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DESCRIPCION
Ligandos para PET de mGIuR2 radiomarcados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a ligandos de mGIluR2 radiomarcados selectivos que son Utiles para la obtencion de
imagenes y la cuantificacion del receptor de glutamato metabotrépico mGIluR2 en tejidos, usando tomografia de
emisién positronica (PET) segun se definen en las reivindicaciones. La invencion también se dirige a composiciones
que comprenden estos compuestos, a procedimientos para preparar estos compuestos y composiciones, al uso de
estos compuestos y composiciones para obtener imagenes de un tejido, células o un mamifero, in vitro o in vivo, y a
precursores de dichos compuestos segun se definen en las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencién

El sistema glutamatérgico del SNC es uno de los sistemas neurotransmisores que representan un papel clave en
varias funciones cerebrales. Los receptores de glutamato metabotrépicos (mGIuR) pertenecen a la familia acoplada
a proteina G, y se han identificado hasta la fecha ocho subtipos diferentes, que estan distribuidos en diversas
regiones cerebrales (Ferraguti & Shigemoto, Cell & Tissue Research, 326:483-504, 2006). Los mGluRs participan en
la modulacién de la transmisién sinéptica y la excitabilidad neuronal en el SNC mediante la unién de glutamato. Esto
activa el receptor para acoplarse a socios de senalizacion intracelulares, conduciendo a episodios celulares
(Niswender & Conn, Annual Review of Pharmacology & Toxicology 50:295-322, 2010).

Los mGluRs se dividen ademas en tres subgrupos basados en sus propiedades farmacoldgicas y estructurales:
grupo-lI (mGluR1 y mGIuRS5), grupo-Il (mGIluR2 y mGIuR3) y grupo-lll (mGluR4, mGIluR6, mGIuR7 y mGIuR8). Se
considera que los ligandos del grupo-1l, moduladores tanto ortostéricos como alostéricos, son potencialmente Utiles
en el tratamiento de diversos trastornos neurolégicos, incluyendo psicosis, trastornos del estado de animo,
enfermedad de Alzheimer y deficiencias cognitivas o de la memoria. Esto esta de acuerdo con su localizacién
principal en zonas del cerebro tales como la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado (Ferraguti & Shigemoto, Cell
& Tissue Research 326:483-504, 2006). Particularmente, se presenta que los antagonistas y los moduladores
alostéricos negativos mantienen potencial para el tratamiento de trastornos del estado de animo y disfuncién
cognitiva o de la memoria. Esto se basa en hallazgos con antagonistas de receptores del grupo-ll y moduladores
alostéricos negativos probados en animales de laboratorio sometidos a una gama de condiciones experimentales
consideradas importantes para estos sindromes clinicos (Goeldner y cols, Neuropharmacology 64:337-346, 2013).
Estan en curso estudios clinicos, por ejemplo, con el antagonista de mGluR2/3 RO4995819 (F. Hoffmann-La Roche
Ltd.) en terapia complementaria en pacientes con trastorno depresivo mayor que tienen una respuesta inadecuada al
tratamiento antidepresivo en marcha (ClinicalTrials.gov Identificador NCT01457677, recuperado el 19 de febrero de
2014). El documento WO 2013066736 (Merck Sharp & Dohme Corp.) describe compuestos de quinolinocarboxamida
y quinolinocarbonitrilo como NAMs de mGluR2. El documento W0O2013174822 (Domain therapeutics) describe 4H-
pirazolo[1,5-aJquinazolin-5-onas y 4H-pirrolo[1,2-aJquinazolin-5-onas y la actividad NAM de mGIluR2 in vitro de las
mismas. El documento WO 2014064028 (F. Hoffman-La Roche AG) divulga una seleccion de moduladores
alostéricos negativos de mGlu2/3 y su uso potencial en el tratamiento de trastornos del espectro autista (ASD). El
documento W02012/062752 ensena ligandos para PET de mGluR2 radiomarcados que se usan para la obtencion
de imagenes del receptor mGIuR2 en el cerebro. Los compuestos son descritos por la formula de Markush de la
reivindicacién 1y son heterociclicos, conteniendo un anillo de triazol fusionado a un anillo fenilico.

Los receptores del grupo-ll estan situados principalmente en terminales nerviosos presinapticos donde ejercen un
bucle de retroalimentacion negativa para la liberaciéon de glutamato en la sinapsis (Kelmendi y cols, Primary
Psychiatry 13:80-86, 2006). Por lo tanto, la inhibicion funcional de estos receptores por antagonistas 0 moduladores
alostéricos negativos levanta el freno a la liberacion de glutamato, dando como resultado una sefalizacién
glutamatérgica potenciada. Se cree que este efecto subyace a los efectos de tipo antidepresivo y procognitivos
observados en especies preclinicas con inhibidores del receptor del Grupo-Il. Ademas, se ha mostrado que el
tratamiento de ratones con antagonistas ortostéricos del grupo-Il potencia la sefalizacion por factores de crecimiento
tales como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Koike y cols, Behavioural Brain Research 238:48-52,
2013). Puesto que se ha mostrado que el BDNF y otros factores de crecimiento estan criticamente implicados
mediando en la plasticidad sinaptica, es probable que este mecanismo contribuya a las propiedades tanto
antidepresivas como procognitivas de estos compuestos. Por lo tanto, se considera que la inhibicién de mGluRs de
la familia de receptores del grupo-Il representa un mecanismo terapéutico potencial para trastornos neuroldgicos,
incluyendo depresion y disfuncion cognitiva o de la memoria.

La tomografia de emisidn positrénica (PET) es una técnica de obtencién de imagenes no invasiva que ofrece la mas
alta resolucion espacial y temporal de todas las técnicas de obtencién de imagenes nucleares y tiene la ventaja
anadida de que puede permitir la cuantificacién cierta de las concentraciones de trazador en los tejidos. Usa
radionuclidos emisores de positrones tales como, por ejemplo, %0, BN, "'c y 8, para la deteccion. Hasta ahora, se
han presentado varios radiotrazadores para tomografia de emision positrénica para la obtencién de imagenes in vivo
de mGluRs. Todavia existe una necesidad de proporcionar radiotrazadores para tomografia de emisién positronica
para obtener imagenes de mGIuR2.
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Sumario de la invencién

La presente invenciodn se refiere a un compuesto que tiene la Férmula (1)

en la que,

XesCHON,

R' se selecciona del grupo de CF3, SFsy Cl;
R? se selecciona del grupo de H, Cly -OCHgs; y
R® se selecciona de -NHCHs, CHsz y F;

en donde al menos un atomo esta radiomarcado, o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo
segun se define en las reivindicaciones.

La invencion también se refiere a compuestos precursores para la sintesis de un compuesto de Férmula (I) segun se
define previamente. Asi, la presente invencion también se refiere a compuestos de Férmulas (P-1), (P-1) o (P-IlI)

en las que

XesCHoN,

R' se selecciona del grupo de CF3, SFsy Cl;

R? se selecciona del grupo de H, Cl y -OCHzs; y Boc es terc-butiloxicarbonilo.

La invencion también se refiere a materiales de referencia, que corresponden, por ejemplo, a los correspondientes

[‘QC]-compuestos o los ['9F]-compuestos de Foérmula (l). En un aspecto adicional, la invencion se refiere al
compuesto
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o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo segun se define en las reivindicaciones.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula () o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable. En una
realizacién particular, dicha composicion farmacéutica es particularmente adecuada para diagnéstico y por lo tanto
se puede denominar una composicién farmacéutica diagnéstica. En particular, dicha composicion farmacéutica es
una solucion estéril. Asi, es ilustrativa de la invencion una solucién estéril que comprende un compuesto de Férmula
(1) descrito en la presente.

La invencién se refiere ademas al uso de un compuesto de Férmula () como un agente de obtencién de imagenes.
Por lo tanto, ejemplificando la invencion existe un uso de un compuesto de Férmula (I) segun se describe en la
presente, para la, o un método de, obtencién de imagenes de un tejido, células o un mamifero, in vitro o in vivo.

La invencion también se refiere a un método para obtener imagenes de un tejido, células o un mamifero, que
comprende poner en contacto con o proporcionar o administrar una cantidad detectable de un compuesto marcado
de Férmula () segun se describe en la presente a un tejido, células o un mamifero y detectar el compuesto de
Férmula (1).

Ejemplificando adicionalmente la invencién hay un método para obtener imagenes de un tejido, células o un
mamifero, que comprende poner en contacto con o proporcionar o administrar a un tejido, células o un mamifero un
compuesto de Férmula (I) segun se describe en la presente y obtener imagenes del tejido las células o el mamifero
con un sistema de obtencién de imagenes por tomografia de emisién positronica. Adicionalmente, la invencién se
refiere a un procedimiento para la preparacion de un compuesto segun la Férmula (I) segin se describe en la
presente, que comprende

(a) las etapas de hacer reaccionar un compuesto segun la Férmula (P-lll) segun se define en la presente con
[”C]CH3I bajo condiciones apropiadas, seguido por escisién de Boc bajo condiciones apropiadas,

/l R~
—_— |
R x RNy
}1CH3
1 - N\
R H
% o\ J
— |
2 NS
R X N ~—
)
(N
S ["Cl(-a)

(o]

(b) la etapa de hacer reaccionar un compuesto de Formula (P-l) segin se define en la presente con o
/4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-diazabicoclo[8.8.8]hexacosano en presencia de KoC>04 0 KHCO3,
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/l R /|
2 AN
R RY” x

(o]

N
R R - 11CH3
2 AN
R X R %N =

Kl/N\N/
s [C]-(-b)

La Figura 1 muestra la union de [''C]-2 a secciones cerebrales de ratones inactivados (KO) para mGIuR2 y
silvestres (WT). TB= unién de trazador total presentada en la fila superior; AS = unién inespecifica en presencia de
10 uM de Co. N2 1 presentada en la fila inferior.

Descripcion de las figuras

La Figura 2 muestra la unién de [''C]-1 a secciones cerebrales de ratones mGIuR2 KO y WT. TB= unién de trazador
total presentada en la fila superior; AS = unién inespecifica en presencia de 10 pM de Co. N2 1 presentada en la fila
inferior.

La Figura 3 muestra la union de [18F]-3 a secciones cerebrales de ratones mGIuR2 KO y WT. TB= unién de trazador
total presentada en la fila superior; AS = unién inespecifica en presencia de 10 uM de Co. N2 1 presentada en la fila
inferior.

La Figura 4 muestra la unién de [''C]-5 a secciones cerebrales de ratones mGIuR2 KO y WT. TB= unién de trazador
total presentada en la fila superior; AS = unién inespecifica en presencia de 10 pM de Co. N2 1 presentada en la fila
inferior.

La Figura 5 muestra la unién de [''C]-4 a secciones cerebrales de ratones mGIuR2 KO y WT. TB= unién de trazador
total presentada en la fila superior; AS = unién inespecifica en presencia de 10 uM de Co. N2 1 presentada en la fila
inferior.

La Figura 6 muestra la union de [''C]-2 a secciones cerebrales de rata hembra normal. La union de trazador total se
presenta en la fila superior; la unién inespecifica en presencia de 10 uM de Co. N2 1 y en presencia de 10 uM de Co.
N2 2 (autobloqueo) se presenta en la fila inferior.

La Figura 7 muestra la union de ["C]-1 a secciones cerebrales de rata hembra normal. La unién de trazador total se
presenta en la fila superior; la union inespecifica en presencia de 10 uM de Co. N2 1 (autobloqueo) y en presencia de
10 uM de Co. N2 2 se presenta en la fila inferior.

La Figura 8 muestra la unién de [18F]-3 a secciones cerebrales de rata hembra normal. La unién de trazador total se
presenta en la fila superior; la unién inespecifica en presencia de 10 uM de Co. N2 1 y en presencia de 10 uM de Co.
N2 3 (autobloqueo) se presenta en la fila inferior.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se dirige a compuestos de Foérmula (I) segun se definen en las reivindicaciones y sales
farmacéuticamente aceptables y los solvatos de los mismos.

En una realizacién, la presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula (1),

en la que

R2” X7 ™ se selecciona de (a), (b), (c) o (d):
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FsC FsS FSC:(\/'L Cl : C
@ @ HsCO” "N” ™ Cl
(b) (©) (d)

()

y R® es segun se define en la presente, o una sal farmacéuticamente o un solvato del mismo.

Y

En otra realizacién de la presente invencién, R® se selecciona de -NH[11C]CH3, [”C]CH3 y 8,

En una realiz1?cic’>n adicional de la presente invencién, el compuesto de Férmula (I) se selecciona de un compuesto
de Férmula [' C]-(I-a)

11

[ Cl-(I-a),

en la que

X, R y R? son segun se definen en la presente, o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

En una realiz1?cic’>n adicional de la presente invencién, el compuesto de Férmula (I) se selecciona de un compuesto
de Férmula [' C]-(I-a)

]
R /l
R27 X
[''Cl-(-a),
en la que
1
R\A
|

R2” X7 ™ se selecciona de (a), (b), 0 (c):

F3C F58 F3C a
1@ 1§ .
HyCO™ N7 ™

(@) (b) (c)
o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

Compuestos particulares de Férmula [''C]-(I-a) se pueden seleccionar de [''C]-2, [''C]-5 o [''C]-4:
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o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato de los mismos.

En una realiz1?cic’>n adicional de la presente invencién, el compuesto de Férmula (I) se selecciona de un compuesto
5 de Férmula [' C]-(I-b)

N

1 = 1 CH,
R

Z | o N\ )

2 \

R X7 SN =
N\N/
S

11
[ Cl-(-b),

en la que

X, Ry R? son segun se definen en la presente, o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

En una realizacién adicional de la presente invencion, el compuesto de Férmula [''CJ-(I-b) es [''C]-1

11
10 [C]-1,
0 una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el compuesto de Férmula (1) se selecciona de un compuesto
de Formula ['"®FJ-(1)

18
[TFI-(D),
15 en la que
X, Ry R? son segun se definen en la presente, o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

En una realizacién adicional de la presente invencién, el compuesto de Férmula ['SF]-(I) es [‘8F]-3
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Cl
Cl

["F]-3,
0 una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.
En una realizacién mas, el compuesto de Férmula (I) que se describe previamente es

Cl

F
\I//F ~
oy
N —
/
N-N
s

o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

Como ya se ha mencionado, los compuestos de Formula (l) y las composiciones que comprenden los compuestos
de Férmula (I) se pueden usar para obtener imagenes de un tejido, células o un mamifero, in vitro o in vivo. En
particular, la invencion se refiere a un método para formar imagenes de o cuantificar el receptor mGIuR2 en un
tejido, células o un mamifero in vitro o in vivo.

Las células y los tejidos son preferiblemente células y tejidos del sistema nervioso central en los que son abundantes
los receptores mGluR2. Como ya se menciond, el receptor mGIuR2 es abundante en tejido del sistema nervioso
central, mas en particular, en tejido del sistema nervioso central que forma el cerebro; mas en particular, que forma
la corteza cerebral, regiones talamicas, el bulbo olfativo accesorio, el hipocampo, el nicleo amigdalino, el nicleo
caudado-putamen y el nicleo accumbens.

Cuando el método se realiza in vivo, el compuesto de Férmula () se puede administrar intravenosamente, por
ejemplo, mediante la inyecciéon con una jeringa o por medio de un conducto intravenoso periférico, tal como un
catéter corto.

Cuando el mamifero es un ser humano, el compuesto de Férmula (I) o una solucion estéril que comprende un
compuesto de Foérmula (I) se puede administrar en particular mediante administracién intravenosa en el brazo, en
cualquier vena identificable, en particular en el dorso de la mano o en la vena cubital mediana en el codo.

Asi, en una realizacién particular, la invencion se refiere a un método para obtener imagenes de un tejido o células
en un mamifero, que comprende la administracién intravenosa de un compuesto de Férmula (1), segun se define en
la presente, 0 una composicion que comprende un compuesto de Férmula (1), al mamifero y obtener imagenes del
tejido o las células con un sistema de obtencién de imagenes por tomografia de emision positronica.
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Asi, en una realizacién particular més, la invencion se refiere a un método para obtener imagenes de un tejido o
células en un ser humano, que comprende la administracion intravenosa de un compuesto de Férmula (l), segun se
define en la presente, o una formulacién estéril que comprende un compuesto de Férmula (l), al ser humano y
obtener imagenes del tejido o las células con un sistema de obtencién de imagenes por tomografia de emisién
positrénica.

En una realizacién mas, la invencién se refiere a un método para obtener imagenes de o cuantificar el receptor
mGIluR2 en un mamifero, que comprende la administracion intravenosa de un compuesto de Férmula (I), o una
composicién que comprende un compuesto de Formula (I), al mamifero y obtener imagenes con un sistema de
obtencion de imagenes por tomografia de emision positrénica.

En otra realizacion, la invencion se refiere al uso de un compuesto de Férmula (I) para obtener imagenes de un
tejido, células o un mamifero, in vitro o in vivo, o la invencién se refiere a un compuesto de Férmula (l), para el uso
en la obtencién de imagenes de un tejido, células o un mamifero in vitro o in vivo, usando tomografia de emisién
positrénica.

La invencion también se refiere a un método para obtener imagenes de o cuantificar el receptor de mGlu2 en un
mamifero, comprendiendo el método proporcionar una cantidad detectable de un compuesto de Férmula (I) a un
mamifero y detectar el compuesto de Férmula (l) asociado con receptor de mGlu2. El método también permite
determinar la ocupacioén del receptor de mGlu2 por otros compuestos no radiomarcados, por lo tanto, la invencion se
refiere al compuesto de Férmula (I) segun se define en la presente, o la composicién farmacéutica segun la
invencion, para el uso en la determinacion de la ocupacién de sitios del receptor de mGlu2 por otros compuestos no
radiomarcados.

Por otra parte, la invencion se refiere a un método para evaluar un trastorno o la predisposicién al mismo
relacionados con el receptor de mGlu2 en un sujeto, comprendiendo el método proporcionar una cantidad detectable
de un compuesto de Férmula (I) o una composicién farmacéutica segun la invencién, en donde el compuesto de
Formula (1) traspasa la barrera hematoencefalica y preferentemente se une al receptor de mGlu2 en tejido cerebral,
permitiendo que el compuesto se distribuya en el tejido cerebral y obteniendo imagenes del tejido cerebral.

El compuesto se proporciona a un sujeto en una cantidad detectable y, después de que haya pasado un tiempo
suficiente para que el compuesto se asocie con el receptor de mGlu2, el compuesto marcado se detecta no
invasivamente.

Como ya se ha mencnonado anteriormente en Ia presente, la invencién también abarca nuevos compuestos
correspondientes a los [ C] compuestos o los [ F] compuestos de Formula (l) y las sales farmacéuticamente
aceptables y solvatos de los mismos. Se ha encontrado que dichos compuestos exhiben actividad NAM de mGIuR2.
Por lo tanto, la invencion se reflere ademdas a una composmon farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un nuevo [ C] compuesto o [ F] compuesto de Férmula (1) o una sal farmacéuticamente
aceptable o un solvato de lo mismo y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

De ahi que la presente invencién también se refiera a un nuevo [120]-compuesto o} [19F]-compuesto de Férmula (1)
segun la Férmula general (l), o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo, para el uso como un
medicamento.

