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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Doéumento gue acredita la existencia y representaclén legal cuando el solicitante sea persona ;

juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copla simple. Ver Exp. N® ©6-0y2.310
Dbcumento dé ceslén del inventor al solicitante o-a su causante.
Declaraciones.

Copia de {a solicltud internacional. (Resumen, descripclén, reivindlcadones, dtbujas)

Traduccién de la solicitud internacional al caste[lano (Resumen, descripcién, reivindicaclones._

dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autorldad Internacional de Examen’

Preliminar (IPEA).
Traduccidén del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla dé] contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de use de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésite del material biolégico.
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacién sobre otras sollcitudeé de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parcial o totalmente con la invencién de esta
sollcitud,

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internacional.

Otros. Blisqueda Internacional

olge D 000000 ~BDDB

s

FIGURA CARACTERISTICA:

®

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE

Solicito la concesién de la patente,

_ Instrucciones para el dllIgencl_a‘mlento del- presente fé_nnu[ario,r ver reverso de esta pégina.
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copm;- ESCRITURA' NUMERO: CATORCE.- ....- En la Ciudad Auténoma de
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g |

lﬁga]menieen IaAvemda Leand.ro N. Afem 1.134, Piso 10°, de esta Ciudad de Buenos

Ahres La compareciente es mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.-

PFDER que le fueta confendo enBerlin, Alemania, ¢l 22 de encro de 2007, po!r la

) S?uedad “BAYER SCHERING PI-IA.RMA AG”, con domicilio en Miillerstrasse 1{78

( ?353, Berlm, Alemania, sobre cuya pleng;wgencm respende la requirente bajo j jura-
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la compareciente en virtud de lo mani

uentﬂ En conmencla, me hace entrega
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> 28 1LLER & CO; (Sigue aclaraJén en idioma inglés) - PODER Los abajo firmante/s
e |27 5 BAYER SCHERING PHARMA AG domiciliados en Miillerstrasse. 178 13353 Berlin ¢
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lel.| a8 o ?;135puedmm1c1ar5rbrosegmrcualqmerjmcxoqueactualmmte losque suscn'bentengano - :'1.
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do una intervencion previa en el sentido-de-la norma me fue co ;;or la negati~ {
va.- Las firmas trazadas ante mi por el Dr. Walter Klose, que naci6 €l 26 de diciembre
de 1952, y de la Dra. Chistiane Noeske-J ungblut de soltera Noeske, que-nacid €l 26 de \
junio de 1957 -~ Ambos de mi personal conocimiento — Ambos con: domicilio comer-

cial en 13353 Berlin, Milllerstrasse 178 son auténticas, de lo que doy fe:-'Al'mismo

283 que-la Socnedad “Bayer Schering Pharma Aknengesellschaft” con sede en Ber-
lin,mté mscnpt%a con ¢l niimero mencionado arriba en el Registro de Comemmy que
Ia amba menc:dnada Dra.l Noeske-Jungblut y el arriba menclonado Dr. Walter Klose {1

Socledad “Bayer Schermg Pharma Akhengesellschaft" de Berlin| Beﬂin,iazi_&d_'s enero {9

de 2007 El escribano {firma ilegible) y: hqmdaqén de derechos. (Haye

pblea sobre precmxo ) Dimitei Rempen, Escribang de Berlin.- 9101 E-E.- pPOSTI-- 0

de Alemania - Este mstnunento piblico fue firmado'por Dimitri Mm Iia ndo.en 2
i cardcter de escribano db Berlin, estando provisto del sello del &cn"bam - Eemﬁea-- i

do en Berlin, el 24 de encto de 2007, por el Presidente el Tnbuhal ngmﬁal dé Ber- |

lin, conel N° 9101 a B-F ; 36707 Sello’ (hay un'sello:) el Premdefnte’del,ﬁﬁbmal Re-

gronal de Berlin — Flrma el Fl.mcionano -autorizado (firmado y aclamdo ) H:olldorf -~ |

'Juez Principal del 'I‘nbmal chmnal ES TRADUCCION FIEL ! las [partes-perti- 1

23 1al 1d10ma nacmnal en Buenos Alrw, a 6de febrero de 2007.- Hay uj ﬁfma ilegible. :o
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ias.Notarialw Identidad de Ia Compar

INGLES — Tome III: Folio 14 (Cap.) — Temo IH Folio 329 (La Plata) — COLEGIO.
DE TRADUCTORES-PUBLICOS, N° 173”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- A continua-

cién hay un sello que dice; “COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA

una firma ilegiblez;;Esteban Santmgo Allegretti”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- Al dorso

lo timbrador ...”.- A continuacién sigue la legaliza-

ductora, o ne ES .COPIA FEEL,doy fe.- En:este

. Qi en I:izformaae:qaresada deja INCORPORADO y

fic ) eItPoder queagrego & la presente, solicitando de-

)L;leapmnera copla dela praente -para la nombrada-

interinament; a thi cargo.- PARA LA . f OBERADA expldo Ia presentc PRIMERA
COPIA kn (jes (3) sellos de -actuacién nmfmal numeradns correlativamente desde el
N

glfale yan sello que dice: Mariela V. Scar-,

: Firalmente ]a compareciente expresa: a)

ossusnmtosnopodré:nsushtlmelpresentp
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ldtivamente desdé el nimiero N 007422051 al presente inclusive;

E

I;a' fecha y lugar die su otorgamiento, doy fe.-

404, respecto de los alcances y consecuencias de las cldusulas contenidas en la presen--
te escritura y qel derecho de leer por sf este instrumento.- LEQ esta escritira a la

compareclente .qmen ‘asi la otorga y en prueba de conformidad la ﬁrma ante. maf, doy

: mi sello CONF'I?ERDA. con su escritura matriz que pasé ante mi, al i;'oho 85 del R.e-
's'tglsgtm Notarial ’mero 1788, a mi cargo. PARA LA PODERDANTE expldo la pre-

.AE COPIA -en cuatro (4) sellos de actuacion notarial numerades corre-
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PIPERAZINE DERIVATIVES FOR BINDING AND IMAGING AMYLOID PLAQUES AND THEIR USE

The present invention refates to novel compounds useful for binding and imaging amyloid
deposits and their use in detecting or treating Alzheimer's disease and amyloidoses.

Background of the Invention

Alzhelmer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder marked by loss of
memory, cognition, and behavioral stability. AD is defined pathologically by extracallular se-
nile plaques comprised of fibrillar deposits of the beta-amyloid peptide (AB) and neurofibril-
lary tangles comprised of paired helical filaments of hyperphosphorylated tau. The 39 to 43
amino acids comprising AR peptides are derived from the larger amyloid precursor protein
(APP). In the amyioidogenic pathway, AP peptides are cleaved from APP by the sequential
proteolysis of 8- and y-secretases. AB peptides are released as soluble proteins and can be
detected at low levels in the cerebrospinal fluid (CSF) in normal aging brains. During the pro-
gress of AD the AR peptides aggregate and form amylold deposits in the parenchyma and
vasculature of the brain, which can be detected post mortem as diffuse and senile plaques
and vascular amyloid during histological examination (for a recent review see: Blennow et al.
Lancst. 2006 Jul 29;368(9533).387-403).

Alzheimer's disease Is becoming a great health and social economical problem all over the
world. There are great efforts being made to develop techniques and methods for the early
detection and effective treatment of the disease. Currently, diagnosis of AD in an academic
setting of memory-disorder clinics is approximately 85-80% accurate (Petrella JR et al. Radi-
oclogy. 2003 226:315-36). It is based on the exclusion of a variety of diseases causing similar
symptoms and the careful neurological and psychiatric examination, as well as neuropsy-
chological testing. However, post mortem histological examination of the brain is still the only
definite diagnosis of this disease. Thus the /n vivo detection of one pathological feature of the
disease ~ the deposition of amyloid aggregates in the brain — is thought o have a big impact
on the early detection of AD and differentiation from other dementias. Additionally, most dis-
ease modifying therapies that are under development are aiming at lowering the amyiloid
load in the brain. Thus imaging the amyloid load in the brain may provide an essential tool for
patient stratification and treatment monitoring.

In addition, amyloid deposits are also known to play a role in amyloidoses, in which amyloid
proteins are abnormally deposited in different organs and/or tissues, causing disease. For a
recent review see Chiti et al. Annu Rev Biochem. 2008;75:333-66.




L

Potential ligands for visualizing amyloid aggregates in the brain must show a high binding af-
finity to amyloid and must cross the blood brain barrier. PET tracers that have been already
investigated in humans regarding their binding patterns in brains of AD patients are [F-
18]FDDNP (Shoghi-Jadid et. al, Am J Geriatr Psychiatry 2002; 10:24-35), [C-11]PIB (Klunk
5 e al, Ann Neurol. 2004 55:306-319), [C-11]SB-13 (Verhceff et. al, Am J Geriatr Psychiatry
2004; 12:584-595, [F-18]Bay 94-9172 (Rowe et al. Lancet Neuro! 2008, 7:129-135), [C-
11]BF227 (Kudo et. al, J Nucl. Med 2007; 49:554-561), and [F-18]PIB (Farrar et. al Turku
PET Symposium 2007, Abstract 49). For recent reviews see Lockhardt, Drug Discov Today,
2006 11:1093-1099, Henriksen et al., Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2007, Cohen, Mol. Im-
10  aging Biol. 2007 9:204-216, Nordberg, Curr. Opin Biol. 2007, 20:398-402, Small et al., Neu-
rology 2008 7:161-172, Nordberg, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2008, 35, S46-550.
Besides their specific binding to amyloid deposits in the brain, the currently most promising
. PET tracers show a disadvantageous non-specific accumulation, especially in white matter
brain regions in AD patients as well as in HC. Generally, non-specific background binding in-
15 terferes with the image quality and could e.g. impair the quantification of amyioid and the di-
agnosis of very early stages of the disease.
Accordingly, the problem underlying the present invention was to provide compounds suited
for detecting amyloid deposits in patients with amyloid-related diseases with high specificity
at an early stage of the disease.
20 The present invention solves this problem by providing novel tracers with high affinity for
amyloid B and rapid elimination of non-specific signals from the brain.

WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406
2

Description of the invention
. 25 The present invention is directed to compounds that bind to amyloid deposits and are able to
pass through the blocod-brain barrier, and are therefore useful in diagnosing Alzheimer’s dis-

ease and amyloidoses in a patient, preferably at an early stage of the disease.

Accordingly, in one aspect, the invention Is directed to compounds according to formula |
30

Y —Ar—B— N-—A—Ar=X—Ar"
Formula |

and to pharmacautically acceptable salts or prodrugs thereof,
35 wherein
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- Y is selected from the group consisting of:

F,Cl, Br,lLH, |

detectable labels, such as F, '°F, ™Br, 12|, 15, 1'C, *H, "N, "0;

leaving groups, such as fosyl, brosyl, nosyl, triflate, sulfonate, substituted sulfonate,
mesylate, and nonaflate; and if directly bound to an aromatic C-atom iodonium-aryl {*-
aryl, trialkylammonium, preferred trimethylammonium, and NO»;

Ar is selected from the group consisting of:
mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring systems, optionally substituted
by one or two alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents,

wherein the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents optionally are
substituted, wherein the substituent is preferably selected from oxo or hydroxyl,

and wherein further the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents
may be interrupted by 1 — 5 oxygen atoms, -SO- or —SO;- groups, preferably the sub-
tituents are polyethylenglycol-moieties,

and wherein further the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents
may comprise C;-Cg cycloalkyl moieties,

and wherein the mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring systems may
be further substituted by electron withdrawing groups directly bound to an aromatic C-
atom,

wherein preferred electron withdrawing groups are ~CN or -CF3;

Ar is preferably selected from the group consisting of: phenyl, 2, 3, or 4 pyridyl,
pyrimnidyl, pyrazyl, propylpyrimidin-2-yl, ethoxyphenyi, (CHCH:O)sphenyl, alkyl-
phenyl, alkoxyphenyl, N-alkylindolyl, and alkylpyridyl,

and Is in an even more preferred embodiment

./.
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- B is selected from the group consisting of:
direct bond, a branched or non-branched alky! or alkylenchain comprised of 1-10 C-
atoms wherein the alkylen chain may comprise 1 or 2 unsaturated bonds,

and wherein the alkyl or alkylenchain is optionally interrupted by N, S, SO, SO, or O,
and wherein the alkyl or alkylenchain is optionally substituted by oxo or -OH;
Preferably, B is selected from the group consisting of

direct bond, CONH-CH,CO, CO-(CH;),CO, (CH.),CO, O(CH,),CO with n=1 to 10,
and (CH=CH)CO,
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‘and is even more preferably.

f‘f_‘o or -OHO;_

- Als selacted from the group consisting of:

“a direct bond, and CO-NH, CS-NH;

- Ar Is selected from the group consisting of:

mono-, or bi-cyclic aromatic or hetercaromatic ting systems, optionally substituted by

ons or two alkyl, alkyl_en, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents,

‘wherein the alkyl, alkylen, alkynesubstituents andlor alkoxysubstituents opﬁonaily are

substituted, wherein the substituent Is preferably selected from oxo or hydroxyl,

and wherein further the alkyl, alkyien, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents
-may be interrupted by 1 — 5 oxygen atoms, preferably the subtituents are poly-
ethylerigiycol—moieﬂes,r ' o -

‘and wherein further the alkyl, alkylen, alkynesubstih:ents andlor alkoxysubstiments :

may comprise C3-C; tycloalkyl rmieties,

A Is preferably sefected from the group consisting of: phenyl, 2, 3, or 4 pyridyl, -
pyrimidyl, pyrazyl, propylpyrimidin-2-y, ethoxyphenyl, (CH.CH.O)sphenyl, alkyl-

phenyl, alkoxyphenyl, N-alkylindolyl, phenyl, benzofuranyl, indoly! and alkylpyridyl,

More preferred, Ar’ is selected from the group consisting of
 phenyi, benzofuranyl, and indolyl,

and is even more preferably -

Ar’ is mostly preferred phenyl;
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6

X is selected from the group consisting of:
a direct bond or

a C-C; alkyl chain, optionally substituted by 1 or 2 substituents that are preferably but
not limited to oxo or thio,

and wherein the alkyl chain may be interrupted by 1 to 2 O, N, S, SO or SO, groups;

Preferably, X is selected from the group consisting of
direct bond, OCH;, NHCO, CH,0, CONH, NHCS, or CSNH;

Ar" is selected from the group consisting of:
meno-, or bi-cyclic aromatic or heteroaromatic ring systems, optionally substituted by
one or two alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents,

wherein the atkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents aptionally are
substituted, wherein the substituent is preferably selected from oxo or hydroxyl,

and wherein further the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents
may be interrupted by 1 — 5 oxygen atoms, preferably the subtituents are poly-
ethylenglycol-moieties,

and wherein further the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents
may comprise C,-Cg cycloalkyl moleties.

More preferably. Ar” is selected from the group consisting of

phenyl, 1-phenyl, 1-naphthyl, 2-naphthyl, and all respective heterocyles thereof, and
is even more preferably

o . &

Ar'as well as Ar™* can optionally also be substituted by F, Cl, Br, I, H,
detectable labels, such as '°F, *®F, ™Br, '&|, 1%, V'C, *H, VN, 1°0;
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leaving groups, such as tosyl, brosyl, nosyl, triflate, sulfonate, substituted sulfonate, mesylate,
and nonaflate; and if directly bound to an aromatic C-atom iodonium-ary} I*-aryl, trialkylam-
monium, preferred trimethylammonium, and NG,

For diagnostic purposes, both in vitro and in vivo, those compound of formula | are preferred
that comprise or contain a detectable label, such as a radioactive nuclide or a fluorescent la-
bel. For in vitro use, histological sections such as fresh frozen samples or paraffin samples
can be analyzed.

Preferred embodiments of the compounds of formula | are given below and are designated
compounds 1d/e, 2d/e, 3g/h, 4f/g, Sb/c, 6f, 7d, 8g, 9d/e, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21 and 22. These preferred embodiments also exemplify the different groups which
can be represented by the letters Y, Ar, B, A, Ar', X, and Ar” of formula |.

"Alkyl” refers to a straight or branched chain group consisting solely of carbon and hydrogen,
containing no unsaturation and having from one to sight carbon atoms, e.g., methyl, ethyl, n-
propyl, 1-methylethyl (iso-propyl}, n-butyl, n-pentyl, 1,1-dimethylethyl (1-butyl), n-heptyl, and
the like. "Alkoxy"” refers to a group of the formula -Oalkyl where alkyl is as defined above.

In the context of the present invention, preferred salts are pharmaceutically acceptable salts
of the compounds according to the invention. The invention also comprises salts which for
their part are not suitable for pharmaceutical applications, but which can be used, for exam-
ple, for isolating or purifying the compounds according to the invention.

Pharmaceutically acceptable salts of the compounds according to the invention include acid
addition salts of mineral acids, carboxylic acids and sulphonic acids, for example salts of hy-
drochioric acid, hydrobromic acid, sulphuric acid, phosphoric acid, methanesulphonic acid,
ethanesulphonic acid, toluenesulphonic acid, benzenesulphonic acid, naphthalene disul-
phonic acid, acetic acid, trifluoroacetic acid, propionic acid, lactic acid, tartaric acid, malic
acid, citric acid, fumaric acid, maleic acid and benzoic acid.

Pharmaceutically acceptable salts of the compounds according to the invention also include
salts of customary bases, such as, by way of example and by way of preference, alkali metal
salts (for example sodium salts and potassiurn salts), alkaline earth metal salts (for example
calcium salts and magnesium salts) and ammonium salts, derived from ammonia or organic
amines having 1 to 16 carbon atoms, such as, by way of example and by way of preference,
ethylamine, diethylamine, triethylamine, ethyldiisopropylamine, monoethanolamine, distha-




10

16

20

25

30

35

1%

nolamine, friethanolamine, dicyciohexylamine, dimethylaminosthanol, procaine, diben-
zylamine, N-methylmorpholine, arginine, lysine, ethylenediamine and N-methylipiperidine.

WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406
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Moreover, the present invention also comprises prodrugs of the compounds according to the
invention. The term "prodrugs” includes compounds which for their part may be biclogically
active or inactive but which, during the time they spend in the body, are converted into com-
pounds according to the invention (for example metabolically or hydrolytically).

In parficular, the present invention also comprises hydrolyzable ester derivatives of the car-
boxylic acids of the formula (1). These are to be understood as being esters which can be hy-
drolyzed in physiological media and in particular /n vivo by enzymatical or chemical means to
give the free carboxylic acids. Such esters are preferably straight-chain or branched (C,-Cs)-
alkyl esters in which the alkyl group may be substituted by hydroxyl, {(C;-Ca)-alkoxy, amino,
mono-{C;-C,)-alkylamino and/or di-{C:-C,)-alkylamino. Particular preference is given to the
methyl or ethyl esters of the compounds of the formula (I).

In the context of the present invention, unless specified otherwise, the substituents have the
following meanings:

in the context of the invention, alkyl represents a straight-chain or branched alkyl radical hav-
ing the number of carbon atoms stated in each case. The following radicals may be men-
tioned by way of example and by way of preference: methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-
butyl, isobutyl, 1-methylpropyl, tert—tbhtyl, n-pentyl, isopentyl, 1-ethylpropyl, 1-methylbutyl, 2-
methylbutyl, 3-methylbutyl, n-hexyl, 1-methylpentyl, 2-methylpentyl, 3-methylpentyl, 4-
methylpentyl, 3,3-dimethylbutyl, 1-ethylbutyl, 2-ethylbutyl, 1.4-dimethyipentyl, 4.4-
dimethylpentyl and 1,4,4-trimethylpentyl.

In the context of the invention, cycloalkyl represents a monocyclic saturated alkyl radical hav-
ing 3 to 7 carbon atoms. The following radicals may be mentioned by way of example and by
way of preference: cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl, cyclohexyl and cycloheptyl.

In the context of the invention, alkoxy represents a straight-chain or branched alkoxy radical
having 1 to 4 carbon atoms. The following radicals may be mentioned by way of example
and by way of preference: methoxy, ethoxy, n-propoxy, isopropoxy, 1-methylpropoxy, n-
butoxy, isobutoxy and tert-butoxy.

In the context of the invention, halogen includes fluorine, chiorine, bromine and lodine. Pref-
erence is given to fluorine.

If radicals in the compounds according to the invention are substituted, the radicals can,
unless specified otherwise, be mono- or polysubstituted. In the context of the present inven-
tion, the meanings of all radicals which occur more than once are independent of one an-
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other. Substitution with one, two or three identical or different substituents is preferred. Very
particular preference is given to substitution with one substituent.

The compounds of the invention, or their pharmaceutically acceptable salts, may have
asymmetric carbon atoms in their structure. The compounds of the invention and their phar-
maceutically acceptable salts may therefore exist as single enantiomers, diastersoisomers,
racemates, and mixtures of enantiomers and diastereomers. All such single enantiomers, di-
astereoisomers, racemates, and mixtures thereof are within the scope of this invention.

The compounds as described above and herein are, in a preferred embodiment of the inven-
tion, bound fo an AR peptide.

Another aspect of the Invention is the use of a compound of formula | as described above
and herein for diagnosing and/or treating Alzheimer's disease and/or amnyloidoses in a pa-
tient, in particular in a mammal, such as a human.

The treatment of a patient with Alzheimer's disease andfor amyloidoses can preferably be
performed with @ compound of the invention according to formula | that does not bear a ra-
dioactive label, but in which Y is e.g. hydrogen.

Preferably, the use of a compound of the invention in the diagnosis is performed using posl-
tron emission tomography (PET), single photon emission computed tomography (SPECT),
magnetic resonance (MR)-spectoscropy or tomography.

Another aspect of the invention is directed to a method of imaging amyloid deposits. Such a
method comprises a) administering to a mammal a compound as described above and
herein containing a detectable [abel, and b) detecting the signal stemming from the com-
pound that is specifically bound to the amyloid deposits. The specific binding is a result of the
high binding affinity of the compounds of the present invention to the amyloid deposits.

In a further aspect, the invention is directed to a method of diagnosing a patient with Alz-
heimer’s disease or amyioidoses. This method comprises a) administering to a human In
need of such diagnosis a compound of the invention with a detectable labe! for detecting the
compound in the human as described above and herein, and b) measuring the signal from
the detectable label arising from the administration of the compound to the human, preferably
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by using a gamma camera, by positron emission tomography (PET), or by single photon
emission computed tomography (SPECT).

A further embodiment of the invention includes a diagnostic method for other neurclogical
disorders as Alzheimer's disease comprising the exclusion of Alzheimer's disease in a pa-
tient, that method comprising administering a compound of the invention to a patient and ap-
plying an imaging methed of the invention.

A further aspect of the invention refers to a diagnostic composition for imaging amyloid de-
posits, comprising a radiolabeled compound according to formula 1.

The diagnostic methods of the invention can also be used as post-mortem diagnostic meth-
ods.

Furthermore, the diagnostic methods of the invention can alsc be used for monitoring the
therapy of Alzheimer’s disease, a neurodegenerative disorder or an amyloidoses.

Furthermore, the diagnostic methods of the Invention can also be used in dlagnosing neuro-
logical disorders other than Alzheimer's disease by excluding Alzheimer’s disease.

In a further aspect of the invention, the invention comprises a method of .treating or prevent-
ing amyloidoses or Alzheimer's disease comprises administering to a human in need of such
a treatment a compound of formula | as described herein.

A further aspect of the invention refers to a pharmaceutical composition which comprises a
compound of the invention as described herein, optionally together with a suitable carrier
and/or additive.

Furthermore, the compounds of the invention can also be used as tools in screening, for ex-
ample high throughput screening methods and in vitro assays.

The invention also refers to a method for synthesizing a compound of the invention according
to formula | as described herein. The general synthetic methods of the compounds of the in-

vention are as follows.

F-18 radiolabeling
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A further aspect of the invention refers to a method of radiofiuorination of a compound of
formula i for the manufacture of radiolabeled compound of formula | comprising the step of
reacting a compound of formula | with a fluorination agent. Useful Radiofluorination methods
are well known to the person skilled in the art.

In a preferred embodiment, the fiuorination agent is 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10 diazabi-
cyclo[8.8.8]-hexacosane K'®F (crownether sait Kryptofix K'®F), K'°F, H'®F, KH'®F; or tetraal-
kylammonium salt of "°F. More preferably, fluorination agent is K'®F, H'®F, or KH'F,.

The solvents used can be Dimethyiformamide, DMF, Dimethylsulfoxyde, DMSO, Acetonitrile,
MeCN, Dimethylacetamide, DMA, DMAA etc., preferably DMSO, MeCN or DMF. The sol-
vents ¢can also be a mixture of solvents as indicated above.

[F-18] radiolabeling procedures are well known o the person skilled in the art. For example,
radiclabeling can be preformed as described in the following.

[F-18]Flucride can be produced by proton bombardment in a cYclotron using a silver target (1
mL) filled with [0-18] water for the 80 (p,n)'®F reaction. The aqueous [F-18}flucride can be
passed through a carfridge {e.9. QMA-resin cartridge Waters, Sep Pak Light QMA Part.No.:
WAT023525 ). The trapped [F-18]fluoride can then be eluted from the cartridge by adding
eg. a Kryptofix K2.2.2/ K,CO3 solution (Kryptofix is 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-
diazabicyclo[8.8.8]-hexacosane). The nucleophilic substitution of the precursor works pref-
erably in the presence of a base such as NBu;OH, (NBu,),CO,, K;CO; etc. and at elevated
temperatures. The addition of crown ethers such as Kryptofix (K2.2.2) can influence the reac-
tion positively, especialiy in the presence of K;CO; as the base.

