié posteriormente cloruro de 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo
(8) (1,6 g, 3,7 mmol) en diclorometano (50 ml), se enfrié hasta 0 °C, se agitdé y se afiadié gota a gota dietilamina
(810 mg, 11,0 mmol, 1,1 ml). Se permitié el calentamiento de la reaccidon hasta temperatura ambiente durante un
periodo de 18 horas. Posteriormente, se lavé la mezcla de reaccion con carbonato de potasio acuoso al 10 % (50 ml),
se separo, se seco sobre sulfato de magnesio y se concentrd a vacio hasta obtener una goma. Se cristalizo el material
bruto a partir de éter dietilico para permitir la obtencion de 1,2 g (71 %) de dietilamida de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-
cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (9) en forma de sélido cristalino. Se confirmé la estructura
por medio de RMN 3C (75 MHz, CDCls): 8¢ 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 de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (10)

Se agitd dietilamida de acido 9-(2-benciloxi-etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (9)
(1,0 g, 2,1 mmol) en metanol (100 ml) con paladio al 10 % sobre carbon vegetal (1,0 g), trietilamina (2,9 mg, 2,9 mmol,
4 ul) bajo atmosfera de gas de hidrégeno durante 18 horas a 55 °C. Posteriormente, se filtrd la reaccion a través de
un lecho de celite y se concentro el filtrado a vacio para proporcionar una goma (908 mg). Se introdujo la goma en
diclorometano (100 ml) y se lavé con disolucion acuosa de carbonato de potasio al 5 % (50 ml). Posteriormente, se
separo la disolucion de diclorometano, se seco sobre sulfato de magnesio y se concentrdé a vacio para permitir la
obtencién de una goma. Posteriormente, se cristalizé la goma a partir de éter dietilico (50 ml) y se recogieron los
cristales por medio de filtracion para permitir la obtencion de 523 mg (57 %) de dietilamina de acido 9-(2-benciloxi-
etil)-8-cloro-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (10). Se confirmé la estructura por medio de RMN
13C (75 MHz, CDCl3): d¢ 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 de acido 9-(2-hidroxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (11)

Se agitd dietilamina de acido 9-(2-benciloxi-etil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (10) (1,0 g,
2,1 mmol) en metanol (50 ml) con paladio al 10 % sobre carbon vegetal (300 mg), y exceso de gas de hidrogeno
durante 18 horas a 55 °C. Posteriormente, se filtrd la reaccion a través de un lecho de celite y se concentro el filtrado
a vacio para proporcionar 578 mg (100 %) de dietilamina de acido 9-(2-hidroxietil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-4-carboxilico (11) en forma de espuma. Se confirmé la estructura por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls):
oc 13,0, 14,4, 20,0, 22,0, 28,0, 36,4, 40,6, 42,0, 54,7, 60,6, 99,2, 102,6, 107,0, 116,7, 121,1, 136,1, 137,5, 138,0, 153,5
y 175,7.

Ejemplo 1(l): éster 2-(4-dietilcarbamil-5-metoxi-1,2,3,4-tetrahidro-carbazol-9-il) etilico de acido metanosulfénico

Se enfrio dietilamina de 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) a 0 °C y se afadieron cloruro de metanosulfonilo (477 mg, 4,2 mmol, 324 ul) y
trietilamina (420 mg, 4,2 mmol, 578 yl) y se permitié el calentamiento a RT durante la noche. Se lavo la reaccion con
una disolucion acuosa al 5 % de carbonato de potasio acuoso. Se separaron las fases. Se secaron las partes organicas
combinadas sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para proporcionar una goma (696 mg). Se purifico el
material bruto por medio de cromatografia de gel de silice eluyendo con petréleo (A): acetato de etilo (B) (75-100 %
de B, 22 CV, 120g, 85 ml/min) para permitir la obtencion de éster 2-(4-dietiicarbamil-5-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidrocarbazol-9-il)etilico de acido metanosulfénico en forma de goma que cristalizé a partir de éter dietilico para
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proporcionar 346 mg (59 %) de un solido incoloro. Se confirmo la estructura por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls):
oc 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,
153,8y 174,6.

Ejemplo 2: Sintesis de una mezcla racémica del compuesto de precursor del trazador de PET no radioactivo
de la invencién y su enantiémero alternativo

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

Se disolvié 2-fluoroetanol (640 mg, 10 mmol, 0,6 ml) en piridina (10 ml) bajo nitrégeno. Se agito la disolucion a 0 °C y
se afadio por partes cloruro de tosilo (4,2 g, 21,8 mmol) a la disolucién durante un periodo de 30 min, manteniendo la
temperatura por debajo de 5 °C. Se agitd la reaccion a 0 °C durante 3 horas. Se afadid hielo lentamente seguido de
agua (20 ml). Se extrajo la mezcla de reaccion en acetato de etilo y se lavd con agua. Se retir6 el exceso de piridina
por medio de lavado con una disolucién de HCI 1 N hasta que la fase acuosa se volvié acida. Se retiré el cloruro de
tosilo en exceso mediante lavado con carbonato de sodio acuoso 1 M. Se lavo la fase organica con salmuera, se seco
sobre sulfato de magnesio y se concentrd a vacio para proporcionar 2,1 g (98 %) de tosilato de fluoroetilo (12) en
forma de aceite incoloro. La estructura se confirmé por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCl3): 8¢ 21,6 (CCHs), 68,5 (d,
JCF =173 Hz, OCH,CHF), 80,6 (d, JCF= 173 Hz, OCH,CHF), 128,0, 129,9, 132,6 y 145,1.