La invencién también se refiere al uso de un nuevo [12C]-compuesto o] [‘gF]-compuesto de Foérmula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo, para la fabricaciéon de un medicamento.

Por otra parte, la invencion también se refiere a dichos nuevos ['2C] -compuestos o ['9F] -compuestos de Formula (1) y
las sales farmaceutlcamente aceptables y los solvatos de los mismos, para el uso como un medicamento y a dichos
nuevos [ C] compuestos o [ F] compuestos de Formula (1) y las sales farmacéuticamente aceptables y los solvatos
de los mismos, para el uso en el tratamiento o en la prevencion de afecciones o enfermedades del sistema nervioso
central seleccionadas de trastornos del estado de animo; delirio, demencia, trastornos amnésicos y otros trastornos
cognitivos; trastornos habitualmente diagnosticados en primer lugar en la lactancia, la infancia o la adolescencia;
trastornos relacionados con drogas; esquizofrenia y otros trastornos psicéticos; trastornos somatoformes; y trastorno
del suefio hipersémnico.

La invencion también se refiere al uso de dichos nuevos [‘ZC]-compuestos o] [19F]-compuestos de Férmula (l) y las
sales farmacéuticamente aceptables y los solvatos de los mismos, en combinacion con un agente farmacéutico
adicional para el uso en el tratamiento o en la prevencion de afecciones o enfermedades del sistema nervioso
central seleccionadas de trastornos del estado de animo; delirio, demencia, trastornos amnésicos y otros trastornos
cognitivos; trastornos habitualmente diagnosticados en primer lugar en la lactancia, la infancia o la adolescencia;
trastornos relacionados con drogas; esquizofrenia y otros trastornos psicéticos; trastornos somatoformes; y trastorno
del suefio hipersémnico.

Por otra parte, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica segun la
invencion, caracterizado por que un portador farmacéuticamente aceptable se mezcla intimamente con una cantidad
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terapéuticamente eficaz de dicho nuevo [‘QC]-compuesto 0 [‘gF]-compuesto de Férmula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

La invencién también se refiere a un método para tratar o prevenir un trastorno del sistema nervioso central
seleccionado de trastornos del estado de animo; delirio, demencia, trastornos amnésicos y otros trastornos
cognitivos; trastornos habitualmente diagnosticados en primer lugar en la lactancia, la infancia o la adolescencia;
trastornos relacionados con drogas; esquizofrenia y otros trastornos psicéticos; trastornos somatoformes; y trastorno
del suefo hipersdmnico, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicho nuevo [12C]-compuesto 0 [‘gF]-compuesto de Formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable o un
solvato del mismo, o una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica segun la invencion.

La invencion también se refiere a un producto que comprende un nuevo [12C]-compuesto o} [19F]-compuesto de
Formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo y un agente farmacéutico adicional, como
una preparacién combinada para el uso simultaneo, separado o secuencial para el uso en el tratamiento o en la
prevencion de afecciones o enfermedades del sistema nervioso central seleccionadas de trastornos del estado de
animo; delirio, demencia, trastornos amnésicos y otros trastornos cognitivos; trastornos habitualmente
diagnosticados en primer lugar en la lactancia, la infancia o la adolescencia; trastornos relacionados con drogas;
esquizofrenia y otros trastornos psicoéticos; trastornos somatoformes; y trastorno del suefio hipersémnico.

Definiciones

Segun se usa en la presente, el término "composicion” esta destinado a abarcar un producto que comprende los
ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulte, directamente o
indirectamente, de combinaciones de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas.

El término "cantidad detectable" se refiere a la concentracién de compuesto por encima del limite de deteccion
inferior del instrumento de obtencion de imagenes, en particular, del instrumento de barrido de PET.

La configuracién absoluta se especifica segun el sistema de Cahn-Ingold-Prelog.

Las sales por adicion de los compuestos segun la invencion también pretenden ser abarcadas dentro del alcance de
esta invencion.

Sales aceptables de los compuestos de la invencidn son aquellas en las que el ion conjugado es farmacéuticamente
aceptable. Sin embargo, sales de acidos y bases que no son farmacéuticamente aceptables también encuentran
uso, por ejemplo, en la preparacion o purificacién de un compuesto farmacéuticamente aceptable. Todas las sales,
sean farmacéuticamente aceptables o no, se incluyen dentro del ambito de la presente invencion. Se define que las
sales farmacéuticamente aceptables comprenden las formas de sales por adicion de &cidos atoxicas
terapéuticamente activas que sean capaces de formar los compuestos segun la invencion. Dichas sales se pueden
obtener al tratar la forma de base de los compuestos segun la invencién con acidos apropiados, por ejemplo acidos
inorganicos, por ejemplo acido halohidrico, en particular acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido
nitrico y acido fosférico; acidos organicos, por ejemplo &cido acético, acido hidroxiacético, acido propanoico, acido
lactico, acido pirtvico, acido oxalico, acido malénico, &cido succinico, acido maleico, &cido fumarico, acido malico,
acido tartarico, acido citrico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-
toluenosulfénico, acido ciclamico, acido salicilico, &cido p-aminosalicilico y acido pamoico.

A la inversa, dichas formas salinas se pueden convertir en la forma de base libre mediante tratamiento con una base
apropiada.

Ademas, algunos de los compuestos de la presente invencion pueden formar solvatos con agua (es decir, hidratos)
o disolventes organicos comunes y estos solvatos también estan destinados a ser abarcados dentro del alcance de
esta invencion.

El término "sujeto”, segun se usa en la presente, se refiere a un animal, preferiblemente un mamifero, lo mas
preferiblemente un ser humano, que es o ha sido objeto de tratamiento, observacién o experimento. A menos que se
indique otra cosa, "sujeto" incluye tanto animales sanos como animales afectados por diferentes enfermedades o
trastornos.

El término "mamifero” se refiere, en particular, a seres humanos, ratones, perros y ratas.
El término "célula" se refiere a una célula que exprese o incorpore el receptor de mGlu2.

Los nombres de los compuestos de la presente invencidon se generaron segun las reglas de nomenclatura de
acuerdo con the Chemical Abstracts Service (CAS) usando el software de Advanced Chemical Development, Inc.,
(ACD/Name product versién 10.01; actualizacion 15494, 1 de diciembre de 2006).

Preparacion
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Los compuestos segun la invencion se pueden preparar generalmente mediante una sucesién de etapas, cada una
de las cuales es conocida por el experto. En particular, los compuestos se pueden preparar segun los siguientes
métodos de sintesis.

A. Preparacién de los compuestos finales

Los compuestos de Férmula (l) en su versién no radiomarcada denominados en la presente [‘ZC]-(I) o] [19F]-(I) se
pueden preparar mediante métodos de sintesis muy conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo:

Procedimiento experimental 1

Los compuestos finales segun la Formula ['2C]/['9F] -(l) se pueden preparar mediante una reaccién de acoplamiento
de Goldberg de un compuesto de Férmula (ll) con un haluro de (hetero)arilo apropiado de Formula (Ill) en la que
halo' es en particular bromo o yodo, segun condiciones conocidas por el experto. Estas condiciones incluyen, por
ejemplo, usar un catalizador de cobre(l) apropiado tal como yoduro de cobre(l), en presencia de un ligando, tal como
N,N-dimetiletilendiamina, en presencia de una base, tal como carbonatos inorganicos, por ejemplo carbonato sédico
(Na2COs3) o carbonato potasico (K2COs), en un disolvente adecuado, tal como tolueno o una mezcla de tolueno y
DMF, bajo condiciones de reaccién adecuadas, tales como a una temperatura conveniente, que varia tipicamente
entre 100°C y 140°C, en particular 110°C, durante un periodo que asegure la terminacién de la reaccion. Un
compuesto de Formula (lll) se puede obtener comercialmente o elaborar segin procedimientos conocidos en la
técnica. En el Esquema de Reaccién 1, X, R', R? y R® son segun se definen anteriormente en la presente.

Esquema de Reaccion 1

N R® 1 N R®
R
o\ ) z | o\ )
Ar-halo? (111
N = R
/ /4
N 1 N
I R 12CY[19F](1
an % ['2CY['FI-(1)

endonde Ar= R2 Ny

Procedimiento experimental 2

Alternativamente, los compuestos finales segun la Formula [‘QC]/[“’F]-(I) se pueden preparar mediante una reaccion
de acoplamiento de Suzuki de un compuesto de Férmula (IVa) con una especie borada adecuada o un compuesto
de Férmula (1Vb), en la que R* y R’ se pueden seleccionar cada uno independientemente de H, alquilo C1.4 0 R* y R®
se toman conjuntamente para formar, por ejemplo, un radical bivalente de féormula -CH2CHa-, -CH>CH2CH»- o -
C(CH3)2C(CHgs)2-, con un derivado de haluro de 4-piridinilo adecuado en presencia de un catalizador de paladio,
segun condiciones de reaccién conocidas por el experto. Estas condiciones de reaccion incluyen el uso de un
catalizador de paladio, tal como tetraquis(trifenilfosfino)paladio(0), o un sistema catalitico alternativo preparado in situ
a partir de Pd(OAc)2 y PPhs, una base adecuada, tal como NaxCOs, KoCO3z, NaOAc, NaHCO3; o K3PQOy4, y en un
disolvente adecuado, tal como 1,4-dioxano, o una mezcla de DME y agua. Desgasificar la mezcla de reaccidon con
un gas inerte, tal como N2 o argdn, y calentar la mezcla de reaccién hasta altas temperaturas, tales como
temperatura de reflulo bajo calentamiento clasico o irradiacion de mlcroondas en partlcular 80°C, puede mejorar el
resultado de la reaccién. En los Esquemas de Reaccion 2ay 2b, X, R', R® y R® son segin se definen anteriormente
en la presente.

Esquema de Reaccién 2a

1
R
= | 0 | ~ o
R XN _— 2 AN |
= R X7 N =
Ny Ny
~N
(Va) [2CY[9F 1)
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Esquema de Reaccion 2b

1 4
R RO 5 1
=z | 0 ‘g-OR R~
RY NN 2 I |
_— -
= R X
N

H/ KrN
(IVb) ["2CY['*F]-(1)

La especie borada adecuada se puede seleccionar, por ejemplo, de un acido bordnico o un éster de boronato, que

| s

se puede representar convenientemente como un compuesto de Férmula (llla), OR™ (llla), o 14 que R*
y R® se pueden seleccionar cada uno independientemente de H, alquilo C1.4 0 R* y R°® se toman conjuntamente para
formar, por ejemplo, un radical bivalente de formula -CHoCHz-, -CH2CH>CHa- 0 -C(CHs)2C(CHs)2- y X, R' y R? son
segun se definen anteriormente en la presente. Un experto puede prever que la reaccion bajo el Esquema de
Reaccion 2a también se pueda realizar bajo condiciones similares, cuando el compuesto de Férmula (IVa) soporte
un grupo bromo en lugar de un grupo yodo. Esta reaccién se puede representar como en el Esquema de Reaccion
2c, en el que el compuesto de Férmula (IV), en la que halo es, en particular, bromo o yodo y X, R', R? y R® son
segun se definen anteriormente en la presente, sufre un acoplamiento de tipo Suzuki segin se describe
anteriormente en la presente.

Esquema de Reaccion 2c

)
x
z
\
Y
N
4

R X
H/N\N’
av) ['2CYT'*F1-(1)

Procedimiento experimental 3

Alternativamente, los compuestos finales segun la Férmula [12C]/['9F]-(I) se pueden preparar en un solo recipiente
partiendo de un compuesto de Férmula (Il). En primer lugar, una reaccién de sustitucién nucledfila de un compuesto
de Foérmula (ll) con un haluro de (hetero)arilo apropiado de Férmula (ll), segun se define anteriormente en la
presente, en presencia de una base tal como, por ejemplo, hidruro sédico, en un disolvente adecuado tal como, por
ejemplo DMF, seguido por un acoplamiento intramolecular de tipo peptidico de un compuesto de Férmula (V)
aplicando condiciones de acoplamiento de tipo peptidico tipicas. Tipicamente, se pueden aplicar condiciones de
acoplamiento de péptidos, tales como agitar las materias primas, disueltas en un disolvente adecuado, tal como
DMF, en presencia de un agente de acoplamiento de g)éptidos, tal como HATU, y en presencia de una base, tal
como TEA. En el Esquema de Reaccién 3, X, R', R? y R” son segun se definen anteriormente en la presente.

12
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Esquema de Reaccion 3

,N Ra /N R3
o N Y/
H\
N —
(m V)

Ny
["2CII'F1-(1)

Alternativamente, los compuestos finales segun la Férmula [12C]/['9F]-(I) se pueden preparar en un solo recipiente a
partir de un compuesto de Férmula (ll). En primer lugar, mediante una reacciéon de acoplamiento de un compuesto
de Férmula (1) con un haluro de (hetero)arilo apropiado de Férmula (lll) en presencia de un catalizador de paladio,
tal como tetraquis(trifenilfosfino)paladio(0), en presencia de un ligando, tal como 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-
dimetilxanteno, en presencia de una base, tal como Cs2COs, y en un disolvente adecuado, tal como 1,4-dioxano,
bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una temperatura conveniente, que varia tipicamente entre
100°C y 140°C, durante un periodo que asegure la terminaciéon de la reaccién, seguido por un acoplamiento
intramolecular de tipo peptidico de un compuesto de Férmula (V) aplicando condiciones de acoplamiento de tipo
peptidico tipicas. Tipicamente, se pueden aplicar condiciones de acoplamiento de péptidos, tales como agitar las
materias primas, disueltas en un disolvente adecuado, tal como DMF, en presencia de un agente de acoplamlento
de peptldos tal como HATU, y en presencia de una base, tal como TEA. En el Esquema de Reaccion 3, X, R', R? y
R® son seglin se definen anteriormente en la presente.

B. Preparacion de los compuestos intermedios
Procedimiento experimental 4

Los compuestos intermedios segun la Férmula (ll) (Esquema de Reaccion 4a) se pueden preparar siguiendo
procedimientos conocidos en la técnica, tales como al someter a un compuesto intermedio de Férmula (Vla) a una
reaccion de acoplamiento de tipo Suzuki bajo condiciones conocidas para el experto. Estas condiciones incluyen,
por ejemplo, hacer reaccionar el compuesto intermedio de Férmula (Vla) con una especie borada adecuada, tal
como, por ejemplo, un acido borénico o un éster de boronato, por ejemplo segun se describe en el Procedimiento
experimental 2 anteriormente en la presente, en presencia de un catalizador de paladio, tal como
tetraquis(trifenilfosfino)paladio(0), o un sistema catalitico alternativo preparado in situ a partir de Pd(OAc)2 y PPhs,
una base adecuada, tal como NaxCOs, K2CO3, NaHCO3 y KsPO4 y en un disolvente adecuado, tal como 1,4-dioxano,
o una mezcla de DME y agua. Desgasificar la mezcla de reaccion con un gas inerte, tal como Nz o argdn, y calentar
la mezcla de reaccion hasta altas temperaturas, tales como temperatura de reflujo, en particular 80°C, puede
mejorar el resultado de la reaccion. En el Esquema de Reaccion 4a, R® es segun se definen anteriormente en la
presente.

Esquema de Reaccion 4a

K( -
(Vla) Kr"'\

Un experto puede prever que la reaccion bajo el Esquema de Reaccién 4a se pueda realizar bajo condiciones
similares, cuando el compuesto de Férmula (Vla) soporte un grupo bromo en lugar de un grupo yodo. Esta reaccién
se puede representar como en el Esquema de Reaccién 4b, en el que el compuesto de Férmula (VI), en la que halo?
es, en particular, bromo o yodo, y todas las otras variables son como se definen en la Férmula (1), sufre una reaccién
de acoplamiento de tipo Suzuki como la descrita anteriormente en la presente.

(n

13



10

15

20

25

30

35

ES 2727 158 T3

Esquema de Reaccion 4b

)
Procedimiento experimental 5

El compuesto intermedio de Férmula (Vla) o de Férmula (VI) se puede preparar mediante la retirada del grupo
protector, por ejemplo un grupo Boc, en un producto intermedio de Férmula (Vlla) o de Férmula (VII),
respectivamente, por ejemplo, en presencia de medios &cidos, tales como acido clorhidrico, en un disolvente inerte
tal como 1,4-dioxano o acetonitrilo o EtOAc, bajo condiciones de reacciéon adecuadas, tales como a una temperatura
conveniente, tal como de 15 a 80°C, tipicamente 80°C, o de 15-30°C, dependiendo del sistema disolvente, durante
un periodo que asegure la terminacion de la reaccién, seguido por el tratamiento con una base tal como NaxCOs,
K2COs o NaHCOs3, bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una temperatura conveniente, que varia
tipicamente entre 0°C y 40°C, en particular de 15 a 30°C, durante un periodo que asegure la terminacion de la
reaccion. En los Esquemas de Reaccién 5a y 5b, halo® es, en particular bromo o yodo, R® es alquilo C1.4, PG es un
grupo protector, por ejemplo Boc.

Esquema de Reaccién 5a

R 0O M
/\r \N kr
o (Vila)

(Via)
Esquema de Reaccién 5b
halo 9 hf.-llo2
/\r krN\N/
! ) V)

Procedimiento experimental 6

El compuesto intermedio de Férmula (Vlla) o (VIl) en la que R® es alquilo C14 y PG es un grupo protector, por
ejemplo Boc, se puede preparar mediante una reaccién de tipo Mitsunobu entre un compuesto intermedio de
Formula (VIlla) o (VIII), respectivamente, y un alcohol apropiado de Férmula (IX), en presencia de una triarilfosfina
adecuada, tal como trifenilfosfina, tipicamente 1,5 equivalentes, o una trialquilfosfina adecuada y un reactivo de
azodicarboxilato de dialquilo adecuado, tal como azodicarboxilato de di-terc-butilo o azodicarboxilato de dietilo,
tipicamente 1,5 equivalentes, en un disolvente inerte adecuado, tal como THF, bajo condiciones de reaccion
adecuadas, tales como a una temperatura conveniente, que varia tipicamente entre 0°C y ta, p. €j. 20°C, durante un
periodo que asegure la terminacion de la reaccion. Un compuesto intermedio de Férmula (IX) se puede obtener
comercialmente o sintetizar segin procedimientos de la bibliografia.

El compuesto intermedio de Formula (Vllla) en la que R® es alquilo C1.4 se puede preparar a través de una reaccion
de halogenacion del producto intermedio de Férmula (X) con un reactivo halogenante tal como N-yodosuccinimida,
en un disolvente inerte tal como diclorometano, bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una
temperatura conveniente, tipicamente ta, durante un periodo que asegure la terminacion de la reacciéon. El
compuesto intermedio de Férmula (VIIl), en la que R® es metilo y halo es bromo, se puede obtener comercialmente y
es un material particularmente preferldo para el uso en la sintesis, incluyendo a gran escala, de una variedad de
compuestos finales de Formula [2C]/[ 9F] -() segun los procedimientos generales descritos en la presente. Un
compuesto intermedio de Formula (X) se puede obtener comercialmente o sintetizar segin procedimientos de la
bibliografia.