The potassium fluoride Kryptofix complex is preferably dried by repeated azeotropic distilla-
tion with sequential addition of acetonifrile. Solvents such as acetonitrile, DMF, DMSO etc,
can be used as a reaction solvent. The labeling product can be purified by solid phase ex-
traction using cartridges. Preferred cartridges are Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters,
WAT020515). The cartridge can be rinsed with water and the compound can be eluted with
acetonitrile. The eluted compound can be diluted with water and can then be subjected to
preparative HPLC purification. Preferred HPLC columns are reversed phase columns such
as Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0). Mixtures of buffer so-
lution, acids, water etc. with organic solvents such as acetonitrile, methanol, ethanol etc. can
be used as mobile.
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The solution can then be diluted with e.g. water to be passed through a cartridge for concen-
tration and solvent change.

General synthesis of F-18 compounds: alkyl-F and (hetero)aryl-F

Precursors for alkyl-F-18 compounds of genera! formula | (formula | with Y = '*F) are e.g. to-
sylates, brosylates, nosylates, mesylates, triflates, nonaflates etc. (formula | with Y = leaving
group) which can be synthesized from the respective hydroxy compounds according to
methods known in the art (J. March, Advanced Organic Chemistry, 4™ ed. 1992, John Wiley
& Sons, pp 352ff). An additional method is described in Examples 3f, 4e and 53 and com-
prises the synthesis by suitable bis({tosylates) and the like, .g. TsQO-{CH,),-OTs.

Other precursors for alkyl-F-18 compounds of general formula | (formula | with Y = *°F) are
e.g. iodides and bromides and the like whose conversion to the respective fluorides is also
known in the art {J. March, see above).

Precursars for aryl-F-18 compounds of general formula [ are e.g. aryl or heteroaryl bromides,
nitro compounds, trialkyl ammonium, aryliodonium which can be converted to the respective
F-18 compounds of this invention by methods known in the art (L. Cal, S. Lu, V. Pike, Eur. J.
Org. Chem 2008, 2853-2873). Starting materials for these precursors are commercially
available or can be synthesized by methods known in the art (R.C. Larock, Comprehensive
Organic Transformations, VCH Publishers 1988).

The synthesis of hydroxy compounds as starting materials for tosylates, brosylates, nosy-
lates, mesylates, triflates, nonaflates etc. comprises

» the deprotection of OH-protecting groups. As one of the very versatile protecting
groups might be mentioned the acetyl protecting group. Many others are known in the
art, see e.g. TW. Greene and P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesls,
3™ ed, 1999, John Wiley & Sons, pp 17ff), see also e.g. Examples 3d and 4¢

or .
e the introduction of the hydroxyalkyl group by Pd catalyzed substitution of

Hal—Ar—B— N—A—Ar—X—Ar"

with Hal = Br,| as described in Examples 1b and 2b
or
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s as in Example 6d, where the hydroxy compound HO-Ar-B’ with the meaning of B' as -
CO-{CH;),~COOH can be synthesized by Friedel Crafts Acylation.

Compounds of the general formula |

/ N\

Y—A—B—N  N—A—Ar-X—Ar
\_/

with Y = Br, [, HO, Protecting Group-O- can be synthesized by
s an amide coupling to establish ~-CO-NH- groups in any position and sequence order
or
» optionally by reaction of a piperazine derivative with a sultable amino component by
use of phosgene or an equivalent to phosgene to build a urea bond (-NH-CO-NH-) as
described in Examples 12 and 2a.

Aryl-piperazines are commercially available or can be synthesized according to the literature,
e.g. according to Klapars et al., Journal of the American Chemical Society 2002, 124, 7421-
28 and literature cited herein.

A further aspect of the invention refers to a kit comprising a non-radiolabeled compound of
the invention, the compound optionally being in a dry condition or having an inert, pharma-
ceutically acceptable carrier and/or solvent and/or auxiliary substances added. In a preferred
embodiment the kit comprises one or more sealed containers which comprise the com-
pounds of the kit. In a preferred embodiment the kit comprises a compound of formula | as
described herein, In which Y Is a leaving group, such as tosyl, brosyl, nosyl, triflate, sul-
fonate, subsfituted sulfonate, mesylate, nonaflate, iodonium-aryl I*-aryl, trialkylammonium,
trimethylammonium, or NO.

Yet another aspect of the invention refers to a method of inhibiting the formation of amyloid
or modulating the pathogenicity of amyloid in a mammal. This method comprises administer-
ing a compound of formula | as described herein in an amount that is effective to inhibit the
formation of amyloid or to modulate the pathogenicity of amyloid.

Preferred Compounds of the Invention

Of the various aspects of the invention, certain compounds of formula | are preferred. Such
preferred compounds are given below, wherein those compounds are named with a figure
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Even more preferred embodiments of the invention are the respective F-18 compounds.

The compotinds of the invention represent novel tracers with high affinity for amyloid B and
rapid elimination of non-specific signats from the brain.

In particular, the invention relates to

1. A compound of foomula |
Y—Ar—B— N—A—Ar—X—Ar"

Formula |
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or a pharmaceutically acceptable salt or a prodrug thereof,

- wherein -

- Y ls selected from the group conslsﬁng of'
F, Cl, Br,l H, 8, ¥, 7°Br. ’23! 125 1g, 3H, *N, ‘50

~ a leaving group, tosyl, brosyl, nosyl triflate, sulfonate, substituted suifonate, mesy—

late, and nonaflate and if directly bound to an aromatic C-atom rodonimn-aryl l‘-aryl

trialkylammonium, preferred trimethylammonium, and NO,;

-Aris selected from the group consisting of:

7 subsﬁhned or non-substituted mono-, bl- or tricyclic aromatic or hetemaromaﬁc rlng;

systems;

- Bs selected from the group consisting of:
direct bond, a branched or non-branched alkyl or alkylenchain comprised of 1-10 c-
atoms;

- A ls selected from the group consisting of: -

‘ a direct bond, and CO-NH, CS-NH;

- Ar' is selected from the group consisting of:

substituted or non-substitued mono-, or bl-cyclic aromatic or heteroaromatic ring 8ys-
tems; .

~ X Is selected from the group censisting of
" adirect bond ora subsﬁtuted or non-substiﬁ.:ted Cy-Cs. alkyl chain

AT se’lected from the group consisﬁﬁg of:

substitut uted or non-substituted mono-, or bi-cyclic aromatic or hetemafqmaﬁc.ﬁng sys-
tems. | | | | .

A compound according to count 1, whereln
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- the heteroaromatic or aromatic ring systems of Ar are optionally substituted by one
or two atkyi, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents,

and wherein

- the mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring systems may be further
substituted by electron withdrawing groups directly bound to an aromatic C-atom;

and wherein

- the alkylen chain of B may comprise 1 or 2 unsaturated bondings, and wherein the
alkyl or alkylenchain is optionally interrupted by N, S, SO, 8O, or O, and wherein the
alky! or alkylenchain is optionally substituted by oxo or —OH;

and wherein

- the heteroaromatic or aromatic ring systems of Ar' are optionally substituted by one
or two alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents and wherein the
monc-, bi- or tricyclic aromatic or hetercaromatic ring systems may be further substi-
tuted by electron withdrawing groups directly bound to an aromatic C-atom;

and wherein

- the C4-C; alkyl chain of X is optionally substituted by 1 or 2 substituents that may be
oxo or thio, and wherein the alkyl chain may be interrupted by 1t6 2 O, N, S, SO or
S0, groups;

and wherein

- the heteroaromatic or aromatic ring systems of Ar” are optionally substituted by one
or two alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents and wherein the
mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring systems may be further substi-
tuted by electron withdrawing groups directly bound to an aromatic C-atom.

A compound according to count 1 or 2, wherein

- the optional alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents of Ar, Ar
and Ar” are selected from the group consisting of oxo or hydroxyl,

and wherein the alky}, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents of Ar, Ar’
and Ar* may be interrupted by 1 — 5 oxygen atoms, preferably the subtituents are
polyethylenglycol-moieties,

and wherein further the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents of
Ar, Ar and Ar" may comprise CsCg Gycloalkyt moleties, and wherein the optional
electron withdrawing groups of Ar, Ar’ and Ar” are selected from the group consisting
of -CN or CF3

and wherein
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- B is optionally selected from the group consisting of direct bond, CONH-CH,CO,

CO~(CH2).CO, (CH2):,CO, O(CHz),CO with n=1 to 10, (CH=CH)CO,

/_/_‘
o and ~O 0,

and wherein
- X is optionally selected from the group consisting of direct bond, OCH,, NHCOQ,

CH20, CONH, NHCS, or CSNH.
10
4, A compound according to counts 1 — 3, wherein
- Ar is optionally selected from the group consisting of
propylpyrimidin-2-yl, ethoxyphenyl, (CH,CH;O)aphenyl, alkylphenyl, alkoxyphenyl, N-
alkylindolyl, and alkylpyridyl,

15 | h}\'g r—’o—@ Ve OQ

J—o/_/ o—-/—o
~ ~

Ea o AR NI
0 (3 Q@Qﬁ

S or '
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and wherein

- Ar' is optionally selected from the group consisting of

propylpyrimidin-2-yl, ethoxyphenyl, (CH.CH,O)sphenyl, alkyiphenyl, alkoxyphenyl, N-
alkylindolyl, phenyl, benzofuranyl, indolyl and alkylpyridyl;

and wherein

- Ar" is optionally selected from the group consisting of

phenyl, 1-phenyi, 1-naphthyl, 2-naphthyl, and ail respective heterocyles thereof.

5. A compound, selected from the group consisting of

o_/-o Shlc
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10
6. A compound according to count 5, wherein F has the meaning of **F.

16 7. A compound according to count 1, 2, 3 or 4 containing a detectable label, such as a
radioactive nuclide or a fluorescent label.




10

15

20

25

35

8.

10.

1.

12.

13.

14.

18.

16.

17.

18.

WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406

23

A compound according to count 7, wherein the detectable label is "°F.
A compound according to counts 1 — 8 as a diagnostic compound.
A compound according to counts 1 -5 or 7 as a medicament.

A compound according to count 8, as a diagnostic compound for a disease selected
from the group consisting of Aizheimer’s disease, a neurodegenerative disorder, or an
amyloidosis.

A compound according to count 10 as a medicament for treating a disease selected
from the group consisting of Alzheimer’s disease, a neurcdegenerative disorder, or an
amyloidosis.

A method for the preparation of a fluorinated compound according to counts 1 — 8, the
method comprising reacting a suitable precursor molecule with a fluorinating agent.

A method for treating or preventing a disarder selected from the group consisting of
Alzheimer's disease, a neurodegenerative disorder, or an amyloidosis in a mammal,
this method comprising administering a therapeutically effective amount of a com-
pound according to counts 1 — 5 or 7 to said mammal.

Use of a compound according to counts 1 — § or 7 in the treatment of a disease se-
lected from the group oonsisting'of Alzheimer's disease, a neurodegenerative disor-
der, or an amyloidosis in a mammal, wherein a therapeutically effective amount of
said compound is administered to said mammal.

A method for diagnosing a disease in a mammal selected from the group consisting
of Alzheimer's disease, a neurcdegenerative disorder, or an amyloidosis, this method
comprising administering to said mammal a compound according to count 6 or 8.

The method of count 16, this method comprising imaging of said mammal and detect-
ing the imagingr signal.

The method of count 17, where said imaging is performed using an imaging method
selected from the group consisting of PET, SPECT, MR-spectroscopy, and MR-
tomography.
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19. A method according to counts 16 — 18, wherein the effect of a therapy is monitored.

20. A method for diagnosing or therapy monitoring of a disease selected from the group
consisting of Alzheimer’s disease, a neurodegenerative disorder, or an amyloidosis in
a mammal, sald method comprising analyzing /n vitro a sample of said mammal,
wherein said mammal or sample has been treated with a compound according to
counts 6 or 8.

21. The method of count 20, wherein the sample is cerebrospinal fluid.
22,  Akit comprising a compound according to counts 1 - 8.

The kit may contain one or more sealed vials comprising the compounds according to counts
1-8.

The invention further relates to pharmaceutical or diagnostic compositions comprising a
compound according to counts 1 — 8, preferred are such compositions comprising ra-
diolabeled compounds, even more preferred are such compositions comprising the
compounds labeled with F-18.

The invention further relates to a compound according to count 1, with the provisio that if A
and B are direct bonds Ar and Ar' are six ring membered aromatic systems.

The invention further relates to a compound according to count 1, with the provisio that if A or
B are direct bonds Ar and Ar' are six ring membered aromatic systems.

The invention further relates to a compound according to count 1, with the provisio that if A or
B are direct bonds the directly bound residue Ar or Ar' is a six ring membered aromatic sys-
tem.

The radiolabeled compounds and diagnostic compositions of the invention are useful for
beta-amyloid imaging.




10

15

20

25

30

35

WO 2010/028776 PCT/EP2009/086406

Brief description of the Figures

Fig. 1 shows the autoradiographical analysis of binding of 3g to cryosections from cortex of
Alzheimer’s disease patients {(AD) and controls without AR plaques (HC/FTD} (healthy con-
trol/ frontotemporal dementia). Specific binding in plague-rich regions of AD samples is Indi-
cated by arrows.

Fig. 2 shows the autoradiographical analysis of binding of example 10e to cryosections from
cortex of Alzheimer's disease patients (AD) and controls without AR plaques (HC/FTD)
(heaithy control/ frontotemporal dementia). Specific binding in plaque-rich regions of AD
samples is indicated by arrows.

Fig. 3 shows the Autoradiographical analysis of binding of example 11¢ to cryosections from
cortex of Alzheimer's disease patients (AD) and controls without AR plaques (HC/FTD)
(healthy control/ frontotemporal dementia). Specific binding in plaque-rich regions of AD
samples is indicated by arrows.

Fig. 4 shows the autoradiographical analysis of binding of example 12c to cryosections from
cortex of Alzheimer’'s disease patients (AD) and controls without AR plaques {HC/FTD)
(heaithy control/ frontotemperal dementia). Specific binding in plaque-rich regions of AD
samples is indicated by arrows.

Fig. 5 shows IC50 values in [nM] of selected compounds measured in a competition assay
using brain homogenate from AD patients.

Fig. 6 A and Fig. 6 B show HPLC analyses of compounds of example 14.
Fig. 7 Aand Fig. 7 B show HPLC analyses of compounds of example 15.

Fig. 8 shows the autoradiographical analysis of binding of 14f to cryosections from cortex of
Alzheimer’s disease patients (AD) and healthy controls (HC). Specific binding in plaque-rich
regions of AD samples is indicated by arrows.

Fig. 9 shows shows IC50 values in [nM] of selected compounds measured in a competition
assay using brain homogenate from AD patients.
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Examples

The methods for synthesizing and labeling these compositions are more fully fllustrated in the
following Examples. These Examples lllustrate cerfain aspects of the above-described
method and advantageous results and are shown by way of lllustration and not by way of
limitation.

Example 1

a) 4-(5-Bromo-pyrimidin-2-yl)-piperazine-1-carboxylic acid (4-benzyloxy-phenyl}-amide

O
Noasd

P

A solution of 707 mg (3 mmol) of 4-benzyloxy-phenylamine hydrochloride (Aldrich) and 1.13
mL (6.6 mmol) of N,N-ethyl dilsopropylamine in 10 mL of dichloromethane are added drop-
wise to a solution of 297 mg (1 mmol) of tﬂphosgehe in 10 mL of dichloromethane at 0°C.
The reacticn mixture is stirred for 15 minutes at 0°C, then a mixture of 0.73 g (3 mmol) of 5-
bromo-2-piperazin-1-yi-pyrimidine and 1.13 ml. (6.6 mmol) of N,N-ethyl diisopropylamine in
10 mL of dichloromethane are added. After 30 min at 0°C and overnight at room tempera-
fure, the solvent is evaporated and the residus is chromatographed on silica gel using a di-
chicromethane/ethyl acetate gradient.

Yield: 0.93 g (66 %)

Elemental analysis:

caled.: C56.42 HA4.73 Br17.06 N 14.95
found: C58.11 H4.83 Br16.94 WN14.77

b) 4-[5-(3-Hydroxy-propyl)-pyrimidin-2-yi]-piperazine-1-carboxylic acld (4-benzyloxyphenyl)-

K‘N’Eu’@ °\/©

HO\/\/@:; "~




10

16

20

25

30

WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406
_ a7 .

To a solution of 0.21 mL (3 mmoi)__df allyl alcohol in 9 mL of dry tetrahydrofurane (THF) are
added at 0°C 18 mL (9 mmol) ofa 0.5 M solution of 9-borabicyclo-{3.3.1 )}-nonane in THF.
This mixture is stirred at 0°C for additional 15 min and 5 h at room temperature (= Solution

A).

0.70 g (1.5 mmol) of the bromo derivative compound 1a are suspended in 10 mL dry DMF
and 0.35 g {0.3 mmol) of tofrakis(triphenyl phosphine) palladium(0} and 4 mL (12 mmol} 3 M B
aquedus potassium carbonate solution are added (= Suspensicn B).

Solution A Is added to suspension B and stirred overnight at 65°C. After evaporation of the

- solvents the residue Is chromatographed on silica gel using a dichloromethane/methanol

'grad[ént
Yield: 110 mg (16 %)

Elemental analysis:

calcd: C67.10 H653  N1565

found: C68.92 H6.41 N 15.88

¢) Toluene-4-sulfonic acid 3-{2-{4-(4-benzyloxy-phenylcarbamoyl)-piperazin-1-yl]-pyrimidin-

5.yl}-propyl ester

A

N

Ot

To a suspension of 0,45 g (1 mmol) of the hydroxy derivative 1b in 3 mL of dry pyridine is
added dropwise at 0°C a solution of 0.25 g (1.3 mmol) of p-toluenesuifonyl chloride in 2 mL
of dry pyridine. After stirring for 30 min the mixture Is evaporated to dryness and the residus
is chromatographed on silica ge! using a dichloromethane/hexane gradient. |

Yield: 379 mg (63 %)

Elemental analysis: o
caled: C63.88 H588 N1184 $533
found: C63.67 H597 N11.48  S5.02
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d) 4-[5-(3-[F-18}Fluoro-propyl)-pyrimidin-2-yi]-piperazine-1-carboxylic acld (4-benzyloxy-

phenyl)-amide
O
0
e

’“F\/\/CTN\/I

[F-18]Fluoride was produced by proton bombardment in a cyclotron using a low volume, low
pressure silver target (1 mL) filled with [O-18] water for the *°O (p,n)"F reaction. The ageous
[F-18]fluoride (app. 1 mL) was passed through a QMA-resin cartridge (Waters, Sep Pak Light
QMA Part.No.: WAT023525 ). The trapped [F-18]fluoride was eluted from the cartridge by
adding a Kryptofix K2.2.2/ K,COj, solution (5 mg K2.2.2/ 1.5 mL. acetonitrile + 1 mg K,COy/
0.5 mL water). The mixture was dried by repeated (2 x) azeotropic distillation with sequential
addition of 1 mL of acetonitrile. The tosylate precursor 1¢ was dissolved in dry dimethyifor-
mamide (100 pL) and acetonitrile (400 pL) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ fluoride
complex. The solution was heated to 110 °C for 6 min and then allowed to cool to room tem-
perature for 5 min. The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and
was passed through a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was
rinsed with water (20 mf) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted
compound was diluted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC puri-
fication. A Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a
stationary phase. A water (A)/ acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mabile phase with
a flow rate of 3 mL/ min.

The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
(10 mil) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final product was character-
ized by HPLC on a Gemini 5 4 C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G~4435-E0)
HPLC column with an isocratic water/ acetonitrile {(2/8; v/v) mixture at a flow rate of 1 mL/
min. Retention time (tz): 4.8 min. Radiochemical yield (RCY) decay cotrected (d.c.) at end of
bombardment: 44 %. Radiochemical purity (RCP): 98 %.

WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406
28

e) 4-[5-(3-Fluora-propyl)-pyrimidin-2-yi]-piperazine-1-carboxylic acid (4-benzyloxy-phenyl)-
amide (HPLC standard)
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F\/\/EN:;

To 67 mg (0.15 mmol) of hydroxy derivative compound 1b in 10 mL dichloromethane were
added 48 mg (0.3 mmol) of diethylamino sulfur trifiuoride (DAST) at 0°C. After 30 min at 0°C,
water was added, the organic phase was dried over sodium sulfate and after evaporation of
the organic scivent, the residue was chromatographed on silica gel using a dichloro-
methane/ethyl acetate gradient.

Yield: 40 mg (60 %)

Elemental analysis:
calcd.: C66.80 H6.28 F 4.23 N 15.58
found: C66.54 H6.49 F 4.06 N 15.77
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Example 2

a) 4-(5-Bromo-pyrimidin-2-yl)-piperazine-1-carboxylic acid (2-phenyl-benzofuran-5-yl)-amide

A

N,YN\/'

A sblution of 628 mg (3 mmol) of 2-phenyl-benzofuran-5-ylamine hydrochloride (ChemBridge
Corp., San Diego, USA) and 1.13 mL (6.6 mmof) of N.N-ethyl dilsopropylamine in 20 mL of
dichloromethane are added dropwise to a solution of 297 mg (1 mmol) of triphosgene in 10
mL of dichloromethane at 0°C. The reaction mixture is stirred for 30 minutes at 0°C, then a
mixture of 0.73 g (3 mmol) of 5-bromo-2-piperazin-1-yl-pyrimidine and 0.56 mL, 3.3 mmol) of
N,N-ethyl diisapropylamine in 20 mL of dichloromethane are added. After 1 h at 0°C and
overnight at room temperature, the solvent is evaporated and the residue is chromatogra-
phed on silica gel using a dichloromethane/ethyl acetate gradient.

Yield: 0.81 g (56 %)

_Elemen'tal analysis:

ber. C57.75 HA4.21 Br16.70 N 14.64
gef.. C5743 HAJY Br 16.11 N 14.45

b) 4-[5-(3-Hydroxy-propyl}-pyrimidin-2-yi]-piperazine-1-carboxylic acid - (2-phenyl-benzo-
furan-5-yi}-amide

To a solution of 0.21 mL. (3 mmol) of allyl alcohol in 9 mL of dry tetrahydrofurane (THF) are
added at 0°C 18 mL (9 mmol) of a 0.5 M solution of 9-borabicyclo~(3.3.1)}-nonane in THF.
This mixture is stirred at 0°C for additional 15 min and 5 h at room temperature (= Solution
A). '
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0.72 g (1.5 mmol) of compound 2a are suspended in 10 mL dry DMF and 0359 (0.3 mmol)

of teh'ak{s(h'Iphenyl phosphine) palladium(0) and 4 mL (12 mmol) 3 M aqueous potassium -
~ carbonate solution are added (= Suspension B).

Soluﬁon Ails added to suspension B and stirred overnight at 65°C. After evaporation of the
solvents the residue is chromatographed on silica gel using a dichloromeﬂaanelmethanol .

- gradient.

Yisld: 85 mg (12 %)

Elemental analysis:

caled.:C6825 H595 N15.31
found: C6805 HB6.12  N15.20

) Toluen_e—4-sulfonlc -acld 3-{2—[4-(2~pheny[?benzofuran-5-ylcarbamoyl)-_.pipe;azin_q.yu. -

pyrimidin-5-yl}-propy! ester-

O LT

To a suspension of 6.46 g (1 mmol) of the hydroxy derivative 2b in 3 mL of dry pyridine is - '

' added dropwise at 0°C a solution of 0.25 g (13 mmol) of p-toluenesulfonyl chlorlde in2mL .
of dry pyﬁdine After stlrring for 30 min the mixture Is evaporated to dryness and the residue

-Is chromatographed on silica gel using a dichloromethane/hexane gradient. :
Yield: 434 mg (71 %)

calcd: C6480 H544 N11.45 $524
found: C64.66 H528 N11.74 5487

d) 4-{5-(3-{F-18]Fluoro-propyl)-pyrimidin-2-yl|-plperazine-1-carboxylic  acld  (2-phenyl-
~ benzofuran-5-yli)-amide ' ' o

i
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”F\/\/C«:N

The tosylate precursor 2¢ was dissolved in dry dimethyiformamide (100 pL) and acetonitrile
(400 pL) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ fluoride complex (vide supra). The solu-
tion was heated to 110 °C for 6 min and then allowed to cool to room temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 ml. and was passed through
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cariridge was rinsed with water
(20 ml) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC purification. A Gemini
5u C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water (A)/ acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
mL/ min.

The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cariridge was rinsed with water
{10 ml) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final product was character-
ized by HPLC on a Gemini 5 y C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G-4435-E0)
HPLC column with an isocratic water/ acetonitrile (2/8; v/v) mixture at a flow rate of 1 mL/
min. Retention time (tg): 4.1 min. RCY (d.c.): 38 %. RCP: 97 %.

e) 4-[5-{3-Fluoro-propy!)-pyrimidin-2-yl}-piperazine-1-carboxylic acid (2-phenyl-benzofuran-
5-yl}-amide (HPLC standard)

o O
Vs

F\NC;N

To 69 mg (0.15 mmol) of hydroxy derivative compound 2b in 10 mL dichloromethane were
added 48 mg (0.3 mmoa!) of diethylamino sulfur trifiuoride (DAST) at 0°C. After 30 min at 0°C,
water was added, the organic phase was dried over sodium sulfate and after evaporation of
the organic solvent, the residue was chromatographed on silica gel using a dichloro-
methane/ethyl acetate gradient.

Yield: 15 mg (22 %)
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Elemental analysis:
caled.: CB67.96 HS5.70
found: C67.67 H 5.96

F4.13
F 3.96

33

N 15.24
N 15.22
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Example 3

a) (3-Acetoxy-benzoylamino)-acetic acid benzyl ester

o]

0

—4051'3 °
G

30.4 g (90 mmol) Glycine benzylester p-toluene sulfonate salt are solved in the two phase
system dichloromethane and aqueous saturated sodium hydrogencarbonate solution. The
organic phase is dried over magnesium sulfate and then evaporated.

13.08 g (78.25 mmol) of free amine Is obtained which is used In the subsequent coupling re-
action without further purification.