Ejemplo 2(b): 2-cloro-5-metoxi-fenil)(2-fluorofenil) amina (13)

Se disolvid hidrocloruro de 2-cloro-5-metoxianilina (5,0 g, 26,0 mmol) en DMF (50 ml) y se afiadié hidruro de sodio
(2,3 g, 60 % en aceite, 57,0 mmol). Se agitd la reaccion durante 30 minutos a RT bajo nitrégeno. Se afiadié gota a
gota tosilato de fluoroetilo (12) (6,7 g, 31,0 mmol) en DMF (5 ml) y se agit6 la reaccion a RT durante 2 horas. A
continuacion, se calento la reaccion a 100 °C durante 18 h. Se permitié el enfriamiento de la reaccion y se retir6 el
disolvente a presion reducida. Se disolvio el residuo en acetato de etilo (100 ml) y se lavd con agua (2 x 100 ml). Se
recogieron las partes organicas, se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para proporcionar un
aceite marron que se purificd por medio de cromatografia de gel de silice eluyendo con petroleo (A): acetato de etilo
(B) (5-30 % de (B), 330 g, 18,1 CV, 120 ml/min) para permitir la obtencién de 1,3 g (25 %) de 2-cloro-5-metoxi-fenil)(2-
fluoroetil)amina (13) en forma de aceite amarillo. Se confirmo la estructura por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls):
oc 43,8 (d, Jcr = 23 Hz), 55,3, 82,0 (d, Jcr = 165 Hz), 98,1, 102,2, 111,6, 129,5, 144,1y 159,5.

Ejemplo 2(c): éster etilico de acido 3-[(2-cloro-5-metoxi-fenil)-(2-fluoroetil)amino]-2-hidroxi-ciclohexil-1-en-carboxilico
(14)

Se enfrié una disolucion de 2-cloro-5-metoxi-fenil) (2-fluoroetil) amina (13) (6,1 g, 30,0 mmol) en THF (170 ml) hasta -
40 °C. Se afadidé gota a gota bis(trimetilsilillamida de potasio (126,0 ml de una disolucién de 0,5M en tolueno,
63,0 mmol) y se agitd la reaccion durante 30 minutos a -40 °C). Se afiadi6 gota a gota éster etilico de acido 3-bromo-
2-hidroxi-ciclohex-1-encarboxilico (4; preparado de acuerdo con el Ejemplo 1(d)) (7,4 g, 30,0 mmol) en THF (30 ml) a
— 40 °C. Se retird el bafio de enfriamiento y se agito la reaccion a RT durante 4 horas. Se inactivé la reaccion con
salmuera (300 ml) y se extrajo en acetato de etilo (2 x 400 ml), se seco sobre sulfato de magnesio y se concentro a
vacio para proporcionar 12,0 g (cuantitativo) de éster etilico de 3-[(2-cloro-5-metoxi-fenil)-(2-fluoroetil)amino]-2-hidroxi-
ciclohexil-1-encarboxilico (14) en forma de aceite marréon que se uso bruto en la siguiente etapa. La estructura en
forma de mezcla de isdémeros se confirmé por medio de RMN 'H (300 MHz, CDCls): &¢ 1,08 (0,8 H, t, J= 9 Hz,
CO2CH2CHs), 1,22-1,33 (2,2 H, m, CO,CH2CH3), 1,40-2,60 (7H, m, 4-, 5- y 6-CHz, CHN), 3,20-4,50 (10H, m,
NCH>CH2F, NCH,CH.F, OCHs, CHCO.CH>CH3), 6,50-6,70 (1H, m, CHC(OCH3s)CHCH), 6,95 (0,5H, dd, J=3y 6 Hz,
CHC(OCHj3)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 de acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15)

Se intentd inicialmente la sintesis de 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15)
usando las condiciones descritas en el documento WO 2003/014082. Se enfrid una disoluciéon de 2-cloro-5-metoxi-
fenil) (2-fluoroetil) amina (13; preparada de acuerdo con el Ejemplo 2(b)) (600 mg, 3,8 mmol) en THF seco (20 ml) en
un bafio de hielo y se tratd con bis(trimetil silil) amida (16 ml de una disolucion 0,5 M en tolueno, 8,0 mmol). Tras 30
minutos, se afadio éster etilico de acido 3-bromo-2-hidroxi-ciclohex-1-encarboxilico (4; preparado de acuerdo con el
Ejemplo 1(d)) (1,04 g, 4,2 mmol) en THF (4 ml) y se permitié el calentamiento de la reaccién a RT durante 2 horas. Se
inactivo la reaccion con una disolucién de cloruro de amonio saturado y se extrajo dos veces con éter. Se lavaron los
extractos con agua, salmuera, se secaron y se concentré a vacio. Se purificé el material bruto por medio de
cromatografia de gel de silice eluyendo con petréleo (A) y acetato de etilo (B) (2,5-50 % de B, 50 g, 25 CV, 40 ml/min).
El punto principal fue la mezcla de tres componentes. Esta mezcla se colocé a reflujo en tolueno (20 ml) con cloruro
de cinc seco (1,7 g, 12,6 mmol) durante la noche. Se concentré la reaccion a vacio y se separd el residuo entre HCI
1 N (25 ml) y acetato de etilo (25 ml) y posteriormente se extrajo una vez mas con acetato de etilo. Se lavaron las
fases organicas con agua y salmuera, se seco y se concentré a vacio para permitir la obtenciéon de un aceite marron.
El analisis de RMN 'H indic6 que fue una mezcla de varios compuestos. TLC sobre silice en una gama de disolventes
no pudo separar esta mezcla en puntos por separado. La comparacion de RMN 1H de la mezcla con una muestra
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auténtica indico que la mezcla contenia un 25 % estimado de éster etilico de acido 8-cloro-9(2-fluoro-etil)-5-metoxi-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15).