En el Esquema de Reaccion 6a y 6b, halo? es, en particular, bromo o yodo, R® es alquilo C1.4, PG es un grupo
protector, tal como, por ejemplo, Boc.
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Esquema de Reaccion 6a

PG_ N
Y
X) (Vlla) J| (Vlia)

Esquema de Reaccién 6b

halo” /\r o halo”
M on b RGO)%
PG_ N\
Y
Vi) y Vi)

El compuesto intermedio de Férmula (IVb) se puede preparar a través de una reaccién de formacion de éster
bordnico o acido boroénico partiendo de un producto intermedio de Férmula (IVa) con un agente de metalacion trans
tal como, por ejemplo, BuLi o un reactivo de Grignard, un ejemplo particular de reactivos incluye solucion de
complejo de cloruro de isopropilmagnesio-cloruro de litio y una especie borada tal como 2-isopropoxi-4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolano, en un disolvente inerte tal como THF anhidro, bajo condiciones de reaccion
adecuadas, tales como a una temperatura conveniente, tipicamente -25°C, durante un periodo que asegure la
terminacion de la reaccion. Dependiendo de las condiciones de reaccién, se obtienen éster borénico o acido
borénico. En el Esquema de Reaccion 7, R*y R® son H o alquilo Ci4 0 R*y R5 se toman conjuntamente para formar,
por ejemplo, un radical bivalente de formula -CH2CHa-, -CH2CH2CHz- 0 -C(CHs)2C(CHa)2- y X, R' y R? son segun se
definen anteriormente en la presente.

Procedimiento experimental 7

Esquema de Reaccion 7

R! R! rR'0
2 N 2 NS
R X N — > R X N —=
N\N/ N\N/
(IVa)

(IVb)

Procedimiento experimental 8

El compuesto intermedio de Formula (IVa) se puede preparar a través de una reaccion de halogenacién de un
producto intermedio de Férmula (XI) con un reactivo halogenante tal como yodo, en presencia de nitrato de amonio y
cerio(lV) y en un disolvente inerte tal como acetonitrilo, bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una
temperatura conveniente, tipicamente 70°C, durante un periodo que asegure la terminacion de la reaccién. De un
modo analogo, el compuesto intermedio de Férmula (Vla) se puede preparar a partir del producto intermedio de
Formula (XIl). En los Esquemas de Reaccion 8ay 8b, X, R’ y R? son segun se definen anteriormente en la presente.

Esquema de Reaccién 8a

Z 0 & o

N | 2 NS |
X N — > R X N -
/ /
krN\N H/N
(xn

Esquema de Reaccion 8b

o |

H
/
H/N\N

o
H/N\N/
(X1

(Via)
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Procedimiento experimental 9

El compuesto intermedio de Férmula (XI) se puede preparar mediante una reaccion de acoplamiento de un
compuesto intermedio de Férmula (XII) con un haluro de (hetero)arilo apropiado de Formula (lll) seguin se define
anteriormente en la presente con un catalizador de cobre(l) adecuado tal como yoduro de cobre(l), en presencia de
un ligando, tal como N,N-dimetiletiliendiamina, en presencia de una base, tal como Na>COs, en un disolvente
adecuado, tal como tolueno, bajo condiciones de reaccién adecuadas, tales como a una temperatura conveniente,
que varia tipicamente entre 100°C y 140°C, durante un periodo que asegure la terminacion de la reaccién. De un
modo anélogo, el compuesto intermedio de Férmula (IV) se puede preparar a partir del producto intermedio de
Formula (VI). Un compuesto intermedio de Formula (lll) se puede obtener comercnalmente En los Esquemas de
Reaccion 9a y 9b, X, R’ y R? son segun se definen anteriormente en la presente y halo® es, en particular, bromo o
yodo.

Esquema de Reaccion 9a

1
H 1
\N)J\%» Ar halo (i - R2 X/ N)Hés
/%
KrN\N H/N\N/
(X1I) X1

R1
X
en donde Ar = |
2 7R
R X N

Esquema de Reaccion 9b

alo2 N halo’
H\ )H/g Ar—halo1 / M
N = an
/
Y Y
v av)

El compuesto intermedio de Formula (XII) se puede preparar mediante la retirada del grupo protector en un producto
intermedio de Formula (XIIl), por ejemplo en presencia de medios &cidos, tales como &cido clorhidrico, en un
disolvente inerte tal como 1,4-dioxano, bajo condiciones de reaccién adecuadas, tales como a una temperatura
conveniente, tipicamente 80°C, durante un periodo que asegure la terminaciéon de la reaccion, seguido por el
tratamiento con una base, tal como Na>CO3 o NaHCOs3, bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una
temperatura conveniente, que varia tlplcamente entre 0°C y 40°C, durante un periodo que asegure la terminacién de
la reaccion. En el Esquema de Reaccion 10, R® es alquilo Cy.4, PG es un grupo protector.

Procedimiento experimental 10

Esquema de Reaccion 10

0 0
R60 —~ H\N =
PGy, N = N
k|| (xnmn (xin)

Procedimiento experimental 11

El compuesto intermedio de Formula (XIIl) en la que R® es alquilo C4.4 y PG es un grupo protector se puede preparar
mediante una reaccién de tipo Mitsunobu entre un compuesto de Férmula (XIV) y un alcohol apropiado de Férmula
(IX), en presencia de una triarilfosfina adecuada, tal como trifenilfosfina, o una trialquilfosfina adecuada y un reactivo
de azodicarboxilato de dialquilo adecuado, tal como azodicarboxilato de di-terc-butilo, en un disolvente inerte
adecuado, tal como THF, bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una temperatura conveniente,
tipicamente ta, durante un periodo que asegure la terminacion de la reaccion. Los compuestos intermedios de
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Formula (XIV) y de Formula (IX) se pueden obtener comercialmente o sintetizar segun procedimientos de la
bibliografia. En el Esquema de Reaccion 11, R® es alquilo C1.4, PG es un grupo protector.

Esquema de Reaccion 11

0 PG_ OH 0
N
6 |/\r 6
R°O = H %) RO =

HN\” ~ e 4

~N ~

Y
(XIv) |!| (X

El compuesto intermedio de Férmula (XIV) en la que R® es alquilo C1.4 se puede obtener mediante la esterificacion
del compuesto intermedio de Férmula (XV) disponible comercialmente, mediante métodos conocidos por el experto
en la técnica, o puede estar disponible comercialmente. La reaccién se puede realizar, por ejemplo, en presencia de
un agente &cido, tal como &cido sulfdrico, y un alcohol, tal como EtOH, en un disolvente adecuado, tal como EtOH,
bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como a una temperatura conveniente, tipicamente entre 80°C y
100°C, durante un periodo que asegure la terminacién de la reaccion. En el Esquema de Reaccién 12, R® es alquilo
Cia.

Procedimiento experimental 12

Esquema de Reaccion 12

HO” N= > R07 NF
/
HN~N ~N

Xv) (X1v)
C. Preparacion de los precursores de radioligandos
Procedimiento experimental 13

Un compuesto precursor de Férmula (P-1) se puede obtener mediante la metilacion de un compuesto de Foérmula
(XVI) mediante la reaccién con un reactivo alquilante adecuado, tal como CHgl, en presencia de una base adecuada,
por ejemplo, K2COs, y en un disolvente polar, tal como MeOH, bajo condiciones de reaccion adecuadas, tales como
agitacion a ta durante varios dias. Un compuesto de Férmula (XVI) se puede obtener a partir de un compuesto de
Formula (IVb) mediante la reaccibn con wuna 4-halo-2-(dimetilamino)piridina, tal como 4-bromo-2-
dimetilamino)piridina, bajo condiciones de reacciéon adecuadas, tales como reaccion en presencia de una base, p. €j.
KOH, en un disolvente de reaccién inerte adecuado, tal como THF. Las condiciones del reactor de flujo pueden
mejorar el resultado de la reaccion. En el Esquema de Reaccién 13, todas las variables son como se describen
anteriormente en la presente.

Esquema de Reaccion 13

R

<
R XN
R

_—

Procedimiento experimental 14
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Un precursor compuesto de Férmula (P-11) se puede obtener mediante la formacion de un reactivo de organoestano
mediante la reaccién de un compuesto de Formula (XVII) con un reactivo adecuado, tal como hexabutildiestafio en
presencia de Pd(PPh3)2Cl; en un disolvente adecuado tal como dioxano, bajo condiciones de reaccion adecuadas,
tales como agitaciéon a una temperatura moderada durante varios minutos. Un compuesto de Férmula (XVII) se
puede obtener a partir del correspondiente compuesto de cloruro de Férmula (XVIII) mediante una reacciéon de
transhalogenacién con yoduro sédico en presencia de cloruro de acetilo. Un compuesto de Férmula (XVIII) se puede
obtener mediante la reaccion de un compuesto de Férmula (IVa) segun las condiciones de reaccioén tales como las
descritas en el Procedimiento experimental 2. En el Esquema de Reacciéon 14, todas las variables son como se
describen anteriormente en la presente.

Esquema de Reaccion 14

R cl
Z | 0
N
R xS\
oKV
R1
Z
N
> Ry

KrN\
Xvin)

Un compuesto precursor de Férmula (P-Ill) se puede obtener mediante proteccion de la funcionalidad amina en un
compuesto de Férmula (IXX), bajo condiciones de reaccién conocidas por el experto, tipicamente mediante la
reaccion de (IXX) con dicarbonato de di-terc-butilo en un disolvente polar, tal como tBuOH, a temperatura ambiente
durante un periodo requerido para completar la reaccion, Un compuesto de Férmula (IXX) se puede sintetizar a partir
de un compuesto de formula (IVa) segun condiciones de reaccion tales como las descritas en el Procedimiento
experimental 2. En el Esquema de Reaccién 15, todas las variables son como se describen anteriormente en la
presente.

Procedimiento experimental 15

Esquema de Reaccion 15

1 N

R ] - NH,
= 0 R
| | Z o N\ /

2 AN |

R X N = o 2 AN
/ R X N —
N—N /
N
~N
(IVa) (IXX)

Preparacién de los radioligandos
Procedimiento experimental 16
Compuestos radiomarcados con [ C] de Férmula (I) en la que R® es NH[”C]CH31y el resto de variables son como

se definen en la Férmula (1), denominados en la presente compuestos de Formula [ C] (I-a), se pueden sintetizar en
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dos etapas al calentar su correspondiente precursor protegido con Boc en N (P-IIl) con un reactivo adecuado, tal
como [ C]Mel bajo condiciones apropiadas, tipicamente en un disolvente tal como DMF anhidra en presencia de
una base, tal como NaH, durante un periodo que permita la terminacién de la reaccién, por ejemplo, 4 min, a una
temperatura apropiada, tipicamente 80°C, para dar (XX). La escision de Boc de (XX) se puede efectuar usando
condiciones conocidas por el experto, tales como agitacion en un medio acido bajo calor, tal como, por ejemplo, a
100°C con HCI en dioxano. En el Esquema de Reaccion 16, todas las variables son como se describen en la
Formula (1).

Esquema de Reaccion 16

_N / / CHj
/ N\B - N
\N oc R! N / “Boc
Etapa | Ij\ O
—
2 N
R —
N /4
L N (P-1lI) NN (XX)
S
}1CH3
N\
/ H
Etapa2 Ij\ NN
\N
S [''C]-(1-a)

Procedimiento experimental 17

Compuestos de Formula () en la que R% es [”C]CH3, denominados en la presente compuestos de Férmula [”C]—(I-
b), se pueden sintetizar usando una reaccion de acoplamiento de Stille. Tl’picamente la reaccion se realiza con un
precursor de trlbutllestannllo apropiado (P-Il) en el que todas las variables son segun se definen anteriormente en la
presente y [ C]CH3I en presencia de un catalizador de paladio, tal como Pd(PPhs)4, bajo condiciones apropiadas,
tipicamente a 100°C en DMF anhidra.

Esquema de Reaccién 17

Sh(n-Bu)s

N
kr i
s ["CHI-b)

Compuestos de Férmula (1) en la que R® es [‘SF], denominados en la presente un compuesto de formula [18F]-(I), se
pueden sintetizar al calentar el correspondiente precursor de trimetilamonio (P-l), en donde todas las variables son
como se describen anteriormente en la presente, a 82°C en CH3CN anhidro con 18F'/4,7,13,16,21 ,24-hexaoxa-1,10-
diazabiciclo[8.8.8]hexacosano (comercializado bajo el nombre comercial Kryptofix®2.2.2) en presencia de K>C204
como base. El experto también prevera la posibilidad de reemplazar K2C>04 por KHCOs y usar un grupo de salida
diferente en el precursor. La desmetilacion del precursor de trimetilamonio se observaba tipicamente como una
reaccion secundaria.

Procedimiento experimental 18
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Esquema de Reaccion 18

R1 - N (CH3)3 1 /N 18F
= N\ R
| Q = o\ )
2 N — |
R X N ~— 2 _AN
/ R X N =
N
~N N7
S (P-l) N S
['8F]-(I-c)

Las mezclas de reaccion en bruto se purificaron a continuacién usando HPLC semipreparativa.
Aplicaciones

Los compuestos segln la presente invencion encuentran diversas aplicaciones para obtener imagenes de tejidos,
células o un mamifero, tanto in vitro como in vivo. Asi, a modo de ejemplo, se pueden usar para cartografiar la
distribucion diferencial de mGIuR2 en sujetos de diferente edad y sexo. Ademas, permiten explorar la distribucion
diferencial de mGIuR2 en sujetos afectados por diferentes enfermedades o trastornos. Asi, una distribucién anormal
puede ser util en el diagnéstico, la busqueda de casos, la estratificacion de poblaciones de sujetos y en la
comprobacion de la progresion de la enfermedad en sujetos individuales. Adicionalmente, los radioligandos pueden
encontrar utilidad para determinar la ocupacion de sitios de mGIluR2 por otros ligandos. Puesto que el radioligando
se administra en cantidades vestigiales, es decir, en cantidades detectables, por ejemplo, para la obtenciéon de
imagenes por PET, no se puede atribuir un efecto terapéutico a la administracién de los radioligandos segun la
invencion.

Parte experimental
I. Quimica

Segun se usa en la presente, el término "ac." significa acuoso, "BEH" hibrido de etilsiloxano/silice con puente,
"Boc"/"BOC" significa terc-butoxicarbonilo, "tBuOH" significa terc-butanol, "DAD" detector de serie de diodos, "DCE"
significa 1,2-dicloroetano, "DCM" significa diclorometano, "DIPE" significa éter diisopropilico, "DME" significa
dimetiloxietano, "DMF" significa N,N-dimetilformamida, "DMSQ" significa dimetilsulféxido, "DSC" significa
calorimetria diferencial de barrido, "EtsN/TEA" significa trietilamina, "EtOH" significa etanol, "EtOAc" significa acetato
de etilo, "h" significa horas, "HATU" significa hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridinio, "HPLC" significa cromatografia de liquidos de alta resolucion, "LCMS" significa cromatografia
de liquidos/espectrometria de masas, "IPA" significa alcohol isopropilico, "LCT" significa LC-tiempo de vuelo,
"MeOH" significa metanol, "[M+H]™ significa la masa protonada de la base libre del compuesto, "[M-H]™ significa la
masa desprotonada de la base libre del compuesto, "min" significa minutos, "p.f." significa punto de fusién, "MSD"
detector selectivo para la masa, "MTBE" significa metil-terc-butil-éter, "mw/MW" significa microondas, "QTOF" tiempo
de vuelo cuadripolar, "cuant.” significa cuantitativo, "m. r." significa mezcla de reaccion, "RP" significa fase inversa, ".
a./TA" significa temperatura ambiente, "R: significa tiempo de retencién (en minutos), "sat." significa saturado, "sol."
significa solucion, "SQD" detector cuadripolar simple, "THF" significa tetrahidrofurano, "UV" significa ultravioleta.

Las reacciones asistidas por microondas se realizaron en un reactor monomodal: Biotage Initiator™ Sixty microwave
reactor (Biotage) o en un reactor multimodal: MicroSYNTH Labstation (Milestone, Inc.).

Las reacciones bajo presion se realizaron en un tubo de presion (Q-Tube™) de Q-Labtech LLC.

La cromatografia en capa fina (TLC) se llevé a cabo sobre placas de gel de silice 60 F254 (Merck) usando
disolventes de calidad para reactivos. La cromatografia en columna abierta se realizd sobre gel de silice, malla
tamano de particula 230-400 y tamano de poro 60 A (Merck) bajo técnicas estandar. La cromatografia en columna
de desarrollo rapido automatizada se realiz6 usando cartuchos listos para conectar de Merck, sobre gel de silice
irregular, tamano de particula 15-40 um (columnas de desarrollo rapido desechables en fase normal) en un sistema
SPOT o LAFLASH de Armen Instrument.

Resonancia magnética nuclear (NMR): Para un nimero de compuestos, los espectros de 'H NMR se registraron en
un espectrémetro bien Bruker Avance lll, bien Bruker DPX-400 o bien Bruker AV-500 con secuencias pulsatiles
estandar, que funcionan a 400 MHz y 500 MHz, respectivamente. Los desplazamientos quimicos (8) se presentan
en partes por millén (ppm) por debajo del campo del tetrametilsilano (TMS), que se usaba como patrén interno.

Varios métodos para preparar los compuestos de esta invencién se ilustran en los siguientes ejemplos, que estan
destinados a ilustrar pero no a limitar el alcance de la presente invencién. A menos que se apunte otra cosa, todas
las materias primas se obtuvieron a partir de proveedores comerciales y se usaron sin purificacién adicional.

A. Sintesis de productos intermedios
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Producto intermedio 1 (I-1)

(0]
/\O/‘Sﬂ
/
HN <

Se anadi6 acido sulfarico (10 ml, 187,6 mmol) a una solucién de &cido 1-H-pirazol-3-carboxilico (1,93 g, 17,22 mmol)
en EtOH (20 ml). La mezcla se agit6 a 90°C durante 15 h. A continuacién, se dej6 enfriar hasta ta y los disolventes
se evaporaron a vacio. El residuo se vertié en agua y la solucion se basific6 con K2COgz y se extrajo con EtOAc. La
capa organica se separod, se seco (MgSOQ.), se filtré y el disolvente se evaporé a vacio para dar el compuesto
intermedio I-1 como un sélido blanco (2,28 g, 93% de pureza, 94%) que se usé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Producto intermedio 2 (I-2)

o
/
HN~

El Producto intermedio I-1 (100 g, 0,68 mol), N-yodosuccinimida (213,5 g, 0,95 mol) se disolvieron en DCM (2 ). La
mezcla se agitd a ta durante 24 h. La mezcla se traté con una sol. sat. de Na2S»03 y una sol. sat. de NaxCO3 y se
extrajo con DCM. La capa organica se separo, se seco (MgSQa), se filtrd y el disolvente se evapord a vacio para dar
el compuesto intermedio I-2 como un sélido blanco (160 g, 85%).

a

O

Producto intermedio 3 (I-3)

R
OH

Se anadié dicarbonato de di-terc-butilo (58,1 g, 266,3 mmol) en DCM (50 ml) a una solucién agitada de (R)-(-)-1-
amino-2-propanol en DCM (50 ml) a 0°C bajo nitr6geno. La mezcla se agit6 a ta durante 2 h. La mezcla se diluy6
con agua enfriada y se extrajo con DCM. La capa organica se separd, se secd (NaxSOy), se filtrd y los disolventes se
evaporaron a vacio para dar el producto intermedio I-3 como un aceite incoloro (47 g, cuant.). El producto se usé en
la siguiente etapa sin purificacion adicional.