To a solution of 14.28 g (79.25 mmol) 3-Acetoxy-benzolc acid in 150 mL THF and 11 mL
triethyl amine (79.25 mmol) at —15°C, 11.39 mL (87.2 mmol) isobutyl chloroformate are
added dropwise and the solution is maintained at this temperature for another 15 min. Then,
13.09 g of glycine benzyl ester and 11 mL triethyl amine (79.25 mmol) in 50 mL THF and 50
mL. dichloromethane are added slowly to this cold solution, the temperature is kept below
10°C for another 15 min and is then allowed to reach room temperature. After stiring over-
night the solvent is evaporated and the residue Is chromatographed on silica gel using an
ethyl acetate/ethanol gradient.

Yield: 24.6 g (95 %).

Elemental analysis: _
caled.: C66.05 H5.23 N 4.28
found: C65.84 H5.43 N 4.16

b) (3-Acstoxy-benzoylamino)-acetic acld
OH
Q —
0 o
— ¢ _d ”

To a solution of 19.64 g (60 mmol) of benzyl ester 3a in 300 mL methanol are added 3 g Pd
on charcoal (10%) and the suspension [s stirred under hydrogen overnight at room tempera-
ture. The catalyst is filtered off and the solvent evaporated.

Yield: 14.2 g (quantitative).
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Elemental analysis:
caled: C55.70 H467 N5.90

found: C55.68  H449 N5.77

&) *{(4-Benzyloxy-phenyl) piperazine

0
O

HN/

:All glassware is dlied at 100°C. To a solution of 4.32 g (50.16 mmof) cf piperazine in 60 mL
toluene is added 459 mg (0. 5 mmol) of tris{dibenzylidene acetone) dlpalladium(()) and 423
 mg (0.68 mmol) of BINAP {2,2-bis(diphenyiphosphino)-1, 1-binaphthyl). Then, a solution of -
12g (45 6 mmol) of 4—-Benzyloxy-bromohenzene in 40 mL THF is added foﬂowed by a sus- |

pension of 6.56 g (68 27 mmol) of sodium t-butylate in THF.

The reaction mixture is reﬂuxed for 3 h and stirred at room temperature ovemlght. Aﬂer-

evaporaﬁon of the solvants the residua Is chromatographed on sillca gel using a dichlero-

methanelmethanol gradient,
Yield: 12.2 g (45.7 %).

Elemental analysis:

caled.: C76.09 H7.51 N 10.44
found: 7581 H7.76 N10.20

d) Acetic acld 3—{2~I4—-(4-ben_zyloxy-_—phenyl)—piberazin-1 -yﬂ-Z-oxo-eﬂx&lwrbamoyl}-phanyl es-

T 0

/

e

L

To a solution of 654 mg (2.76 mmoal) (3-Acetoxy-benzoylamino)-acetic acid 3b in 70 mL THF
“and 0.40 mL triethy! amine (2.87 mmol) at —15°C, 0.396 mL (3.03 mmol) isobutyl chiorofor-
mate are added drdpwise_ and the solqtion is maintained at this temperature for anothér_.15 '

I

by
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min. Then, 740 mg of 1-{4-benzyloxy-phenyl)-piperazine 3¢ and 1.7 mL. triethyl amine (12.25
mmol) in 30 mL THF and 30 mL dichloromethane are added slowly to this cold solution, the
temperature is kept below 10°C for another 15 min and is then allowed to reach room tem-
perature. After stirring overnight the solvent is evaporated and the residue is chromatogra-
phed on silica gel using a hexane/ethyl acetate gradient.

Yield: 380 mg (30 %).

Elemental analyéts:
calcd.: C68.98 H6.00 N 8.62
found: C69.09 HS5.81 N 8.42

e) N-{2-{4-{4-Benzyloxy-phenyl}-piperazin-1-y{}-2-oxo-ethyl}-3-hydroxy-benzamide

&
o0

o S

el

230 mg (0.47 mmo!) of the acetate 3d are solved in 30 mL of ethano! and cooled to 0°C. Af-
ter addition of 1.5 mL 3N NaOH the solution is stirred for 1 h, glacial acetic acid is added until
the pH is below pH 7 and the solvents are evaporated. The raw product is crystallized from
ethanol.

Yield: 200 mg (95 %).

Elemental analysis:
caled.: C70.10 H#6.11 N9.43
found: C69.88 H#6.27 N 9.20

f) Toluene-d-suifonic acid 2-(3-{2-{4-(4-benzyloxy-phenyt)-piperazin-1-yi]-2-oxo-ethylcarb-
amoyl}-phenoxy)—gthyl ester
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To a solution of 80 mg (0.18 mmol) of N-{2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi]-2-oxo-~
ethyl}-3-hydroxy-benzamide (3g) in 10 mL DMF are added 62 mg (0.45 mmol) of potassium
carbonate and 100 mg (0.27 mmol) of 1,2 bis{tosyloxy)ethane (Aldrich) . The mixture is
heated to 60°C for 3 h. After stirring ovemight at room temperature the soivent is evaporated
and the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl acetate/hexane gradient.
Yield: 56 mg (48 %).

The compound has a purity >95% according to HPLC and is suitable as a precursor of the F-

18 labelling.

0) N-{2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl}-3-{2-[F-18}fluoro-ethoxy)-

benzamide
00
0 I

N
Ll
—

g

The tosylate precursor 3f was dissolved in dry dimethylformamide (100 uL) and acetonitrile
(400 L) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ fluoride complex (vide supra). The solu-
tion was heated to 110 °C for 8 min and then allowed to cool to room temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and was passed through
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was rinsed with water
{20 mi) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected {0 preparative HPLC purification. A Gemini
5uC 18110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water (A)/ acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
mb/ min.

The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The carlridge was rinsed with water
{10 ml) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final product was character-
ized by HPLC on a Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G-4435-E0)
HPLC column with an isocratic water/ acetonitrile (2/8; v/v) mixture at a flow rate of 1 mL/
min. Retention time (iz): 4.3 min. RCY (d.c.): 38 %. RCP: 99 %.
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h) N-{2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl}-3-{2-flucro-ethaxy)-benzamide
(HPLC standard)

'~
e

ath

E
To a solution of 50 mg (0.11 mmot) of N-{2-{4(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-
ethyl}-3-hydroxy-benzamide (3g) in 5 mL DMF are added 34 mg (0.25 mmol) of potassium
carbonate and 10 ul. {0.13 mmot) of 1-fluoro-2-bromoethane (ABCR, Germany). The mixture
is heated to 60°C for 3 h. The sclvent is evaporated and the residue is chromatographed on
silica gel using an ethyl acetate/hexane gradient.

Yield: 30 mg (54 %).

Elemental analysis:
calcd.: C6842 HB6.15 F 3.86 N 8.55
found: C68.17 H6.28 F 3.64 N 8.71
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‘Example 4 |

é) Acetic acid 3-{2-[4-{4-nitrophenyl)-pipsrazin-1 -yl]-z-oxo-ethylwrbamoyl}-phenyl ester

__ ,_{Q“O&D-
<8

“To a solution of 3.43 g (14.5 mmol) of (3-Acetoxy-benzoylamino)-acetic acld (3b) and 2.0 g
(9.65 mmol) of 1-{4-Nitrophenyl)piperazine (Aldrich) in 100 mL DMF are added 5.0 g (9.65

mmol) PyBOP {(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexaﬂuorophdsphate) and 5

" mL N-ethyi-N,N-diisopropylamine and the reaction mixture Is stirred ovemight at room tem-
perature. After evaporation of the solvents the resndue is chromatographed on sllica gel using ,

an ethyl acetate/ethano! gradient.

Yield: 1.2 g (29.2 %).

Elemental analysis:
calc’d C 58.15 H520 N 13.14
found: C59.38 H50t N13.25

b) Acetic acid 3—{2-[4—(4—&min0—phenyl)—plperazin— -yﬂ»Z-oxo—ethylearbamoyl}-phenyl ester

w}ﬂ‘"

To a solution of 853 mg (2 mmol) of nitro compound 4a In 50 mL methanoVdichloromethane

(1:1) is added a catalytic amount of Pd on charcoal (10%) and the snspensm ié stirred un--
der hydrogen overnight. at room temperature The catalyst is fiitered off and the so!vent ;

evaporated
Yield: 795 mg (quantltative) -The product is used in the next step without further puriﬁcation

¢) Acetic acid 3-{2-J4-(4-benzoylamino-phenyl)-piperazin-1 -yﬂ-z-oxo-ethylcarbamoyl}-phenyl

ester
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To a solution of 398 mg (1 mmol) acetic acid 3-{2-{4-(4-amino-phenyl)-piperazin-1-yl}-2-oxo-
ethylcarbamoyi}-phenyl ester (4b) and 134 mg (1.1 mmol) of benzoic acid in 20 mL DMF are
added 590 mg (1.14 mmol) of PyBOP and 0.35 mL (2 mmol) of N-ethyi-N,N-dilsopropylamine
and the reaction mixture Is stirred at room temperature. After 4h the solvents are evaporated
and the residue is chromatographed on silica gel using an dichloromethane/hexane gradient.
Yield: 0.31 g (62.1 %).

Elemental analysis:
caled.: C 67_.19 H 5.64 N11.19
found: C66.94 H5.88 N 11.02

d) N-{2-[4-{4-Benzoylamino-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl}-3-hydroxy-benzamide

235 mg (0.47 mmol) of the acetate 4c are solved in 30 mL of ethanol and cooled to 0°C. After
addition of 1.5 mL 3N NaOH the solution is stirred for 1 h, glacial acetic acid is added until
the pH is below pH 7 and the solvents are evaporated. The raw product is crystalized from
ethanol. '

Yield: 177 mg (82 %).

Etemental analysis:
caled: C68.11 HB72 N12.22
found: C67.91 H560 N12.00
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e) Toluene-4-sulfonic acid 2-{3-{2-{4-(4-benzoylamino-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl-
carbamoyl}-phenoxy)-ethyl ester

5 To a solution of 83 mg (0.18 mmof) of N{2-[4-(4-Benzoylamino-phenyl)-piperazin-1-yl}-2-
oxo-ethyl}-3-hydroxy-benzamide (4d) in 10 mL DMF are added 62 mg (0.45 mmol} of potas-
sium carbonate and 100 mg (0.27 mmel) of 1,2 bis{tosyloxy)ethane (Aldrich) . The mixturs is
heated to 60°C for 3 h. After stirring overnight at room temperature the solvent is evaporated
and the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl acetate/hexane gradient.

10 Yisld: 60 mg (51 %).

The compound has a purity >85% according to HPLC and is suitable as a precursor of the F-
18 labslling.

15
f) N-{2-[4-(4-Benzoylamino-phenyl}-piperazin-1-yi}-2-oxo-ethyl}-3-(2-[F-18]fluoro-ethoxy)-

benzamide
Ne)
NH
(\N'O'

A
"~ 2

20 The tosylate precursor 4e was dissolved In dry dimethylformamide (100 L) and acetonilrile
(400 pL) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ flucride complex (vide supra). The solu-
tion was heated to 110 °C for 6 min and then allowed fo cool to room temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and was passed through
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was rinsed with water

25 (20 ml) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC purification. A Gemini
5uC18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water (AY acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
mLs min.
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The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
(10 mi) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final product was character-
ized by HPLC on a Gemini 5 4 C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G-4435-E0)
HPLC column with an Isocratic water/ acetonitrile (2/8; viv) mixture at a flow rate of 1 mL/
min. Retention time (tg):r 4.1 min. RCY (d.c.): 32 %. RCP: 99 %.

g) N-{2{4-(4-Benzoylamino-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl}-3-(2-fluoro-ethoxy)-benz-
amide (HPLC standard)

o O
T

" &gur{“

To a solution of 50 mg (0.11 mmol) of N-f2-[4-{4-Benzoylamino-phenyl)-piperazin-1-yi}-2-
oxo-ethyl}-3-hydroxy-benzamide (4d) in 5 mL DMF are added 34 mg (0.25 mmol) of potas-
sium carbonate and 10 uL (0.13 mmol} of 1-fluoro-2-bromoethane (ABCR, Germany). The
mixture is heated 1o 60°C for 3 h. The solvent is evaporated and the residue is chromatogra-
phed on silica gel using an ethyl acetate/hexane gradient.

Yield: 34 mg (62 %).

Elemental analysis:
caled.. C6665 H579 F3.77 N 11.10
found: C66.43 H589 F3.41 ‘N 11.31
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Example 5

a) Toluene-4-sulfonic acid  2-{2-[2{3-{2-[4{4-benzyloxy-phenyl}-piperazin-1-yl]-2-oxo-
5 ethylcarbamoyl}-phenoxy}-ethoxy]-ethoxy}-ethyl ester

o]
s

J
?"H 0
0’_/
o~/
? ~
50
0

To a solution of 80 mg (0.18 mmol) of N-{2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl}-piperazin-1-yl}-2-oxo-
ethyl}-3-hydroxy-benzamide (3¢) in 10 mL DMF are added 62 mg (0.45 mmol) of potassium
10 carbonate and 124 mg (0.27 mmol)} of tri{ethylene glycol) di-p-toluenesuifonate (Aldrich). The
mixture is heated to 60°C for 3 h. After stiming overnight at room temperature the solvent is
evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl acetate/hexane
gradient.
Yield: 54 mg (41 %).
15
The compound has a purity >85% according to HPLC and is suitable as a precursor of the F-
18 labelling.

20 b) N-{2{4-(4-Benzyloxy-phenyl}-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl}-3{2-[2-(2-[F-18]fluoro-ethoxy}-
ethoxy]-ethoxy)-benzamide
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The tosylate precursor 5a was dissolved in dry dimethyiformamide (100 pL) and acetonitrile
(400 plL) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ fluoride complex (vide supra). The solu-
tion was heated to 110 °C for 6 min and then allowed to cool to rocom temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and was passed through
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The carfridge was rinsed with water
(20 ml) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC purification. A Gemini
5u C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water (A) acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
mL/ min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
(10 ml) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final product was character-
ized by HPLC on a Gemini 5 u C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 006-4435—E0)
HPLC column with an isccratic water/ acetonitrile (2/8; viv) mixture at a flow rate of 1 mL/
min. Retention time (ir): 4.2 min. RCY (d.c.): 42 %. RCP: 99 %.

c) N-{2-{4-(4-Benzyloxy-phenyi)-piperazin-1-yl]-2-oxc-ethyl}-3-{2-[2-{2-fluoro-ethoxy)-
ethoxyl}-ethoxy}-benzamide (HPLC standard)

I~
e

N(‘N
sk
o/—’
Va

r—

F

73 mg (0.10 mmol) of the tosylate precursor 5a are dissolved in 2mL acetonitrile. 8.8 mg
(0.12 mmol) potassium flucride and 44.4 mg Kryptofix in 1 mL acetonitrile are added and in-
cubated for 10 min at 100°C. The reaction is checked by analytical HPLC. After completion of
the reaction, the mixture is evaporated and the residue is chromatographed on silica gel us-
ing an ethy! acetate/hexane gradient.

Yield: 28 mg (49 %).

Elemental analysis:
caled.: C66.31 H6.61 F 3.28 N 7.25
found: C66.07 HE.73 F3.11 N 7.38
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Examplé 6

) Acetic acid 4-{4-{4-{4nitrophenyl)-plperazin-1-yl}-4-cxo-butyry-phenyt ester

To a solution of 1.18 g (5 mmol) of 4-(4-acetoxyphenyl)-4-oxobutyric acid {(Arch. Pharm.

- (Weinheim, Germany) 284; 292 (1951)) and 1.04 g (5 mmol) of 1-(4~nitrophenyl)piperazine _
(Aldrlch) in 20 mL DMF are added 1.71 mL {10 mmol) of N-ethyI-N N-diisopropyiamlna ang.

1.9 g (5 mmol} of 2-(1H-benzotriazol-1-ylHetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU).
The reaction mixture Is stirred at room temperature for 4h, then the solvents are evaporated
and the residue !s chromatographed on silica gel using an ethyl aoetatelethanol gradient
Yield: 1.53 g (72 %).

Elemental analysis:

calcd:C6211 HE45 NO.88
found: C61.89 H554  NO61

.b) Acetic acld 4—{4—[4-(4—amin¢-’phenyi)‘-piperazin-1-yﬂ#oxofbutyryl}-phenyl ester

oy

&
8"

To a solution of 851 mg (2 mmo_lj of nitro compound 6a in 50 mi. methanoVIjMF (3:1)is
added a catalytic amount of Pd on charcoal (10%) and the suspension Is stirred under hy-
drogen overnight at room temperature. The catalyst is filtered off and the solvent evaporated.

Yield: 791 mg (quantitative). The product Is used In the next step without further purification.

'c) Acetic. acid 4-[4—(4-{4—[(naphthalen&Z—carbonyI)—amino]-phenyl}—piperazin-1-yl)-4-oxo-

butyryil-phenyl estor
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To a sclution of 385 mg (1 mmol) acetic acid 4-{4-[4-(4-amino-phenyl)-piperazin-1-yl}-4-oxo-
butyryl}-phenyl ester (6b) and 180 mg (1.1 mmol) of 2-naphthalene carboxylic acid (Aldrich)
in 20 mL DMF are added 590 mg (1.14 mmol) of PyBOP and 0.35 mL (2 mmol) of N-ethyl-
N,N-dilsopropylamine and the reaction mixture Is stirred at room temperature. After 4h the
solvents are evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using an dichioro-
methane/hexane gradient.

Yield: 374 mg (68 %).

Elemental analysis:
caled.. C72.12 H5.69 N 7.65
found: C72.30 H5.61 N 7.42

d) Naphthalene-2-carboxylic acid (4-{4-[4-(4-hydroxy-phenyi)-4-oxa-butyryl]-piperazin-1-yi}-
phenyl)-amide |

242 mg (0.44 mmol) of the acetate 6¢ are soived in 30 mL of ethanol/DMF (1:1) and cooled
to 0°C. After addition of 2.2 mL. 2N NaOH the sofution is stirred for 30 min, glacial acetic acid
is then added until the pH Is below pH 7 and the solvents are evaporated. The raw product is
crystallized from water and dried at 40°C in vacuo. ’

Yield: 223 mg (quantitative).

Elemental analysis:
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The compound has a purity >95% according to HPLC and is suitable as & precursor of the F-
18 labelling. | | ‘7

WO 2010/028776 | PCT/EP2009/006406
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caled:C7335 H576 N8.28 | |
“found: C73.10 HS581  NB.25

e) Toluane—4vsulfonic acid 2-{4-[4(4—{4»[(naphthalene—2~carbonyl)-ammo]-phenyl}-plperazin
-yl)-4—oxo—butyryl]—phenoxy}-ethyl ester

0,
Nes

° ' . : 3 .

To & solution of 91 mg (0.18 mmol) of naphthalene-2-carboxylic acid ‘(4-(4-[4;(4hydrbxy-

_phenyl)—4-oxo-butyryl]—pipemzin—1 yl}-phenyl)-amide {6d) in 10 mL DMF are added 62 mg.

(0 45 mmol) of potassium carbonate and 100 mg {0.27 mmol) of 1,2 bis(tosyioxy)emane (Al
drich) The mlxture is heated to 60°C for 3 h. After stirring ovemtght at room temperature the -

- solvent is evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl ace-‘ :

tatelhaxane gradient.

Yield: 57 mg (46 %).

) Naphthalene—Z—earboxylic acid [4-(4{4-{4-(2-[F1 8}ﬂuoro-ethoxy)—phanyl]—4-oxo-butyryl}-

piperazin—1 -yl)-phenyl]-amide

The tosylate precursor 6e was dissolved In dry dimethytformamide (100 pL) and aceftonitrile:
(400 ul) and added to the dry potassium/ Kryptoﬁx! fluoride complex (vide supra). The solu-
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tion was heated to 110 °C for 6 min and then allowed to cool to room temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and was passed through
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was rinsed with water
(20 mi) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC purification. A Gemini
51 C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water {A) acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
mL/ min.

The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
(10 mi) and the compound was eluted with ethanoel (0.5 mL). The final product was character-
lzed by HPLC on a Gemini 5 u C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G-4435-E0)
HPLC column with an isocratic water/ acetonitrile (2/8; viv) mixture at a flow rate of 1 mt/
min. Retention time (ts): 5.6 min. RCY {d.c.): 35 %. RCP: 98 %.
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"Example 7

-a) rA'cetic acid. 4—[4-(4—{4~[(naphtha!en&1-carbonyl)-amino]-phenyi]—pgl:perazin-1-yl)-4-oxo-

butyryll-phenyl ester

¥ae

(ﬁ "

LA

To & solution of 385 mg (1 mmol) acstic acld 4-{4-{4-4-amino-phenyl)-piperazin-1-ylj-4-oxo-

butyry!}-pﬁenyl ester (6b) and 190 mg (1.1 mmol) of 1-naphthalene carboxylic acid (Aldﬁch)
in 20 mL DMF are added 590 mg (1.14 mmol) of PyBOP and 0. 35 mlL {2 mmo[} of N-ethyl-
N,N-diisopropylamine and the reaction mixture Is stirred at room temperature. After 4h the
solvents are evaporated and the residug is chromatog_raphad on silica gel using an dichlom-
methane/hexane gradient.

Yield: 336 mg (61 %).

. Elemental analysis:

caled.: C7‘212 H5.69 N765
found: C 71.94 H577 N 7.59

b) Naphthalene-1-carboxylic acid (4-{4-{4-(4-hydroxy-phenyl)-4-oxo-butyryil-piperazin-1-yl}-
phenyl)-amide
ot

o

HO

242 mg (0.4 mmol) of the acetate 7a are solved in 30 mL of sthanol/DMF (1:1) and cooled
to 0°C. After addition of 2.2 mL 2N NaOH the solution is stirred for 30 min, glacial acefic acid
Is then added until the pH Is below pH 7 and the solvents are evaporated. The raw product is
crystallmd from water and dried at 40°C in vacuo

Yield: 223 mg (quantltative)
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Elemental analysis:
caled.. C73.35 HS5.76 N 8.28
found: C73.21 H5.62 N&8.11

c) Toluene-4-sulfonic acid 2-{4-{4-(4{4-[(naphthalene-~1-carbonyi}-amino]-phenyl}-piperazin-
1-yl)-4-oxo-butyryl]-phenoxy}-ethyl ester

S
81%’

os

[+)

To a solution of 81 mg (0.18 mmol) of naphthalene-1-carboxylic acid (4-{4-[4-(4-hydroxy-
phenyl)-4-oxo-butyryi]-piperazin-1-yl}-phenyl}-amide (7b) in 10 mL DMF are added 62 mg
{0.45 mmol) of potassium carbonate and 100 mg (0.27 mmol) of 1,2 bis(tosyloxy)ethane (Al-
drich). The mixture is heated to 60°C for 3 h. After stirring overnight at rcom temperature the
solvent is evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl ace-
tate/nexane gradient.

Yield: 63 mg (51 %).

The compound has a purity >985% according to HPLC and is suitable as a precursor of the F-

18 labelling.

d) Naphthalene-1-carboxylic acid [4-(4-{4-[4-(2-[F-18]fluoro-ethoxy}-phenyl]-4-oxo-butyryl}-
piperazin-1-yl}-phenyll-amide

peas

N

dMJ
o]

g /0
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,_The tosylate precursor Ic was dissolved in dry dimethylformarmide (100 pL) and aceton:trile _

(400 pL) and added 1o the dry potassium/ Kryptofix/ fluoride complex (vlde supra). The solu-

tion was heated to 110 °C for min and then allowed to cool to room temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give & final volume of 10 mL and was passed through - -'
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was rinsed with water-

(20 ml) and the commund was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water 1o yield 5 mi. and was. subjectad to preparaﬁve HPLC purtﬁwﬁon A Gemini

By C 18 110 A, 250 * 10 mm {Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase
_ A water (AY acetonitrlle (B) 3 ! 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3 .
_mbl/min. : :
“The: solu’don was diluted with water to give a finel volume of 20 mL and was passed through
"a ‘Sep-Pak light C18 carridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
'(10 mi) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL) The final product was character- C
ized by HPLC on & Geminl 5 i C 18 110'A, 250 * 46 mm (Phenomenex, | OOGMSS—EO)- -
HPLC column with an isocratic water/ acatonitﬂ!e (2/8; viv) mixture at a flow rate: of 1 mu .
, min Retention time (tr): 6. 0 min. RCY {d. c.) 32 %. RCP: 97 %
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Example 8

a) Acetic acid 4-{4-[4-{4-benzyloxy-phenyl}-piperazin-1-yi]-4-oxobutyryi}-phenyl ester

ﬁ o0

To a solution of 652 mg (2.76 mmol) of 4-{4-acetoxyphenyl)-4-oxobutyric acid (Arch. Pharm.
(Weinhelm, Germany) 284; 292 (1951)) in 70 mL. THF and 0.40 mL triethyl amine (2.87
mmol) at —~15°C, 0.396 mL (3.03 mmol) iscbutyl chloroformate are added dropwise and the
solution is maintained at this temperature for another 15 min. Then, 740 mg of 1-{4-
benzyloxy-phenyl)-piperazine 3¢ and 1.7 mL triethy! amine (12.25 mmol) in 30 mL THF and
30 mL dichtoromethane are added siowly to this cold solution, the temperature is kept below
10°C for another 15 min and is then allowed to reach room temperature. After stiring over-
night the solvent is evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using a
hexanelethyl acetate gradient. |

Yield: 219 mg (45 %).

Elemental analysis:-
caled.:C71.59 H6.21 N 5.76
found: C71.33 H6.46 N 5.60

b) 1-[4-(4-Benzyloxy-phenyi)-piperazin-1-yil-4-(4-hydroxyphenyl)-butane-1,4-dione
(‘NQ.O./O
o~
HO :

229 mg (0.47 mmol) of the acetate 8a are solved in 30 mL of ethanol and cooled to 0°C. Af-
ter addition of 1.5 mL 3N NaOH the solution is stirred for 1 h, glaclal acetic acid is added until
the pH is below pH 7 and the solvents are evaporated. The raw product is crystallized from
ethanol.