Se llevd a continuaciéon un método modificado. Se disolvié éster etilico de acido 3-[(2-cloro-5-metoxi-fenil)-(2-
fluoroetil)amino]-2-hidroxi-ciclohexil-1-encarboxilico (14) (12,2 g, 30,0 mmol) en éter dietilico (250 ml) y se afiadi6é
cloruro de cinc (16,4 g, 120,0 mmol). Se calento la reaccion a reflujo durante 16 horas. Se afadio acetato de etilo (500
ml) para disolver todo y se lavé con HCI 2 N (200 ml), agua (200 ml), carbonato de potasio acuoso al 10 % (200 ml),
se seco sobre sulfato de magnesio y se concentrd a vacio. Se purificd el material bruto por medio de cromatografia de
gel de silice eluyendo con petroleo (A): acetato de etilo (B) (5-20 %, 12 CV, 10 g, 100 miI/min) para permitir la obtencion
de 5,3 g (50 % en 2 etapas) de éster etilico de acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-
carboxilico (15) en forma de solido amarillo. La estructura se confirmé por medio de RMN 3C (75 MHz, CDCls): &c
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 de acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (16)

Se disolvio éster etilico de acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (15)
(5,3 g, 15,0 mmol) en metanol (180 ml) y se afiadieron trietilamina (1,8 g, 18,0 mmol, 2,5 ml) y Pd al 10 %/C (2 g en
metanol (20 ml)). Se coloco la mezcla en el hidrogenador Parr y se agité durante 18 horas en una atmosfera de
hidrégeno. La reaccion se filtré a través de un lecho de celite, se lavo con metanol y se retir el disolvente a vacio. Se
disolvié el residuo en acetato de etilo (300 ml) y se lavé con carbonato de potasio acuoso al 10 % (200 ml), se secé
sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para proporcionar 4,2 g (88 %) de éter etilico de acido 9-(2-fluoroetil)-
5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (16) en forma de sélido marrén claro. La estructura se confirmo
por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls): ¢ 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, 50-95 % metanol/agua durante 20 minutos) 13,6 min (94 %).
Ejemplo 2(f): acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (17)

Se disolvio éster etilico de acido 8-cloro-9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (16)
(380 mg, 1,2 mmol) en etanol (4 ml). Se afiadié una disolucion de hidréxido de sodio (580 mg, 14,5 mmol) disuelta en
6 ml de agua. Se calenté la mezcla de reaccion a reflujo durante la noche. Se retir6 el disolvente a vacio y se diluyé la
mezcla bruta con agua, se acidific6 con HCl 2 N hasta alcanzar un pH acido y se lavo con diclorometano. Se
combinaron las fases organicas resultantes y se sec6 sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio para
proporcionar 347 mg (cuantitativo) de acido 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico (17)
en forma de sélido blanquecino que se uso bruto en la siguiente etapa. Se confirmé la estructura por medio de RMN
13C (75 MHz, CDCls): 8¢ 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)

Se agité una disolucion 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) bajo nitrégeno. Se afadié cloruro de oxalilo (453 mg, 3,6 mmol, 300 ul)
seguido de una gota de DMF. Se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante 2 horas
y posteriormente se evaporé a vacio para proporcionar 371 mg (cuantitativo) de cloruro de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo en forma de goma que se uso en la siguiente etapa sin purificacion. La
estructura se confirmo por medio de RMN '3C (75 MHz, CDCls): 8¢ 20,2, 21,7, 26,4, 43,3 (d, JCF = 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): amida dietilica de acido de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico

Se disolvid cloruro de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carbonilo (18) (371 mg, 1,2 mmol) en
diclorometano (2 ml) y se enfrié a 0 °C. Se afiadio posteriormente dietilamina (177 mg, 2,4 mmol, 250 ul) y se agité la
reaccion durante la noche a temperatura ambiente. Se inactivé la reacciéon con carbonato de potasio acuoso al 10 %
(2 ml). Se recogio la fase de diclorometano a través de un separador de fases y posteriormente se concentré a vacio.
Se purificé el material bruto por medio de cromatografia de gel de silice eluyendo con petréleo (A):acetato de etilo (B)
(50-100 % (B), 50 g, 35,2 CV, 40 ml/minuto) para permitir la obtencion de un soélido de color amarillo claro. A
continuacion, se triturd el sélido con una cantidad minima de éter dietilico para permitir la obtencion de 240 mg (58 %)
de amida dietilica de acido de 9-(2-fluoroetil)-5-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-4-carboxilico. Se confirm¢é la
estructura por medio de RMN "3C (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, Jcr = 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 compuesto precursor 1y su enantiomero alternativo
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Compuesto Precursor 1