7&% )
53

N 0
|
N\

Producto intermedio 4 (I-4)

Se anadié azodicarboxilato de di-terc-butilo (4,67 g, 20,3 mmol) a una solucion agitada del producto intermedio I-2 (3
g, 11,28 mmol), el producto intermedio I-3 (4,44 g, 22,55 mmol) y trifenilfosfina (5,32 g, 20,3 mmol) en THF (56 ml)
bajo nitrégeno. La mezcla se agit6 a ta durante 5 h. El disolvente se evaporé a vacio y el producto en bruto se trituré
con DIPE. El sélido se filtr6 y el filtrado se evapor6 a vacio. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia
en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en heptano 0/100 a 30/70). Las fracciones deseadas se recogieron y
los disolventes se evaporaron a vacio para dar el compuesto intermedio -4 como un aceite incoloro (4,9 g, 91% de
pureza, 93%).

Producto intermedio 5 (I-5)
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%%NH )

El compuesto intermedio I-5 se sintetizd siguiendo un enfoque similar al descrito para el producto intermedio I-4.
Partiendo del producto intermedio I-1 (25,82 g, 184,25 mmol) y el producto intermedio I-3 (47,16 g, 239,5 mmol), se
obtuvo el compuesto intermedio I-5 como un aceite amarillo (123 g, cuant) que se usé en la siguiente etapa sin
purificacién adicional.

Producto intermedio 6 (I-6)

2N N )
\\<“ (@]
S
N
N |

Se afiadi6 una solucion 4 M de HCI en 1,4-dioxano (10 ml, 40 mmol) a una solucion del producto intermedio I-4 (4,2
g, 9,63 mmol) en acetonitrilo (20 ml). La mezcla se agitdé a 80°C durante 2 h. El disolvente se evaporé a vacio para
dar el compuesto intermedio 1-6 (3,5 g, 97%).

H2N\\\ .
N
X HCl

El compuesto intermedio I-7 se sintetizd siguiendo un enfoque similar al descrito para el producto intermedio I-6.
Partiendo del producto intermedio I-5 (54,79 g, 184,25 mmol) y una solucion 4 M de HCI en 1,4-dioxano (415 ml,
1,66 mol), se obtuvo el compuesto intermedio -7 como un sélido blanco (32,5 g, 82% de pureza, 75%) que se usé
en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Producto intermedio 7 (I-7)

(@]
—

Producto intermedio 8 (I-8)

El producto intermedio 1-6 como sal de HCI (180 g, 350,4 mmol) se disolvid en una sol. sat. de NaHCOs (2 1). La
mezcla se agitdé a ta durante 12 h. La mezcla se diluy6é con agua y se extrajo con DCM. Las capas organicas se
separaron, se secaron (Na>SQOg), se filtraron y los disolventes se evaporaron a vacio. A contmuamon el residuo se
lavo con terc-butil-metil-éter para dar el compuesto intermedio I-8 (92 g, 90%), pf 182,6-186,1°C. 'H RMN (500 MHz,
DMSO-ds) & ppm 1,42 (d, J=6,65 Hz, 3 H) 3,26 - 3,35 (m, 1 H) 3,57 - 3,71 (m, 1 H) 4,44 - 4,60 (m, 1 H) 7,68 (s, 1 H)
8,26 (s a, 1 H). LC-HRMS (ESI+) Calculado para C7HgINsO (M+H)*: 277,9790, Encontrado: m/z 277,9796
(+0,6mDa), Rt = 0,76 min (Método 13, véase la tabla 2). [a] = +11,7° (589 nm, ¢ 1,00% p/v, CH30H, 25°C).

Producto intermedio 8a (I-8a)
H 0 BocHN ) HoN - /\ 0 5
N | S 9 \\S\ 1 f
Br_ S\ o__ . 'Nv\l(ko L i o
N\
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El producto intermedio 8a se prepar6 en un rendimiento de 71% segun la siguiente descripcién general de una
sintesis realizada a gran escala:

Una mezcla de 4-bromo-1H-pirazol-5-carboxilato de metilo (denominado en la presente "pirazol SM") (1 eq.),
trifenilfosfina (1,2 eq.), I-3 (1,2 eq.) y THF anhidro (15 ml/g de pirazol SM) bajo nitr6geno se enfrié hasta 5-10°C. Se
afnadi6é azodicarboxilato de di-terc-butilo (1,2 eq.) en porciones a 5-15°C bajo nitrégeno. La solucién se calent6 hasta
20-30°C y se agité a 20-30°C durante 2-3 h. La solucion obtenida se concentré y se coevapor6 con acetato de
isopropilo para retirar THF para proporcionar una solucion de éster metilico de &cido 4-bromo-1-[(1S)-1-[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonillamino]etil]-1 H-pirazol-5-carboxilico I-4a en bruto en acetato de isopropilo (20 ml/g de pirazol
SM). Se burbujeé HCI gaseoso a la solucion de I-4a a 15-30°C hasta que se terminaba la escision del grupo
protector Boc. La suspensién se burbuje6 con nitrégeno gaseoso para retirar la mayoria del HCI gaseoso. La
suspension se concentré hasta un volumen de aproximadamente 5 ml/g de pirazol SM por debajo de 50°C y a
continuacion se afnadidé acetato de isopropilo (15 ml/g de pirazol SM) al residuo. Se afiadié agua (10 ml/g de pirazol
SM) a 10-20°C. La mezcla se agit6é a 10-20°C durante 20-30 min. La mezcla se filtr6 y la capa acuosa se separo. La
capa organica se extrajo con agua (2 ml/g de pirazol SM). Las capas acuosas combinadas se lavaron con acetato de
isopropilo (2 x 10 ml/g de pirazol SM) para retirar 6xido de trifenilfosfina residual. Se obtuvo I-6a como una solucién
acuosa (6,25 ml/g de pirazol SM). Se afnadié carbonato potasico (~1 g/g de pirazol SM) a la solucién acuosa de I-6a
para ajustar hasta pH=8-9 a 10-25°C. La mezcla se agit6 a 10-25°C durante 5-6 h y el sdlido I-8a precipitd. La
suspension se enfridé hasta 5-10°C y se agité a 5-10°C durante 2-3 h, a continuacién se filtr6 y se lavé con agua (1

ml/g de pirazol SM) y heptanos (1 ml/g de plrazol SM), a continuacion se sec6 a vacio a 40-45°C para proporcionar I-
8a como un solido blanco, pf. 196,12°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & ppm 1,61(d, J=6,36 Hz, 3 H) 3,48 (ddd,
J=12,72, 7,22, 2,60 Hz, 1 H) 3,75 - 3,84 (m, 1 H) 4,49 - 4,59 (m, 1 H) 6,54 (s a, 1 H) 7,56 (s, 1 H). LC-HR MS (ESI+)
Calculado para C7HgBrNsO (M+H)*: 229,9929, Encontrado: m/z 229,9931 (+0,2mDa), Rt = 0,62 min (Método 13,
véase la tabla 2). [a] =+25,2 ° (589 nm, ¢ 0,53% p/v, DMF, 20°C).

Producto intermedio 9 (I-9)

El compuesto intermedio I-9 se sintetizé después de un enfoque similar al descrito para el producto intermedio I-8.
Partiendo del producto intermedio I-7 (32,5 g, 139,1 mmol), se obtuvo el compuesto intermedio 1-9 como un sélido
(14,8 g, 70%).

Producto intermedio 10 (I-10)

Se anadié Pd(PPhs)4 (0,33 g, 0,29 mmol) a una suspension agitada del producto intermedio 1-8 (1,6 g, 5,77 mmol) y
acido 2-picolino-4-bordnico (0,95 g, 6,93 mmol) en 1,4-dioxano (8 ml) y un sol. sat. de NaHCOs (4 ml) en un tubo
sellado bajo nitrégeno. La mezcla se agité a 100°C durante 16 h. A continuacién, la mezcla se diluy6 con H2O y se
extrajo con DCM. La capa orgénica se separ0, se secO (NaxSOs), se filtré y el disolvente se evapord a vacio. El
producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice MeOH en DCM 0/100 a
6/94). Las fracciones deseadas se recogieron y los dlsolventes se evaporaron a vacio para dar el compuesto
intermedio I-10 como un sélido blanco (1 g, 71%), pf 173,20°C. 'H RMN (500 MHz, CDClg) 6 ppm 1,67 (d, J=6,65 Hz,
3 H) 2,60 (s, 3 H) 3,52 (ddd, J=12,79, 7,15, 2,89 Hz, 1 H) 3,84 (dt, J=12,72, 4,00 Hz 1H)4,57-4,66 (m,1H)6,10 (s

a, 1 H) 7,51 (dd, J=5,20, 1,44 Hz, 1 H) 7,55 (s, 1 H) 7,78 (s, 1 H) 8,50 (d, J=5,20 Hz, 1 H). LC-HRMS (ESI+)
Calculado para Ci3H14IN4O (M+H)*: 243,1246, Encontrado: m/z 243,1250 (+0,4mDa), Rt = 0,82 min (Método 13,
véase la tabla 2). [a] = +32,8 ° (589 nm, ¢ 0,52% p/v, DMF, 20°C).

El producto intermedio I-10 se preparé alternativamente con 70% de rendimiento segun la siguiente descripcion
general de una sintesis realizada a gran escala:

Una mezcla de I-8a (1 eq.), 2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-piridina (1,1 eq.), fosfato potasico
anhidro (2 eq.), DME (7,5 ml/g de 1-13a) y agua purificada (2,5 ml/g de 1-13a) se evacud y se rellen6 con nitrégeno 3
veces. Se anadieron en una porcion bajo nitrégeno trifenilfosfina (0,261 eq.) y acetato de paladio (ll) (0,131 eq.). La
mezcla se evacud y se rellen6 con nitrégeno 3 veces mas, se calenté hasta 75-80°C y se agit6 a 75-80°C durante
12-15 h bajo nitrégeno. La capa acuosa se separd a 60-70°C y se descart6 y a continuacion se anadié agua (8 ml/g
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de 1-13a) a la capa orgéanica. El DME se retird6 mediante concentracion por debajo de 40°C. Se anadié acetato de
isopropilo (15 ml/g de 1-13a), el pH de la mezcla se ajusté hasta 1-2 con HCI conc. La mezcla se filtr6 y la torta
filtrante se lavé con agua (1 ml/g de I-13a), la capa acuosa se separ6 y la capa organica se extrajo con agua (2 ml/g
de I-13a). Las capas acuosas combinadas se lavaron con acetato de isopropilo (2 x 15 ml/g de I-13a). La capa
acuosa se concentr6 para retirar DME residual y acetato de isopropilo. Se afadié MTBE (2 ml/g de 1-13a) y la mezcla
se enfrid hasta 0-5°C, se agité a 0-5°C durante 2-3 h. I-10 se filtrd, se lavd con agua enfriada (1 ml/g de 1-13a) y se
seco a vacio a 45-50°C para proporcionar I-10 como un sélido blancuzco.

Producto intermedio 11 (I-11)

V/,
N~
e

Una mezcla del producto intermedio I-9 (5 g, 33,01 mmol), yoduro de cobre(l) (3,78 g, 19,85 mmol) y K.COs (9,14 g,
66,15 mmol) en tolueno (150 ml) se barri6é con nitrégeno durante unos pocos min. A continuacién, se anadieron 4-
bromobenzotrifluoruro (9,3 ml, 66,1 mmol) y N,N-dimetiletilendiamina (2,1 ml, 19,8 mmol). La mezcla se agit6 bajo
nitrégeno a ta durante 10 min y a continuacién se agité a 100°C durante 16 h. A continuacién, se afadié DMF (20
ml) y la mezcla se agité a 100°C durante 8 h. A continuacién, se afnadieron agua, una sol. conc. de amoniaco y
DCM. La capa orgéanica se separd, se secd (NaxS0O.), se filtré y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto
en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en DCM de 0/100 a
50/50). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron a vacio para dar el compuesto
intermedio I-11 como un aceite amarillo claro (9,6 g, 98%).

En un procedimiento analogo al descrito para el producto intermedio I-11, se sintetizaron los siguientes productos
intermedios:

Materia Prima Reactivo Producto intermedio

1-9
N
Cl Cl
Cl

(disolvente: tolueno/DMF)

FsC
i BaslE® G W
-9 N= 073N NM
OMe | Ney’
S

(disolvente: tolueno) 1-13

o
)

N-N

2l

I-12

F:S
F F
-9 A/
Br—@—S—F NJH’}
/\ N‘N
FF S

1-14

Producto intermedio 15 (I-15)
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Se afnadié yodo (11,55 g, 45,5 mmol) a una solucién del producto intermedio I-11 (19,2 g, 65,0 mmol) y nitrato de
amonio y cerio(IV) (24,95 g, 45,5 mmol) en acetonitrilo (350 ml). La mezcla se agit6 a 70°C durante 1 h. A
continuacion, la mezcla se diluyé con EtOAc y se lavo con una sol. sat. de Na S203 y salmuera. La capa organica se
separd, se secod (NaxSOq), se filtrd y los disolventes se evaporaron a vacio. El residuo se precipité con DIPE y a
continuacion se purificé mediante cromatografia en columna corta (silice, DCM) y a continuacion mediante
cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; DCM en heptano de 50/50 a 100/0). Las fracciones deseadas
se recogieron y los disolventes se evaporaron a vacio para dar el compuesto intermedio I-15 como un sélido (24,8 g,
90%).

En un procedimiento analogo al descrito para el producto intermedio I-15, se sintetizaron los siguientes productos
intermedios:

Materia Prima Producto intermedio

- By

Z

I-16

13 m\ M
N =

y)

H/N‘N
S

. O

I-18

Producto intermedio 19 (I-19)
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Se afiadi6 gota a gota complejo de cloruro de isopropilmagnesio-cloruro de litio (solucién 1,3 M, 32,9 ml, 42,7 mmol)
a una solucion agitada del producto intermedio I-15 (10 g, 23,7 mmol) y 2-isopropoxi-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolano (9,7 ml, 47,5 mmol) en THF anhidro (100 ml) a -25°C bajo atmosfera de nitrogeno. La mezcla se agité
durante 30 min a -25°C. A continuacién, la reaccién se desactivé con una sol. ac. de NH4Cl al 10% y se extrajo con
EtOAc. La capa organica se separo, se secd (NaxSOs), se filtré y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto
en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; MeOH en DCM de 0/100 a
3/97). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto en bruto se triturd
con DIPE, se filtré y se secé para dar el compuesto intermedio I-19 (6,4 g, 64%) como un sélido blanco. La solucién
y las fracciones impuras procedentes de la purificacion en columna se combinaron y se repurificaron mediante
cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice, EtOAc en heptano de 30/70 a 70/30). Las fracciones
deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto se trituré en DIPE/heptano, se filtré y
se seco para dar el compuesto intermedio I-19 (1 g, 10%) como un sélido blanco.

Los siguientes productos intermedios se sintetizaron al seguir un procedimiento sintético analogo al presentado para
el producto intermedio 19:

Materia Prima Producto intermedio
cl o]
Cl N =
/
K‘/N‘N
1-20
F \LL
" =z ©. 0
117 F 1§ B
~N NS

I-21
Sintesis alternativa del Producto intermedio 20 (I-20)
Cl
Cl 0 \

N —

Dos soluciones de I-16 (250 mg, 0,592 mmol) y 2-isopropoxi-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (0,242 ml, 1,185
mmol) en THF (1,5 ml) y complejo de cloruro de isopropilmagnesio-LiCl (1,3 M en THF, 820,17 pl, 1,066 mmol) en
THF (1 ml) se bombearon a través de un mezclador LTF (0,5 ml/min), a 0°C, Rt= 1 min. La mezcla se recogié sobre
4 ml de NH4Cl al 10% y se extrajo con EtOAc. La capa orgénica se separd, se secé (Na2S0.), se filtré y el disolvente
se evapor6 para dar I-20 (250 mg, cuantitativo) como un aceite transparente.

Producto intermedio 22 (1-22)
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Dos soluciones de I-18 (1,57 g, 3,276 mmol) y 2-isopropoxi-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxoborolano (1,34 ml, 6,552
mmol) en THF (17,11 ml) y complejo de cloruro de isopropilmagnesio-LiCl (1,3 M en THF, 3,78 ml, 4,914 mmol) en
THF (14,88 ml) se bombearon a través de un mezclador LTF (0,5 ml/min), a 0°C, Ri= 1 min. La solucién de salida se
diluyé con una solucion de NH4Cl y se traté con EtOAc. La mezcla se filtr6 a través de tierra de diatomeas y el
filtrado se extrajo con EtOAc. La capa organica se separd, se secO (NaxSQ.), se filir6 y los disolventes se
evaporaron a vacio. El residuo se tritur6 con DIPE/heptano, se filtr6 y se secé para dar I-22 (1,23 g, 78,5%) como un
solido blanco.

Producto intermedio 23 (1-23)

Cl
Cl

Una solucion de 4-bromo-2-(dimetilamino)piridina (154,806 mg, 0,77 mmol) en THF (4,5 ml) y una solucién de 1-20
(250 mg, 0,592 mmol) en KOH (4,738 ml, 1,185 mmol) se bombearon a través de una columna X-Terra® rellena con
0,5 g de DPP Pd Siliacat® (500 mg) usando el reactor Vapourtec R2+R4. (0,5 ml de volumen de huecos, 0,05 ml/min
de cada uno, 60°C, 5 min de tiempo de permanencia). El resultado se recogi6. La mezcla se diluyd con agua y se
extrajo con CHzCl,. La capa organica se separd, se seco (NaxS0O.), se filtrd y el disolvente se evapordé. El residuo se
purificé mediante cromatografia en columna (silice, EtOAc en CH2Cl, de 0/100 a 100/0). Las fracciones deseadas se
recogieron y el disolvente se evaporé para dar I-23 (150 mg, 61%) como un aceite transparente.