Yield: 186 mg (89 %).

Elemental analysis:
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caled.: C72.95 H6.35 N 6.30
found: C72.78 H6.27 N6.41

5 ©) Toluene<4-sulfonic acid 24(4-{4—[444-behzyloxy¢phenyl)-.piperazlu.'1.;yl]-_4-qxobu'MY|}-.,

phenoxy)-ethyl ester

©
P

i

03

To a solution of 80 mg (O 18 mmol) of 1-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-plperazin-1-yl]-4~(4»<
10 hydroxyphenyl)-butane-‘i 4-dione (8b) in 10 mlL. DMF are added 62 mg (0 45 mmol) of potas- -

sium carbonate and 100 mg {0.27 mmol) of 1,2 bis(tosyloxy)eﬂ'lane (Aldrich) . The mlxture is

heated to 60°C for 3 h. After stlmng overnight at room. temperature the soivent is evapomted .

and the residue is chromatographed on silica gel using an ethy! acetate/hexane gradiant.
Yield: 60 mg (52 %).
156 .
" The compound has a purity >95% according to HPLC andis sultable as a precursor of the F-
18 labellmg :

28 d) - 1—[4-(4~Benzyloxy-pheny1)-piperazin-1-yl]-4—[4-(2—[F-1 8}ﬂuoro—ethoxy)—phenyl]—butane-1 4-
dione .

O
AT

1

-mF__/'o

The tosylate precursor 8¢ was dissolved in dry dimsthyiformamide (100 L) and acetonitrile
25 (400 L) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ flucride complex (vide supra). ThB‘SOl_LVE-_
tion was heated to 110 °C for 8 min and then allowed to cool to room temperature for § min,
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and was passed through
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a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was rinsed with water
{20 ml) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC purification. A Gemini
5 C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water (A) acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
mL/ min.

The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
(10 ml) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final product was character-
ized by HPLC on a Geminl 5 u C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G-4435-E0)
HPLC column with an isocratic water/ acetonitrile (2/8; v/iv) mixture at & flow rate of 1 ml/
min. Retention time (ta): 4.7 min. RCY (d.c.): 45 %. RCP: 99 %.
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, 'E'x.al.r'lple 9

-.a) Acetic acid 3»[2-(4-{4—{(naphthalene-z-carbonyl)-amino]-phenyl}-plperazin-1-yl)-2-oxo—
ethylcarbamoyl]—phenyl ester

NU

-«du

Toa solutlon of 386 mg (1 mmol) acetic acid 3-{2»[4-(4~amino-phenyt)-piperazln-1-yu-z-oxo-, -
ethylcarbamoyl}-phenyl ester (4b) and 180 mg (1.1 mmol) of 2-naphthalerie carboxylic acid
_(Aldﬁch) in'20 mL DMF are added 590 mg (1.14 mmol) of PyBOP and 0.35 mL (2 mmol) of o
N-ethyl-N, N—diisopropylamlne and the reaction mixture is stirred at room temperature After '_ -
4h the scivents are evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using andi-
 chloromethane/hexane gradient.

Yield: 025 g (43.9 %).

Elemental analysis:
calcd. C69.80 H549  N10.18

found: C69.55 H561 N10.03

b) Naphﬂlalene-z-carboxylic acld (4-{4-[2-(3—hydroxy—benzoytamIno)—acetyl]-piperazin-‘t—yl}-
phenyl)}-amide

37

-240 mg (0 44 rnmol) of the aoetate Sa are solved in 30 mL of ethanolfDMF (1 1)and cooled

to 0°C. After addition of 2. 2 mL 2N NaOH the solution Is stirred for 30 min, glacial acetic aeid

is then added until the pH is below pH 7 and the solvents are evaporated. The raw product Is

ctystallized from water and dried at 40°C in vacuo.
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Yield: 220 mg (quantitative).

Elemental analysis:
5 caled:C7085 HS5E55 N 11.02
found: C7053 HSE77 N 10.85

¢) Toluene-4-sulfonic acid 2-{3-[2-(4-{4-{(naphthalene-2-carbonyl}-amino]-phenyl}-piperazin-
10 1-yl)-2-oxo-ethylcarbamoyl]-phenoxy}-ethyl ester

o v
e |
of, gt

To a solution of 92 mg (0.18 mmol) of Naphthalene-2-carboxylic acid (4-{4-{2-(3-hydroxy-
benzoylamino)-acetyll-piperazin-1-yl}-phenyl)}-amide (8b) in 10 mL DMF are added 62 mg
15 (0.45 mmel) of potassium carbonate and 100 mg (0.27 mmol) of 1,2 bis(tosyloxy)ethane (Al-
drich) . The mixture Is heated to 60°C for 3 h. After stirming ovemight at room temperature the
solvent Is evaporated and the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl ace-
tate/hexane gradient.
Yield: 58 mg (46 %).
. 20
' The compound has a purity >95% according to HPLC and is suitable as a precursor of the F-
18 labelling.

25 d) Naphthalene-2-carboxylic acid [4-(4-{2-[3-(2-[F-18]fluoro-ethoxy)-benzoylamino]-acetyl}-
piperazin-1-yl}-phenyi]-amide

o
O

"p\_\cpé.u"(:)
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The tosylate precursor 8c was dissolved in dry dimethylformamide (100 L) and acetonitrile
{400 pL) and added to the dry potassium/ Kryptofix/ fluoride complex (vide supra). The solu-
tion was heated to 110 °C for 6 min and then allowed to cool to room temperature for 5 min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 10 mL and was passed through
a Sep-Pak Plus C18 cartridge (Waters, WAT020515). The cartridge was rinsed with water
(20 ml) and the compound was eluted with acetonitrile (3 mL). The eluted compound was di-
luted with water to yield 5 mL and was subjected to preparative HPLC purification. A Gemini
5u C 18 110 A, 250 * 10 mm (Phenomenex, 00G-4435-N0) was used as a stationary phase.
A water (AY acetonitrile (B) 3 / 7 mixture was used as a mobile phase with a flow rate of 3
ml/ min.
The solution was diluted with water to give a final volume of 20 mL and was passed through
a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501). The cartridge was rinsed with water
{10 ml) and the compound was eluted with ethanol (0.5 mL). The final preduct was character-
ized by HPLC on a Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Phenomenex, 00G-4435-E0)
HPLC column with an isocratic water/ acetonitrile (2/8; v/v) mixture at a flow rate of 1 mL/
min. Retention time {tz): 4.6 min. RCY (d.c.): 39 %. RCP: 99 %.

e) Naphthalene-2-carboxylic  acid  [4-{4-{2-[3{2-flucro-sethoxy)-benzoylamino}-acetyl}-
piperazin-1-yl)-phenyl]-amide (HPLC-Standard)

(o)
NH
Wend
g

To a solution of 56 mg (0.11 mmol) of Naphthalene-2-carboxylic acid (4-{4-[2-{3-hydroxy-

. benzoylamino)-acetyl]-piperazin-1-yi}-phenyl)-amide (9b} in § mL DMF are added 34 mg

(0.25 mmol) of potassium carbenate and 10 ul (0.13 mmol) of 1-fluoro-2-bromoethane
(ABCR, Germany). The mixture is heated to 60°C for 3 h, The soclvent is evaporated and the
residue taken up In dimethyl sulfoxide and chromatographed twice on RP-18 using a wa-
ter/acetonitrile gradient.

Yield: 24 mg (40 %).

Elemental analysis:
calcd.: C68.30 H563 F 3.43 N 10.10
found: C69.15 H5.81 F 3.22 N 10.28
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Example 10

a) {2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi]-2-oxo-ethyi}-carbamic acid tert-butyl ester

s >

_)_29*” o

To a solution of 7.7 g (43.97 mmol) t-Butoxycarbonyl-giycine (Aldrich) in 800 mL THF and 8
mL. triethyl amine (57.71 mmol) at —15°C, 5.75 mL (43.97 mmol) isobutyl chloroformate are
added dropwise and the solution is maintained at this temperature for another 15 min. Then,
11.8 g of 1-{4-benzyloxyphenyl}-piperazine (3c) and 29 mL triethyl amine (210 mmol) in 300
mL THF/dichloromethane (1:1) are added slowly to this cold solution, the temperature is kept
below 10°C for another 15 min and is then allowed to reach room temperature. After stirring
overnight the solvent is evaporated and the residue is taken up in ethy! acetate. This solution
is washed successively with aqueous sodium carbonate, water, 1 M aqueous HCI solution,
saturated aqueous sodium chloride solution, finally dried over magnesium suifate and then
evaporated. This residue is chromatographed on silica gel using a hexanefethyl acetate gra-
dient.

Yield: 15.51 g (82.9 %).

Elemental analysis:
caled.: C67.74 H7.34 N 9.87
found: C67.33 H7.47 N 9.62

b) 2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl}-2-oxo-ethyl-ammonium chloride

o (“Nﬁ{o

J
n,n’_do‘

17.0 g (39.95 mmol) of {2-[4-{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl]-2-oxo-ethyl}-carbamic acid
tert-butyl ester (10a) are suspended in 360 mL 2N HCI in diethyl ether and stirred overnight
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at room temperature. The precipitate is filtered off and washed with ether and: dried at 40°C
in vacuo. -
Yield: 14.5g (quanﬂtaﬁve) The pmduc! is used in the next step without further puriﬁcation

¢) N-{2{4{4-Benzyloxy-pheny!)-piperazin-1-yl}-2-oxo-ethyl}-6-bromo-nicotinamide

6:*:’

Br

To a solution of 202 mg (1 mmol) of 2-bromo-5-pyridinecarboxylic acid (Aldrich) and 398 mg .-
(1.1 mmof) of 2—[4—(4-benzy!oxyphenyl)—plperazin-‘l-yl]-z-oxoethyl-ammonium chloride- (_%_J |
in 20 mL DMF are added 624 mg (1.2 mmoif) PyBOP and 0.61 mL. N-ethyl-N N-
'diisopropylamine and the reaction ‘mixture Is stirred ovemight at reom temperature After' -'
- evaporation of the solvent the. residue is chromatographed on silica gel usmg an ethyl aee—

tate/ethanol gradient.
Yield: 183 mg (35.9 %).

_ Elomental analysis:
calcd: C5895 H4.95 Br1569  N11.00
found: C58.66 - H5.18 Br1520 N 11.386
' The compound has a purity >96% according to HPLC and is su:table as a precursor for the
'F-18 labelling.

d) N-{2_5[4-(4~BenzyloxyApheny1)-piperazIn-1-yl]-2-0xo-ethyl}'—6‘-ﬂupro-nicotinamida 7

o

g

To a solution of 141 mg (1 mmol) of 2-fluoro-5-pyridinecarboxylic acid (Aldrich) and 398 mg
(1.1 mmol) of 2-[4-(4-benzyloxyphenyl)-piperazin-1-yll-2-oxosthyl-ammonium chioride (1 0b)
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in 20 mL DMF are added 624 mg (1.2 mmol) PyBOP and 0.61 mL N-ethyl-N,N-
dilsopropylamine and the reaction mixture is stirred overnight at room temperature. After
evaporation of the solvent the residue is chrematographed on silica gel using an ethyl ace-
tate/ethanol gradient.

Yield: 302 mg (67.3 %).

Elemental analysis:
calcd.: C66.95 H5.62 F 424 N12.49
found: C66.84 H5.97 F 3.95 N 12,52

e) N-{2-[4-{4-Benzyloxy-phenyi)-piperazin-1-yl]-2-oxc-ethyl}-6-[F-18]-fluoro-nicotinamide

Aqueous ['®FFluoride (5.1 GBq) was trapped on a QMA cartridge (Waters, Sep Pak Light
QMA Part.No.: WAT023525 ) and eluted with 5mg K»2»in 0,95ml MeCN +1mg KzCOs in 50ul
water into a Wheaton vial (Sml). The solvent was removed by heating at 120°C for 10 min
under a stream of nitrogen. Anhydrous MeCN (1 ml) was added and evaporated as before.
A solution of precursor 10¢ (5 mg) in 700 pl anhydrous DMSO was added. After heating at
180°C for 30 min the crude reaction mixture was diluted with water to a total volume and pu-
rified by preparative HPLC: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm, Advanced Chromatography
Technologies; Cat.No.: ACE 321-2510; isocratic, 35% acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid,
flow: 4 ml/min; tg=18min. The collected HPLC fraction was diluted with 40ml| water and im-
mobilized on a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501), which was washed with
5ml water and eluted with 1mt ethanol to deliver 1015 MBq of the product (36%, corrected for
decay; radiochemical purity >99%). The desired product was characterized by co-injection
with the non-radioactive F-19 fluoro standard on the anazlytical HPLC: Agilent ZORBAX
300SB-C18 250*4.6 mm ; 5 um Agilent; PN 880995-902; A): Water + 0,1% TFA, B): MeCN +
0,1% TFA, 0 to 10 min, 35% B; 10 to 10:30 min, 35% B to 100%B; 1mL/min (tz=7.8min),
RCP: 99 %(HPLC).

%




10

15

20

25

| WO 2010028776 - |  PCT/EP2009/006406
_ “ _ 06

Exampleﬁ

a) 'N-{Z-[4—(4-Benzyloxy—pheriyl)—piperazin-'l_-yl]-z-pko-ethyl}_-z-'bromo-isoniootjnamide

o

3t

To a solution of 202 mg (1 mmol) of 2-bromo-4-pyridinecarboxylic acid (Alfa) and 388 mg
(1.1 mmol) of 2{4-(4-benzyloxyphenyl)-piperazin-1-yi}-2-oxoethyl-ammonium chioride (10b)
in 20 mL DMF aré added 624 mg (1.2 mmol) PyBOP and 0.61 mL N-ethyI—N N-
diisopropylamine and the reaction mixture Is stirred overnight at room temperature. After
evaporation of the solvent the residue is chromatographed on sfiica gel using an ethyl ace-
tate/ethanol gradlent. The product containtng fractions are collected and recrystallized from -
ethyl acetate.

Yield: 165 mg (32.4 %).

- Elemental analysis: 7 |
caled: C58.95 H485 Br1569 N11.00
found: G58.32 H508 Br1511 N10.73

The compotund has a purity >85% accordlng to HPLC and is suitable as a precursor for the
F-18 labe[lhsg :

b) N—_{Z_—[4'-(4-B_enzyloxy_-phényl)~:p:lperaﬁn-1—yu-z-oxb-ethyl}-z-ﬂmro-tsonicotinamide

e
dm o

F

To a solution of 141 mg (1 mmol) of 2-fluoro-4-pyridinecarboxyiic acid (Aldrich) and 398 mg
{1.1. mmol) of 2-}4-{4-benzyloxyphenyl}-piperazin- 1-yi]-2-oxosthyl-ammonium chioride (10b)

in 20 mL DMF are added 624 mg (1.2 mmol) PyBOP and 061 mL N~eﬂ1yl~N N-

diiscpropylamine and the reaction mixture is stired overnight at room temperature. After -
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evaporation of the solvent the residue is chromatographed on silica gel using an ethyl ace-
tate/ethano) gradient.
Yield: 326 mg (72.7 %).

Elemental analysis:
caled.:. C66.95 H 5.62 F4.24 N 12.49
found: C66.58 H 5.81 F 4.03 N 12.68

¢} N-{2-[4{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi}-2-oxo-ethyl}-2-[F-18]-flucro-isonicotinamide

Aqueous ["F]Fluoride (4,9 GBq) was trapped on a QMA carfridge (Waters, Sep Pak Light
QMA Part.No.: WAT023525 ) and eluted with 5mg Kz22in 0,95ml MeCN +1mg KzCOj3 in 50l
water into a Wheaton vial (5ml). The solvent was removed by heating at 120°C for 10 min
under a stream of nitrogen. Anhydrous MeCN (1 ml) was added and evaporated as before.
A solution of precursor 11a (5 mg) in 700 pl anhydrous DMSO was added. After heating at
180°C for 30 min the crude reaction mixture was diluted with water to a total volume of S5mL
and purified by preparative HPLC: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm, Advanced Chromatogra-
phy Technologies; Cat.No.: ACE 321-2510; isocratic, 35% acetonitrile in 0.1% trifluoreacetic
acid, flow: 4 ml/min; t==18min. The collected HPLC fraction was diluted with 40ml water and
immobilized on a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501), which was washed with
Sml water and eluted with 1ml ethanol to deliver 1293 MBq of the product (44%, corrected
for decay) which was characterized and reconfirmed by co-injection with the non-radioactive
F-19 fluoro standard using analytical HPLC: Agilent ZORBAX 300SB-C18 50*4.6 mm ; 5 ym
Agilent; PN 880995-802, A): Water + 0,1% TFA, B): MeCN + 0,1% TFA, 0 to 10 min, 35% B;
10 to 10:30 min, 35% B to 100%B; 1mL/min, (tz=7.5min), RCP: >899 %{HPLC).
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Example 12

a} N-{2-[4-{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi]-2-oxo-ethyl}-2-bromo-nicotinamide

g

To a solution of 202 mg (1 mmol) of 2-bromo-nicotinic acid (Aldrich) and 398 mg (1.4 mmol) :
of 2-[4-(4—benzyloxyphenyl)—piperazln—1-yu-z-oxoethyl-ammonium chloride {10b) in 20 ml.

DMF are added 624 mg (1.2 mmol) PyBOP and 0.61 mL N—ethyl-N,N—diisopropylamine and

the reaction mixture Is stirred overnight at room temperature. After evaporation of the solvent

the residue Is chromatographed on silica gel using an ethy} acetate/ethanol gj'adient.
Yield: 210 mg (41.2 %). | o

Elemental analysis:

calcd: C58.95 H4.85 Br1568 N11.00
found: C58.11 H475 Br1539 N11.03

_The compound has a purlty >95% according to HPLC and is suitable as a precursor for the :

F-18 labslling.

'b) N¥{2f[4-(4-Benzylo>iy-ph§nyl)?plperazlrieT -yl]-2—oxo~ethyl}-2.—fluoro'~nic¢'itinamide'

-p

&

“To a solution of 141 mg (1 mmol) of 2-fluoro-nicotinic acid (Aldrich) and 398 mg (1.1 mmof)
of 2-[4-(4~benzyloxyphenyl)—piperazin—1-yl]-z-oxoathyl-ammonhm chioride (10b) in 20 mL

DMF are added 624 mg (1.2 mmol) PyBOP and 0.61 mL N-ethyl-N N-dhsopropylamine and

_ the reaction mlxture_ is stirred overnight at room temperature. After eva_po,ration; of the solvent
the residue Is chromatographed on sflica gel using an sthy! acetate/ethano! gradient. '
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Yield: 326 mg (72.7 %).

Elemental analysis:
calcd.: C66.85 H5.62 F 4.24 N 12.49
found: C66.71 Hb5.79 F 3.88 N 12.30

c) N-{2-[4-{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi]-2-oxo-ethyl}-2-]F-18]-fluoro-nicotinamide

Aqueous ['®F]Fluoride (7 GBq) was trapped on a QMA cartridge (Waters, Sep Pak Light
QMA Part.No.: WAT023525 ) and eluted with Smg Kz22in 0,85ml MeCN +1mg K;CO, in SOut
water into a Wheaton vial {(5ml). The solvent was removed by heating at 120°C for 10 min
under a stream of nitrogen. Anhydrous MeCN (1 mi) was added and evaporated as before.
A solution of precursor 12a (5 mg) in 700 pi anhydrous DMSO was added. After heating at
180°C for 30 min the crude reaction mixture was diluted with water to a total volume of SmL
and purified by preparative HPLC: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm, Advanced Chromatogra-
phy Technologles; Cat.No.: ACE 321-2510; isocratic, 35% acetonitrile in 0.1% triflucroacetic
acid, flow: 4 mUmin; tz=19min. The collected HPLC fraction was diluted with 40ml| water and
immobilized on a Sep-Pak light C18 cartridge (Waters, WAT023501), which was washed with
5ml water and eluted with Tml ethanol to deliver 2015 MBq of the product (49%, corrected
for decay) which was characterized and reconfirmed by co-injection with the non-radicactive
F-19 fluoro standard using analytical HPLC: Agilent ZORBAX 300SB-C18 50*4.6 mm ; 5 pm
Agilent; PN 880995-802, A): Water + 0,1% TFA, B): MeCN + 0,1% TFA, 0 to 10 min, 35% B;
10 to 10:30 min, 35% B to 100%B; 1mL/min, (tz=7.8min), RCP: >99 %(HPLC).
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Example 13: Biological data
a) Methods

Binding studies using human brain homogenate ,

A competition assay with a tritiated amyloid ligand was performed in 96-well plates (Greiner
bio-one; Cat. 651201; Lot. 06260130) using brain homogenate from AD patients.
Homogenates were prepared by homogenizing (Ultra-Turrax, setting 2, 30.s, 24000 rpm)
dissected frontal cortex containing grey matter and white matter from AD patients in phos-
phate buffered saline (PBS, pH 7.4). The homogenate with a concentration of 100 mg wet
tissue/m! was divided into aliquots of 300 pl and stored at -80°C.

Varying concentrations of the unlabeled test substances were incubated with 100 pg/mi ho-
mogenate and 10 nM of the tritiated ligand in PBS, 0.1% BSA (final volume 200 pl) for 3 h at
rcom temperature. Subsequently the binding mixture was filtered through Whatman GF/B fil-
ters (wetted with PBS, 0.1% BSA) using a Filtermate 196 harvester (Packard). Filters were
then washed twice with PBS, 0.1%BSA and 40 pl scintillator was added to sach well before
the bound radioactivity was measured in a TopCount devise (Perkin Eli'ner). Non-speciﬁc'
binding was assessed by adding an access of 1000x of the tritiated ligand to the reaction
mixture. Finally IC50 values were calculated with the help of appropriate analysis software.

Autoradiographical analysis

Fresh frozen as well as paraffin embedded sections of the frontal lobe from Alzheimer's de-
mentia patients, frontotemporal dementia patients and age matched controls were used for
the study.

Frozen sections, sliced at 18 um thickness on a cryostate (Leica, Germany) and paraffin sec-
tions, sliced on a sliding microtom (Leica) at a thickness of 6 pm, were mounted onto glass
slides (Superfrost Plus, Fa.Menzel, Braunschweig Germany). Frozen sections were allowed
to adhere to the slides for several nights at -20°C. The paraffin sections were deparaffinized
using routine histological methods. For binding studies sections were incubated with the F-18
tabeled test compound at 10 Bg/p! diluted in 25mM Hepes buffer, pH 7.4, 0,1% (BSA) (200-
300 pl/slide) for 1,5 hour at room temperature in a humidified chamber. For blocking experi-
ments a 1000-fold access of the unlabeled test substance was added to the incubation mix-
ture. After hybridization, sections were washed four times with Hepes buffer, 0.1% BSA (or
alternatively two times with 40% ethano!) and finally dipped two times into dest. water for 10
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sec. The air-dried sections were exposed to imaging plates and signals were detected by a
phosphoimager device {Fuji BAS5000).

Biodistribution

Blodistribution and excretion studies were performed in mate NMRI mice (body weight app.
30 ¢; 3 animals per time point). The animals were kept under nomnal laboratory conditions at
a temperature of 22 + 2°C and a darkflight rhythm of 12 hours. Food and water were pro-
vided ad libitium. During an acclimation period of at least 3 days before the beginning of the
study animals were clinically examined to ascertain the absence of abnormal clinical signs.

At 2, 5, 30, 60, 240 min post intravenous injection via the tail vein of ca. 150 kBq in 100 pl of
the test compound, urine and feces were quantitatively collected. At the same time points,
animals were sacrificed by decapitation and under isofiurane anaesthesia and the following
organs and tissues were removed for the determination of radicactivity using a gamma-
counter: spleen, liver, kidney, lung, femur, heart, brain, fat, thyroid, muscie, skin, blood, tail,
stomach (without content), testicle, intestine (with content), pancresas, adrenals, and the re-
maining body. For analysis the decay corrected percentage of the injected dose per tissue
welght (%ID/g + standard deviation) was calculated.
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Autoradiography

Fig. 1 shows the autoradiographical analysis of binding of 3g to cryosections from cortex of
Alzheimer's disease patients (AD) and controls without AR plaques (HC/FTD) (healthy con-
trol/ frontotemporal dementia). Specific binding in plagque-rich regions of AD samples is indi-
cated by arrows.
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Autoradiography

Fig. 2 shows the autoradiographical analysis of binding of example 10e to cryosections from
cortex of Alzhelmer's disease patients (AD) and controls without AR plaques (HC/FTD)
(healthy control/ frontotemporal dementia). Specific binding in plague-rich regions of AD
samples is indicated by arrows.
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Autoradiography

Fig. 3 shows the Autoradiographical analysis of binding of example 11¢ to cryosections from
cortex of Alzheimer’s disease patients (AD) and controls without AR plaques (HC/FTD)
(healthy control/ frontotemporal dementia). Specific binding in plague-rich regions of AD
samples is indicated by arrows.
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Autoradiography
Fig. 4 shows the autoradiographical analysis of binding of example 12¢ to cryosections from
cortex of Alzheimer's disease patients (AD) and controls without AR plaques (HC/FTD)

(healthy control/ frontotemporal dementia). Specific binding in plaque-rich regions of AD
samples is indicated by arrows.

|C50 values of selected compounds

Fig. 5 shows IC50 values in [nM] of selected compounds measured in a competition assay
using brain homogenate from AD patients.

I
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_ Example 14

-a) 5-Benzyloxy-2-bromo-pyridine

To a solution of 10.0 g (57.47 mmel) of 2-bromo-5-hydroxypyridine in 400 mL DMF was *
added 14.75 g (86.21 mmol) of benzyl bromide and 23.82 g (1724 mmol) of potasslum car-'.'-
‘bonate. The mixture was stired for 6 h at 60°C and ovemight at room temperature. The Sus- -
pension was filtered off and after evaporation of the solvent the residug was chromatogra- R

phed on silica gel using a dichloromethans/methanol gradient.