Se separo6 la mezcla racémica del Compuesto Precursor 1y su enantiomero alternativo (obtenido como se describe
en el Ejemplo 1) en sus enantiomeros usando cromatografia de fluidos supercriticos quiral (CO2) en una columna
Kromasil Amycoat, 250x10 mm, 5 ym, 100 angstrom usando IPA al 30 % a 40 °C a 13 ml/minuto con un tiempo de
ensayo de 6 minutos. Se disolvieron 60 mg del racemato en 1,4-dioxano (2 ml) y se inyectaron hasta 200 ul de una
vez para cada ensayo. Se logré una separacion de linea base entre los dos enantidmeros. La determinacion analitica
por HPLC de la pureza enantiomérica de los dos enantidmeros por separado en un IC de Quiral Technologies, 250 x
4,6 mm, 5pum, ensayo isocratico, MeOH:IPA 80:20 a 0,5 ml/minuto y temperatura ambiente indicd una pureza
enantiomérica de un 99,5 % de cada uno de los enantidmeros.

Ejemplo 4: Sintesis del trazador de PET de la invencién y su enantiomero alternativo

Se marcaron el compuesto precursor 1y su enantidmero obtenido de acuerdo con el Ejemplo 3 con '®F usando un
casete FASLab™ (GE Healthcare).

Se retuvo el fluoruro [18F] proporcionado por GE Healthcare sobre un ciclotron de GE PTrace en un cartucho de QMA.
Se afiadieron K222 (8 mg), KHCO3 (200 pl, 0,1 M ac.) y MeCN (1 ml) a un vial 1 con eluyente. Se usaron 0,6 ml del
eluyente del vial 1 con eluyente para eluir el cartucho de QMA. Se llevo a cabo el secado de la fraccién eluida 18F a
100 °C durante 20 minutos, seguido de enfriamiento a 86 °C antes de la adicion del precursor. Se disolvieron 3 mg de
cada compuesto precursor en 1,6 ml de CH3CN. Se afiadieron 1 ml de esta disolucion al recipiente de reaccién. Se
calento el recipiente de reaccion a 100 °C durante 15 minutos. Posteriormente, se aclaré el recipiente de reaccién con
2 ml de agua.

Se llevé a cabo HPLC de semi-preparacion como se muestra a continuacion:

0-40 minutos 45 % (B)

Columna Columna C18 ACE 5, 5u, 100x10 mm
Eluyente Agua (bomba A): MeCN (bomba B)
Tamafio del bucle 5 ml

Velocidad de la bomba 3 ml/minuto

Longitud de onda 254 nm, 2 AUFS

Se llevé a cabo HPLC aquiral analitica como se muestra a continuacion:

0-25 minutos 60 % (B)

25-25,5 minutos 60-95 % (B)

25,5-26,5 minutos 95 % (B)

26,5-27 minutos 95-60 % (B)

27-30 minutos 60 % (B)

Columna Chromolith RP-18e 100x4,6 mm (H10-0022) Luna C18 Guard
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Eluyente Agua (bomba A): MeOH (bomba B)
Tamanio del bucle 20 ul

Velocidad de la bomba 1 ml/minuto

Longitud de onda 254, 230 nm

Se llevé a cabo HPLC quiral analitica como se muestra a continuacion:

0-10 minutos 20 % (B)

Columna Columna Chiralpak IC 250x4,6 mm y Chiralpak IC guard
Eluyente Metanol (bomba A): alcohol isopropilico (bomba B)
Tamanio del bucle 10 ul

Velocidad de la bomba 1 ml/minuto

Longitud de onda 220, 230 nm

El rendimiento EOS para el trazador de PET de la invencion fue de un 32 % y para su enantiémero fue de un 19 %.

Ejemplo 5: Sintesis del analogo no radioactivo del trazador de PET de la invencién y su enantiémero alternativo

r

0~ Ox N~ o Oy N~
|
+
N| N
SFC
S -
F F
Trazador PET No
Radioactivo

La mezcla racémica del trazador de PET no radioactivo de la invencién y su enantidmero alternativo (obtenido como
se describe en el Ejemplo 2) se separaron en sus enantiomeros usando cromatografia de fluidos supercriticos quiral
(CO,) (SFC) sobre una columna Kromasil Amycoat, 250 x 10 mm, 5 ym, 100 angstrom usando IPA al 20 % a 40 °C a
14 ml con un tiempo de ensayo de 6 minutos. Se disolvieron 100 mg de la mezcla racémica en 1,4-dioxano (2,5 ml) y
se inyectaron hasta 200 pl de una vez para cada ensayo. Se cortaron las fracciones para garantizar que se recogieron
fracciones no mezcladas. La determinacién analitica por HPLC de la pureza enantiomérica de los dos enantiémeros
separados en un IC de Chiral Technologies, 250x4,6 mm, 5 um, ensayo isocratico, 80:20 — MeOH:IPA a 0,5 ml/minuto
y temperatura ambiente indicé una pureza enantiomérica de 99,5 % de cada uno de los enantiémeros.