Producto intermedio 24 (1-24)

Se afiadié6 Pd(PPhs)s (96 mg, 0,083 mmol) a una suspension agitada del producto intermedio I-15 (700 mg, 1,66
mmol) y &cido 2-aminopiridino-4-boroénico (458 mg, 3,32 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml) y una sol. sat. de NaHCO3 (5
ml). La mezcla se agitdé a 150°C durante 10 min bajo irradiacién con microondas. A continuacioén, la mezcla se diluyo
con HxO y se extrajo con DCM. La capa orgénica se separd, se secod (NaxSOQy), se filtro y el disolvente se evaporé a
vacio. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; MeOH en
DCM de 0/100 a 10/90). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron a vacio y el residuo
se purificé mediante RP HPLC (RP C18 XBridge® 30 x 100 mm 5 um), fase mévil (gradiente de 67% de solucion de
0,1% de NH4CO3H/NH4+OH pH 9 en agua, 33% de CH3CN a 50% de solucion de 0,1% de NH4CO3sH/NH4OH pH 9 en
agua, 50% de CHsCN). El residuo se purific6 mediante cromatografia de intercambio iénico usando un cartucho
ISOLUTE® SCX2 eluyendo en primer lugar con MeOH y a continuacion con solucién 7 M de amoniaco en MeOH.
Las fracciones deseadas contenidas en la solucién 7 M de amoniaco en MeOH se recogieron y los disolventes se
evaporaron a vacio para dar 124 como un sélido blanco (163 mg, 25%). "H RMN (500 MHz, CDCls3) & ppm 1,74 (d,
J=6,4 Hz, 3 H) 4,01 (dd, J=12,6, 7,1 Hz, 1 H) 4,29 (dd, J=12,6, 4,2 Hz, 1 H) 4,43 (s a, 2 H) 4,78 (quint, J=6,6, 4,3 Hz,
1 H) 6,94 (dd, J=5,5, 1,4 Hz, 1 H) 6,98 (s, 1 H) 7,51 (d a, J=8,4 Hz, 2 H) 7,71 (d a, J=8,4 Hz, 2 H) 7,79 (s, 1 H) 8,06
(d, J=4,9 Hz, 1 H).

Producto intermedio 25 (1-25)
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Se anadié Pd(PPhs)s (55,852 mg, 0,0483 mmol) a una suspension agitada de 1-17 (437,093 mg, 0,967 mmol), acido
2-aminopiridino-4-borénico ([CAS903513-62-2], 200 mg, 1,45 mmol) y NaxCOs sat. (4,6 ml) en 1,4-dioxano (6,9 ml).
La mezcla se agit6 a 150°C durante 10 min bajo irradiacion con microondas. A continuacién, la mezcla se diluy6 con
H20 y se extrajo con DCM. La capa organica se secé sobre Na>SQOq, se filtrd y el disolvente se evaporé a vacio. El
producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en DCM de
0/100 a 50/50). Las fracciones deseadas se recogieron y se evaporaron a vacio, a continuacion se trituraron con
DIPE vy se filtraron para dar I-25 (143 mg, 35%).

Los siguientes productos intermedios se sintetizaron al seguir un procedimiento sintético analogo segun se presenta
para el producto intermedio 25:

Producto intermedio Materia Prima Reactivo

I-15 acido 2-cloropiridino-4-borénico [458532-96-2]

I-26

1-18 acido 2-aminopiridino-4-borénico [CAS903513-62-2]

127

Producto intermedio 28 (1-28)

V/,
X
S

Se anadi6 cloruro de acetilo (84 pl, 1,18 mmol) a una suspensién agitada del producto intermedio 1-26 (320 mg,
0,786 mmol) y Nal (1,18 g, 7,866 mmol) en CH3CN (12,8 ml) a ta. La mezcla se agité a 120°C durante 30 min bajo
irradiacion de MW. A continuacion, la mezcla se diluyé con EtOAc y se lavé con una sol. sat. de NaxS>03 y salmuera.
La capa organica se separd, se secd (NaxSQy), se filtrd y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto en bruto
se purifico mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en heptano de 0/100 a 60/40). Las
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fracciones deseadas se recogieron y se evaporaron a vacio para dar 1-28 (289 mg, 74%). 'H RMN (400 MHz, CDCls)
o ppm 1,75 (d, J=6,5 Hz, 3 H) 4,02 (dd, J=12,8, 7,3 Hz, 1 H) 4,30 (dd, J=12,7, 4,2 Hz, 1 H) 4,80 (quint, J=6,7, 4,2 Hz,
1H) 7,50 (da, J=8,3Hz, 2 H) 7,67 (dd, J=5,1, 1,6 Hz, 1 H) 7,72 (d a, J=8,3 Hz, 2 H) 7,80 (s, 1 H) 8,03 - 8,05 (m, 1 H)
8,32 (dd, J=5,2, 0,6 Hz, 1 H).

B. Preparacion de los compuestos finales

Ejemplo 1 (7S)-7-Metil-3-(2-metilpiridin-4-il)-5-[4-(trifluorometil)fenil]-6,7-dihidropirazolo[1,5-a]pirazin-4(5H)-
ona (Co. N2 1)

Y/,
N~
§f“

Procedimiento A: Se afadié cloruro de cobre(l) (872 mg, 4,58 mmol) a una suspensién agitada del producto
intermedio 1-10 (1,85 g, 7,64 mmol), 4-bromobenzotrifluoruro (2,14 ml, 15,27 mmol), K2COs (2,11 g, 15,27 mmol) y
N,N"-dimetiletilendiamina (0,492 ml, 4,58 mmol) en tolueno (70 ml) en un tubo sellado y bajo nitrégeno. La mezcla se
agité a 100°C durante 16 h. A continuacién, se afiadi6 DMF (10 ml) y la mezcla se agité a 100°C durante 8 h
adicionales. La mezcla se filtré a través de tierra de diatomeas y se lavo con EtOAc. La capa organica se lavo con
sol. de NH4OH diluida, se sec6 (Na>SOs), se filtrd y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto en bruto se
purificé mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en heptano de 20/80 a 50/50). Las
fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto se precipité con heptano, se
filtr6 y se sec6 a vacio para dar el producto final compuesto 1 como un sélido blanco (2,32 g, 78%). 'H RMN (500
MHz, CDCls) & ppm 1,75 (d, J=6,4 Hz, 3 H), 2,57 (s, 3 H), 4,02 (dd, J=12,7, 7,2 Hz, 1 H), 4,30 (dd, J=12,6, 4,2 Hz, 1
H), 4,75 - 4,84 (m, 1 H), 7,44 (d, J=5,2 Hz, 1 H), 7,49 (d, J=3,8 Hz, 2 H), 7,51 (s, 1 H), 7,71 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 7,80
(s, 1 H), 8,48 (d, J=5,2 Hz, 1 H).

Procedimiento B: Se afnadié yoduro de cobre(l) (94 mg, 0,495 mmol) a una suspension agitada del producto
intermedio I-10 (200 mg, 0,825 mmol), 4-bromobenzotrifluoruro (0,231 ml, 1,651 mmol), K2COs (228 mg, 1,65 mmol)
y N,N-dimetiletilendiamina (53 pl) en tolueno (7,5 ml) en un tubo sellado y bajo nitrégeno. La mezcla se agité a
100°C durante la noche. La mezcla se filtr6 a través de un bloque de tierra de diatomeas y se lavé con DCM. La
capa organica se separo, se secé (MgSOQa), se filtré y los disolventes se evaporaron a vacio. El producto en bruto se
purificé mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice, EtOAc en heptano de 0/100 a 70/30). Las
fracciones deseadas se recogieron y se concentraron a vacio para dar el compuesto 1 (283 mg, 89%) como un
s6lido rosado.

Procedimiento C: Se afiadio Pd(PPhs)s (384 mg, 0,332 mmol) a una suspensién agitada del producto intermedio I-15
(2 g, 4,74 mmol) y éster pinacolico de acido 2-metilpiridino-4-borénico (1,66 g, 7,60 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml) y
una sol. sat. de NaxCOs (5 ml) en un tubo sellado bajo nitrégeno. La mezcla se agit6 a 100°C durante 16 h. A
continuacion, la mezcla se diluyé con H>O y se extrajo con DCM y DCM con una pequefa cantidad de EtOH. La
capa organica se secé (NaxSOg), se filtré y el disolvente se evapord a vacio. El producto en bruto se purificd
mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; solucion 7 M de amoniaco en MeOH en DCM de
0/100 a 3/97 y a continuacién EtOAc en heptano de 0/100 a 100/0). Las fracciones deseadas se recogieron y se
evaporaron a vacio para dar el compuesto 1 como un sélido blanco (480 mg, 26%). (Se recuperaron 1,31 g de
materia prima).

Procedimiento D; descripcién general de una sintesis realizada a gran escala por la que se aislaba Co. N° 1 con 90%
de rendimiento antes de la purificacion:

Una mezcla de I-10 (1 eq.), carbonato potasico (2 eq.), yoduro de cobre(l) (0,3 eq.), 4-bromobenzotrifluoruro (1,3
eq.), N,N'-dimetiletilendiamina (0,35 eq.), DMF (5 ml/g de |-18) y tolueno (8 ml/g de 1-18) se evacud y rellend con
nitrégeno 3 veces. Se calentdé hasta 100-110°C y se agité a 100-110°C durante 7-8 h bajo nitrdgeno. La solucién de
reacciéon se concentr6 para retirar tolueno por debajo de 50°C. Se afnadi6 acetato de isopropilo (15 ml/g de 1-18). La
mezcla se lavo con solucion acuosa de NH4OH al 5% (3 x 7 ml/g de 1-18) y a continuacion N-acetil-L-cisteina al 5% y
solucién acuosa de KoCOs al 5% (2 x 7 ml/g de 1-18) a 10-25°C. Finalmente, se lavd con solucion acuosa de NaCl al
5% (5 ml/g de 1-18). La soluciéon obtenida se concentré y se coevapor6 con MTBE para retirar el acetato de
isopropilo. El sélido resultante se filtré y se secé a vacio a 45-50°C. Se obtuvo Co. N2 1 como un solido blancuzco
que se purificé adicionalmente como sigue:

El Co. N2 1 se disolvio en una mezcla de disolventes de IPA (4 ml/g de Co. N® 1) y agua (1 ml/g de Co. N® 1) a 48-
55°C. La solucion se filtr6 y se enfrid hasta 0-5°C. Se us6 para el enjuague una mezcla de IPA/agua (0,5 ml/g de Co.
N2 1, 4/1 v/v). Se afadié agua (650 pl/g de Co. N° 1) gota a gota y se realiz6 la siembra con Co. N2 1. La mezcla se
agitdé a 0-5°C durante 3-4 h. Se afadié agua (14 ml/g de Co. N2 1) gota a gota a 0-5°C durante 3-4 hy a
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continuacion la suspensién se agité a 0-5°C durante 5-6 h. El producto humedo se filtr6 y se enjuagd con agua (2
ml/g de Co. N2 1), a continuacion se secé a vacio a 45-50°C durante 16 h para proporcionar Co. N2 1 como un soélido
blanco.

Para el compuesto 1 (pf DSC = 155,35°C), se obtuvieron la sal de hidrocloruro (.HCI) (pf DSC = se descompone por
encima de 200°C); la sal de sulfato (.H2SO4) (pf DSC = se descompone por encima de 200°C); la sal de
metanosulfonato (.CH3SOsH) (pf DSC = 252°C); y la sal de maleato (.HO,CCH=CHCOH-cis) (pf DSC = 163°C); en
donde los pf se determinaron mediante DSC (Mettler Toledo Q2000 MDSC, calentando de 25 a 350°C a 10°C /min)
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente:

El Compuesto 1 (1,5 g) en 9 ml de IPA o acetona (las sales de hidrocloruro y sulfato se generaron en acetona; las
sales de metanosulfonato y maleato se generaron en IPA) se agitaron a 50°C hasta que todo el sélido se disolvia. El
acido (1,1 equivalentes mol) se afadi6 a la solucién y la mezcla de reaccion se agité adicionalmente durante 2 h a
50°C, a continuacién se enfrié hasta 20°C en 1 h y se agité adicionalmente durante 30 h a 20°C. La suspension se
filtrd y los sélidos se secaron a 50°C en un horno de vacio durante la noche.

Ejemplo 2 (7S)-7-Metil-3-[2-(metilamino)-4-piridil]-5-[4-(trifluorometil)fenil]-6,7-dihidropirazolo[1,5-a]piracin-4-
ona (Co. N2 2)

Se afiadi6 Pd(PPhs)4 (206 mg, 0,178 mmol) a una suspension agitada de 1-19 (1,5 g, 3,561 mmol) y 4-bromo-N-
metil-piridin-2-amina (799 mg, 4,273 mmol, 1,06 mmol) en una sol. sat. de NaHCOs (8,2 ml) y 1,4-dioxano (8,1 ml).
La mezcla se agit6é a 120°C durante 10 minutos bajo irradiacion con microondas. La mezcla se filtr6 a través de tierra
de diatomeas y se lavo con DCM. La capa orgénica se lavé con agua, se separd, se secd (NaSOq), se filiro y se
concentré a vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en
heptano de 0/100 a 70/30). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron a vacio para dar el Co. N2 2,
que se purific6 mediante RP HPLC (Fase estacionaria: C18 XBridge® 30 x 100 mm 5 um, fase movil: gradiente de
solucion de 67% de 0,1% de NH4CO3zH/NH4OH pH 9 en agua, 33% de CH3CN a solucién de 50% de 0,1% de
NH4CO3sH/NH4+OH pH 9 en agua, 50% de CH3sCN), dando el Co. N2 2 (1,14 g, 80%) como un sélido blanco. El Co. N2
2 se trituré en heptano, dando el Co. N2 2 (181 mg, 13%) como un sélido blanco. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) & ppm
1,74 (d, J=6,4 Hz, 3 H) 2,93 (d, J=5,2 Hz, 3 H) 4,00 (dd, J=12,6, 7,1 Hz, 1 H) 4,29 (dd, J=12,7, 4,0 Hz, 1 H) 4,54 (d a,
J=3,2Hz,1H)4,73-4,82 (m,1H)6,84 (s, 1 H) 6,86 (d, J=5,2Hz, 1 H) 7,50 (d a, J=8,4 Hz, 2 H) 7,70 (d a, J=8,4 Hz,
2H) 7,79 (s, 1 H) 8,09 (d, J=5,2 Hz, 1 H).

Ejemplo 3 (7S)-5-(3,4-Diclorofenil)-3-(2-fluoro-4-piridil)-7-metil-6,7-dihidropirazolo[1,5-a]piracin-4-ona (Co. N2
3)

Cl
Cl

Se afiadié Pd(PPhs)s (27,38 mg, 0,0237 mmol) a una suspension agitada de I-16 (200 mg, 0,474 mmol) y acido 2-
fluoropiridino-4-bordnico (1333,547 mg, 0,948 mmol) en 1,4-dioxano (2,8 ml, 32,829 mmol) y Na>COs; saturado (1,4
ml). La mezcla se agit6 a 150°C durante 10 minutos bajo irradiacién con microondas. A continuacion, la mezcla se
diluyé con HxO y se extrajo con DCM. La capa organica se sec6 sobre NaxSOys, se filtr6 y el disolvente se evaporé a
vacio. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en
DCM de 0/100 a 20/80). Las fracciones deseadas se recogieron y se evaporaron a vacio para dar el Co. N2 3 (135
mg, 73%) como un aceite amarillo. El Co. N2 3 se purificd mediante RP HPLC (Fase estacionaria: C18 XBridge® 30
x 100 mm 5 um), fase moévil: Gradiente de 54% de solucién de 0,1% de NH4COsH/NH4OH pH 9 en agua, 46% de
CHsCN a 64% de solucién de 0,1% de NH4CO3sH/NH4OH pH 9 en agua, 36% de CH3zCN), dando el Co. N2 3 (65 mg,
35%) como un sélido. "H RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 1,75 (d, J=6,5 Hz, 3 H) 3,97 (dd, J=12,8, 7,3 Hz, 1 H) 4,25
(dd, J=12,8, 4,3 Hz, 1 H) 4,79 (quint, J=6,7, 4,2 Hz, 1 H) 7,24 (dd, J=8,6, 2,5 Hz, 1 H) 7,32 - 7,36 (m, 1 H) 7,49 (d,
J=2,3Hz, 1 H) 7,52 (d, J=8,6 Hz, 1 H) 7,52 - 7,56 (m, 1 H) 7,83 (s, 1 H) 8,19 (d, J=5,3 Hz, 1 H).
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Ejemplo 4 (7S)-7-MetiI-3-[2-(metilamino)-4-piridiI]-5-[4-(pentaf|uoro-AG-suIfanil)feniI]-6,7-dihidropirazolo[1,5-
a]piracin-4-ona (Co. N2 4)

Se anadié Pd(PPhs)4 (18,084 mg, 0,0156 mmol) a una mezcla agitada de 1-22 (150 mg, 0,313 mmol) y 4-bromo-N-
metil-2-piridinamina (70,245 mg, 0,376 mmol) en sol. sat. de NaHCOs3 (1,5 ml) y 1,4-dioxano (desoxigenado) (1,5 ml)
bajo nitrdgeno. La mezcla se agité a 120°C durante 10 minutos bajo irradiacion con microondas. La mezcla se diluyo
con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se separo, se secod (Na2S0.), se filtrd y se concentré a
vacio. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; EtOAc en
DCM de 0/100 a 100/0). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron a vacio. A continuacion, el
producto se tritur6 con heptano/DIPE, se filir6 y se sec6 para dar Co. N2 4 (110,4 mg, 77%) como un soélido blanco.
'H RMN (500 MHz, CDCl3) & ppm 1,74 (d, J=6,6 Hz, 3 H) 2,93 (d, J=5,2 Hz, 3 H) 4,00 (dd, J=12,1, 6,9 Hz, 1 H) 4,29
(dd, J=12,4, 4,0 Hz, 1 H) 4,47 - 458 (m, 1 H) 4,72 - 4,84 (m, 1 H) 6,82 (s, 1 H) 6,85 (dd, J=5,5, 1,3 Hz, 1 H) 7,49 (d,
J=8,7Hz, 2 H) 7,79 (s, 1 H) 7,82 (d, J=9,2 Hz, 2 H) 8,09 (d, J=5,2 Hz, 1 H).