- Yield 14.82 g (88.7 %).

MS (ESlpos): m/z = 264, zss[mH]
H-NMR (300MHz, CHLOROFORM-d) 5 {ppm}= 5.10 (s, 2H) 7.16 (dd, 1H) 7.32 - 747 (m 7
- 6H), 8.14 (d, 1H). '

b) 1-{5-Benzyloxy-pyridin-2-yl)-piperazine

- All glassware was dried at 100"0 To a solutlon of 5.27 g (61.22 mmol) of plperazine ln 180
mL toluene was added 561 mg (0 61 mmol) of tris(dibenzylidene acetone) dipaliadium{O) and
520 mg (0.83 mmol) of BINAP (2, 2'-bis(diphenylphospl'ﬁne)-1 1 -blnaphthyl) Then. a solution .-
of 14.7 g (55.66 mmol) of 5-benzyloxy-2-brome—pyridme (example 14a) in THF was added -
_}followed by a suspenslon of 8.02 g {83.48 mmol) of sodium t-butylate in THF
The reaction mixture was refluxed. for 8 h and stirred at room tempemture overnight Aﬁer '

evaporation of the solvents the residue was chromatographed on silica gel using a dichloro-
methanelmethanol gradlent.
Yield: 7.12 g(47.0 %).

MS (ESIpos): miz = 270 [M+H]'
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'H-NMR (300MHz, CHLOROFORM-d): & [ppm}= 2.97 - 3.07 (m, 4H), 3.36 - 3.46 (m, 4H),
5.04 (s, 2H), 6.63 (d, 1H), 7.21 (dd, 1H), 7.29 - 7.48 (m, §H), 8.00 (d, 1H).

c) tert-butyt (2-{4-[5-(benzyloxy)pyridin-2-yl]piperazin-1-yl}-2-oxoethyl)carbamate

e

=

4

To a solution of 4.63 g (26.43 mmo!) +-Butoxycarbonyl-glycine (Aldrich) in 500 mL THF and 5
mL triethyl amine (35.87 mmol) at -15°C, 3.43 mL (26.43 mmol) isobutyl chloroformate were
added dropwise and the solution was maintained at this temperature for another 15 min.
Then, 7.12 g of 1-{5-Benzyloxy-pyridin-2-yl)-piperazine (14b) and 18 mL triethyl amine (129
mmol) in 200 mL THF/dichloromethane (1:1) were added slowly to this cold solution, the
temperature was kept below -10°C for another 15 min and was then allowed to reach room
temperature. After stirring overnight the solvent was evaporated and the residue was taken
up in ethyl acetate. This solution was washed successively with aqueous sodium carbonate,
water, 1 M aqueous HCI solution, saturated aqueous sodium chioride solution, finally dried
over magnesium sulfate and then evaporated. This residue was chromatographed on silica
gel using a hexane/ethyl acetate gradient.

Yield: 8.04 g (70.6 %).

MS (ESlpas): m/z = 427 [M+H]"

H-NMR (300MHz, CHLOROFORM-d): 8 [ppm]= 1.46 (s, 9H), 3.36 - 3.45 (m, 2H), 3.51 (br.
s., 4H), 3.70 - 3.81 (m, 2H), 4.02 (d, 2H), 5.05 (s, 2H), 5.53 (br. s., 1H), 6.65 (¢, 1H), 7.23
(dd, 1H), 7.30 - 7.48 (m, 5H), 8.00 (d, 1H).

d) N-(2-{4-[5-{benzyloxy)pyridin-2-yl]piperazin-1-yl}-2-oxoethyi}-2-fluoropyridine-4-
carboxamide

K

\ 4
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8.0 g (18.76 mmol) of tert-butyl {2{4-[5-{benzyloxy)pyridin-2-yi]piperazin-1-yl}-2-oxoethyl}
carbamate (14¢) were suspended in 160 mL 2N HC! in diethyl ether and stirred overnight at
room temperature. The precipitate was filtered off and washed with ether and dried at 40°C .
in vacuo. )

" Yield: 7.4 g {quantitative). The product was used in the next step without further purification.

MS (ESIpos): m/z = 327 [M+H]

To a solution of 177 mg (1.25 mmol} of 2-fluoropyridine-4-carboxylic acid (Aldrich) and 501
mg (1.38 mmol) of hydrochloride prepared above in 40 mL DMF were added 784 mg (1.5
mmol) PyBOP and 0.80 mL N-ethyl-N,N-diisopropylamine and the reaction mixture was
stimed overnight at room temperature. After evaporation of the solvent the residue was
chromatographed on silica ge! using an ethyl acetate/ethanol gradient.

Yield: 315 mg (50.2 %).

MS (ESlpos): m/z = 449 [M+H]"

H-NMR (400MHz, DMSO-dg): 3 [ppm]= 3.37 (br. s., 2H), 3.44 (br. s., 2H), 3.52 - 3.66 (m,
4H), 4.22 (d, 2H), 5.07 (s, 2H), 6.83 (d, 1H), 7.27 - 7.47 (m, 6H), 7.53 (s, 1H), 7.70 - 7.81 (m,
1H), 7.95 (d, 1H), 8.39 (d, 1H), 9.01 (t, 1H).

e) N-(24{4-[5-{benzyloxy)pyridin-2-yl]piperazin-1-yl}-2-oxosthyl)-2-bromopyridine-4-

carboxamide
°\/©

»
8.0 g (18.76 mmol) of tert-butyl (2-{4-[5{benzyloxy)pyridin-2-yl]piperazin-1-yl}-2-oxoethyl}
carbamate (14c) were suspended in 160 mL 2N HCI in diethyl ether and stirred overnight at
room temperature. The precipitate was filtered off and washed with ether and dried at 40°C
in vacuo.

Yield: 7.4 g (quantitative). The product was used in the next step without further purification.
MS (ESlpos). m/z = 327 [M+H]"

To a solution of 1.01 g (5.01 mmol) of 2-bromopyridine-4-carboxylic acid (Aldrich} and 2.0 g
(5.51 mmol) of hydrochloride prepared above in 160 mL DMF were added 3.13 g (6.0 mmol)
PyBOP and 2.75 mlL. N-ethyl-N,N-diisopropylamine and the reaction mixture was stirred
overnight at room temperature. After evaporation of the solvent the residue was chroma-
tographed on silica gel using an ethyl acetate/ethanol gradient.

Yield: 738 mg (27.7 %).




10

16

25

30

WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406
78

MS (ESIpos): m/z = 510, 512 [M+H]"

'H-NMR (400MHz, DMSO-dg): 5 [ppm]= 2.72 (s, 1H), 2.88 (s, 1H), 3.40 - 3.48 (m, 2H), 3.51 -
3.64 (m, 4H), 4.21 (d, 2H), 5.07 (s, 2H), 6.86 (d, 1H), 7.25 - 7.48 (m, 6H), 7.81 (dd, 1H), 7.95
(d, 1H), 8.02 (s, 1H), 8.56 (d, 1H), 9.06 (s, 1H).

f) [*F}-N-(2-{4-[5-(benzyloxy)pyridin-2-yl]piperazin-1-yl}-2-oxocethyl)}-2-fluoropyridine-4-

carboxamide
s
QJ\.«T"\)

Agueous ["®F]Fiuoride 38.7GBq was trapped on a QMA cartridge (Waters) and eluted with
2mL of a TBAOH solution (1.5mL MeCN, 0.3 mL H;O + 8uL TBACH sol. (40%)) into the re-
actor. The solvent was removed by heating at 120°C for 10 min under a stream of nitrogen.
Anhydrous MeCN (1 mL.) was added and evaporated as before. A solution of precursor 14e
(5 mg) in 500 ! anhydrous DMSO was added. After heating at 180 °C for 20 min the crude
reaction mixture was diluted with 4 mL water/MeCN (50:50) and purified by preparative
HPLC: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm; isocratic, 25% acetonitrile in water with 0.1%
trifluoroacetic acid, flow: 4 mL/min; tg~22 min. The collected HPLC fraction was diluted with
40mL water and immobilized on a Sep-Pak plus short tC18 cartridge (Waters), which was
washed with 5mL water and eluted with 1mL ethanol to deliver the 3.5 GBq of the F-18 Ia-
beled product (15.5 % rc. yield, corrected for decay; >96% HPLC) in 1000ul EtOH in a over-
all synthesis time of ~80 min. The desired F-18 labeled product 14f {tz=3.2 min) was ana-
lyzed using analytical HPLC: ACE3-C18 50 mm x 4,6 mm; solvent gradient: start 5 % ace-
tonitrile — 95 % acetonitrile in 0.1% triflucroacetic acid in 7 min., flow: 2mL/min and confirmed
by co-injection with the corresponding non-radioactive F-19 fluoro-standard 14d on the ana-
Iytical HPLC {tz=3.1 min).

HPLC analysis is shown in Fig. 6 A and Fig. 6 B.
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Example 15

a) 2-{4-[4-(Benzyloxy)phenyl]piperazin-1-yl}-2-oxcethyl acetate

To a solution of 1.42 g (12 mmol) acetoxyacetic acid (Aldrich) in 300 mL THF and 7.5 mL
triethyl amine (54.3 mmol) at ~15°C, 1.73 mL (13.23 mmol) Isobutyl chioroformate were

added dropwise and the solution was maintained -at this temperature for another 15 min.
Then, 3.23 g (12 mmol} of 1-{4-benzyloxyphenyl)-piperazine (_J and 1.74 mL triethyl amlne
(12.5 mmol) in 240 mL THFldfchloromethane (1:1) were added slowly to this cold solution,
the temperature was kept below -10°C for another 15 min and was then allowed to reach
room temperature. After Sﬂrﬁng ovemight the solvent was evaporated and the residue was
taken up in ethyl acetate. This solution was washed successively with aqueous sodium car-

bonate, water, 1 M aqueous HCl solutlon, saturated aqueom; sodium chloride solution. ﬁnally -

dried over magnesium suifate and then evaporated. This residue was chromatographed on

~ silica gel using a hexane/ethyl acetate gradient.

Yield: 1.12 g (25.2 %).

MS (ESIpos): miz = 369 [M+H]*
"H-NMR (300MHz, CHLOROFORM-d): & [ppm= 2.21 s, 3H), 3.02 - 3.14 (m, 4H), 3.55 (br.
., 2H), 3.78 (br. s., 2H), 4.78 (s, 2H), 5.03 (s, 2H), 6.83 - 7.00 (m, 4H), 7.20 - 7.48 (m, 5H).

'b) 1-[4-{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl}-2-hydroxy-ethanone

I

246 mg (0.67 mmol) of the acetate 15a were solved in 40 mL of ethanol and cooled to 0°C.
After addition of 2.1 mL 3N NaOH the solution was stirred for 1 h, glacial acetic acld was
added until the pH was below pH 7 and the solvents were evaporated. The raw product was
crystallized from ethanol. ' -

Yisld: 116 mg (52.7 %).

b B R

wE i
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MS (ESIpos): m/z = 327 [M+H]"

'H-NMR (300MHz, CHLOROFORM-d): 3 [ppm]= 3.01 - 3.14 (m, 4H), 3.37 - 3.48 (m, 2H),

3.63 (t, 1H), 3.78 - 3.88 (m, 2H), 4.22 (d, 2H), 5.04 (s, 2H), 6.83 - 7.00 (m, 4H), 7.29 - 7.49
5 (m,5H).

c) 2-{4{4-(benzyloxy)phenyl]piperazin-1-yl}-2-oxoethyl 2-fluoropyridine-4-carboxylate

Sy
=

10 To a solution of 28.2 mg (0.2 mmol) 2-flucropyridine-4-carboxylic acid (Aldrich) in 5 mL. THF
and 29 uL (microliter) triethyl amine (0.2 mmol) at —15°C, 31.6. uL (0.22 mmot) isobutyl
chloroformate were added dropwise and the solution was maintained at this temperature for
another 15 min. Then, 65.28 mg (0.2 mmol) of 1-[4-{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi}-2-
hydroxy-ethanone (16b) and 125 ul triethyl amine (0.9 mmol) in 5 mL THF/dichloromethane

15 {1:1) were added slowly to this cold solution, the temperature was kept below -10°C for an-
other 15 min and was then allowed to reach room temperature. After stirring overnight the
solvent was evaporated and the residue was taken up in ethyl acetate. This solution was
washed successivaly with aqueous sodium carbonate, water, 1 M aqueous HCI solution,
saturated aqueous sodium chloride solution, finally dried over magnesium sulifate and then

. 20 evaporated. This residue was chromatographed on silica gel using a hexane/ethyl acetate
gradient.
Yield: 30 mg (33.4 %).

MS (ESlpos): m/z = 450 [M+H]*

25  'H-NMR (400MHz, CHLOROFORM-d): 5 [ppm]= 3.03 - 3.18 (m, 4H), 3.61 (br. s., 2H), 3.81
(br. s., 2H), 5.06 (d, 4H), 6.87 - 6.99 (m, 4H), 7.29 - 7.47 (m, 5H), 7.55 - 7.62 (m, 1H), 7.83
(dt, 1H), 8.40 (d, 1H).

30 d) 2-{4-[4-(Benzyloxy)phenyllpiperazin-1-yi}-2-oxoethyl 2-bromopyridine-4-carboxylate
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To a solution of 185.7 mg (0.82 mmol) 2-bromopyridine-4-carboxylic acid (Aldrich) in 25 mL
THF and 0.2 mL triethyl amine (1.44 mmol) at —15°C, 132.3 uL {1.01 mmol) isobutyl chioro-
formate were added dropwise and the solution was maintained at this temperature for an-
other 15 min. Then, 300 mg (0.92 mmol) of 1-[4{4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl}-2-
hydroxy-ethanone (15b) and 0.6 mL triethyl amine (4.3 mmol) in 24 mL THF/dichioromethane
(1:1) were added slowly to this cold solution, the temperature was kept below -10°C for an-
other 15 min and was then allowed to reach room temperature, After stirring overnight the
solvent was evaporated and the residue was taken up in ethyl acetate. This solution was
washed successively with aqueous sodium carbonate, water, 1 M aqueous HCl solution,
saturated aqueous sodium chloride solution, finally dried over magnesium sulfate and then
evaporated. This residue was chromatographed on silica gel using a hexane/ethyl acetate
gradient.

Yield: 145 mg (30.6 %).

MS (ESlpos): m/z = 510, 512 [M+H]"

'H-NMR (400MHz, CHLOROFORM-d): & [ppm]= 3.11 (d, 4H), 3.60 (br. s., 2H), 3.80 (br. 5.,
2H), 5.05 (d, 4H), 6.86 - 6.99 (m, 4H), 7.29 - 7.48 (m, 5H), 7.89 (dd, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.56
(d, TH).

e) [°Fl-2-{4-[4-{benzyloxy)phenylpiperazin-1-yl}-2-oxoethyl 2-flucropyridine-4-carboxylate

O
'z@"’@

/[o

=Y

Aqueous ["*FJFluoride 19 GBq was trapped on a QMA cartridge (Waters) and eluted with
2mL of a TBAOH solution {1.5mL MeCN, 0.3 mL H,0O + 8uL. TBAOH sol. (40%})) into the re-
actor. The solvent was removed by heating at 120°C for 10 min under a stream of nitrogen.
Anhydrous MeCN (1 mL) was added and evaporated as before. A solution of precursor 15d
{5 mg) in 500 pl anhydrous DMSO was added. After heating at 180 °C for 20 min the crude
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reaction mixture was diluted with 4 mL water/MeCN (50:50) and purified by preparative
HPLC: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm; isocratic, 40% acetonitrile in water with 0.1%
trifluoroacetic acid, fiow: 4 mL/min; ts~24 min. The collected HPLC fraction was diluted with
40mL water and immobilized on a Sep-Pak plus short tC18 cartridge (Waters), which was

5 washed with 5mL water and eluted with 1mL ethanol to deliver the 0.2 GBq of the F-18 la-
beled product 15e (2 % rc. yield, corrected for decay; >88% HPLC) in 100041 EtOH in a
overall synthesis time of ~80 min. The desired F-18 labeled product 15e (tz=4.3 min) was
analyzed using analytical HPLC: ACE3-C18 50 mm x 4,6 mm; solvent gradient: start 5 %
acetonitrile — 95 % acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid in 7 min., flow: 2mL/min and con-

10 firmed by co-injection with the comesponding non-radioactive F-19 fluoro-standard 15¢ on
the analytical HPL.C (tzg=4.2 min).

. HPLC analyses are shown in Fig. 7 A and Fig. 7 B.
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Example 16

a) 2-Fluoro-N-{2-[4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yli]-2-oxoethyl}pyridine-4-carboxamide

To a solution of 280 mg (0.62 mmol) of N-{2-[4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yl}-2-oxo-
ethyl}-2-fluoro-isonicotinamide (11b) in 70 mL of methanol was added 100 mg of paliadium
on activated carbon (10%) and the suspension was stirred under hydrogen atmosphere
ovemight at room temperature. It was then filtered off from the catalyst and the solution was
evaporated in vacuo. The product was used in the next step without further purification.

Yield: 175 mg (54.8%).

MS (ESIpos): m/z = 359 [M+H]"

b) 4-(4-{N-[(2-fluoropyridin-4-yl)carbonyllglycyi}piperazin-1-yl)phenyl benzoate

To a solution of 57.8 mg (0.47 mmol) benzoic acid in 10 mL THF and 90 uL (0.65 mmol)
triethyl amine at —15°C, 62.06 uL (0.47 mmol) isobuty] chloroformate were added dropwise
and the solution was maintained at this temperature for another 15 min. Then, 170 mg (0.47
mmol) of example 16a, prepared above, and 0.4 mL triethyl amine {2.87 mmol) in 20 mL
THF/dichloromethane (1:1) were added slowly to this cold solution, the temperature was kept
below -10°C for another 15 min and was then allowed to reach room temperature. After stir-
ring overnight the soivent was evaporated and the residue was taken up in ethyl acetate.
This solution was washed successively with aqueous sodium carbonate, water, 1 M aqueous
HCI solution, saturated aqueous sodium chloride solution, finally dried over magnesium sul-
fate and then evaporated. This residue was chromatographed on silica gel using a hex-
ane/fethyl acetate gradient.

Yield: 23 mg (9.5 %).
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MS (ESlpos): m/z = 463 [M+H]"

H-NMR (400MHz, DMSO-ds): & [ppm]= 3.15 (br. s., 2H), 3.22 (br. s., 2H), 3.66 (br. s., 4H),
4.24 (d, 2H), 7.00 - 7.11 {m, 2H), 7.11 - 7.21 (m, 2H), 7.50 - 7.66 (m, 3H), 7.68 - 7.82 (m,
2H), 8.12 (d, 2H), 8.41 (d, 1H), 9.03 (t, 1H).

c) tert-butyl {2-[4-{4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yi]-2-oxoethyl}carbamate

o™

To a solution of 2.5 g (5.88 mmol) of {2-{4-(4-Benzyloxy-phenyl)-piperazin-1-yi}-2-oxo-ethyl}-
carbamic acid tert-butyl ester (10a) In 100 mL of methanol was added 1 g of palladium on ac-
tivated carbon (10%) and the suspension was stirred under hydrogen atmosphere overnight
at roam temperature. it was then filtered off from the catalyst and the solution was evapo-
rated in vacuo. The product was used in the next step without further purification.

Yield: 1.92 g (95.9%).
MS (ESIpos): m/z = 336 [M+H]*

d) 2-Bromo-N-{2-[4-{4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yi}-2-oxoethyl}pyridine-4-carboxamide

A

1.8 g (5.37 mmol) of tert-butyl {2-[4-(4-hydroxyphenyi)piperazin-1-yl]-2-oxoethyl}carbamate
(16¢) were suspended in 60 mL 2N HCI in diethyl ether and stirred overnight at room tem-
perature. The precipitate was filtered off and washed with ether and dried at 40°C in vacuo.
Yield: 1.8 g (quantitative). The product was used in the next step without further purification.

M
o

To a solution of 338 mg (1.67 mmol) of 2-bromo-4-pyridinecarboxylic acid (Aifa) and 560 mg
(1.84 mmol) of the hydrochloride prepared above in 60 mL DMF were added 1.045 g (2
mmol) PyBOP and 2.86 mL {16.73 mmol) of N-ethyl-N,N-diisopropylamine and the reaction
mixture was stirred overnight at room temperature. After evaporation of the solvent the resi-
due was chromatographed on silica gel using an ethy! acetatefethanal gradient. The product
containing fractions were collected and recrystallized from ethyl acetate.

Yield: 284 mg (40.5 %).
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MS (ESl_pos): miz = 419, 421 [M+H]"
"H-NMR (300MHz, METHANOL-d,): & [ppm}=1.49 (dt, 4H), 2.17 (dt, 4H), 2.76 (s, 2H), 5.11 -
5.22 (m, 2H), 5.28 - 5.40 (m, 2H), 6.23 (dd, 1H), 6.43 - 6.50 (m, 1H), 6.89 - 6.98 (m, 1H).

©) 4-{4-{N-[(2-bromopyridin-4-yl)carbonylglycyl}piperazin-1-yl)phenyl benzoate

To a solution of 218 mg (0.52 mmol) of 2—Bromo-N—{24[4-(4}hydroxyphenyl)pipérazm~1 yi]-2-

‘oxoethyl}pyridine-4-carboxamide @ in 45 mL DMF were added 214.56 mg (1.04. mmol) of

1.3-dicyclohexyl carbodiimide and 20 mg of 4-dimethyl aminopyridine (DMAP) and stirred for
40 min at room temperature. Then, 127 mg (1.04 mmol) of benzoic acld were added and the

" reaction mixture was stirred for 3d at this temperature. The solvent was evaporated and the

residus was chromategraphed on sflica gel using a ethyl acetate / ethano! gradient.
Yield: 222 mg (81.6 %).

MS (ESIpos): miz = 523, 525 [M+H]"
"H-NMR (400MHz, DMSO-dB): 8 [ppmi= 3.25 (br. 5., 4H), 3.65 (br. s., 4H), 4.23 (d, 2H), 6.99

- 7.10 (m, 2H), 7.10 - 7.21 (m, 2H), 7.53 - 7.85 (m, 2H), 7.67 - 7.77 (m, 1H), 7.83 (dd, 1H),

7.99 - 8.06 (m, 1H), 8.06 - 8.17 (m, 2H), 8.55 (d, 1H), 9.05 {t, 1H).

f) [‘351-4—_(4{N-[(2-ﬂuoropyrtdin-4-y_|)grbonyuglycy|}ptpera2in-1 -yi)phenyl benzoate

ﬂop

g

Aqueous [“‘F]Fluoride 1 GBq was trapped on a QMA cartridge (Waters) and eluted with 2ZmL
of a TBAGH solution (1 .5mL MeCN, 0.3 mL H.Q + 8uL. TBACH sol. (40%)) into the reacfor.

- The scivent was removed by heating at 120°C for 10 min under a stream of nitrogen. Anh_y-
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drous MeCN (1 mL) was added and evaporated as before. A solution of precursor 16e (5
mg) in 500 pl anhydrous DMSO was added. After heating at 180 c"C for 20 min the crude re-
action mixture was analyzed using analytical HPL.C: ACE3-C18 50 mm x 4,6 mm; solvent
gradient: start 5 % acetonitrile — 95 % acetonitrile in 0.1% trifluorcacetic acid in 7 min., flow:
2mbl/min and confirmed by co-injection with the corresponding non-radioactive F-19 fluoro-
standard 15c on the analytical HPLC (tz= 3.7 min). The crude product may be purified by
preparative HPLC: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm; isocratic, 35% acetonitrile in water with
0.1% trifluorcacstic acid, flow: 4 mL/min.
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Example 17: Biological data

Biological data of compounds of examples 14 and 15 were obtained as described in
example 13.

Fig. 8 shows the autoradiographical analysis of hinding of 14f to cryosections from cortex of
Alzheimer’s disease patients (AD) and healthy controls (HC). Specific binding in plague-rich
regions of AD samples is indicated by arrows.

Fig. 9 shows shows IC50 values in [nM] of selected compounds measured in a competition
assay using brain homogenate from AD patients.
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Claims
1. A diagnostic composition comprising a compound of formula |

Y —Ar—B~—N N A—Ar—X—Ar"

Formula |

10

15

20

25

30

35

or a pharmacsutically acceptable salt or a prodrug thereof,
wherein

- Y is selected from the group consisting of:

F, ClI, Br, I, H, ®®F, '°F, ™Br, '3, '), 11C, 3H, N, *0;

a leaving group, tosyl, brosyl, nosyl, triflate, sulfonate, substituted sulfonate, mesy-
late, and nonaflate; and if directly bound to an aromatic C-atom iodonium-aryl I*-aryl,
trialkylammonium, preferred trimethylammonium, and ﬁ NO;;

- Ar is selected from the group consisting of:
substituted or non-substituted mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring

systems;

- B is selected from the group consisting of:
direct bond, a branched or non-branched alkyl or alkylenchain comprised of 1-10 C-

atoms;

- A is selected from the group consisting of:
a direct bond, and CO-NH, CS-NH;

- Ar' is selected from the group consisting of:
substituted or non-substitued mono-, or bi-cyclic aromatic or heteroaromatic ring sys-
tems;
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- X is selected from the group consisting of:
a direct bond or a substituted or non-substituted C,-C; alkyl chain;

- Ar” is selected from the group consisting of:
5 substituted or non-substituted mono-, or bi-cyclic aromatic or heteroaromatic ring sys-

tems.
2.  The composition according to claim 1, wherein Y is "F.