Ejemplo 6: Determinacion de la estereoquimica absoluta por medio de dicroismo circular vibracional

Se sometieron a ensayo el analogo no radioactivo del trazador de PET de la invencion y su enantiémero, asi como el
Compuesto Precursor 1y su enantiomero. Se disolvié cada compuesto de ensayo en CDClIs (5 mg, 0,12 ml para el
trazador de PET y su enantiémero; 5 mg/0,15 ml del Compuesto Precursor 1 y su enantidmero) y se colocaron en una
célula de longitud de trayectoria de 100 um con ventanas de BaF,. Se registraron los espectros IR y VCD en un
espectrometro QuirallRTM VCD (BiTools, INc.) equipado con un accesorio DualPEM, con una resolucion de 4 cm™,
11 h de recogida para cada muestra e instrumento optimizado a 1400 cm™'. El IR del disolvente se recogi6 para 150
barridos. Se recogieron los espectros IR con correccion de disolvente y VCD con correccion de enantiomero. Se midio
la rotacion optica (OR) de cada compuesto de ensayo usando un Polarimetro Jasco DIP-370 a 590 nm y 25 °C.
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Compuesto de Ensayo Rotacién Optica (C= 0,33 en CHCls)
Tratador de PET -48,9°

Enantiomero alternativo del | +43,5°

trazador de PET

Compuesto Precursor 1 -52,2°

Enantiomero alternativo del | +50,1°

Compuesto Precursor 1

Se construyo la configuracion-(R) en cada caso con Hyperchem (Hypercube, Inc., Gainesville, FL). Se llevé a cabo
una busqueda conformacional con Hyperchem para la estructura completa a nivel de mecanica molecular. Se llevaron
a cabo los calculos de geometria, frecuencia e intensidad IR y VCD a nivel de DFT (conjunto B3LYP funcional/6-31
G(d) base) con Gaussian 09 (Gaussian Inc., Wallingford, CT). Se escalaron las frecuencias calculadas en 0,97 y se
convirtieron las intensidades IR y VCD en bandas de Lorentzian con una semi-anchura de 6 cm™ para la comparacion
con fines experimentales.

Con respecto al Trazador de PET y su enantiomero, los calculos gaussianos de 36 conférmeros dieron como resultado
diez conférmeros que tenian energias de 1 kcal/mol a partir del conféormero con energia mas baja. Se calcularon las
geometrias optimizadas de los cuatro conférmeros con energia calculada mas baja ara la configuracion-(R), y se llevo
a cabo la comparacion de los espectros VCD y IR observados con los de los conférmeros con energia calculada mas
baja. Basandose en el acuerdo global del patron de VCD para la suma de Botlzmann y observada de los espectros
calculados de los diez conférmeros con la energia mas baja, se asigna la configuracion absoluta del analogo no
radioactiva del trazador de PET de la invencién como (S) y se asigna su enantiomero como (R). Se evaluo la asignacion
por medio del programa compareVOA (Biotools), y el nivel de confianza de la asignacion es de un 100 % basado en
la base de datos actual que incluye 89 asignaciones previas correctas para las diferentes estructuras quirales.

Con respecto al Compuesto Precursor 1 y su enantidmero, los calculos gaussianos de los 36 conférmeros dieron como
resultado 9 conférmeros que tenian energias de 1 kcal/mol a partir del conféormero con la energia mas baja. Basandose
en el acuerdo global en cuanto al patrén de VCD para la suma de Boltzmann y observada de los espectros calculados
de los nuevo conférmeros con energia mas baja, se asigna la configuracion absoluta del compuesto precursor 1 como
(S) y se asigna su enantiomero como (R)-. Se evaluo la asignacion por medio del programa CompareVOA, y el nivel
de confianza de la asignacion es de un 96 % de acuerdo con la base de datos actual que incluye 89 asignaciones
previas correctas para las diferentes estructuras quirales. Esta asignacion esta de acuerdo con la asignacion de la
configuracion del analogo no radioactivo del trazador de PET de la invencion.

Ejemplo 7: Ensayo de potencia in vitro

Se exploro la afinidad por PR usando un método adaptado usando Le Fur et al (Life Sci. 1983; EE.UU. 33: 449-57).
Se sometieron a ensayo analogos no radioactivos del trazador de PET de la invencién y el racemato asociado. Cada
compuesto de ensayo (disuelto en Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, MgCl, 10 mM que contenia DMSO al 1 %) compitio por la
union bien a PB de corazdn de rata Wistar o bien a PBR humano frente a PK-11195 [*H] 0,3 nM. Se llevo a cabo la
reaccion en Tri-HCI 50 mM, pH 7,4 MgCl> 10 mM durante 15 minutos a 25 °C. Se exploré cada compuesto de ensayo
a 6 concentraciones diferentes durante un intervalo de 300 veces las concentraciones alrededor del K; estimado. Se
observaron los siguientes datos:

Compuesto de Ensayo

Ki Corazon de Rata (nM)

Trazador de PET de la invencion 0,87
Racemato 1,47
Enantidmero alternativo 3,87

Compuesto de Ensayo

Ki Humano (nM)

Trazador de PET de la invencion

9,17

Racemato

Enantiomero alternativo
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Ejemplo 8: Ensayo de estabilidad quiral in vitro

Se incubo el trazador de PET no radioactivo de la invencion obtenido de acuerdo con el Ejemplo 2 (37 °C) en plasma
humano o en la fraccion S9 de higado de rata hasta 4 horas. Se extrajeron los enantidmeros a partir del material
bioldgico por medio de precipitacion de proteinas. Se separo el precipitado solido de la fase liquida, que se evaporé a
sequedad. Se disolvio el residuo seco en acetonitrilo.