Ejemplo 5 (7S)-5-[6-Metoxi-5-(trifluorometil)-2-piridil]-7-metil-3-[2-(metilamino)-4-piridil]-6,7-
dihidropirazolo[1,5-a]piracin-4-ona (Co. N2 5)

Se afadié Pd(PPhs)s (38,418 mg, 0,0332 mmol) a una suspension agitada de 1-16 (300,657 mg, 0,665 mmol), acido
2-(metilamino)piridin-4-ilborénico ([CAS 1214879-88-5], 151,561 mg, 0,997 mmol) y Na>xCOs; sat (3 ml) en 1,4-
dioxano (4,747 ml, 55,652 mmol). La mezcla se agité a 150°C durante 10 minutos bajo irradiacién con microondas. A
continuacion, la mezcla se diluy6 con H2O y se extrajo con DCM. La capa organica se sec6 sobre NaxSOs, se filtro y
el disolvente se evaporé a vacio. El producto en bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de desarrollo
rapido (silice; EtOAc en DCM de 0/100 a 50/50). Las fracciones deseadas se recogieron y se evaporaron a vacio. El
residuo se precipité con DIPE/heptano y se evapor6 para dar el Co. N2 5 como un sélido blanco. El Co. N2 5 se
purific6 mediante RP HPLC (Fase estacionaria: C18 XBridge® 30 x 100 mm 5 um), Fase mdvil: gradiente de
solucion de 60% de 0,1% de NH4CO3zH/NH4OH pH 9 en agua, 40% de CH3CN a 43% de solucién de 0,1% de
NH4COsH/NH4OH pH 9 en agua, 57% de CHsCN), dando el Co. N2 5 (112 mg, 39%) como un sdlido blanco. 'H RMN
(500 MHz, CDCl3) & ppm 1,72 (d, J=6,6 Hz, 3 H) 2,96 (d, J=5,2 Hz, 3 H) 4,05 (s, 3 H) 4,42 (dd, J=13,6, 6,9 Hz, 1 H)
4,52 - 4,60 (m, 1 H) 4,64 (dd, J=13,6, 4,0 Hz, 1 H) 4,69 - 4,78 (m, 1 H) 6,76 (s, 1 H) 6,84 (dd, J=5,2, 0,6 Hz, 1 H) 7,77
(s, 1H) 7,78 (d, J=8,4 Hz, 1 H) 7,88 (d, J=8,4 Hz, 1 H) 8,13 (d, J=5,2 Hz, 1 H).

C. Preparacion de los precursores de radioligandos

Precursor 1 (P-1)

Cl
Cl

Se anadié CHgsl (2,243 ml, 36,031 mmol) a una mezcla de 1-23 (150 mg, 0,36 mmol) y KoCOs (1,867 g, 13,512 mmol)
en MeOH (1,5 ml). La mezcla se agité a ta durante 4 dias. A continuacion, se afadieron agua y CH2Cl». La capa

31



10

15

20

ES 2727 158 T3

organica se separd con CHxCly, se secd (NaxS0O.), se filir6 y el disolvente se evapord. El residuo se tritur6 con
EtOAc para dar P-1 (140 mg, 70%) como un sélido blancuzco. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,60 (d, J=6,6
Hz, 3 H) 3,59 (s, 9 H) 4,06 (dd, J=13,0, 7,5 Hz, 1 H) 4,36 (dd, J=13,0, 4,3 Hz, 1 H) 4,83 - 4,93 (m, 1 H) 7,49 (dd,
J=8,7,2,6 Hz, 1 H) 7,75 (d, J=8,7 Hz, 1 H) 7,81 (d, J=2,3 Hz, 1 H) 8,10 (dd, J=4,9, 0,9 Hz, 1 H) 8,28 (s, 1 H) 8,43 (s,
1 H) 8,63 (d, J=5,2 Hz, 1 H).

Precursor 2 (P-2)

Una solucion de 1-28 (700 mg, 1,405 mmol) y hexabutildiestafio (2137,233 pl, 4,2 mmol) en dioxano seco (15 ml) se
burbujed con nitrégeno durante 5 min. A continuacion, se afiadié Pd(PPhs)2Clz (147,21 mg, 0,21 mmol) y la mezcla
se agité a 163°C durante 17 min en un bafo calentado. Se afiadieron agua y EtOAc y las fases se separaron. La
capa organica se secO sobre MgSO4, se filtré6 y se concentr6. El producto en bruto se purificé mediante
cromatografia en columna en fase inversa (CHsCN, acetato aménico) para dar P-2 (191 mg, 20%). 'H RMN
(300MHz, CDCls) & ppm 8,65 (d, J=5,2 Hz, 1H), 7,72 (s, 1H), 7,66 - 7,53 (m, 3H), 7,51 - 7,35 (m, 3H), 4,80 - 4,65 (m,
1H), 4,23 (dd, J=4,1, 12,6 Hz, 1H), 3,95 (dd, J=7,1, 12,8 Hz, 1H), 1,68 (d, J=6,5 Hz, 3H), 1,64 - 1,36 (m, 6H), 1,35 -
1,15 (m, 6H), 1,15 - 0,93 (m, 6H), 0,92 - 0,72 (m, 9H).

Precursor 3 (P-3)

Se anadi6 lentamente 1-24 (515 mg, 1,329 mmol) en tBuOH (6 ml) a una solucién de dicarbonato de di-terc-butilo
(0,319 g, 1,462 mmol) en tBuOH (6 ml). Esta mezcla se agit6 durante 20 h a 25°C. A continuacién, el disolvente se
evaporé y el producto en bruto se purificé mediante cromatografia en columna de desarrollo rapido (silice; MeOH en
DCM de 0/100 a 5/95). Las fracciones deseadas se recogieron y se evaporaron a vacio para dar P-3 (430 mg, 66%)
como un sélido blanco. "H RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 1,52 (s, 9 H) 1,74 (d, J=6,7 Hz, 3 H) 4,01 (dd, J=12,7, 7,2
Hz, 1 H) 4,31 (dd, J=12,7, 4,2 Hz, 1 H) 4,73 - 4,83 (m, 1 H) 7,39 (dd, J=5,3, 1,6 Hz, 1 H) 7,50 (d, J=8,3 Hz, 2 H) 7,58
(s, 1H) 7,69 (d, J=8,6 Hz, 2 H) 7,85 (s, 1 H) 8,13 (s a, 1 H) 8,22 (dd, J=5,3, 0,7 Hz, 1 H).

Los siguientes precursores se sintetizaron al seguir un procedimiento sintético analogo al presentado para el
precursor 3:

Materia Prima Precursor

1-28
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Materia Prima Precursor

1-25

P-5
NMR P-4: 'H RMN (400 MHz, CDCls) & ppm 1,52 (s, 9 H) 1,73 (d, J=6,7 Hz, 3 H) 4,01 (dd, J=12,7, 7,2 Hz, 1 H) 4,30
(dd, J=12,7, 4,2 Hz, 1 H) 4,72 - 4,84 (m, 1 H) 7,37 (dd, J=5,1, 1,4 Hz, 1 H) 7,48 (d, J=8,8 Hz, 2 H) 7,64 (s, 1 H) 7,82

(d, J=9,2 Hz, 2 H) 7,84 (s, 1 H) 8,13 (d, J=0,5 Hz, 1 H) 8,22 (dd, J=5,3, 0,7 Hz, 1 H).

NMR P-5: 'H RMN (500 MHz, CDCls) & ppm 1,53 (s, 9 H) 1,71 (d, J=6,6 Hz, 3 H) 4,05 (s, 3 H) 4,43 (dd, J=13,9, 7,2
Hz, 1 H) 4,64 (dd, J=13,6, 4,0 Hz, 1 H) 4,69 - 4,79 (m, 1 H) 7,32 (dd, J=5,2, 1,4 Hz, 1 H) 7,59 (s, 1 H) 7,77 (d, J=8,4
Hz, 1 H) 7,82 (s, 1 H) 7,87 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 8,15 (s, 1 H) 8,26 (d, J=5,2 Hz, 1 H).

A. Preparacion de radioligandos
Materiales y Métodos

Se realiz6 un andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) en un sistema DE HPLC LaChrom
Elite® (Hitachi, Armstadt, Alemania) conectado a un espectrometro UV. Para el andlisis de compuestos
radiomarcados, el eluato de HPLC, después del paso a través de un detector UV se dej6 sobre un detector de
centelleo de Nal(Tl) de 7,6 cm (3 pulgadas) conectado a un analizador de un solo canal (Gabi box, Raytest,
Straubenhardt, Alemania). La sefial obtenida se registré y se analizé usando un sistema de adquisicién de datos
GINA Star (Raytest, Straubenhardt, Alemania). La radiactividad de las muestras se cuantificdé usando un contador
gamma automatizado equipado con un cristal del pocillo de Nal(Tl) de 7,6 cm (3 pulgadas) acoplado a un analizador
de multiples canales (Wallac 2480 Wizard, Wallac, Turku, Finlandia). Los resultados se corrigieron con respecto a la
radiacion de fondo, la descomposicion fisica y el tiempo muerto del contador. Los animales se alojaron en jaulas
ventiladas individualmente en una instalacién de humedad controlada termorregulada (~22°C) bajo un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h/12 h con acceso a alimento y agua a voluntad. Todos los experimentos con animales se
efectuaron segun el codigo belga de practica para el cuidado y el uso de animales, después de la aprobacion del
comité universitario de ética para animales local.

a) Trazadores marcados con carbono-11

('cl-2/[1"'cl-4/["'Ccl-5
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[cl-5

Se produjo carbon-11 a través de una reaccién nuclear de [‘4N(p,c()”C] en un ciclotréon Cyclone 18/9 (IBA, Louvain-
la-Neuve, Bélgica). El gas buscado, que es una mezcla de N2 (95%) y Hz (5%), se irradié usando protones 18-MeV a
una corriente del haz de 25 pA. La irradiaciéon se realizé durante aproximadamente 30 min para dar [”C]metano
([”C]CH4). El [”C]CH4 se transfirié a continuacién a un médulo de sintesis de recirculacion de construccion propia y
se atrap6 en una columna Porapak que se sumergié en nitrégeno liquido. Después de barrer con helio, el [''C]CHs
condensado se convirti6 en fase gaseosa al llevar el circuito de Porapak hasta temperatura ambiente. A
continuacion, este [11C]CH4 se hizo reaccionar con I en fase de vapor a 650°C para convertirlo en yoduro de
["'C]metilo ([''C]Mel).

El [”C]Mel volatil resultante se burbu1je() con un flujo de helio a través de una solucion del precursor de radiomarcaje
protegido con Boc en N P-3 (para [''C]-2), P-5 (para [''C]-5) y P-4 (para [''C]-4) (0,5 mg) y NaH (~0,2 mg de una
dispersion al 60% en aceite mineral) en DMF anhidra (0,2 ml). Cuando se hubo estabilizado la cantidad de
radiactividad en el vial de reaccion, la mezcla de reaccion se calentd a 80°C durante 4 min. La desproteccion se
realizé al afadir una solucién 4 M de HCI en 1,4-dioxano (0,2 ml) y calentar la mezcla de reacciéon durante 1 min a
100°C. Después de la neutralizacion, la mezcla de reaccion en bruto se inyecté en un sistema de HPLC que
consistia en una columna XBridge® semipreparativa (C1s, 5 um; 4,6 mm x 150 mm; Waters, Milford, MA, EE. UU. de
A.) que se elu¥c'> con una mezcla de tampén de fosfato sédico 0,01 M (pH 7,4) y EtOH (60:40 v/v) a un caudal de 1
ml/min para [''C]-2, con una mezcla de tampoén de fosfato sédico 0,01 M (pH 7,4) y EtOH (55:45 v/v) a un caudal de
0,8 ml/min para [''C]-4 y con una mezcla de tampon de fosfato sodico 0,01 M (pH 2,2) y CHsCN (60:40 v/v) a un
caudal de 0,8 ml/min para ['C]-5. El producto radiomarcado se recogi6 entre 15y 17 min (pequefia diferencia en el
tiempo de retencién para los diferentes trazadores). A continuacion, el pico recogido correspondiente al radioligando
deseado se diluy6 con solucion salina (Mini Plasco®, Braun, Melsungen, Alemania) para obtener una concentracion
de etanol final de 10% y la solucién se filtré estérilmente a través de un filtro de membrana de 0,22 pum (Millex®-GV,
Millipore, Irlanda). Cuando estaba presente CHzCN en la fase movil preparativa, se realizo una pospurificacion en
Cis SepPak antes de la filtracién estéril. La formulacién final que contenia no mas de 10% de etanol se uso a
continuacion para experimentos preclinicos adicionales in vitro e in vivo. El control de calidad se realizé6 usando un
sistema de HPLC analitico que consistia en una columna XBridge® (C1s, 3,5 pm; 3 mm x 100 mm; Waters) eluida
con una mezcla de tampén de fosfato sodico 0,01 M (pH 9,6) y CHsCN (65:35 v/v) a un caudal de 0,6 ml/min y
deteccion UV a 275 nm para [''C]-2, con una mezcla de tampon de fosfato sédico 0,01 M (pH 9,6) y CHsCN (60:40
v/v) a un caudal de 0,6 mi/min y deteccion UV a 254 nm para [''C]-4 y con una mezcla de tampén de fosfato sédico
0,01 M (pH 9,6) y CHsCN (55:45 v/v) a un caudal de 0,6 ml/min y deteccion UV a 217 nm para [''C]-5. (Rt = 6-10
min, pequefa diferencia en el tiempo de retencién para los diferentes trazadores).

[HC]-l
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Se burbujed [”C]Mel con un flujo de helio a través de una suspension del catalizador de Pd(PPhs)s4 (2,6 pmol) en
DMF anhidra (0,2 ml, purgada con N2 antes del uso) a temperatura ambiente durante 2 min. Se afadi6 una solucion
de P-2 (2,6 pmol) en DMF anhidra (0,2 ml, purgada con N» antes del uso) y la mezcla de reaccién se calent6 a
100°C durante 3 min. Después de la dilucién con una mezcla de tampén de fosfato sédico 0,01 M (pH 7,4) y EtOH
(90:10 v/v), se dejo6 que el catalizador se depositara durante aproximadamente 2 min después de los cuales la
mezcla de radiomarcaje en bruto se inyecté en un sistema de HPLC que consistia en una columna XBridge®
semipreparativa (C1g, 5 pm; 4,6 mm x 150 mm; Waters) que se eluyé con una mezcla de tampén de fosfato sédico
0,01 M (pH 7,4) y EtOH (55:45 v/v) a un caudal de 0,8 ml/min. Se recogié [''C]-1 alrededor de los 14 min y se
formulé como se describe anteriormente en la presente. El control de calidad se realizé usando un sistema de HPLC
analitico que consistia en una columna XBridge® (C1s, 3,5 um; 3 mm x 100 mm; Waters) eluida con una mezcla de
tampon de acetato sédico 0,05 M (pH 5,5) y CHsCN (65:35 v/v) a un caudal de 0,6 ml/min y una deteccién UV a 277
nm (Rt 10 min).

b) Trazadores marcados con flior-18
[ISF]-3
Cl
Cl

Se produjo ['BF]quoruro ([‘BF]F') mediante una reaccién nuclear de [‘BO(p,n)'BF] en un ciclotron Cyclone 18/9 (IBA,
Louvain-la-Neuve, Bélgica) mediante la irradiacion de 2 ml de [180]H20 enriquecido al 97% (Rotem HYOX18, Rotem
Industries, Beer Sheva, Israel) usando protones 18-MeV. Después de la irradiacion, el [‘BF]F' resultante se separ6 de
['80]H20 usando un cartucho de intercambio aniénico Chromafix® (PS-HCOs3) (Machery-Nagel, acondicionado en
forma de C»04%). Se eluyo ['®F]F del cartucho usando una solucién que contenia KC204 (1,86 mg) y Kryptofix 222
(7,43 mg) disueltos en H,O/CH3CN (0,2 ml; 5:95 v/v).

La solucién se evapor6 bajo una corriente de helio a 110°C y se sec6 adicionalmente mediante destilacion
azeotrépica usando CH3CN anhidro (1 ml) bajo las mismas condiciones hasta sequedad completa. Se afadié una
soluciéon P-1 (0,5 mg) en CH3CN anhidro (0,25 ml) al complejo de [18F]F'/K2C2O4/kryptofix secado y la mezcla se
calenté a 82°C durante 2,5 min. Posteriormente, la mezcla de radiomarcaje en bruto se diluyé con una mezcla de
tampon de acetato sodico 0,05 M (pH 5,5) y EtOH (96:4 v/v) y se inyect6 en un sistema de HPLC que consistia en
una columna XBridge® semipreparativa (C1s, 5 um; 4,6 mm x 150 mm; Waters) que se eluyd con una mezcla de
tampon de acetato sédico 0,05 M (pH 5,5) y EtOH (60:40 v/v) a un caudal de 0,8 ml/min. El producto radiomarcado
[18F]-3 se recogié después de 49 min. La formulacion se realizé como se describe anteriormente. El control de
calidad se realiz6 usando un sistema de HPLC analitico que consistia en una columna XBridge® (C1s, 3,5 pm; 3 mm
x 100 mm; Waters) eluida con una mezcla de tampon de acetato sédico 0,05 M (pH 5,5) y CHsCN (55:45 v/v) a un
caudal de 0,6 ml/min y una deteccion UV a 221 nm (Rt 8,3 min).

['C]-2 se sintetiz6 con un rendimiento radioquimico de 55% (n = 5),
[''C]-5 se sintetiz6 con un rendimiento radioquimico de 25% (n = 1),
[''C]-4 se sintetiz6 con un rendimiento radioquimico de 55 % (n = 1),
[''C]-1 se sintetizé con un rendimiento radioquimico de 44 % (n = 4),
[18F]-3 se sintetiz6 con un rendimiento radioquimico de 48 % (n = 2),

Todos los rendimientos se determinaron con relacion al [”C]Mel o] [‘8F]F’ de partida, no corregidos con respecto a la
descomposicién. Todos los radioligandos se obtuvieron con pureza radioquimica > 95% y una radiactividad
especifica entre 59 y 192 GBg/umol segun se examind usando los sistemas de HPLC analiticos descritos
anteriormente.

La identidad de los radiotrazadores se confirmé usando los mismos métodos de HPLC analiticos que se describen
anteriormente después de la coinyeccion con su analogo no radiactivo.

Il. Parte analitica

Puntos de fusion
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Los valores son valores maximos y se obtienen con incertidumbres experimentales que comunmente estan
asociadas con este método analitico.

Mettler FP 62 (A): Para un nimero de compuestos, los puntos de fusion se determinaron en tubos capilares abiertos
en un aparato Mettler FP62. Los puntos de fusiéon se midieron con un gradiente de temperatura de 3 o 10°C/minuto.
La temperatura maxima era 300°C. El punto de fusion se ley6 de una pantalla digital.

Mettler FP 81HT / FP90 (B): Para un nimero de compuestos, los puntos de fusién se determinaron en tubos
capilares abiertos en un aparato FP 81HT / FP90 (Mettler-Toledo). Los puntos de fusion se midieron con un
gradiente de temperatura de 1, 3, 5 0 10°C/minuto. La temperatura maxima era 300°C. El punto de fusién se ley6 en
una pantalla digital.

DSC823¢ (C): Para un numero de compuestos, los puntos de fusion (p. f.) se determinaron con un aparato DSC823e
(Mettler-Toledo). Los puntos de fusién se midieron con un gradiente de temperatura de 10°C/minuto. La temperatura
maxima era 300°C. Se registraron los valores maximos.

LCMS
Procedimiento general

La medida de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) se realizé usando una bomba de LC, una serie
de diodos (DAD) o un detector UV y una columna segun se especifica en los métodos respectivos. Si fuera
necesario, se incluian detectores adicionales (véase la tabla de los métodos posterior).