10 3. A compound of formula |

. Y—Ar—B—N N-—A—Ar'—X—Ar"
Formula |

15 or a pharmacsutically acceptable salt or a prodrug thereof,
wherein

- Y Is selected from the group consisting of:
F, Cl, Br, I, H, "°F, *°F, Br, 21, "2, "'C, *H, ™N, ¥0;
20 a leaving group, tosyl, brosyl, nosyl, triflate, sulfonate, substituted sulfonaté, mesy-
late, and nonaflate; and if directly bound to an aromatic C-atom iodonium-aryl l“~aryi,
_ trialkylammonium, preferred trimethylammonium, and NO,;

- Ar Is selected from the group consisting of:
25 substituted or non-substituted mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring
systems;

- B is selected from the group consisting of:
direct bond, a branched or non-branched alkyl or alkylenchain comprised of 1-10 C-
30 atoms;

- A is selected from the group consisting of:
a direct bond, and CO-NH, CS-NH;

35 - Ar' is selected from the group consisting of:
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substituted or non-substitued mono-, or bi-cyclic aromatic or heteroaromatic ring sys-
tems;

- X is selected from the group consisting of:
a direct bond or a substituted or non-substituted C;-Cs alky! chain;

- Ar" is selected from the group consisting of:
substituted or non-substituted mono-, or bi-cyclic aromatic or hetercaromatic ring sys-
tems,

with the provisio that if A and/or B are direct bonds the directly bound residue Ar or Ar' is a
six ring membered aromatic system.

4, A compound of formula |

Y—Ar—B—N N—A—Ar'—X—Ar"

Formula |

or a pharmaceutically acceptable salt or a prodrug thereof,
wherein

- Y Is selected from the group consisting of;

F, C), Br, |, H, °F, "°F, "Br, ", 128, 1, 34, ¥*N, 0;

a leaving group, tosyl, brosyl, nosyl, triflate, suifonate, substituted suifonate, mesy-
late, and nonaflate; and if directly bound to an aromatic C-atom iodonium-aryl I*-aryl,
trialkylammonium, preferred trimethylammonium, and NO.;

- Ar is selacted from the group consisting of:

mono-, bl- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring systems substituted by one or
two alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents,

- B is selected from the group consisting of:
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direct bond, a branched or non-branched alkyl or alkylenchain comprised of 1-10 C-
atoms;

‘WO 2010/028776 PCT/EP2009/006406

92

- A is selected from the group consisting of:
a direct bond, and CO-NH, CS-NH;

- Ar is selected from the group consisting of:

mono-, or bi-cyclic aromatic or heteroaromatic ring systems which are substituted by
one or two alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents and wherein
the mono-, bi- or tricyclic aromatic or heteroaromatic ring systems are further substi-
tuted by electron withdrawing groups directly bound to an aromatic C-atom;

- X is selected from the group consisting of:
a direct bond or a substituted or non-substituted C4-C; alkyl chain;

- Ar" is selected from the group consisting of:
substituted or non-substituted mono-, or bi-cyclic aromatic or heteroaromatic ring sys-
tems,

A compound according to claim 3 or 4, wherein

- the alky), alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents of Ar, Ar' and Ar” are
selected from the group consisting of oxo or hydroxyi,

and whereln the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents of Ar, Ar
and Ar® are interrupted by 1 — 5 oxygen atoms, preferably the subtituents are poly-
ethylenglycol-moieties,

and whersin further the alkyl, alkylen, alkynesubstituents and/or alkoxysubstituents of
Ar, Ar and Ar’ comprise Cs-Cg cycloalkyl moieties, and wherein the optional electron
withdrawing groups of Ar, Ar’ and Ar” are selected from the group consisting of —CN
or CF3,

and wherein

- B is selected from the group consisting of direct bond, CONH-CH,CO, CO-
(CH2).CO, (CH2),CO, O{CH;),CO with n=1 to 10, (CH=CH)CO,

rﬁo
and O O
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and wherein
- X is selected from the group consisting of direct bond, OCHz, NHCO, CH20, CONH,
NHCS, or CSNH.

A compound according to claims 3 - 5, wherein

- Ar is selected from the group consisting of

propylpyrimidin-2-yl, ethoxyphenyl, (CH,CH,O);phenyl, alkyiphenyl, alkoxyphenyl, N-
alkylindolyl, and alkyipyridy!,

\/\/E‘\:I z——/OO el
O e

o—/—0 0_/—0
~ ~

U g 4
4 Q@@ﬁ

N

N\
_S or

and wherein

- Ar’ is selected from the group consisting of

propylpyrimidin-2-yl, ethoxyphenyt, (CH,CH,O),phenyl, alkylphenyl, alkoxyphenyl, N-
alkylindolyl, phenyl, benzofuranyl, indolyl and alkylpyridyl;
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and wherein
- Ar' is selected from the group consisting of
phenyl, 1-phenyl, 1-naphthyl, 2-naphthyl, and all respective heterocyles thereof.

7. A compound, selected from the group consisting of

NS
?—Ndo -~
0 8—/_€
,—I
o—/— o Sble of
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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A compound according to claim 7, whersin F has the meaning of ®F.

A compound according to claim 3, 4, 5 or 8 containing a detectable labal, such asa
radioactive nuclide or a ﬂuorescent label, :

A compound according fo claim 9, wherein the detectable label is "°F.
A compound according to claims 3 ~ 10 as a diagnostic compound.
A compound according fo claims 3 — 7 as a medicament.

A compound according to claim 8, 9, or 10 as a diagnostic compound for a disease
selected from the group consisting of Alzheimer's disease, a neurodegenerative dis-
order, or an amyloidosis.

A compound according to claim 12 as a medicament for treating a disease selected
from the group consisting of Alzheimer’s disease, a neurodegenerative disorder, or an
amyiloldosis.

A method for the preparation of a fluorinated compound according to claims 3 - 10 or
a compound as defined by claim 1 or 2 used in the composition of claim 1 or 2, the
method comprising reacting a suitable precursor molecule with a fluorinating agent.

A method for treating or preventing a disorder selected from the group consisting of
Alzheimer's disease, a neurodegenerative disorder, or an amyloidosis in a mammal,
this method comprising administering a therapeutically effective amount of a com-
pound according to claims 3 — 7 or 12 to said mammal.

Use of a compound according to claims 3 — 7 or 12 in the treatment of a disease se-
lected from the group cohsisting of Alzheimer's disease, a neurodegenerative disor-
der, or an amyloidosis in a mammal, wherein a therapeutically effective amount of
said compound is administered to said mammal.

A method for diagnosing a disease in a mammal selected from the group consisting
of Alzheimer’s disease, a neurodegenerative disorder, or an amyloidosis, this method
comprising administering o said mammal a compound according to claim 8 to 11, or
a composition according to claims 1 or 2.
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26.

27.
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The method of claim 18, this method comprising imaging of said mammal and detect-
ing the imaging signal.

The method of claim 19, where said imaging is performed using an imaging method
selected from the group consisting of PET, SPECT, MR-spectroscopy, and MR-
tomography.

A method according to claims 18 — 20, wherein the effect of a therapy is monitored.

A method for diagnosing or therapy monitoring of a disease selected from the group
consisting of Alzheimer’s disease, a neurcdegenerative disorder, or an amyloidosis in
a mammal, said method comprising analyzing in vitro a sample of said mammal,
wherein said mammal or sample has been treated with a compound according to
claims 3 — 11 or a composition according to claim 1 or 2.

The methoed of claim 22, wherein the sample is cerebrospinal fluid.

A kit comprising a compound according to claims 3 — 14 or a compaosition of claims 1
or 2 in a sealed vial.

A compound according claim 7, wherein F is replaced by a leaving group.

A compound according to claim 25, wherein the leaving group is selected from the
group consisting of tosyl, brosyl, nosyl, triflate, sulfonate, substituted sulfonate, mesy-
late, nonaflate; and if directly bound to an aromatic C-atom iodonium-aryl I’-aryl, trial-

kylammonium, trimethylammonium, and NO,.

A method of preparing a compound according to claim 7 or 8, comprising reacting the

corresponding compound of claim 25 or 26 with a fluorinating agent.
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DERIVADOS DE PIPERAZINA QUE SE UNEN A LAS PLACAS AMILOIDES
PARA OBTENER IMAGENES DE LAS MISMAS Y SU USO

La presente invencldn se relaciona con nuevos compuestos
Gitiles para la unién a depbsitos amiloides para la obtencién
de imigenes y su uso en la deteccidn o tratamiento de la en-
fermedad de Alzheimer y amiloidosis.

Antecedentes de la invencién

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurode-
generativo progresivo caracterizado por la pérdida de memo-
ria, cognicibén, y estabilidad del comportamiento. La AD ée
define patolégibamente por placas seniles extracelulares que
comprenden depbsitos fibrilares de péptido amilcide beta (AR}
y redes neurofibrilares que comprenden filamentos helicoida-
les en pares de tau hiperfosforilada. Los aminodcidos entre
39 y 43 que comprenden los péptidos AR son derivados de la
'proteina precursora amiloide (APP) mayor. En la via amilqi~
dogénica, los péptidos AR son clivados de APP por la proteé-
lisis secuencial de secretasas B y y. Los péptidos AR son li-
berados como proteinas solubles y se pueden detectar en bajos
niveles en el fluido cerebroespinal {(CSF) en cerebros con en-
vejecimiento normal. Durante el progreso de la AD, los pépti-~
dos AB se agregan y forman depésitos amiloides en el parén-
quima y vasculatura del cerebro, que se pueden detectar post
mortem como placas seniles y difusas amiloide vascular duran-
te el examen histolégico (para una revisién reciente véase:
Blennow et al. Lancet. 2006 Jul 29;368(9533):387-403).

La enfermedad de Alzheimer se estd volviendo un gran




:probleméreconémico de Salﬁdfy socialﬂen todo el mundo. Se

'estin realizando grandés-esfuerzos-parardesé;rollar téCniéasz

y métodos para.lafdetecci&n temprana'y-tratamieﬁto'eficaz-dé
la enfermedad. Actualmente, el diagndstico de ‘AD en un entoié
no académico de la clinica del desorden de la memoria tiene
aproximadamente entre un 85 y 90% de exactitud (Petrella JR

et al. Radiology. 2003 226:315-36). Se basa en la exclusién

de una variedad de enfermedades que causan sintomaslsimilares,

y en el examen neuroldgico y-psiquiétfico_cuidadoso;;asi;como
en el examen neurqpsicolégico. Sin embargo, el examen his-
'tolégico'del'cerebio*post mortem atin es el'ﬁhicp diagnésﬁico
definitivofde esté'enférmedad. Por lo tanto,zée'éreérqué ia
_deteccién_in_vivo dé-una_caraéteristiga patdlﬁgica-de 1a-§@;
_fermedad-—r1a'dep§éieién.de agregados amiloides en el cerebro
~ tiene un gran impacto en la deteccifn temprana de AD;y-lé
‘diferenciacién de otras demencias. Adicionalmente, la mayoria
de las terapiasfde‘modificaCién de enfermedad que se eﬁcuehe
tran én,dESQrfqildltienén-b§mo objétivé disﬁinuir_ia caiga
amiloide en el'cer'é,brbf EOr.lo ténto_la obtenéiﬁﬁ de imégeneé

de la carga amiloide en el cerebro puede proveer una herra-

mienta esencial para la estratificacién de los pacientes y

monitoreo del tratamiento.

- Adicionalmente, tambiénVSe sabe que los-depésitgs_ami:',

loides tienen un_papel en las'amiloidosis, en'las*cuaies,las
proteinas amiloides se dgpositan'anormalmenteienfdiférentés
érganos y/o tejidos, provocando una_enfermédad. Para una re-

visién reciente véase Chiti et al. Anmu Rev Bicchem.




.2006;75:333-66.

Los ligandos potenciales para la visualizacién de agre-
gados amiloides en el cerebro deben tener una alta afinidad
por amiloide y deben cruzar la barrera hematoencefélica.rLos
marcadores de PET que ya han sido investigados en humanos en
relacién a sus patrones de unién en cerebros de pacientes con
AD son [F-18] FDDNP (Shoghi-Jadid et al, Am J Geriatr Psychia-
try 2002; 10:24-35), [C-11]1PIB {Klunk et al, Amnn Neurol. 2004
55:306-319), [C-1118B-13 (Verhoeff et al, Am J Gerlatr Psy-
chiatry 2004; 12:584-595, [F-18]Bay 94-9172 (Rowe et al. Lan-
cet Neurol 2008, 7:129-135), [C-11]BF227 (Kudo et al, J Nucl.
Med 2007; 49:554-561), y [F-18]PIB (Farrar et al Turku PET
Symposium 2007, Resumen 49). Para revisiones recientes véase
Lockhardt, Drug Discov Today, 2006 11:1093-1099, Henriksen et
al., EBur. J. Nucl. Med. Mecl. Imaging 2007, Cohen, Mcl. Imag-
ing Biol. 2007 9:204-216, Nordberg, Curr. Opin Biol. 2007,
20:398-402, Small et al., Neurology 2008 7:161-172, Nordberg,
Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2008, 35, S46-S50.

Ademds de su unidén especifica a los depbsitos amiloides
en el cerebro, los marcadores PET més promisorios muestran
una acumulacidén no especifica desventajosa, especialmente en
las regiones del cerebro de materia bianca en pacientes con

AD asi como en HC. Generalmente, la unién no especifica de

fondo [background] interfiere con la calidad de la imagen y

puede, por‘ejemplo, desmejorar la cuantificacién de amiloide
y el diagnéstico de etapas wmuy tempranas de la enfermedad.

Por consiguiente, el problema que abarca la presente in-




vencidn fue proveer compuestos adecuados para la deteccidn de
depb6sitos amiloides en pacientes con enfermedades relaciona-
das con amiloides con alta especificidad en una etapa tempra-
na de la enfermedad.

La presente invencién resuelve este problema proveyendo
nuevos marcadores con alta afinidad por amiloide B y réapida
eliminacién de sefiales no especificas del cerebro.

Descripcidén de la invencién

La presente invencidn estd dirigida a compuestos que se
unen a depbsitos amiloides y que tienen la capacidad de atra-
vesar la barrera hematoencefilica, y por lo tanto son fGtiles
para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer y amiloido-
sis en un paciente, preferiblemente en una etapa temprana de
la enfermedad.

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la inven-

cién se dirige a compuestos de acuerdo con la fé6rmula I

Y —Ar—B—N N—A—Ar'=X—Ar"

Formula I

y a sales o prodrogas aceptables farmacéuticamente del mismo,

en donde

- Y se selecciona entre el grupo que comprende:
F, Cl, Br, I, H,

marcas detectables, tales como *®F, r, "SBr, %1, %1, !¢,
3H, 13N, 150;

grupos salientes, tales como tosilo, brosile, nesilo, trifla-




to, sulfonato, sulfonato sustituido, mesilato, y nonaflato; y
si estd unido directamente a un dtomo de C aromitico de aril-~
iodonio, aril~I*, trialquilamonic, preferiblemente trimetila-
monio, y NOi; |

Ar se éelecciona entre el grupo que comprende:

sistemas de anilios aromaticos o heteroarométicos monc, bi o
triciclicos, opcionalmente sustituidos con uno o dos sustitu-
yentes alquilo, alquileno, alquinoc y/o sustituyentes alcoxi;
en donde los sustituyentes alquilo, alquileno, alquino y/o
alcoxli estén opcionalmente sustituidos, en donde el sustitu-
yente se selecciona pfeferiblemente entre oxo o hidroxilo,

vy en donde ademds los sustituyentes alquilo, alquileno, al-
quino y/o alcoxi se pueden interrumpir con 1 - 5 &tomos de
oxigeno, grupos -80- o -80,;-, preferiblemente los sustituyen-
tes sbn unidades de polietilenglicol,

y en donde ademds los sustituyentes alquilo,.alquileno, al-
quino y/o alcoxi pueden comprender unidades de C;-Cs cicloal-
quile,

y en donde los sistemas de anillos arométicos o hetercaromé-
ticos mono, bi o triciclicos se pueden sustituir adicional-
mente ébn.grupos demandantes de electrones directamente uni-
dos a un &tomo de C aromitico, | |

en donde son grupos demandantes de electrones preferidos -CN
o -CFs;

Ar pe selecciona preferiblemente entre el grupo que compren-
de: fenilo, 2, 3, o 4 piridilo, pirimidilof pirazilo, propil-

pirimidin-2-ilo, etoxifenilo, (CH,CH.0);fenilo, algquilfenilo,




alcoxifenilo, N-algquilindolilo, y alquilpiridilo,
y en una realizacién aun més preferida

o
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- B ge selecciona entre el grupo que comprende:

enlace directo, una cadena alquilo o algquilenc ramificada o
no ramificada que comprende 1-10 &tomos de C en donde la ca-
dena algquileno puede comprender 1 o 2 uniones no saturadas,

y en donde la cadena alquilo o alquileno se interrumpe opcio-
nalmente con N, S, SO, S0; o O,

y en donde la cadena alquilo o alguilenc se sustituye opcio-
nalmente con oxc © —OH;

Preferiblemente, B g¢ selecciona entre el grupo que comprende
enlace directo, CONH-CH,CO, CO-(CH;):CO, (CHz).CO, O(CH;),CO
con n=1 a 10, y (CH=CH)CO,

y es aln mis preferiblemente




—
Fﬁ00~00;

- A se seleccicna entre el grupo que comprende:

a enlace directo, y CO-NH, CS-NH;

- Ar' se selecciona entre el grupo que comprende:

un gistema de anillos arcomidtico o heterocaromiticc mono o bi-
ciclico, opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes
alquilo, algquileno, alquino y/o alcoxi,

en donde los sustituyentes alquilo, alquileno, alquino y/o
alcoxi estén opcionalmente sustituidos, en donde el sustitu-
yente se selecciona preferiblemente entre oxo o hidroxilo,

y en donde ademis los sustituyentes alquilo, alquileno, al-
quinc y/c alcoxi se pueden interrumpir con 1 - 5 Atomos de
oxigeno, preferiblemente los sustituyentes son unidades de
polietilenglicol,

y en donde ademis los sustituyentes alquilo, alquilenc, al-
quino y/o alcoxi pueden comprender unidades de C;-Cs cicloal-
quilo;

Ar’ pe gelecciona preferiblemente entre el grupo que compren-
de: fenilo, 2, 3, © 4 piridilo, pirimidilo, pirazilo, propil-
pirimidin-2-ilo, etoxifenilo, (CH;CH,0):fenilo, alquilfenilo,
alcoxifenilo, N-alquilindolilo, fenilo, benzofuranilo, indo-
lile y alquilpiridilo,

M&s preferiblemente, Ar’ se selecciona entre el grupo dque
comprende

fenilo, benzofuranilo, y indolilo,

vy es aun mas preferiblemente

g . O

E




Ar"es méds preferiblemente fenilo;
X se selecciocna entre el grupo que comprende:
un enlace directo o
una cadena C;-C: alquilo, opcionalmente sustituida con 1 o 2
sustituyentes que son preferiblemente pero no se limitan a
oxo o tio,
y en donde la cadena algquilo se puede interrumpir con 1 a 2
grupocs O, N, 8, S0 o 50;;
Preferiblemente, X se selecciona entre el grupo que comprende
enlace directo, OCH,, NHCC, CH,O0, CONH, NHCS, o CSNH;
Ar’‘’ se selecciona entre el grupc que comprende:
sigtema de anillos aromdtico o heteroaromdtico mone o bi-
ciclico, opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes
alquilo, alguileno, alquino y/o alcoxi,
en donde los sustituyentes algquilo, alguileno, alquinoc y/o
alcoxi estén opcionalmente sustituidos, en donde el sustitu-
yente se selecciona preferiblemente entre oxo o hidroxilo,
y en donde ademds los sustituyentes alquilo, alguileno, al-
quinc y/o alcoxl se pueden interrumpir con 1 - 5 &tomos de
oxigeno, preferiblemente los sustituyentes son unidades de
polietilenglicol,
y en donde adem&s los sustituyentes alquilo, algquileno, al-
quino y/o alcoxi pueden comprender unidades de C3;-C¢ cicloal-
quilo.

Mas preferiblemente. Ar’’ se selecciona entre el grupo
que comprende

fenilo, 1-fenile, l-naftilo, 2-naftilo, y todos los heteroci-




A/

clos respectivos de los mismes, y es aun mas preferiblemente

o . &

Ar" agi como también Ar~~ también se puede sustituir opcio-
nalmente con F, €1, Br, I, H,

marcas detectables, tales como ‘!r, *F, "*Br, 1, %1, ¢,
3H, 13N' 150;

grupos salientes, tales como tosilo, brosilo, nosilo, trifla-
to, sulfonato, sulfonato sustituido, mesilato, y nonaflato; y
si estd unido directamente a un &tomo de C aromdtico de aril-~
iodonio, aril-I*, trialquilamonio, preferiblemente trimetila-
monio, y NO;

Con el preopbésito de diagndstico, tanto in vitro como in
vivo, se prefieren aquellos compuestos de f&6rmula I que com-
prenden o contienen una marca detectable, tal como un isétopo
radiactivo o una marca fluorescente. Para el usc in vitro, se
pueden analizar secciones histolb6gicas tales como muestras
congeladas frescas o muestras en parafina.

Las formas de realizacién preferidas de los compuestos
de f6rmula I se dan mids adelante y son designados compuestos
1d/e, 2d4/e, 3g9/h, 4f/g, 5b/c, 6£, 74, 8g, 9d/e, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 y 22. Estas formas de rea-
lizaciébn preferidas también ejemplifican los diferentes gru-
pcs que se pueden representar por las letras Y, Ar, B, A,
Ar’, X, y Ar’’ de f6rmula I.

"Alquilo" se refiere a un grupo de cadena lineal o rami-

ficada que consiste solamente de carbono e hidrégenoc, que no




'contiene insaturac1ones Y que. tiene entre uno y ocho atomos
-de carbonq, _por_ ejemplo, metilo, etilo, n—propilo,5*,;

:metiletilo {iso-propilo}, n-bu;ilo; n-peqtilq}f 1,1~

dimetiletile (t-butilo)}, n-heptilo, y similares. “Alcoiild"=r

ge refiere a un grupc de f£6rmula -Calquilo donde alquilo. es
- tal como se-definié anteriormente.

En el contexto de la presente invencién, las sales pre-

fferidas*son sales farmacéuticamente aceptables de. 108 com-, -

puestos de acuerdo a la invencién. La 1nvenci6n también com-
prende sales que por su parte 1o son adecuadas para aplica—

ciones farmacéutlcas, perorque pueden ser. usadas, por ejem—

_plo, para el aislam:.ento Y purificacién de compuestos de }

acuerdo ala 1nvencién. }

Lés sales-fa;macéﬁticémehte_acepfables déf1os éoﬁpuééﬁbé
" de acuerdc a la iﬁfencién'incluyen sales de adiéién-écida.ﬁe
- dcidos minerales, &cidos carboxilicos vy écidOS-sulfénicos;
por ejemplo sales de dcido clorhidrico,-éhido-bromhidriéo{

: écido sulfﬁrico, écido fosférlco, éc1do metanosulfénlco, &ciw

'do etanosulfénico, &cido toluensulfénlco, é.c:.do bencenosulfé-a -

“nico, éc1d0'naftalend;sulfénicot écido acético, ac1do.tr;~
- fluoroacético, .4cido propibnico, &cido lactico, &acido tarta-
rico, &cido mélico, &cido citrico, édido'fuﬁérico,'écido ma -
-iéico.y’écido'benzoicb.

.' Las sales farmécéuticémente_acéptables,de'lés'gcmpﬁestos
dé a&uerdo con 1éaihwén¢iénrﬁambién:incluyén éaiés-dejbases
cbnvencionales, tales'comq, a modo de ejembié y como prefe-

rencia, sales de metales alcalinos (por ejemplo'saleé'de'SOé




oy " -

rlj(por ejemplo sales de calcio Y sales de magnesio) y sales de;

y come preferencia, etilamina,, dietllamina, trietilamina,;if_
'-nolamina, diciclohexilamina, dimetilaminoetanol, _procaigg,
dibencilamina, Khmetilmorfolina, arginlna,-1is;ng,'¢tiiéné;}*=f

fdiamina ygﬁhmetilpiperidina

-Adicionalmente,_la preaente inwencién también comprende:Tf“' i
iden ser biolﬁgicamente activas o inactivas pero que,. durante_

'{1hidroliticamente)

En particular, la presente invencién también comprendez

fblemente-ésteres de (cydg)nalquilo-de'cadena=iineal o rami?

POI"hidrOXi1°: (C1 C4)-a1coxilo,: amino, mono~(ca~ch) alqu11» j;f'_:i{
amino Y/° di (0162)—alquilamino. Se da particular preferen-l:i7

i dio y 5_3;195' de "POtaéic)'. sales de ‘metales - alcalz.notérreos e TR

-~ amonio, derivadas de amoniaco o aminas orgénicas que tienenfig

' _entre 1 y 16 étomos de carbono, tales como, a,mod¢ de ejemploj?;

1:_ etildilsopropilamina,_monoetanolamina, dietanolamina,_trieta-j_zgiﬁfn

- 'prodroga.s de los. compuestos de acuerdo a 1a invencién.; Elt“

_"término “prodrogas“ incluye compuestos que por su parte pue? 7

“el tiempo que pasan en el cuerpo son conwertidas a compues--i:h"m

_tos de acuerdo a la invencién (por ejemplo metahélicamente ox_i:y

'?_derivados de ésteres hidrolizables de los écidos carboxilicos::u: ?¢‘
-iide la férmula (I) Estos'han~de~5er-comprendidos como. éateres,_fr

_que se pueden hidrolizar en un medio fisiolégico y en parti~2iiﬁf-3:.
fcular in viva por medios enzim&ticos o quimicos para generan f;;

_:los écidos carboxiliccs libres. Dichos~ésteres gqn;pngeri— },

_ficada en los cuales el grupo alquilo puede estar sustituido;ﬂf‘;rjrr

”;*?1 cia a los ésteres de metilo o etilc de los compuestos de la;_fgf;i




E£6rmula (I);

En el contexto de la presente invencién, a menos que se
especifique de otro modo, los sustituyentes tienen los si-
gulentes significados:

En el contexto de la invencién, alquilo representa un
radical alquilo de cadena lineal o ramifidada que tiene el
hﬁmero de &tomos de carbono indicado en'cadé caso. Los si-
guientes radicales se pueden mencionar a modo de ejémplo Yy
como preferencia: metile, etilo, n-propilo, isopropilo, n-
butile, isocbutilo, 1-metilpropilo, tert-butilo, n-pentilo,
isopentile, 1-etilpropilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-
metilbutilo, n-hexilo, 1I-metilpentilo, z—metilpentilo, 3=
metilpentilo, 4-metilpentilo, 3,3-dimetilbutilo, 1l-etil-
butilo, 2-~etilbutilo, 1,4-dimetilpentilo, 4,4—dimetil§entilq
y 1,4,4-trimetilpentilo.