Se aplicé un sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 que consistié en dos bombas (micro-bomba LPG-3000 y bomba
Ultimate 3000), un detector UV/visible, un dispositivo automatico de toma de muestra y dos valvulas de conmutacion
en el presente estudio. Una valvula de conmutacion conectaba las dos bombas y el dispositivo automatico de toma de
muestra. Esta configuracion hizo posible el uso de cualquiera de las bombas para la inyeccion en la columna. La
bomba usada para la inyeccién se conect6é Unicamente a la columna de SPE. Tras la inyeccion y elucion, se lavé la
columna SPE usando la bomba de inyeccion. Se preparé el sistema para una nueva inyeccion mientras que el analisis
quiral se encontraba en marcha.

La otra valvula de conmutacién conectaba la columna analitica a la columna SPE. Una vez retenida la sustancia sobre
la columna de SPE, se conmuto la valvula y la bomba analitica eluy6 la sustancia de la columna de SPE al interior de
la columna quiral analitica. La direccion de flujo de elucion fue inversa a la de retencion. Se conecté la bomba analitica
al sistema analitico Unicamente y se esperd a que los analitos comenzaran la elucion. Se variaron tanto el tiempo de
ensayo de la retencion sobre la columna SPE como el tiempo de elucion a partir de la presente columna para optimizar
el proceso de dos etapas.

Columna Analitica: Chiralpak IC 0,46 x 25 cm con la pre-columna del mismo material 0,4 x 1 cm.

Columna SPE: LiChrospher ADS RP-4 25 x 4 mm (columna RAM), particulas de 25 ym. Valor limite de peso molecular:
15 kDa (Merck).

Fase Movil: A: acetato de amonio 10 mM, pH 7, B: 1:1 MeCN:MeOH.
El flujo fue de 300 pl/minuto.
Deteccién: deteccion UV a 230 nm.

Retencion sobre la columna SPE: cuando se retiene el analito sobre la columna SPE, se aplicé el modo isocratico que
usa MeCN al 10 % en acetato de amonio 50 mM. La retencion duré 4 minutos y posteriormente se conmuto la valvula.

Elucién a partir de la columna SPE y separacion: la elucion comenzé usando una mezcla de fase movil de MeCN al
10 % y acetato de amonio 10 mM al 90 %. Trascurridos 5 minutos, se conmuto la valvula de nuevo a la columna de
SPE, que se lavé con MeCN/MeOH al 90 % en tampon. El gradiente de la columna analitica comenzo en 65 % de la
fase organica en el tampén y se modificéd hasta 85 % de fase organica en el tampdn durante 26,5 minutos. Se lavo la
columna analitica durante 3 minutos usando MeCN/MeOH al 70 % y posteriormente se estabilizd6 en MeCN/MeOH al
10 % para preparar el sistema de separacion para la siguiente inyeccion. El tiempo total de ensayo fue de 40 minutos.

El trazador de PET en plasma no mostré ningun cambio de cromatograma tras la incubacion durante 4 horas. Los
resultados cromatograficos se compararon con una muestra no incubada en el plasma y una disolucién de referencia
del trazador de PET de la invencién. No se aprecio racemizacion.

El trazador de PET de la invencion en la fraccién S9 de higado de rata no experimentd racemizacion tras incubacion
durante 4 horas.

Ejemplo 9: Biodistribucion in vivo

El trazador de PET de la invencion, su enantidmero alternativo, y la mezcla racémica de los dos, se sometieron a
ensayo en un modelo de biodistribucion in vivo.

Se inyectaron 1-3 MBqg de compuesto de ensayo a ratas Wistar macho adultas (200-300 g) por medio de la vena lateral
de la cola. Se sacrificaron las ratas 2, 10, 30 o 60 minutos (n=3) después de la inyeccion, y se tomaron muestras de
los tejidos o fluidos para la medicion radioactiva en un contador gamma.

Se observaron los siguientes datos de apreciacion:
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Compuesto de Ensayo Cerebro 2 min | OB 30 min | OB:Str
(%ID/g) (%ID/g) 30 min
Trazador de PET de la invencion 0,53 0,45 3,2
Racemato 0,52 0,36 3,0
Enantidmero alternativo 0,53 0,23 2,9

Ejemplo 10: Estudio de metabolismo in vivo

Se sometio a ensayo la cantidad de actividad cerebral o plasmatica debida al compuesto de ensayo parental hasta 1
hora después de la administracion. El trazador de la invencién y su racemato asociado fueron los compuestos de
ensayo.