El flujo procedente de la columna se llevé al espectrometro de masas (MS) que se configurd con una fuente de iones
a presion atmosférica. Esta dentro del conocimiento del experto fijar los parametros de ajuste (p. ej. intervalo de
barrido, tiempo de permanencia...) a fin de obtener iones que permitan la identificacion del peso molecular
monoisotépico nominal del compuesto (PM). La adquisicion de datos se realiz6 con un software apropiado. Los
compuestos se describen mediante sus tiempos de retencion experimentales (R;) e iones. Si no se especifica de
forma diferente en la tabla de datos, el ion molecular presentado corresponde al [M+H]" (molécula protonada) y/o [M-
H]" (molécula desprotonada). En caso de que el compuesto no fuera directamente ionizable, se especifica el tipo de
aducto (es decir, [M+NH4]*, [M+HCOOY], [M+CH3COO] etc...). Para moléculas con mdltiples patrones isotdpicos (Br,
Cl..), el valor presentado es el obtenido para la masa isotopica inferior. Todos los resultados se obtuvieron con
incertidumbres experimentales que comiunmente estan asociadas con el método usado.

Tabla 1. Métodos de LC-MS (Flujo expresado en ml/min; temperatura comun (T) en °C; Tiempo de marcha en
minutos).

Método | Instrumento Columna Fase movil Gradiente de
----- marcha
T col
95% A mantenido durante
. . _ | Agilent: Eclipse | A: 95% CH3COONH, | 0,2 min, hasta 0% A en 2,8
, PgRnEE10 T Plus 18| 6,5mM + 5% CH:CN, | min, mantenido durante | | 5
éQD ) (3,5um, B: 1/1 CH3CN/ 0,15 min, vuelta hasta 95% | ______
2,1x30mm) CH3;OH A en 0,15 min, mantenido 60
durante 1,7 min
Waters: Acquity® (Waters: CSH™ | A: 95% CH3COONH4 | De 95% A a 5% Aen 4,6
2 UPLC® - C18 (1,7um, | 6,5mM + 5% CH3CN, |min, mantenido durante 0,4 | 1 5
DAD/SQD 2,1x50mm) B: CHsCN min | -
50
S . OEo De 95% Aa 0% Aen5,0
Agilent: HP1100- Ag':flzts' (Eﬁlépse éS?r?I\ﬁESH;C(?I-?g';\lf min, mantenido durante
3 DAD, Waters: (3.5um B CH CN/CE)H (3)H ’ 10,15 min, vuelta hasta 95% | 1 7
LCT p 1x’3(l)1mr,n) P A S5 1 Aen 0,15 min, mantenido | --—--
’ durante 1,7 min 60
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Flujo A Tiempo
Método Instrumento Columna Fase movil Gradiente de
----- marcha

Waters: ACQUItY® | \y 2iars: GSH™ | A: 95% CHaCOONH, | De 95% A a 5% A en 4.6

- 1
4 D'g'g‘fsxgvpo'-ggs C18 (1,7um, | 6,5mM + 5% CH,CN, | min, mantenido durante 0,4 5
QTOF 2,1x50mm) B: CHsCN min | -
50
Waters: Acquity® |Waters: CSH™ | A: 95% CH3COONH, | De 95% A a40% Aen 1,2
5 UPLC® - C18 (1,7um, | 6,5mM + 5% CH3CN, | min, a 5% A en 0,6 min, 1 2
DAD/SQD 2,1x50mm) B: CH3CN mantenido durante 0,2 min | -------
50
. YMC-pack De 95% Aa5% Aen4,8
6 A%':BTAEOS " | ODS-AQC18 | A:0,1% HCOOHin |min, mantenido durante 1,0 28 6.0
(50 x 4,6 mm, H-0 B: CH3CN min, hasta 95% Aen0,2 | ’
G1956A ;
3 um) min.
35

Tabla 2. Datos analiticos - punto de fusion (P. f.) y LCMS: [M+H]" significa la masa protonada de la base libre del
compuesto, [M-H] significa la masa desprotonada de la base libre del compuesto o el tipo de aducto especificado
[M+CH3COOQY). R: significa tiempo de retencion (en min). Para algunos compuestos, se determiné la masa exacta.

Co. N2 p. f. (°C) [M+H]* [M-H] o aducto R: |Método de LCMS
1 152,6 (B) 387 445 (M+CH3COO) | 2,73 1
2 85,9 (B) 402 460 (M+CH3COOQO) | 2,01 2
3 170,3 (A, grad. temp.: 3°C/min) 391 389 3,75 3
4 n.d. 460 518 (M+CH3COO) | 2,24 2
5 125,82 (C) 433 431 2,34 2

P-1 n.d. 430,1202 (+0,1mDa) - 1,80 4
P-2 n.d. 662 - 3,811 6
P-3 n.d. 488 546 (M+CHsCOO) | 1,44 5
P-4 213,14 (C) 546,1599 (+0,1mDa) - 2,91 4
P-5 198,32 y 208,33 (C) 519,1967 (+0,0mDa) - 3,06 4

Rotaciones opticas

Las rotaciones épticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 341 con una lampara de sodio y se presentaron
como sigue: [a]° (A, ¢ g/100 ml, disolvente, T °C).
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[al" = (100a) / (I x c): donde /es la longitud del camino en dm y ¢ es la concentracion en g/100 ml para una muestra
a una temperatura T (°C) y una longitud de onda A (en nm). Si la longitud de onda de luz usada es 589 nm (la linea D
del sodio), entonces se podria usar en su lugar el simbolo D. Siempre se debe dar el signo de la rotacién (+ o -).
Cuando se use esta ecuacion, la concentracién y el disolvente siempre se proporcionan entre paréntesis después de
la rotacion. La rotacion se presenta usando grados y no se dan unidades de concentracién (se supone que es g/100
ml).

Tabla 3. Datos de rotacion Optica.

Co. N2 | ap (°)  Longitud de onda (nm) | Concentracion % p/v | Disolvente | Temperatura (°C)

1 +21,2 589 0,59 DMF 20
3 |+27,2 589 0,5 DMF 20
2 |+211 589 0,51 DMF 20
5 |+105 589 0,5 DMF 20
4 |+21.,8 589 0,59 DMF 20
P-4 |+19,1 589 0,6 DMF 20
P-5 | +9,2 589 0,44 DMF 20

Ill. Ensayo de unién de [353] GTPyS

El ensayo de unién de [SSS]GTPVS es un ensayo basado en membrana funcional usado para estudiar la funcion del
receptor acoplado a proteina G (GPCR), con lo que se mide la incorporaciéon de una forma no hidrolizable de GTP,
[**S]GTPyS (5'-trifosfato de guanosina, marcado con **S emisor gamma). La subunidad a de la proteina G cataliza el
intercambio de 5'-difosfato de guanosina (GDP) por trifosfato de guanosina (GTP) y, durante la activacién del GPCR
mediante un agonista, [*°>S]GTPyS, se incorpora y no se puede escindir para continuar el ciclo de intercambio
(HarSper (1998) Current Protocols in Pharmacology 2,6.1-10, John Wiley & Sons, Inc.). La cantidad de incorporacion
de [*°S]GTPYS radiactivo es una medida directa de la actividad de la proteina G y de ahi que se pueda determinar la
actividad del antagonista. Se muestra que los receptores de mGlu2 se acoplan preferentemente a proteina Gai, un
acoplamiento preferente para este método, y de ahi que se use ampliamente para estudiar la activacion como
receptor de receptores de mGlu2 tanto en lineas celulares recombinantes como en tejidos. En la presente, se
describe el uso del ensayo de unién de [*°S]GTPyS usando membranas procedentes de células transfectadas con el
receptor de mGlu2 humano y adaptadas de Schaffhauser y cols. (Molecular Pharmacology, 2003, 4:798-810) para la
deteccion de las propiedades de modulacién alostérica negativa (NAM) de los compuestos de esta invencién.

Preparacién de membranas

Se cultivaron células CHO hasta la preconfluencia y se estimularon con butirato 5 mM durante 24 h. A continuacion,
las células se recogieron mediante raspado en PBS y la suspension celular se centrifugdé (10 min a 4000 RPM en
centrifuga de sobremesa). El sobrenadante se descart6 y la pella se resuspendié suavemente en Tris-HCI 50 mM,
pH 7,4 mediante mezcladura con un homogeneizador Ultra Turrax. La suspension se centrifugé a 12.400 RPM
(Sorvall F14S-6x250Y) durante 10 minutos y el sobrenadante se descarté. La pella se homogeneiz6 en Tris-HCI 5
mM, pH 7,4 usando un homogeneizador Ultra Turrax y se centrifugd de nuevo (13.000 RPM, 20 min, 4°C). La pella
final se resuspendié en Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 y se almacené a -80°C en partes alicuotas apropiadas antes del uso.
La concentracion de proteina se determiné mediante el método de Bradford (Bio-Rad, EE. UU. de A.) con albimina
sérica bovina como patrén.

Ensayo de union de [*°S] GTPYS

La medida de la actividad moduladora alostérica negativa de mGIluR2 de los compuestos de prueba se realizé como
sigue. Los compuestos de prueba y glutamato se diluyeron en tampdn de ensayo que contenia acido de HEPES 10
mM, sal de HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, MgCl> 3 mM y GDP 10 uM. Las membranas que contenian
receptor de mGlu2 humano se descongelaron sobre hielo y se diluyeron en tampoén de ensayo complementado con
18 ug/ml de saponina. Las membranas se preincubaron con compuesto junto con una concentracion predefinida
(~ECg0) de glutamato (60 pM) durante 30 min a 30°C. Después de la adicién de [*°S]GTPYS (c. f. 0,1 nM), las
mezclas de ensayo se removieron brevemente y se incubaron adicionalmente para permitir la incorporacion de
[358]GTPVS durante la activacion (30 minutos, 30°C). Las mezclas de ensayo finales contenian 7 ug de proteina de
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membrana en acido de HEPES 10 mM, sal de HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, MgCl> 3 mM, GDP 10 uM y 10
pg/ml de saponina. El volumen de reaccion total era 200 pl. Las reacciones se terminaron mediante filtracién rapida
a través de placas Unifilter-96 GF/B (Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU. de A.) usando un recolector universal
Filtermate de 96 pocillos. Los filtros se lavaron 6 veces con NaH2PO4 10 mM / NazHPO4 10 mM, pH 7,4, enfriado con
hielo. A continuacion, los filtros se secaron al aire y se afiadieron a cada pocillo 30 ul de céctel de centelleo de
liquidos (Microscint-O). La radiactividad unida a membranas se cont6 en un Topcount.

Analisis de datos

Las curvas de respuesta a la concentracion de compuestos representativos de la presente invencién se generaron
usando la interfaz de software Lexis (desarrollado en J&J). Los datos se calcularon como % de la respuesta de
glutamato de control, definida como la respuesta que se genera al afadir una concentracién de glutamato
equivalente a la ECgo. Se analizaron curvas de respuesta a la concentracion sigmoideas que representan estos
porcentajes frente al logaritmo de la concentracion del compuesto de prueba usando analisis de regresién no lineal.
La concentracién que produce la inhibicién semiméaxima se calculé como la 1Csp.

Los valores de plCsg se calcularon como el -log ICsp, cuando la ICso se expresa en M. Emax se define como el efecto
maximo relativo (es decir, % de inhibicion maximo con relacion a la respuesta a glutamato de control).

Tabla 4a. Datos farmacoldgicos para los compuestos segun la invencion.

GTPyS GTPyS
Co. N ] ]
hmGIuR2 anGT | hmGIuR2 anGT

pICso Emax

1 8,05 105,51

3 8,26 106,95
2 8,24 105,535

5 8,5 111,16

4 8,52 105,7

Tabla 4b. Datos en el ensayo de unién de [*°S]GTPyS y selectividad para mGluR2 frente a mGIuR1, mGIluR3-
mGIuR8.

GTPyS - Selectividad sobre mGluR1, mGluR3-mGIuR8

Co. N2  hmGIluR2 PAM
mGlul |mGlu3 mGlu4 |mGlu5 mGlu7 mGilu8

PECso
1 8,05 1122,0 | 25,7 5623,4 1122,0 (1122,01122,0
3 8,26 1819,7 | 16,2 19120,1 |1819,7 |1819,7 |1819,7
2 8,24 447 |8709,6 1737,8
5 8,5 234,4
4 8,52 77,6

Los valores de pECso se calcularon a partir de un experimento de respuesta a la concentracién de al menos 8
concentraciones. Si se realizaban mas experimentos, el valor de pECso medio se presenta y la desviacion del error
era <0,5.
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IV. Estudios de biodistribucién
Método general

Se llevaron a cabo estudios de biodistribucién de [”C]-2 y [”C]-1 en ratas Wister hembra sanas (peso corporal 185-
220 g) a los 2 min, 30 min y 60 min después de la inyeccion (p.i.) (n=3/punto temporal). Las ratas fueron inyectadas
con aproximadamente 18 MBq del trazador a través de una vena caudal bajo anestesia (isoflurano al 2,5% en O; a
un caudal de 1 I/min) y se sacrificaron mediante decapitacion en los puntos temporales especificados anteriormente.
La sangre y los érganos principales se recogieron en tubos tarados y se pesaron. Se midi6 la radioactividad en
sangre, 6rganos y otras partes del cuerpo usando un contador gamma automatizado. Para el calculo de la
radiactividad en sangre total, se suponia que la masa de sangre era 7% de la masa corporal. Para el célculo de la
radiactividad del musculo total y el hueso total, se suponia que la masa de musculo y hueso eran 40% y 12% de la
masa corporal, respectivamente.

Estudios de biodistribucién
[''cl-2y["Cl-1

Los resultados del estudio de biodistribucion de ["C]-2 y de [11C]-1 en ratas Wistar hembra normales se presentan
en las Tablas 5-10. Las Tablas 5 y 6 muestran los valores de % de dosis inyectada (% ID) a los dos 2 min, 30 min y
60 min después de la inyeccion (p.i.) de [''C]-2 y de [''C]-1, respectivamente. Para [''C]-1, no se estudi6 el punto
temporal de 60 min.

Tabla 5, Biodistribucion de ['C]-2 en ratas normales a los 2, 30 y 60 min p.i.

% ID
Media| SD | Media SD Media SD

2 min |2 min |30 min |30 min |60 min 60 min

orina 0,1 0,1 0,5 0,1 11 0,1
rinones 5,3 0,7 2,2 0,2 1,6 0,1
higado 26,5 @ 4,2 16,0 3,1 11,9 1,2

bazo+pancreas 24 0,1 1,4 0,2 1,1 0,3

pulmones 6,8 4,7 1,8 0,1 1,3 0,3
corazén 1,0 0,4 0,4 0,0 0,3 0,0
intestinos 12,2 1,8 19,4 1,4 24,2 3,3
estémago 2,3 0,5 6,5 0,7 12,3 4.0

cuerpo estriado | 0,099 | 0,023 | 0,043 | 0,007 | 0,030 | 0,002
hipocampo 0,046 |0,006 | 0,018 | 0,003 | 0,016 | 0,001
corteza 0,064 0,009 0,024 | 0,007 | 0,014 | 0,001
resto del cerebro | 0,944 0,139 | 0,323 | 0,020 | 0,256 | 0,028
cerebro total 1,153 | 0,145 | 0,408 | 0,030 | 0,316 | 0,028

cerebelo 0,279 10,101 | 0,084 | 0,014 | 0,058 | 0,001
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% ID
Media| SD | Media SD Media SD

2 min |2 min |30 min |30 min |60 min 60 min

sangre 4.9 0,9 2,8 0,5 2,0 0,1
canal 39,5 | 3,5 49,9 3,9 44,8 3,2
hueso 7,0 2,4 4,9 0,8 4,2 0,5
musculo 11,1 2,2 24,1 3,9 21,4 2,8

Los datos se expresan como media + SD; n = 3 por punto temporal
% ID: Porcentaje de dosis inyectada calculada como cpm en com de drganoltotales recuperados

Tabla 6. Biodistribucion de [''C]-1 en ratas normales a los 2 y 30 min p.i.

% ID
Media| SD | Media SD

2 min (2 min |30 min |30 min

orina 0,1 0,0 0,1 0,0
rinones 2,9 0,1 1,6 0,4
higado 31,2 | 24 14,2 0,4

bazo+pancreas 1,9 0,4 1,2 0,0

pulmones 2,1 0,8 0,9 0,1
corazén 0,6 0,0 0,5 0,1
intestinos 10,1 1,6 11,1 0,9
estomago 2,8 0,8 6,4 0,5

cuerpo estriado | 0,143 |0,043 | 0,052 | 0,010
hipocampo 0,083 | 0,016 | 0,031 | 0,009
corteza 0,131 10,034 | 0,039 | 0,003
resto del cerebro | 1,286 | 0,153 | 0,445 | 0,030
cerebro total 1,643 (0,227 | 0,567 | 0,038

cerebelo 0,340 0,014 0,120 | 0,016
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% ID
Media| SD | Media SD

2 min |2 min |30 min |30 min

sangre 6,3 0,3 3,4 0,1
canal 43,4 39 61,5 1,8
hueso 5,7 0,4 2,7 0,5
musculo 15,1 6,5 24,9 1,0

Los datos se expresan como media + SD; n = 3 por punto temporal
% ID: Porcentaje de dosis inyectada calculada como cpm en com de drganoltotales recuperados

Ambos trazadores se depuraban principalmente a través del higado a los intestinos y parcialmente a través de la
ruta renal. También se observé una gran captacion en la canal y el musculo, sin embargo, constituyen un gran
porcentaje de la masa corporal.

La captacion cerebral inicial total de ambos trazadores era relativamente alta con 1,4% de ID y 2,0% de ID a los 2
min p.i. para [''C]-2 y [''C]-1, respectivamente (véase la tabla 7). Se observé depuracion del cerebro.

Tabla 7. Captacién cerebral total comparativa en ratas normales a los 2, 30 (y 60 min) p.i. para [''C]-2 y [''C]-1

Captacion cerebral total (% ID. n=3)

Compuesto
2 min p.i. 30 min p.i. 60 min p.i.
[''c-1] 2,01 £0,24 0,69 + 0,05 /
[''c-2] 1,44 +0,24 0,50 + 0,05 0,38 + 0,03

Los datos se expresan como media + SD; n = 3 por punto temporal
% ID: Porcentaje de dosis inyectada calculado como cpm en cpm de (cerebro+cerebelo)/totales recuperados

Las Tablas 8 y 9 presentan la concentracion radiactiva en las diferentes regiones del cerebro, la sangre, el hueso y
el musculo para ambos trazadores. Estas concentraciones se expresan como valores de captaciéon estandarizados
(SUV) y se corrigen para el peso corporal del animal.

Tabla 8. Concentracion de ["C]-2 en diferentes regiones cerebrales, sangre, hueso y misculo de rata a los 2, 30 y
60 min p.i. normalizada para el peso corporal del animal.