' En el contexto de la invencién, cicloalguilo representa

un radicallalquilo monociclico saturado que‘tiené entre 3 y 7
dtomos de carbono. Los siguientes radicales sé pueden menci04
nar a modo de ejemple y como preferénéia: ciéloﬁropilo, ci-
clobutilo, ciclopentilo, ciclchexiloc y cicloheptilo.

En el contexto de la invencidn, alcoxilo representa un
‘radical alcoxilo de cadena lineal o ramificada que tiene en-
tre 1 y 4 4tomos de carbono. Los sigulentes radicales se pue-
den mencionar a ﬁ@do'de ejemplo y como p:eferéncia? metoxilo,
etoxilo, n—propoxiio,r isopropoxilo, i-metiipropdxilo, n-
butoxilo, isobutoxiio y_tert—butoxiio.

En el contexto de la invencién, halbdgeno incluye £lGor,




cloro, broemo e iodo. Se le da preferencia al fltor.

Si los radicales en los compuestos de acuerdo a la in-
vencién estén sustituidos, los radicales pueden ser, a menos
que se especifique de 6tro modo, mono o polisustituidos. En
el contexto de la presente invencién, los significados de to-
dos los radicales que aparecen mids de una vez son indepen-
dientes uno del otro. Se prefiere la sustitucién con uno, dos
o tres sustituyentes idénticos o diferentes. Se da una prefe-
rencia muy particular a la sustitucién con un sustituyente.

Los compuestos de la invencién, o sus sales farmacéuti-
camente aceptables, pueden tener atqmos de carbono asimétri-
cos en su estructura. Los compuestos de la invencién y sus
sales farmac&uticamente aceptables pueden por lo tanto exis-
tir como (Gnicos enantidmeros, diastercisémeros, racematos, y
mezclas de enantifmeros y diasterdmeros. Todos dichos finicos
enantidmeros, diasteroisdmeros, raéematos, Y mezclas de los
mismos se encuentran dentro del alcance de esta invencidn.

Los compuestos tal come se describen anteriormente y
aqui se encuentran, en una forma de realizacién preferida de
la invencién, unidos a un péptido AR.

Otro aspecto de la invencidén es el uso de un compuesto
de f£8rmula I tal como se describe antericrmente y aqui pafa
el diagnéstico y/o tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
y/o amiloidosis en un paciente, en particular en un mamifero,
tal como un humanoc.

El tratamiento de un paciente con enfermedad de Alzhei-

mer y/o amilocidosis se puede realizar preferiblemente con un




compuesto de la 1nvenci6n de acuerdo a la férmula I que no

-contlene ninguna -marca V:adi:acrtlva, pero en donde Y es por
- ejemplo hidrégeno |

Preferlblemente, el uso de un compuesto de la invencién
en el diagnéstico se realiza-usando tomografia-de emisaén de

positrones (PET), tomografia computada de emlsldn de fotdn

_ﬁnico (SPECTY}, espectroscopla o tomografia de 'resonancza

magnética (MR).
Otro aspecto-de la invencién;esté'dirigido-a_un método

para la obtencién de imdgenes de depésitos.amiloidesszbicho

método comprende a) administrar a un mamifero un compuesto
como se describié anteriormente y aquirconteniéndd’una'marcé_
detectable, y b) detectar la seﬁal que proviene del compuesto .

que estd unldo especiflcamente a los depésitos amlloides La,

unién especifica_eSjun resultado de 1a alta afinidad de unién

de los compuestos de. la presente invenCiéh“a_losrdepésitéé

amiloides.

: _En otro aspecto, la invencién estd dirigida a un método
para élrdiagnéstiéo:de uﬁ paciente con.enférmedad-de;éléhéi—
mer o amiloidosis. Este método comprende a) adminlstrar a un
humano con necesidad por- dlChO diagnéstice, un compuesto de

la invencifn con una marca detectable para la deteccién del

compuesto en el humano. tal como se describiéb anteriormente o

aqui R4 b) medir la- seﬁal de la marca detectable que proviene
de la admlnistraclén del compuesto al humano, preferlblemente
usando una c&mara gamma, por tomografia de emi516n de p091-

trones (PET), © por tomografia computada de emisién de fotén




15

Gnico (SPECT).

Otra forma de realizaciétn de la invencidén incluye un
métedo de diagndstico para otros desérdenes neurolégicos como
la enfermedad de Alzheimer que comprende la exclusidn de la
enfermedad de Alzhéimer en un paciente,_ese método comprende
la administracién de un compuesto de la invencién a un pa-
ciente y aplicar un método de obtencién de imdgenes de la in-
vencién.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composi-
cibén de diagnéstico para la obtenciétn de im&genes de depbsi-
tos amiloides, que comprende un compuesto radiomarcado de
acuerdo a la f£6rmula I.

Los mé&todos de diagndstico de la invencién se pueden
usar como métodos de diagnéstico post mortem.

Adicionalmente, los mé&todos de diagndstico de la inven-
cién también se pueden usar para el monitoreoc de la terapia
de la enfermedad de Alzheimer, un trastorno neurcdegenerativo
o una amiloidosis.

Adicionalmente, los métodos de diagndstico de la inven-
cién también se pueden usar en el diagnéstico de desbrdenes
neurclégicos diférentes de ia enfermedad de Alzhelmer por ex-
clugién de la enfermedad de Alzheimer.

En otro aspecto de la invencidén, la invencién comprende
un método para el tratamiento o prevencilidn de amiloidosis o
enfermedad de Alzheimer que comprende la administraciétn a un
humano, con necesidad de dicho tratamiento, de un compuestc

de f£6rmula I tal como se describe en la presente.




Otro aspec¢to de la 1nven016n se reflere a una composi-
 ci6n farmacéutlca que comprende un compuesto de la invencién
- tal como_se@descrlbe.en la presente, opcionalmente-juntoicon
un vehiculo y/o aditivo adecuado.

Adicionalmenté; los compuestos de la invencién también
‘ge puedenVUsaf-COmolherramientas de-tamizéje,jpor_ejemplo
lmétodos de alto rendimiento y en ensayos in v1tro. | |

- La invencién también se refiere a un método para sinte-
tizar un compuesto dejla-inwencién de acuerdoua_la-férmulail
como seé:describe en la presente.'Los'métodos'de.sintesisngg—
nerales de los compuestos de la invencién son como sigue. |
_Radiomarcado_cbnrﬁfia
| ,Otro'aspeCto;de,la invengién se refie:e!a}uprméﬁodofdé
_radiofluqrizacién de uﬁ‘COmpuesﬁo-de‘férmula Ilpara ié fébtie
cacién'dé-un compuesto de fé6rmula I radiomarcado:que'compren-
- de el paso de hacer ‘reaccionar un compuesto de férmula I con
un ageﬁte fluorante.'Los métodos de radiofluorizacién'ﬁtiles
. son bieﬁcbnocidos-po;una persona -con experieﬁcia eﬁ-el ar-
te. | | |

En una forma de realizacién_prgfeﬁida, él agenﬁe-flqu
rante es 4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10 diazé.‘bic:.l.élo;[ﬁs__;'781.'8']#
hexacosano K°F {sal éter corona Kryptofix K¥F), K“.’F_‘r, - H¥p,
 KH”T5'o sal tetraélquilamonio de °F. Més preferiblemente, el
'agente fluorante es K“F, H®F, o KI-I“FZ. “

Los solventes usados pueden ser dlmetilformamida DMF
dimetllsulféxido, DMSO, aceton;trllo,gMeCN, dlmetllacetamlda,

DMA, DMAA, etc., preferiblemente DMSO, MeCN o DMF. Los sol-




ventes también pueden ser una mezcla de sclventes tal como se
indica anteriormente.

Los procedimientos de radiomarcado con [F-18] son bien
conocidos por una persona con experiencia en. el arte. Por
ejemple, el radiomarcado se puede hacer tél como se describe
a continuacién.

El [F-18]fluoruro se puede producir por bombardeo de
protones en un ciclotrédn usando un blanco de plata (1 miL)
lleno con agua con [C-18] para la reaccién %0 (p,n)**F. EL
[F-18] flucoruro acuoso se puede hacer pasar a través de un
cartucho (por ejemplo cartucho de resina-QMA Waters, Sep Pak
Light QMA No. de parte: WAT023525). El {F-18] fluoruro atrapa-
do luego se puede eluir del cartucho por agregado de por
ejemplo una solucién de Kryptofix K2.2.2/ K,CO; (Kryptofix es
4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-diazabiciclo[8.8.8] -hexacosano) .
La sustitucién nucleofilica del precursor funciona preferi-.
blemente en presencia de una base tal como NBuOH, (NBu,).COs,
K:CO; ete. y a temperaturas elevadas. El agregadc de é&teres
corona tales como Kryptofix (X2.2.2) puede influir peositiva-
nente en la reaccidn, éspecialmente en presencia de K;CO; co-
mo la base.

El complejo fluoruro de potasio Kryptofix preferiblemen-
te se seca por destilacidn azeotrfpico repetida con agregado
secuencial de acetonitrilo. Se pueden usar solventes tales
come acetonitrilo, DMF, DMSO, etc. comc solvente de reaccidn.
El productc de marcado se puede purificar por extraccién en

fase sbélida usando cartuchos. Los cartuchos preferidos son el




cartucho Sep-Pak Plus C18 (Watérs, WATOZOSls). El cartucho se
_puéde enjuagar con agua y. el compuesto se puede eluir éoﬁ
acetonitrilo. El compuesto eluido se puede diluir con agua y
ge puede someter a una purificacién por HPLC preparativa. Las
columnas de HPLC preferidas son columnas de fase revertida
tales como Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10 mm  (Phenomenex,
.00G34435~N0)..Como fagse mévil se pueden usar mezclas de_Solﬁ—
ciones amortiguadoras, &acidos, agua, etc. ¢on‘solventes orgéf
nicos tales como acetonitrilo, metagol, etanol, etc.

La solucién luego se puede diluir, por ejemplo con agua,
para pasarlo a través de un cartucho para cbncenfrar yrcam—
biar el solvente.

Sintesis general de éompuestos F-18: alquilo-F y (hete-
ro)arilo-F

Los precursores para los compuestos de algquilo-F-18 de
férmula general I (f6érmula I con Y = *®F) son, por ejemplo,
tosilatos, brosilatcos, nosilatos, mesilatos, triflatos, nona-
flatos, etc. (férmula I con Y = grupo saliente) Que se pueden
sintetizar a partir de los respectivos compuesﬁos hidroxilo
de acuerdo a métodos conocidos en el arte (J.‘March, Advanced
Organic Chemistry, 4% ed. 1992, John Wiley & Sons, pp
352ff). En los ejemplos 3£, 4e y 5a se describe un método
adicional y comprende la sintesis por bis(tosilatos) v simi-
lares, por ejemplo TSO~(CHﬂn;OTs.

Otroé precursores para los compﬁestos alquilo'—F-ia de
férmula general.I (f6rmula I con Y = '%F) soﬁ,-por ejempio,

icduros y bromuros.y similares cuya conversién a los respec-




tivos fluoruros también es conocida en el arte (J. March,
véase méds arriba).

Los precursores para compuestos arilo-F-18 de f6rmula
general I son, por ejemplo, bromuros de arilo o heteroarilo,
compuestos nitro, trialquilamonio, ariliodoc gque se pueden
convertir a los respectivos compuestos F-18 de esta invencidn
por métodos conocidos en el arte (L. Cai, S. Lu, V. Pike,
Eur. J. Org. Chem 2008, 2853-2873). La materia prima para es-
tos precursores se encuentra comercialmente disponible o se
pueden sintetizar por métodos conocidos en el arte (R.C. La-
rock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers
1989).

La sintesis de compuestos de hidroxilo como materia pri-
ma para tosilatos, brosilatos, nosilatos, mesilatos, trifla-
tos, nonaflatos etc. comprende
e la desproteccifén de grupos protectores de OH. Como unc de

los grupos protectores muy versidtiles se puedé mencionar
al grupo protector de acetilo. Se conocen muchos otros en
el arte, véase por ejemplo T.W. Greene y P.G.M. Wuts, Pro-
tective Groups in Organic Synthesis, 3™ ed., 1999, John
Wiley & Sons, pp 17£f), véase también por ejemplo los

ejemplos 3d y 4c¢

* la introduccién del grupo hidroxialquilo mediante sustitu-

Hal—Ar—B—N N—A—Ar—X—Ar"
1 L/ L] 13
cién de catalizada por paladio

con Hal = Br, I como se describe en los ejemplos 1b y 2b

¥
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e como en el ejemplo 6d, en donde el compuesto de hidroxilo
HO-Ar-B’, con el gignificado de B' como -CO-(CH;),-COOH, se
puede sintetizar mediante acilacién de Friedel Crafts.

Compuestos de férmula general I

Y —Ar—B— N—A—Ar—X—Ar"

con Y = Br, I, HO, grupo protector-0O- se puede sinteti-
zar mediante
. un acoplamientc amida para establecer grupces —-CO-NH- en

cualquier posicibén y orden de secuencia

¢ opcionalmente mediante reaccién de un derivado de pipera-
zina con un componente amino apropiado mediante el usoc de
fosgeno o un equivalente de fosgeno para construir un en-
lace urea (-NH-CO-NH-) como se describe en los ejemplos
la y 2a.

Las aril-piperazinas estin comercialmente disponibles o
ge pueden sintetizar de acuerdo a la literatura, por ejemplo
de acuerdo a Klapars et al., Journal of the American Chemical
Society 2002, 124, 7421-28 y la literatura que se cita en la
presente documentacién.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un conjunto de
componentes que compreﬁde un compuesto de la invencidén no ra-
diomarcado, en donde el compuesto opcionalmente esta en con-
dicién seca o tiene un vehiculo y/o solvente y/o sustancias

auxiliares inertes agregadas farmacéuticamente aceptables. En




una forma de realizacidén preferida el conjunto de componentes
comprende uno o mis recipientes sellados que comprenden los
compuestos del conjuntc de componentes. En una forma de rea-
lizacién preferida el conjunto de componentes comprende un
compuesto de f£6rmula I como se describe en la presente docu-
mentacién, en donde Y es un grupo saliente, tal como tosilo,
brosilo, nosilo, triflato, sulfonato, sulfonato sustituido,
mesilato, nonaflato, ariliocdonio I*-arilo, trialquilamonio,
trimetilamonio, o NO,.

Aun otro aspecto de la invencién se refiere a un métocdo
para inhibir la formacién de amiloide o para modular la pato-
genicidad del amiloide en un mamifero. Este método comprende
administrar un compuesto de f6rmula I como se describe en la
presente documentacién en una cantidad que es eficaz para in-
hibir la formacién de amiloide o para modular la patogenici-
dad del amoloide.

Compuestos preferidos de la invencidn

‘De los diferentes aspectos de la invencién, ciertos com-
puestos de férmula I son preferidos. Dichos compuestos prefe-
ridos se dan a continuacién, en donde dichos compuestos se
nombran junto con una figura con una letra que hace referen-
cia a los ejemplos que se dan mis.adelante para describir la

sintesis de estos compuestos.
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Formas de realizacidén de la invencidn aun mas preferidas
con los respectivos compuestos F-18.

Los compuestos de la invencién representan nuevos marca-
dores con alta afinidad por amilcide B vy eliminacién répida
de sefiales no especificas del cerebro.

En particular, la invencién se relaciona con

1. Un compuesto de fo6rmula I
Y —Ar—B—N —A—Ar~X—Ar"
FOérmula I

o una sal o prodroga aceptable farmacéuticamente del mis-
mo,

en donde

- Y se selecciona entre el grupo que comprende:

F, Cl, Br, I, H, 18p  19p 76y, 123y 1257  1lg 3y 13y 155,
un grupo saliente, tosilo, brosilo, nosile, triflato, sul-
fonato, sulfonato sustituido, mesilato, y nonaflato; y si
estd unido directamente a un &tomo de C aromitico de aril-
iodonio, aril-I*, trialgquilamonio, preferiblemente trime-
tilamonio, y NOz;

- Ar se selecciona entre el grupo que comprende:

gigtemas de anillos aromiticos o heteroaromdticoes mono, bi
o triciclicos sustituidos o no sustituidos;

- B se selecciona entre el grupc que comprende:

enlace directo, una cadena alquilo o algquilenc ramificada
o no ramificada que comprende 1-10 Atomos de C;

- A se selecciona entre el grupec gue comprende:




a enlace directo, y CO-NH, CS-NH;
- Ar’' se selecciona entre el grupo que comprende:
sistema de anillos aromdtico o heterocaromidtico monc o bi-
ciclico sustituido o no sustituido;
- X se selecciona entre el grupo que comprende:
a enlace directo o una cadena C;~-C; alquilo sustituida o no
sustituida;
-~ Ar’’ se selecclona entre el grupo que comprende:
sistema de anillos aromitico o hetercaromaticc monc o bi-
ciclico sustituido o no sustituido.
. Un compuesto de acuerdo con el puntoc 1, en donde
- los sistemas de anillos aromiticos o heterocaromiticos de
Ar se sustituyen opcionalmente con uno o dos sustituyentes
alquilo, alquileno, alquino y/o alcoxi,
y en donde
- los sistemas de anillos aromiticos o heteroaromdticos
mono, bi o triciclicos se pueden sustituir adicionalmente
con grupos demandantes de electrones unidos directamente a
un dtomo de C aromdtico;
y en donde
- la cadena alquileno de B puede comprender 1 ¢ 2 uniones
no saturadas, y en donde la cadena alquilo o algquilenc se
interrumpe opcionalmente con N, S, 80, S0, o0 O, y en donde
la cadena alquilo ¢ alquileno se sustituye opcionalmente
con oxo o —-OH;

y en donde

- los sistemas de anillos aromidticos o hetercarométicos




de Ar’ se sustituyen opcionalmente con’ unc o dos sustitu-
yentes alqﬁilq, alquileno; alquino y/o‘alcoxi:y én dohde
los sistemas de anillos aromiticos o heteroarométicos mo-
no, bi o triciclicos se pueden sustituir adicionalmente
con grupos demandantes de electrones unidos directamente
a un &tomo de C aromatico;
y en donde
-~ la cadeﬁa_(&—ﬂ; alquilo de X,se'sustituye ppcipnalmente
.con 1 o 2 sustituyentes que pueden ser oxo o tio, y en
donde la cadena alquilo se puede interrumpir con 1 a 2
grupos O, N, S, SO o 80y;
y en donde
- los sistemas de anillos aromiticos o hetercaromiticos
de Ar'’ se sustituyen opcionalmente écn uno ¢ dos susti-
 tuyentes alquilo, alquileno, alguino y/o aicoxi y en d¢h-
de los sistemas de anilles aromiticos o hetercaromiticos
mono, bi o triciclicos se pueden sustituir adicionalmente
con grupos demandantes de electrones unidos directamente
a un-étomo_de-c aromitico. |
3. Un compuesto de acuerdo con el punto 1 o 2, en donde
~ ‘los sustituyentes opcionales alquilo, alquileno, algquino
y/o alcoxi de Ar, Ar’ y Ar’'’ se seleccionan entre el grupo
que comprende oxo ¢ hidroxilo,
'y en donde los sustituyentgs alquilo, alquileno, alguino
y/o alcoxi de Af, Axr' y Ar'’ sé puede'interrumpir,con 1 -5
adtomos de oxigenc, preferiblemente los sustitﬁyentes_ son

- unidades de poiietilenglicol,




27,

y en donde ademas los sustituyentes alquilo, alquileno, al-
quino y/o alcoxi de Ar, Ar’' y Ar’’ pueden comprender unida-
des de C3-Cs cicloalquilo, y en donde los grupos demandantes
de electrones opcicnales de Ar, Ar'’ y Ar’’' se seleccionan
entre el grupc que comprende -CN o CFi,

y en donde

- B se selecciona opcionalmente entre el grupo gque compren-
de enlace directo, CONH-CH,CO, CO- (CH3) 2CO, {CH,) ,CO,

O(CH:)4CO con n=1 a 10, {(CH=CH)CO,

/_ﬁ<

° v 0 0,

y en donde

- X se selecciona opcioconalmente entre el grupo que com-

prende enlace directo, OCH;, NHCO, CH20, CONH, NHCS, o©

CSNH.
4. Un compuesto de acuerdo con los puntos 1 - 3, en donde

- Ar se selecciona opciocnalmente entre el grupo que com-
prende

propilpirimidin-2-ilo, etoxifenilo, (CH;CH;0):fenilo, al-

quilfenilo, alcoxifenilo, N-alquilindolilo, y alquilpiri-

dilo,

| le\i, ,_/OQ Ve OQ
/_/°O /_/°_©
_/°

o) o—fr_0
~/ ~
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y en donde

0

- Ar' se selecciona opcicnalmente entre el grupo gque com-
prende

propilpirimidin-2-ilc, etoxifenilo, (CH,;CH»O)i;feniloc, al-
quilfenilo, alcoxifenilo, N-algquilindolilo, fenilec, benzo-
furanilo, indolilo y alquilpiridilo;

y en donde

- Ar’’ se gelecciona opcionalmente entre el grupo que'com—
prende

fenilo, 1-fenilo, 1-naftile, 2-naftilo, y todos los hete-

rociclos respectivos de los mismos.

5. Un compuesto, seleccionado entre el grupo que comprende
[0 e £
(2} N NN
NopN Ne N
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contiene una marca detectable,

Un compuesto de acuerdo con el punto 5,

Un compuesto de acuerdo con el punto 1,

o} ,—{F”)
N O
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en donde F sig-

2, 3 04 que

tal como un nucleido ra-

diactivo o una marca fluorescente.




8. Un compuesto de acuerdo con el punto 7, en donde la marca
detectable es '°F.

9. Un compuesto de acuerdo con los puntos 1 - 8 como un
compuesto de diagnéstico. |

10; Un compuesto de acuerdo con los puntos 1 - 5 o 7 como
medicamento.

11. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 8, comc un
compuesto diagnéstico para una enfermedad que se seleccio-
na del grupc que consiste en enfermedad de Alzheimer, un
trastorno neurodegenerativo, o una amiloidosis.

12. Un compuesto de acuerdo a la reivindicaciénllo como un
medicamento para tratar una enfermedad gque se selecciona

del grupc que consiste en enfermedad de Alzheimer, un
trastorno neurodegenerativo, o una amiloidosis.

13.Un método para la preparacién de un compuesto fluorado de
acuerdo a los puntos 1 a 8, en donde el ﬁétodo comprende
hacer reaccionar una molécula de precursor apropiado con
un agente flucorante,

14. Un métocdo para tratar o prevenir un desorden que se se-
lecciona del grupoc que consiste en enfermedad de Alzhei-
mer, un trastorno neurcdegenerativo, o una amiloidosis en
un mamifero, en donde este método comprende administrar
una  cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
acuerdo a los puntog 1 a 5 6 7 a dicho mamifero.

15. Uso de un compuesto de acuerdo a los puntos 1 a 5 6 7 en
el tratamiento de una enfermedad que se selecciona del

grupo que consiste en enferﬁedad de Alzheimer, un tras-




16.

17.

18.

13.

toino_neﬁrodegenerativo, o una amiloidosis en un mamife-
ro, en donde se administra una cantidad'terapéuticamente
eficaz de dicho compuesto a dicho mamiféro.

Un método para diagnosticar una enfermedad en un mamifero
que se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de
Alzheimer, un trastorno neurcdegenerativo, o una amiloi-
dosis, en donde este método comprende administrar a dicho
mamiferc un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 6 u
8.

El método de la reivindicacién 16, caracterizado porgque

‘este método comprende obtener imdgenes de dicho mamifero

y detectar la sefial de la obtencién de imdgenes.

El métddo de ia reivindicacitn 17, caracterizado porque
dicha. obtencidn dé imdgenes se lleva a cabo mediante un
método de obtencidn de imAgenes que se selecciona del
grupo que consiste en PET, SPECT, espectroscopia MR, vy
tomografia MR.

Un método de acuerdo a los puntos 16 a 18, c'aracteriza'_,do

porque se monitorea el efecto de una terapia.

20.

1

Un método para diagnosticar o monitorear una enfermedad
que se seleccicna del grupo que consiste en enfermedad de

Alzheimer, un trastorno neurcdegenerativo, -0 una amiloi-

- dosis en un mamifero, caracterizado porgue dicho método

21.

comprende analizar in vitro una muestra de dicho mami fe-
ro, en donde dicho mamifero o muestra se ha tratado con
un compuesto de acuerdc a las reivindicaciones 6 u 8.

El método de la reivindicacién 20, caracterizado porque




la muestra es fluido cerebroespinal.
22. Un conjunto de componentes que comprende umn compuesto de
acuerdo a las reivindicaciones 1 a 8.

El conjunto de componentes puede contener uno o mas via-
les sellados que comprenden los compuestos de acuerdo a las
reivindicaciones 1 a 8.

La invencidn ademds se relaciona con composiciones far-
macéuticas o composiciones diagnosticas gque comprenden un
compuesto de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 8, se prefie-
ren dichas composiciones que comprenden compuestos radiomar-
cados, aun son mds preferidas dichas composiciones que com-
prenden los compuestos marcados con F-18.

La invencién se relaciona adem&s con un compuesto de
acuerdo con el punto 1, con la condicién de que si A y B son
enlaces directos, Ar y Ar’ son sistemas aromiticos de seis
miembros de anillo.