Se inyectaron aproximadamente 20 MBq de compuesto de ensayo a ratas Wistar macho adultas (150-200 g). Se
analizaron las muestras de cerebro y plasma por medio de HPLC 10, 30 y 60 minutos después de la inyeccion. Se
emplearon las siguientes condiciones de HPLC:

Método: Isocratico

Composicion: % de agua (Tampon A) % de acetonitrilo (Tampdn B)
60 % 40 %

Columna: Columna pBondapak C18 prep de Water

Dimensiones de columna: 7,8 x 300 mm; 10 ym; 125 angstrom

Caudal: 3 ml/min

Volumen de inyeccion de muestra: 1ml

Se observaron los siguientes datos de apreciacion:

Compuesto Cerebro (% padre) Plasma (% padre)
de Ensayo
10 min | 30 min | 60 min | 10 min | 30 min | 60 min
después de | después de | después de | después de | después de | después de
inyeccion inyeccion inyeccion inyeccion inyeccion inyeccion
Racemato 100 0 97 +1 91 +2 814 49 +12 28 +1
Trazador de
PET de la 98 +2 96 +2 94 +2 70 18 41 +16 215
invencion

Ejemplo 11: Ensayo de bloqueo in vivo

Se sometieron a ensayo las biodistribuciones in vivo del trazador de PET de la invencidon en comparacion con el
racemato asociado tras la pre-administracion de sus respectivos analogos no radioactivos, o pre-administracion del
ligando conocido especifico de PBR, PK1119s.

Se inyectaron 3-4 MBq de compuesto de ensayo a ratas Wistar macho adultas (200-300 g) por medio de la vena lateral
de la cola. Se administré PK11195 0 un analogo no radioactivo (ambos a 3 mg/kg) 5 minutos antes del compuesto de
ensayo radiomarcado. Trascurridos 30 minutos de la inyeccion, se sacrificaron las ratas y se tomaron muestras de los
tejidos o fluidos para la medicion radioactiva en un contador gamma.

Se observaron los siguientes datos de apreciacion:
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Racemato Trazador de PET de la

(% del vehiculo) invencion (% del vehiculo)

Pliss | radiometv | P | radionstve
Bulbo olfativo 37 59 43 37
Striata 114 124 117 114
Sangre 247 289 289 253
Pulmones 13 11 14 12
Musculo 90 140 131 143

Ejemplo 12: Modelo de inflamacion de axotomia del nervio facial

Se sometié a ensayo la unién a un sitio focal de neuroinflamacién por medio de autoradiografia. Los compuestos de
ensayo fueron el trazador de PET de la invencion y su racemato asociado.

Se usaron ratas Wistar macho (200-300 g) no sometidas a tratamiento previo, o sometidas a axotomia del nervio facial
de acuerdo con el procedimiento descrito por Graeber y Kreutzberg (J Neurocytol 1986; 15: 363-373). Se retiraron
diversos tejidos incluyendo tronco encefélico y bulbo olfativo de los animales y se congelaron rapidamente en
isopentano y posteriormente se almacenaron a -70 °C hasta el uso. Se partieron los tejidos (12 ym) y se montaron
descongelados sobre portaobjetos Superfrost Plus. Se almacenaron los portaobjetos a -70 °C hasta el uso.

Se secaron al aire los portaobjetos antes de la pre-incubacion en tampon Tris-HCI (170 mM, pH 7,4) durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Se anadié un exceso de 1000 veces de PK11195 no radioactivo a 1 uM, o trazador de PET no
radioactivo de la invencion a 1 uM antes de la incubacion con tampoén Tris-HCI (170 mM, pH 7,4) que contenia 8
GBqg/ml del compuesto de ensayo durante 60 minutos. Posteriormente, se termind la reaccién aclarando las secciones
dos veces durante 5 minutos en tampén enfriado con hielo (Tris-HCI, 170 mM, pH 7,4) y posteriormente se sumergieron
los portaobjetos brevemente en agua destilada para aclarar. Se secaron a continuacion los portaobjetos al aire y se
expusieron a pelicula de rayos-X. Cuando se exponen a pelicula de rayos-X, se incluyd un patron de referencia, para
la autoradiografia in vitro se tomdé una muestra de referencia (20 p) de la disolucién y se coloco sobre papel de filtro
(cubierto sobre un vidrio) y se expuso junto con las secciones. La pelicula se expuso durante 24 horas y se analizaron
los datos por medio de dibujo de las regiones de interés alrededor de las estructuras anatémicas especificas asi como
alrededor de las muestras bloqueadas.

s, referencias y fondo usando un soporte l6gico MCID usando una escala de gradiente de densidad como curva de
calibracion ajustada a la muestra de referencia.

Se observaron los siguientes datos de apreciacion:

Racemato Trazador de PET de la
(% de union especifica) invencion (% de unién
especifica)
Ligando no Ligando no
PKit1s marcado PKit1s marcado
Bulbo olfativo 67 59 75 77
Tronco
encefalico no
sometido a 13 21 70 70
tratamiento
previo
Tronco
encefalico 69 72 86 86
FNA
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REIVINDICACIONES

1.- Un trazador de tomografia por emision de positrones (PET) que tiene la siguiente estructura quimica:

\
~o N0
A
)

F

2.- Un compuesto precursor para la preparacion del trazador de PET como se define en la reivindicacién 1, en el que
dicho compuesto de precursor es de Formula I:

\
\O\/N 0
A

-

R (I

en la que R" es un grupo hidroxilo o un grupo saliente.

3.- El compuesto precursor que se define en la reivindicacion 2, en el que dicho grupo saliente esta seleccionado entre
mesilato, tosilato vy triflato.

4.- El compuesto precursor que se define en la reivindicacion 3, en el que dicho grupo saliente es mesilato.

5.- Un primer método para preparar el compuesto precursor de Férmula | que se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 2-4, en el que dicho método comprende:

(i) proporcionar una mezcla racémica de dicho compuesto precursor de Férmula | y un compuesto de Formula

~A SN \?O

R (In;
en la que R? es como se ha definido para R'en una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, y R' y R? son iguales;

(i) separar dicho compuesto precursor de Formula | de dicho compuesto de Férmula Il.