Suv
Media SD Media SD Media SD
2 min 2 min 30 min 30 min 60 min 60 min
cuerpo estriado 1,68 0,18 0,65 0,11 0,49 0,03
hipocampo 1,49 0,14 0,64 0,09 0,49 0,03
corteza 2,23 0,35 0,74 0,05 0,58 0,08
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Suv

Media SD Media SD Media SD

2 min 2 min 30 min 30 min 60 min 60 min
resto del cerebro 1,79 0,13 0,66 0,11 0,49 0,04
cerebro entero 1,79 0,14 0,66 0,10 0,49 0,04
cerebelo 1,78 0,02 0,62 0,12 0,45 0,02
sangre 0,70 0,13 0,40 0,07 0,29 0,01
cerebro+cerebelo 1,80 0,11 0,67 0,11 0,49 0,03
hueso 0,59 0,20 0,44 0,04 0,37 0,04
musculo 0,26 0,07 0,56 0,06 0,48 0,06

Los datos se expresan como media = SD; n = 3 por punto temporal;

SUV: Los valores de captacion estandar se calculan como (radiactividad en com en érgano/peso del érgano en
g)/(recuentos totales recuperados/peso corporal en g)

Tabla 9. Concentracién de [''C]-1 en diferentes regiones cerebrales, sangre, hueso y misculo de rata a los 2 y 30
min p.i. normalizada para el peso corporal del animal.

Suv

Mean | SD | Mean SD

2 min |2 min |30 min |30 min
cuerpo estriado 2,58 | 0,32 | 0,97 0,02
hipocampo 241 0,13 | 0,87 0,01
corteza 3,51 | 0,31 1,09 0,02
resto del cerebro | 2,83 | 0,13 | 0,94 0,01
cerebro entero 2,83 0,15 | 0,95 0,01
cerebelo 2,60 0,07 | 0,90 0,03
sangre 0,90 0,04 | 0,49 0,02
cerebro+cerebelo | 2,82 | 0,12 | 0,95 0,01
hueso 0,48 | 0,03 | 0,23 0,05

musculo 0,38 | 0,16 | 0,62 0,03
Los datos se expresan como media + SD; n = 3 por punto temporal;
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SUV: Los valores de captacion estandar se calculan como (radiactividad en com en érgano/peso del érgano en
g)/(recuentos totales recuperados/peso corporal en g)

Se observé una depuracién significativa de todas las regiones cerebrales estudiadas desde los 2 min a los 30 min
p.i. para ambos trazadores y también adicionalmente de 30 a 60 min p.i. para [11C]-2 (no analizado para ["C]-1). Las
relaciones de depuracion se presentan en la tabla 10. La depuracion de la sangre y el hueso era mas lenta. Se
observo alguna retencion en el musculo.

Tabla 10. Depuracién de radiactividad de diferentes reqiones cerebrales, sangre, hueso y musculo de rata calculada
a una relacion de depuracién de 2 min a 30 min para [''C]-1 y [''C]-2.

11C_1 11C_2
cuerpo estriado | 2,68 | 2,59
hipocampo 2,76 | 2,31
corteza 3,22 | 3,04
resto del cerebro | 3,00 | 2,71

cerebro entero 2,98 1 2,70

cerebelo 2,90 | 2,85
sangre 1,86 | 1,75
hueso 2,11 11,34
musculo 0,61 | 0,46

La depuraciéon del cerebro era ligeramente inferior para [''C]-2 en comparacién con [''C]-1. La relacion de
depuracién mas alta se observé para la corteza.

La depuracién del hueso y la sangre de 2 a 30 min era mas rapida para [''C]-1 en comparacion con [''C]-2. Para
ambos trazadores, se observo alguna retencion en el muasculo.

Los resultados de estos estudios de biodistribucion muestran que [''C]-2 y [''C]-1 tienen una captacion cerebral
inicial relativamente alta a los 2 min después de la inyeccion del trazador, pero se observa una depuracion
significativa del cerebro de 2 a 30 min. La captacién cerebral de ["C]-2 era inferior en comparacioén con la de [”C]-1,
pero la depuracion del cerebro de 2 a 30 min era ligeramente inferior para ["C]-2 en comparacion con ["C]-1. Las
relaciones de depuracion de 2 min a 30 min eran > 2,3 para todas las regiones cerebrales estudiadas con la relacion
mas alta en la corteza.

V. Estudios de unién autorradiograficos in vitro
Método general

Se realizaron estudios autorradiograficos in vitro sobre secciones horizontales de cerebro de raton mGIluR2 KOy WT
y de cerebro de rata Wistar hembra normal (20 um). Las secciones se preincubaron en Tris-HCI 50 mM (MgCl, 2
mM, CaCl> 2 mM; pH 7,0) durante 10 min (dos veces) a temperatura ambiente y se secaron. Posteriormente, las
secciones cerebrales se incubaron con trazador [''C]-2, [''C]-5, [''C]-4, [''C]-1 o ['®F]-3 diluido en el mismo tampén
de Tris-HCI que se usaba para la preincubacion que contenia adicionalmente 0,1% de BSA o con esta solucion de
trazador en presencia de 10 uM de Co. N2 2 o0 Co. N2 1. Las secciones cerebrales de ratdn se incubaron con 17 kBq
de trazador marcado con carbono-11 y 1,7 kBq de trazador marcado con fllor-18. Para las secciones cerebrales de
rata, esto era 44 kBq de trazador marcado con carbono-11 y 0,44 kBq de trazador marcado con flior-18. Después
de 30 min de incubacion, las secciones cerebrales se lavaron tres veces durante 5 min en Tris-HCI 50 mM ((MgCl. 2
mM, CaCl> 2 mM; pH 7,0 + tamp6n de BSA al 0,1%). Después de una inmersion rapida en agua enfriada con hielo
purificada, los portaobjetos se secaron. Se obtuvieron autorradiogramas al exponer los portaobjetos durante la
noche a una pantalla de almacenamiento de fésforo de alta resolucién (pantalla de gran resolucién; Perkin Elmer,
Waltham, EE. UU. de A.). Las pantallas se leyeron usando un sistema Cyclone Plus (Perkin Elmer) y se analizaron
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usando el software Optiquant (Perkin Elmer). La concentracion de radiactividad en los autorradiogramas se
expresaba en unidades luminicas digitales (DLU)/mm2.

Estudios de unién autorradiograficos in vitro

Para obtener una informacién adicional sobre la especificidad de la unién del trazador a mGIuR2, se realizaron
estudios de union autorradiogréficos in vitro sobre secciones cerebrales de raton mGIluR2 KO y WT y sobre
secciones cerebrales de rata normal en presencia o ausencia de una alta concentracion de compuestos NAM
mGIuR2 (Co. N2 1 0 Co. N2 2).

Las Figuras 1-5 muestran el resultado de estos estudios de unidn sobre las secciones cerebrales de raton mGluR2
KOy WT para [''C]-2, [''C]-1, ['®F]-3, [''C]-5 y [''C]-4. La Tabla 11 presenta las 'relaciones de unién de WT total a
unién de KO total y las relaciones de 'unién de WT total a WT bloqueado' para el cuerpo estriado y la corteza de los
cinco trazadores estudiados.

Tabla 11. 'Relaciones de unién de WT total a unién de KO total y las relaciones de 'unién de WT total a WT
bloqueado' para el cuerpo estriado y la corteza de los cinco trazadores estudiados.

Co. |Cuerpo estriado WT (TB) Corteza WT (TB) / Cuerpo estriado WT (TB) / Corteza WT (TB) /
N2 / Cuerpo estriado KO Corteza KO (TB) | cuerpo estriado WT (bloqueo corteza WT (bloqueo
(TB) Co. N2 1) Co. N2 1)
['cl- ~4,8 ~8,1 ~8,3 ~6,7
2
(~88% de unién espec.) (~85% de unién espec.)
[''Cl- ~3,8 ~7,1 ~11,8 ~21,5
1
(~92 % de unién especifica) (~95% de unién espec.)
[''cl- ~1,9 ~2,6 ~1,9 ~2.4
5
(~47% de unién espec.) (~58% de unién espec.)
[''cl- ~2,2 ~2,6 ~2,6 ~3,8
4
(~62% de unién espec.) (~74% de unién espec.)

['®F]- |La union superior a secciones WT no se observaba para todas las secciones WT incluidas en el estudio. El
3 |patrdon de unién diferia de portaobjetos a portaobjetos

Para [”C]-2 y ["C]-1, se observaba una diferencia significativa en la unién al trazador a seccion cerebral de ratén
WT y seccion cerebral de raton mGIluR2 KO. Esta unién al cerebro de raton WT era heterogéneamente con union
superior al cuerpo estriado y la corteza y esto se podia bloquear con el Co. N2 1 (10 uM) para mas de ~85%. Para
[''C]-5 y [''C]-4, esta diferencia en la unién entre cerebro de raton WT y KO era menos pronunciada y para ['°F]-3
no se observaba diferencia significativa y coherente.

La union total a cerebro de ratén mGIuR2 KO era ligeramente superior para [''C]-1 en comparacién con [''C]-2.

Para [''C]-2, [''C]-1 y ['®F]-3, también se estudié la especificidad de la union al trazador en secciones cerebrales de
rata normal. Los resultados de estos estudios de union se presentan en las figuras 6-8.

Como también se observé para las secciones cerebrales de raton WT, se observ6 una alta unién de ["C]-2 al
cuerpo estriado y la corteza de cerebro de rata normal in vitro. El autobloqueo o el bloqueo con Co. N2 1 (10 uM)
daba como resultado una disminucion en la unién de ~78% en cuerpo estriado de rata y ~91% en corteza de rata.
Estos porcentajes son comparables con los obtenidos en los estudios de union a cerebro de ratén WT in vitro.

E1p general, la unién total a cerebro de rata era menos pronunciada para [11C]-1 en comparacién con ["C]-2. Para
[ 'C]-1, aparte del cuerpo estriado y la corteza, también se observo la union al talamo y al coliculo, que no era el
caso para las secciones cerebrales de raton WT.

Cuando se consideraba la unién total de [18F]-3 a cerebro de rata, la distribucién del trazador en todo el cerebro
diferia de seccién a seccién. Esto también se ot1>§,erv() en las secciones cerebrales de raton V\1I1T Ademﬁls, la union
inespecifica a cerebro de rata era superior para [ "F]-3 en comparacion con la observada para[ C]-2y [ C]-1.
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De los cinco trazadores que se estudiaban en los experimentos de unién autorradiograficos sobre secciones
cerebrales de ratén mGluR2 KO y WT y secciones cerebrales de rata normal, [''C]-2 tenia el porcentaje mas alto de
unioén especifica (bloqueo con el Co. N2 1) en el cerebro de raton WT, la relacion de unién de WT total a unién a KO
total mas alta para el cuerpo estriado y la corteza y mostraba la union mas fuerte a cuerpo estriado y corteza de rata

normal.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto segun la Férmula (1)

en la que,

XesCHoN,

R' se selecciona del grupo de CFs, SFsy Cl;
R? se selecciona del grupo de H, Cly -OCHgs; y
R® se selecciona de -NHCHs, CHs y F;

en donde al menos un atomo esta radiomarcado, o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo,
para obtener imagenes de o cuantificar el receptor de mGilu2.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que

R! Y |
R27SX7 se selecciona de (a), (b), (c) o (d):
FaC FsS FiC ~ cl
\© \© Hacom C|©
(a), (b), (©), (d),

y R® es como se define en la reivindicacion 1.
3. El compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, en el que R® se selecciona de -NH[''C]CHs, [''C]CHs y "®F.

41.1 El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, seleccionado de un compuesto de Férmula
[ Cl-(I-a)

1
R yZ ’
R2 X
[''Cl-(I-a),
en la que
1
R z
A
R?” "X ™ ge selecciona de (a), (b), o (c):
F3C F5S F3ij
) ¢!
S T H3CO N ™
(a), (b), ().

5. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es
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5
6. Un compuesto radiomarcado seleccionado del grupo que consiste en
N
F F — / 11CH3 Cl Cl
N\
208
N =
y)
N~N
S ) .
y
N
10 ,

o una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula (l) segun la reivindicacién 6 o una sal
farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7, en la que esta composicion es una solucién estéril segun
15 la reivindicacion 7.
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9. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7 u 8, para el uso en la obtencion de imagenes o la
cuantificacion del receptor de mGlu2.

10. La composiciéon farmacéutica para el uso segun la reivindicacién 9, en donde la obtencién de imagenes implica
determinar la ocupacion de sitios del receptor de mGlu2 por otros compuestos no radiomarcados.

11. Un método para obtener imagenes de un tejido, células o un mamifero, que comprende poner en contacto con o
proporcionar una cantidad detectable de un compuesto de Férmula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable o un
solvato del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 a un tejido, células o un mamifero y detectar el
compuesto marcado asociado con el receptor de mGlu2.

12. El método segun la reivindicacion 11, en el que la técnica de obtencién de imagenes es tomografia de emision
positrénica.

13. Un compuesto que tiene la Férmula (P-I1), (P-11) o (P-III)

"] Re
RN R Xy
(P-I);
o
H
N /
1 - N\
R Boc
= | o\ )
2 NS
R X N =
/
N\N
S
(P-11D);
en la que
XesCHOoN,

R' se selecciona del grupo de CFs, SFsy Cl;
R? se selecciona del grupo de H, Cly -OCHg; y
Boc es terc-butiloxicarbonilo.

14. El compuesto de Férmula (P-11l) segun la reivindicacién 13, en el que

1
R\A
A
R2” X7 ™ se selecciona de (a), (b), 0 (c):
FsC FsS Fsij
T J
HsCO™ N7 ™

(a), (b), (c).

15. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto segun la Férmula (1) como el definido en la reivindicacion
1, que comprende
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(a) las etapas de hacer reaccionar un compuesto segun la Férmula (P-IlIl) como el definido en la reivindicacion 13
con [”C]CH3I bajo condiciones apropiadas, seguido por escision de Boc bajo condiciones apropiadas,

H 1
N ! N /CH3
1 - N\ — N
R Boc 1 N
i)Y YLy
S — I
R2 X N - R2 \X N —
/
N /
N N
Kl/s (P-lINy Kl/s ~N %)
1
CH
TS
1 - N\
R H
% o\ )

Y/
H/N\N
s ["Cl-(-a)

(b) la etapa de hacer reaccionar un compuesto de Férmula (P-l) como el definido en la reivindicacion 13 con 18
/4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-diazabiciclo[8,8.8]hexacosano en presencia de K2C204 0 KHCO3,

(o]

N
1 = N"(CHg)s N s
R 1
= | 0] N\ R =z 0 X /
NS _—> |
RZ X7 ONT N RNy AN N

Ny Ny
° (P-) s ["*F1-(I-c)

(c) la etapa de hacer reaccionar un compuesto de Férmula (P-Il) como el definido en la reivindicacion 9 con [”C]CH3I

(o]

0 una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.
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17. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la
reivindicacién 16 y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. Un compuesto segun la reivindicacion 16 o una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 17, para el uso
como un medicamento.

19. Un compuesto segun la reivindicaciéon 16 o una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 17, para el uso
en el tratamiento o la prevencién de afecciones o enfermedades del sistema nervioso central seleccionadas de
trastornos del estado de animo o trastornos depresivos; delirio, demencia, trastornos amnésicos y otros trastornos
cognitivos o neurocognitivos; trastornos habitualmente diagnosticados en primer lugar en la lactancia, la infancia o la
adolescencia o trastornos del desarrollo neurolégico; trastornos relacionados con drogas o trastornos relacionados
con drogas y adictivos; esquizofrenia y otros trastornos psicoticos, o trastornos del espectro esquizoide y otros
trastornos psicoéticos; trastornos somatoformes o sintoma somatico y trastornos relacionados; y trastorno del suefio
hipersémnico o trastorno de hipersomnolencia.
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Fig. 1
WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) KO-TB (trazador) KO-TB (trazador) KO-TB (trazador)
ID:S iD:10 D11 ID:16 1D:A7 iD:18

WT-AS WT-AS KO-AS KO-AS

ID:12 ID:13 ID:19 ID:20

(trazador + Co. N° 1) (trazador + Co. N° 1) (trazador + Co. N° 1) (trazador + Co. N° 1)
Fig. 2

WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) KO-TB (trazador) KQ-TB (trazador) KO-TB (trazador)
Ratén 17, 1D:1 Ratén “17, ID:2 Ratén *2’,ID:1  Ratén “3%iD:1  Ratén ‘3, ID:2  Ratén “11D:1

Inespe;ifica
10 uM Co. No. 1
WT-AS WT-AS KO-AS KO-AS
Ratén ‘1, ID:3 Ratén ‘2’, ID:2 Ratén ‘3, ID:3 Ratén ‘1°, ID:2
(trazador + Co. N° 1) (trazador + Co.N°1) 1+ (trazador + Co. N°1)  (trazador + Co. N° 1)
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Fig. 3
WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) KO-TB (trazador) KO-TB (trazador) KO-TB (trazador)
Ratén ‘1, 1D:9  Ratédn ‘1, 1D:10 Ratén ‘2, 1D:5 Ratdén: ‘1,ID:9  Ratdén ‘1, 1D:1C Ratén ‘2°,1D:5

G

Inespecifica

’ 10 uMCo. No. 1

WT-AS WT-AS KO-AS KO-AS
Ratén ‘1,ID:11 Ratén ‘2°,ID:6 Ratén ‘1’,ID:11 Ratén ‘2',1D:6
(trazador ' (trazador (trazador (trazador
+Co. N° 1) " +Co. N° 1) +Co. N° 1) +Co. N° 1)
Fig. 4

WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) KO-TB (trazador) Ko-TB (trazador) KO-TB (trazador)
Ratén 1,1D:12 Ratén 1,iD:13  Ratén 1,1D:14 Ratdn 1,1D:12  Ratén 1,iD:13  Ratdén 1,1D:14

WT-AS WT-AS KO-AS KO-AS

Raton ‘1',ID:15 Ratén ‘2',1D:16 Ratén ‘1’,1D:15 Ratén 2°,1D:16
(trazador (trazador (trazador (trazador
+Co.N° 1) +Co. N°1) +Co. N° 1) +Co. N° 1)
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Fig. 5
WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) WT-TB (trazador) KO-TB (trazador) KO-TB (trazador) KO-TB (trazador)
Raténl, 19 Ratén 2,1D:7 Ratén 2,1D:8 Ratén1,ID:18 Ratén 2,1D:12 Ratén:2,1D:13

WT-AS WT-AS KO-AS KO-AS
Ratén 1,ID:20 Ratén: 2,1D:9 Ratén 1,ID:20 Ratén 2,1D:15
(trazador (trazador (trazador (trazador
+Co. N° 1) +Co. N° 1) +Co. N° 1) +Co. N° 1)
Fig. 6
Unién total

Y Y

[''C]-2 + 10 uM Co. No. 1 [''C]-2 + 10 uM Co. No. 1

Unién inespecifica Unién inespecifica
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Fig. 7

Unidén total

y——— Y

[''C]-1 + 10 uM Co. No. 1 [''C]-1+ 10 uM Co. No. 2
Unién inespecifica Unién inespecifica
Fig. 8
Unién total

Y Y

['*F]-3 + 10 uM Co. No. 1 ['*F]-3 + 10 uM Co. No. 3
Unién inespecifica Unién inespecifica
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