6.- Un segundo método de preparacion del compuesto precursor de Férmula | como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 2-4 en el que dicho método comprende:

(i) proporcionar un compuesto de Formula Ill:
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1
PG (1)
en la que PG es un grupo protector de hidroxilo;
(i) convertir dicho compuesto de Férmula Il en su correspondiente cloruro de acido;

(iii) hacer reaccionar el cloruro de acido obtenido en la etapa (ii) con dietilamina para obtener un compuesto
de Férmula IV:

N
Cl

Q
2

\
\O\/N 0]

|

H

en la que PG? es un grupo protector de hidroxilo y es el mismo que PG";

(iv) retirar el atomo de cloro-8 y desproteger el compuesto de Férmula IV obtenido en la etapa (jii) para obtener
el derivado de hidroxilo;

(v) opcionalmente afiadir un grupo saliente como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 2-4 para
la Férmula |,

en el que el compuesto precursor de Férmula | es el resultado de cualquiera etapa (iv) o (v).

7.- El método que se define en la reivindicacion 6, en el que dicha etapa (i) de proporcionar dicho compuesto de
Férmula lll comprende:

(a) proporcionar una mezcla racémica de un compuesto de Formula V y un compuesto de Férmula VI:

1

~ RO_O

PG V) (VI)

en la que:
R' es un alcohol quiral; y

PG3y PG* son iguales y son cada uno un grupo protector de hidroxilo;
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(b) separar el compuesto de Férmula V del compuesto de Férmula VI;

(c) retirar R" del compuesto separado de Formula V usando condiciones acidas, lo que da como resultado de
este modo dicho compuesto de Férmula lll.

8.- El método que se define en la reivindicacion 6, en el que dicha etapa (i) de proporcionar dicho compuesto de
Férmula Il comprende:

(a) proporcionar una mezcla racémica de dicho compuesto de Férmula Il y un compuesto de Férmula VIII:

(VIID)

en la que PG® es un grupo protector de hidroxilo y es el mismo que PG' como se define en la reivindicacion 6;

(b) hacer reaccionar la mezcla que se define en la etapa (a) con una amina opticamente activa para separar
dicho compuesto de Férmula lll de dicho compuesto de Férmula VIILI.

9.- El método que se define en la reivindicacion 6 en el que dicha etapa (i) de proporcionar dicho compuesto de Formula
Il comprende:

(a) proporcionar una mezcla racémica de un compuesto de Formula IX y un compuesto de Férmula X:

6
PG (IX) X)

en la que PG® y PG’ son iguales y son cada uno un grupo protector de hidroxilo;

(b) hacer reaccionar la mezcla que se ha definido en la etapa (a) con una enzima estereo selectiva para obtener
dicho compuesto de Férmula Il en la que dicha enzima estereo selectiva lleva a cabo la hidrélisis de éster del
compuesto de Férmula IX.

10.- Un método de preparacién de un trazador de PET como se define en la reivindicacion 1, en el que dicho método
comprende la reaccién del compuesto precursor de Férmula | que se define en una cualquiera de las reivindicaciones
2-4 con una fuente apropiada de '8F.

11.- El método que se define en la reivindicacién 10 que esta automatizado.
12.- Un casete para llevar a cabo el método que se define en la reivindicacién 11 que comprende:

i) un recipiente que contiene el compuesto precursor que se define en una cualquiera de las reivindicaciones
2-4;y

ii) medios para eluir el recipiente de la etapa (i) con una fuente apropiada de '8F como se define en la
reivindicacion 10.

13. Una composicion radiofarmacéutica que comprende el trazador de PET que se define en la reivindicacion 1 junto
con un vehiculo biocompatible apropiado para administracién a un mamifero.
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14. El trazador de PET de la reivindicacion 1 para su uso en un método de formacion de imagenes de PET para
determinar la distribucion y/o el alcance de la expresion de PBR en un sujeto en el que dicho método comprende:

i) administrar a dicho sujeto el trazador de PET que se define en la reivindicacion 1;

ii) permitir que dicho trazador de PET se una a PBR en dicho sujeto;

iii) detectar las sefiales emitidas por el '®F presente en dicho trazador de PET ligado;

iv) generar una imagen representativa de la ubicacion y/o cantidad de dichas sefales; y,

v) determinar la distribucién y el alcance de la expresién de PBR en dicho sujeto en el que dicha expresion esta
directamente correlacionada con dichas sefiales.

15. El trazador de PET que se define en la reivindicacion 1 para su uso en un método de formacion de imagenes de
PET que se define en la reivindicacién 14 en el que dicho método se lleva a cabo repetidamente durante el transcurso
de un régimen de tratamiento para dicho sujeto, comprendiendo dicho régimen de tratamiento la administracion de un
farmaco para combatir una afecciéon de PBR.

16. El trazador de PET que se define en la reivindicacion 1, para su uso en un método de diagnosis de una afeccion
en la que PBR se encuentra sobre-regulado, en el que dicho método comprende el método de formacion de imagenes
de PET que se define en la reivindicacion 14 o 15, junto con una etapa adicional (vi) de atribucion de la distribucién y
alcance de la expresion de PBR a una imagen clinica particular.
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