La invencidén se relaciona ademds con un compuesto de
acuerdo con el punto 1, con la condicién de que si A o B son
enlaces directos Ar y Ar’ son sistemas arométicos de seis
miembros de anillo.

La invencidén se relaciona ademds con un compuesto de
acuerdoc con el punto 1, con la condicidén de que si A o B son
enlaces directos, el residuo directamente unido Ar o Ar’ es
un sistema aromiticos de seis miembros de anillo.

Los compuestos radiomarcados y composiciones diagnosti-
cas de la invencién son fitiles para la obtenciédn de imégenes

de amiloides beta.




Breve descripcidén de las figuras

La figura 1 muestra el andlisis autorradiogrifico de la
unién de 3g a criosecciones de corteza de pacientes con en-
fermedad de Alzheimer (AD} y controles sin placas Aff (HC/FTD)
(control sano/demencia frontotemporal}. ILa ﬁnién especifica
en regiones ricas en placas de muestras de AD se indica me-
diante flechas.

La figura 2 muestra el andlisis autorradicgriafico de la
unién del ejemplo 1l0e a criosecciones de corteza de pacientes
con enfermedad de Alzheimer (AD) y controles sin placas Af
(HC/FTD) (control sano/demencia frontotemporal). La unidn es-
pecifica en regiones ricas en placas de muestras de AD se in-
dica mediante flechas.

La figura 3 muestra el andlisis autorradiogrdfico de la
unién del ejemple llc a criosecciones de corteza de pacientes
con enfermedad de Alzheimer (AD) y controles sin placas AR
(HC/FTD) (control sano/demencia frontotemporal). La unidn es-
pecifica en regiones ricas en placas de muestras de AD se in-
dica mediante flechas.

La figura 4 muestra el andlisis autorradiogré&fico de la
unién del ejemplo 1l2c a criosecciones de corteza de pacientes
con enfermedad de Alzheimer (AD) y controles sin placas AR
(HC/FTD) {(control sanoc/demencia frontotemporal). La unidén es-
pecifica en regiones ricas en placas de muestras de AD se in-
dica mediante flechas.

La figura 5 muestra los valores de IC50 en [nM] de com-

puestos seleccionados medidos en un ensayo de competicidn
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usando homogenato de cerebro de pacientes AD.

La figura 6 A y la figura 6 B muestran andlisis de HPLC
de los compuestos del ejemplo 14.

La figura 7 A y la figura 7 B muestran andlisis de HPLC
de los compuestos del ejemplo 15.

La figura 8 muestra el andlisis autorradiogrifico de la
unién de 14f a criosecciones de corteza de pacientes con en-
fermedad de Alzheimer (AD) y controles sancs (HC). La unién
especifica en regiones ricas en placas de muestras de AD se
indica mediante flechas.

La figura 9 muestra los valores de IC50 en [nM] de com-
puestos seleccionados medidos en un ensayo de competicidn
usando homogenato de cerebro de pacientes AD.

Ejemplos

Los métodos para sintetizar y marcar estas composiciones
se ilustran en forma mas completa en los siguientes ejemplos.
Estos ejemplos ilustran ciertos aspectos del método antes
descrito y resultados ventajosos, y se muestran a modo de
ilustracién y no comc forma de limitacién.

Ejemplo 1
a) {(4-benciloxi-fenil)-amida del &cido 4-(5-Bromo-pirimidin-

2-1il) -piperazin-l-carboxilico

Una soluciébn de 9707 mg (3 mmol) de clorhidrato de 4-

benciloxi-fenilamina (Aldrich) y 1,13 ml (6,6 mmol) de N,N-




etildiisopropilamina en 10 ml de diclorometanc se agrega por
goteo a una solucibén de 297 mg (1 mmol) de trifosgeno en 10
ml de diclorometano a 0°C. La mezcla de reaccidn se agita por
15 minutes a 0°C, luego se agrega una mezcla de 0,73 g (3
mmol) de 5-bromo-2-piperazin-l-il-pirimidina y se agrega 1,13
ml (6,6 mmol) de N,N-etildiisopropilamina en 10 ml de diclo-
rometano. Después de 30 min a 0°C y durante la noche a tempe-
ratura ambiente, el solvente se eirapora y el residuc se cro-
matografia sobre gel de silice usando un gradiente de diclo-
rometano/acetato de etilo.

Rendimiento: 0,93 g (66 %)

Analisis elemental:

calculado: C 56,42 H 4,73 Br 17,06 N 14,95 .
encontrado: C 56,11 H 4,83 Br 16,94 N 14,77

b) (4-benciloxifenil) -amida del dcido 4-[5- (3-hidroxi-

propil) -pirimidin-2-il] ~piperazin-l-carboxilico
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A una solucién de 0,21 ml (3 mmol) de alcohol alilicc en ¢ ml
Vde tetrahidrofurano seco (THF) se agregan a 0°C 18 ml (9 .
mmol) de una scluciédn 0,5 M de 9-borabiciclo-(3,3,1)-nocnano .
en THF. Esta mezcla se agita a 0°C durante otros 15 min y 5 h
a temperatura ambiente (= Solucién A}.
Se suspenden 0,70 g (1,5 mmol) del compuesto derivado de bro-

mo la en 10 ml de DMF seco y 0,35 g (0,3 mmol} de tetra-

kis(trifenilfosfina) paladio(0) y se agregan 4 ml {12 mmol)




oy

de solucién acuosa 3 M de carbonato de potasio (= Suspensién
B) .

La solucién A se agrega a suspensidn B y se agita durante la
noche a 65°C. Después de la evaporacién de los sclventes el
residuo se cromatografia sobre gel de silice usando un gra-
diente de diclorometano/metanol.

Rendimiento: 110 mg (16 %)

Andlisis elemental:

calculado: C 67,10 H £,53 N 15,65

encontrado: C 66,92 H 6,41 N 15,88

c) éster 3-{2-[4- (4-benciloxi-fenilcarbamoil) -piperazin-1-

il] -pirimidin-5-il}-propilico de &cido tolueno-4-sulfénico
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A una suspensién de 0,45 g (1 mmel) del derivado hidroxi 1b
en 3 ml de piridina seca se agrega por goteo a 0°C una solu-
cién de 0,2§ g (1,3 mmol) de cloruro de p-toluenosulfonilo en
2 ml de piridina seca. Después de agitar por 30 min la mezcla
se evapora a sequedad y el residuo se cromatografia scobre gel
de silice usando un gradiente de diclorometanc/hexano.
Rendimiento: 372 mg (63 %)

Analisis elemental:

calculado: C 63,88 H 5,86 N 11,64 S 5,33

encontrado: C 63,67 H 5,97 N 11,48 s 5,02

d) {(4-benciloxi-fenil)-amida del &cido 4-[5-(3-[F-18]Fluoro-

propil) -pirimidin-2-il] -piperazin-l-carboxilico

R
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' Se produjo [F-18] Fluoruro mediante bombardeo de pi'otbnes en
ﬁn clclotrén usando un blanco de plata (1 ml) llenc con a_mgué
con [0-18] para la reacciénrlao (p,m)*®F. EL [F-18] fluoruro
acuoso (aprox. 1 ml) se hizo pasar a través de un cartuche de
resina OMA (Waters, Sep Pak Light OMA Part.No.: WAT023525 ).
El [F-18]flucrurc atrapado se eluyd a partir del cartucho
agregando una solucién de nyptofix K2,2,2/ ._'cho;;' (5mg
K2,2,2/. 1,5 ml acetonitrilec + 1 mg K,COs;/ O,l'5 ml_ de'agﬁaj . La
mezcla se secd mediante destilacibn azeotrSpica repetida (2
x) con la adicién secuencial de 1 ml de acetonitrilo. El pre-
cursor tosilato lc se disolvié en dimetilformamida seca (100
uL) y acetonitrilo (400 pL) y se agregé al complejo de ‘pota-
sio/ Kryptofix/ fluoruro seco. La solucién se calenté a 110
oC duran'.t.e 6 min y luego se dejé enfriar a témpeifatur.é 'am.—
biente por 5 min. La solucidn se diluyd con agua para dar un
volumen final de 10 ml y se hizo pasar a través de un cartu-
cho Sep-Pak Plus Cl8 (Waters, WAT020515). El cartucho se en-
juagb -con' agua (20 ml) y el compuestc se eluf,ré con acetoni-
trilo {3 ml). El compuesto eluido se diluyé con agﬁé para dar
5 ml v se sometis a purificacién HPLC preparativa. Se usé un
Gemini 5 p € 18 110 A, 250 * 10 mm (Fenomenex, 00@-4435-;1'.\10)
como fase estacionaria. Se usd una mezcla de agua {(A)/ aceto-

nitrile (B) 3 / 7 como fase mévil con una velocidad de flujo

de 3 ml/ min.




La solucién se diluyd con agua para dar un volumen final de
20 ml y se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak light
Ccl8 {Waters, WAT023501). El cartucho se enjuagd con agua (10
ml) y el compuesto se eluyb cbn etanol (0,5 ml). El1 producto
final se caracteriz6 mediante HPLC en una columna de HPLC Ge-
mini 5 p ¢ 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-4435-EQ)
con una mezcla isocritica de agua/ acetonitrilo (2/8; v/v) a
una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de retencién
(tr): 4,8 min. El rendimiento radioquimico (RCY) corregido
por el decaer radiactiveo (d.c.) al final del bombardeo: 44 %.
Pureza radioguimica (RCP): 98 %.

e) {(4~benciloxi-fenil) -amida del dcido 4-[5- (3-Fluoro-

propil) -pirimidin-2-il] -piperazin-l1-carboxilico (esté&ndar
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A 67 mg (0,15 mmol) del compuesto derivado hidroxi 1lb en 10
ml de diclorometanc se agregaron 48 mg (0,3 mmol) de trifluo-
ruro de dietilamino azufre (DAST) a 0°C. Después de 30 min a
0°C, se agregd agua, la fase orginica se sec6 sobre sulfato
de sodio y después de la evaporacién del solvente organico,
el residuo se cromatografid sobre gel de silice usando un
gradiente de diclorometano/acetatoc de etilo.

Rendimiento: 40 mg (60 %)

Andlisis elemental:

calculado: C 66,80 H 6,28 F 4,23 N 15,58




encontrado: C 66,54 H 6,49 F 4,06 N 15,77
Ejemple 2
a) {2-fenil-benzofuran-5-il) -amida de dcido 4- (5-bromo-

pirimidin-2-il) -piperazin-l-carboxilico

Br
Una solucidn de 628 mg (3 mmol} de clorhidrato de 2-fenil-
benzofuran-5-ilamina (ChemBridge Corp., 8San Diego, USA} vy
1,13 ml (6,6 mmol) de N,N-etildiisopropilamina en 20 ml de
diclorometano se agregan por goteo a una solucién de 287 mg
(1 mmol) de trifosgeno en 10 ml de diclorometano a 0°C. La
mezcla de reaccién se agita por 30 minutos a 0°C, luego se
agrega una mezcla de 0,73 g (3 mmol) de 5-bromo-2-piperazin-
l1-il-pirimidina vy 0,56 ml, 3,3 mmol) de N,N-etil-
diisopropilamina en 20 ml de diclorometanc. Después de 1 h a
0¢C y durante la noche a temperatura ambiente, el solvente se
evapora y el residuo se cromatografia sobre gel de silice
usando un gradiente de diclorometano/acetato de etilo.
Rendimiento: 0,81 g (56 %)

Andlisis elemental:

ber. : Cc 57,75 H 4,21 Br 16,70 N 14,64

gef.: C 57,43 H 4,37 Br 16,11 N 14,45

b) (2-fenil-benzofuran-5-il)-amida del &dcido 4-[5-(3-Hidroxi-

propil) -pirimidin-2-il] -piperazin-1-carboxilico
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A una solucidn de 0,21 ml (3 mmol) de alcohol alilico en 9 ml
de tetrahidrofurano seco (THF) se agrega a 0°C 18 ml (9 mmol)
de una soclucién 0,5 M de 9-borabiciclo-(3,3,1)-nonano en THF,
Esta mezcla se agita a 0°C durante otros 15 min y 5 h a tem-
peratura ambiente (= Solucibdn A).
Se suspenden 0,72 g (1,5 mmcl) de compuesto 2a en 10 ml de
DMF seco Yy 8e agregan 0,35 g (0,3 mmol) de tetra-
kis{trifenilfosfina} paladio(0) ¥ 4 ml (12 mmol) de solucién
acuosa 3 M de carbonato de potasio (= Suspensién B).
Se agrega Sclucidén A se agrega a suspensiébn B y se agita du-
rante la noche a 65°C. Después de la evaporacién de los sol-
ventes el residuo se cromatografia sobre gel de silice usando
un gradiente de diclorometano/metanol.
Rendimiento: 85 mg (12 %)
Andlisis elemental:
calculado: C 68,25 H 5,95 N 15,31
encontrado: C 68,05 H 6,12 N 15,20
c) éster 3-{2-[4-(2-fenil-benzofuran-5-ilcarbamoil) -

piperazin-1-il]-pirimidin-5-1il}-propilico de &cido tolue-

no-4-sulfénico

A una suspensidén de 0,46 g (1 mmol) del derivado hidroxi 2b




en 3 ml de piridina seca se agrega por goteo a 0°C una solu-
cidén de 0,25 g (1,3 mmol) de clorurco de p-toluenosulfoniloc en
2 ml de piridina seca. Despué€s de agitar por 30 min la mezcla
se evapora a sequedad y el residuo se cromatografia scbre gel
de =2ilice usando un gradiente de diclorometano/hexanc.
Rendimiento: 434 mg (71 %)

Ahélisis elemental:

calculado: C 64,80 H 5,44 N 11,45 8 5,24

encontrado: C 64,66 H 5,23 N 11,74 S 4,97

d) (2-fenil-benzofuran-5-il}-amida del &cido 4-[5-(3-[F-

18] Fluoro-propil) -pirimidin-2-il] -piperazin-1-~carboxilico
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El precursor tosilato 2c¢ se disolvid en dimetilformamida seca
(100 uL) y acetonitrilo (400 uL) y se agregd al complejo de
potagio/ Kryptofix/ fluoruro seco (véase arriba). La solucién
ge calentd a 110 °C durante 6 min y luego se dej6 enfriar a
temperatura ambiente por 5 min. La sclucidn se diluyé con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus Cl8 (Waters, WAT020515}.
El cartucho se enjuagd con agua (20 ml) y el compuestoc se .
eluyd con acetonitrilo (3 ml). EIL compuesto elulidoc se diluyd
con agua para dar 5 ml y se sometid a purificacién HPLC pre-
parativa. Se usé un Gemini 5 u € 18 110 A, 250 * 10 mm (Feno-
menex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usdé una mezcla

de agua (A)/ acetonitrilo (B) 3 / 7 como fase mdvil con una
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velocidad de flujo de 3 ml/ min.
La solucidén se diluyd con agua para dar un volumen final de
20 ml y se hizo pasar a través de un cartuchce Sep-Pak light
Cl8 (Waters, WATO023501). El1 cartucho se enjuagd con agua (10
ml) y el compuestc se eluyé con etanol (0,5 ml). El producto
final se caracterizd mediante HPLC sobre una columna de HPLC
Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-4435-EQ)
con una mezcla isocritica de agua/ acetonitrilo (2/8; v/v) a
una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempc de retencidn
(tr}: 4,1 min. RCY (d.c.): 38 %. RCP: 97 %.
e) {2-fenil-benzo-furan-5-il) -amida del &cido 4-[5-(3-Fluorc-
propil) -pirimidin-2-il] -piperazin-l-carboxilico (Estandar

de HPLC)

A 69 mg (0,15 mmol) de compuesto derivado hidroxi 2b en 10 ml
de diclorometanc se agregaron 48 mg (0,3 mmel) de trifluoruro
de dietilamino azufre (DAST) a 0°C. Después de 30 min a 0°C,
se agregd agua, la fase orgdnica se secd sobre sulfato de so-
dio y después de la evaporacién del soclvente orgénico, el re-
siduo se cromatografié scbre gel de silice usando un gradien-
te de diclorometano/acetato de etilo.

Rendimiento: 15 mg (22 %)

Anilisis elemental:

calculado: C 67,96 H 5,70 F 4,13 N 15,24

encontrado: C 67,67 H 5,96 F 3,%6 N 15,22




Ejemplo 3

a) &ster bencilico del &cido (3-Acetoxi-benzoilamino)-acético

b
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Se disolvieron 30,4 g (90 mmol) de sal p-tecluencsulfonato de
éster glicinbencilico en el sistema bifasico de la solucidn
de diclorometano y carbonato dcido de sodio acuoso saturado.
La fase orgénica se seca sobre sulfato de magnesio y luego se
evapora.
Se obtiene 13,09 g (79,25 mmol} de amina libre la cual se usa
en el subsiguiente pasc de reaccidén de acoplamiento sin puri-
ficacién adicicnal.
A una solucién de 14,28 g (79,25 mmol) de &cido 3-acetoxi-
benzeico en 150 ml 'de THF y 11 ml de trietilamina (79,25
mmel) a -15°C, se agrega 11,39 ml (87,2 mmol) de cloroformato
de iscbutilo y la solucifén se mantiene a esta temperatura por
otrog 15 min. Luego, se agregan 13,09 g de éster glicinbenci-
lico y 11 ml de trietilamina (79,25 mmol) en 50 ml THF y 50
ml de diclorometano lentamente a esta solucidn fria, la temQ
peratura se mantiene bajo 10°C durante otrog 15 min y luego
se deja alcanzar temperatura ambiente. Después de agitar du-
rante la noche el solvente se evapora y el residuo se croma-
tografia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato
de etilo/etancl.
Rendimiento: 24,6 g (95 %).
Anilisis elemental:

calculado: C 66,05 H 5,23 N 4,28
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encontradeo: C 65,84 H 5,43 N 4,16

b) dcido {(3-Acetoxi-benzoilamino}-acético
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A una solucién de 19,64 g {60 mmol) de éster bencilico 3a en
300 ml de metanol se agrega 3 g de Pd sobre carbén (10%) y la
suspensién se agita bajo hidrdgeno durante la noche a tempe-
ratura ambiente. El catalizador se retira por filtracién y el
solvente se evapora.

Rendimiento: 14,2 g {(cuantitativo).

Anflisis elemental:

calculado: C 55,70 H 4,67 N 5,90

encontrado: C 55,66 H 4,492 N 5,77

c)1-(4-Benciloxi-fenil)~piperazina

e
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Todos los elementos de vidrio se secan a 100°C. A una solu-
cién de 4,32 g (50,16 mmol) de piperazina en 60 ml de tolueno
ge agrega 459 mg (0,5 mmol) de tris(dibencilidenacetona) di-
paladio(0) y 423 mg (0,68 wmmol) de  BINAP (2,2'-
bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftilo). Luego, se agrega una so-
lucidn de 12 g (45,6 mmol) de 4-benciloxi-bromobenceno en 40
ml de THF seguido por una suspensién de 6,56 g (68,27 mmol)
de t-butilato de sodio en THF.

La mezcla de reaccién se somete a reflujo por 3 h y se agita
a temperatura ambiente durante la noche. Después de la evapo-

racién de los solventes el residuo se cromatografia sobre gel




de silice usando un gradiente de diclorometano/metanol.

Rendimiento: 12,2 g (45,7 %}.

Andlisis elemental:

calculado: C 76,09 H 7,51 N 10,44

encontrado: C 75,91 H 7,76 N 10,20

d) éster 3-{2-[4- (4-benciloxi-fenil) -piperazin-1-ill-2-oxo-~
etilcarbamoil}-fenilico de &Acido acético

W
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A una solucidn de 654 mg (2,76 mmel) de &acido (B-Acétoxi—
benzoilamino) -acético 3b en 70 ml de THF y 0,40 ml de trieti-
lamina (2,87 mmol) a -15°C, se agregan 0,396 ml (3,03 mmol)
de cloroformato de isobutilo por goteo y la solucién se man-
tiene a esta temperatura por otros 15 min. Luego, se agregan
740 mg de 1-{(4-benciloxi-fenil)-piperazina 3c y 1,7 ml de
trietilamina (12,25 mmol) en 30 ml THF y 30 ml de diclorome-
tano lentamente a esta solucidén fria, la temperatura se man-
tiene bajo 10°C durante otros 15 min y luego se deja alcanzar
temperatura ambiente. Después de agitar durante la noche el
gsolvente se evapora y el residuo se cromatografia sobre gel
de silice usando un gradiente de hexano/acetato de etilo._ .
Rendimiento: 3920 mg (30 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 68,98 H 6,00 N 8,62

encontrado: C §9,09 H 5,81 N 8,42

e)N—{2—[4-(4—Benciloxi-fenil)-piperazin-l-il]~2—oxo—etil}—3-
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hidroxi-benzamida
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Se disuelven 230 mg (0,47 mmol) del acetatoc 3d en 30 ml de
etanol y se enfria a 0°C. Después de la adicién de 1,5 ml de
NaOH 3N la solucidén se agita por 1 h, se agrega &cido acético
glacial hasta que el pH sea inferior a pH 7 y los solventes
se evaporan. El productec crudo se cristaliza a partir de eta-
nol.
Rendimiento: 200 mg (95 %).
Andlisis elemental:
calculado: C 70,10 H 6,11 N 9,43
encontrado: C 69,88 H 6,27 N 9,20
£) Estex 2-(3-{2-[4- (4-benciloxi-fenil) -piperazin-1-il]-2-

oxo—etil-carbamoil}-fenoxi)—etilico del &dcido Tolueno-4-

sulfénico
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A una solucién de 80 mg (0,18 mmol) de N-{2-[4-(4-Benciloxi-
fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-hidroxi-benzamida (3e)
en 10 ml de DMF se agregan 62 mg (0,45 mmol) de carbonato de
potasio y 100 mg (0,27 mmol) de 1,2 bis(tosiloxi)etanc {Al-
drich) . La mezcla se calienta a 60°C durante 3 h. Después de

agitar durante la noche a temperatura ambiente el solvente se



evapora y el residuo se cromatografia scobre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilo/hexano.

Rendimiento: 56 mg {48 %).

El compuesto tiene una pureza >95% de acuerdc con HPLC y- es
adecuado como un precursor del marcado con F-18,

g) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-

(2- [F-18] £fluoro-etoxi) -benzamida
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El precursor tosilato 3f se disolvid en dimetilformamida seca
(100 uL) y acetonitriloc (400 uL) y se agregd al complejo po-
tasio/ Kryptofix/ fluorurc seco (véase arriba). La solucién
se calentdé a 110 °C durante 6 min y luego se dejé enfriar a
temperatura ambiente por 5 min. La solucidén se diluyé con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus Cl8 ({Waters, WAT020515).
El cartucho se enjuagé con agua (20 ml) y el compuesto se
eluyé con acetonitrilo (3 ml). El compuesto eluido se diluyd
con agua para dar 5 ml y se sometidé a purificacién HPLC pre-
parativa. Se usé una Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10 mm (Fe-
nomenex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usé una mez-
cla de agua {(A)/ acetonitrile (B) 3 / 7 como fase mdévil con
una velocidad de flujo de 3 ml/ wmin.

La solucidén se diluyb con agua para dar un volumen final de
20 ml v se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak light

C18 (Waters, WAT023501). El cartucho se enjuagé con agua {10




49

ml}) y el compuesto se eluyd con etancl (0,5 ml). El producto
final se caracteriz® mediante HPLC sobre una columna de HFLC
Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-4435-E0)
con una mezcla isocritica de agua/ acetonitrilo (2/8; v/v) a
una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de retencién
{tr) : 4,3 min. RCY (d.c.): 38 %.VRCP: 29 %.

h) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-

{2-flucro-etoxi) -benzamida (Estéindar de HPLC)

A una solucién de 50 mg (0,11 mmol) de N-{2-[4-(4-Benciloxi-
fenil) -piperazin-1-il] -2-oxc-etil}-3-hidroxi-benzamida (3e)
en 5 ml de DMF se agregan 34 mg (0,25 mmol) de carbonato de
potasio y 10 ul (0,13 mmol) de 1-fluoro-2-bromoetano (ABCR,
Alemania}. La mezcla se calienta a 60°C durante 3 h. El sol-
vente se evapora y el residuo se cromatografia sobre gel de
silice usando un gradiente de acetato de etilo/hexanoc.
Rendimiento: 30 mg (54 %).

Anilisis elemental:

calculado: C 68,42 H 6,15 F 3,86 N 8,55

encontrado: C 68,17 H 6,28 F 3,64 N 8,71

Ejemplo 4

a) Ester 3-{2-[4-(4-nitrofenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-

etilcarbamoil}-fenfilico del &cido acético
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A una solucién de 3,43 g (14,5 mmol) de &cido (3-acetoxi-
benzoilamino) -acétice (3b) y 2,0 g (9,65 mmol) de 1-(4-
Nitrofenil)piperazina (Aldrich) en 100 ml de DMF se agregan
5,0 g (9,65 mmol) de PyBOP (hexaflucrofosfato de (Benzotria-
zol-1-iloxi)tripirrolidincfosfonico) y 5 ml de N-etil-N,N-
diisopiopilamina y la mezcla de reaccibn se agita durante la
noche a temperatura ambiente. Después de la evaporacidn de
los solventes el residuo se cromatografia sobre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilc/etanocl.
Rendimiento: 1,2 g (29,2 %).
Anilisis elemental:
calculado: C 59,15 H 5,20 N 13,14
encontrado: C 59,38 H 5,01 N 13,25
b) Ester 3-{2-[4- (4-amino-fenil) ~piperazin-1-il] -2-oxo-
etilcarbamoil}-fenilico del &cido acé&tico
T
4{31{&)
A una solucién de 853 mg (2 mmol) de compuesto nitroc 4a en 50
ml de metanol/dicloro-metano (1:1) se agrega una cantidad ca-
talitica de Pd sobre carbén (10%) y la suspensidén se agita
bajo hidrégeno durante la noche a temperatura ambiente. E1
catalizador se retira por filtracidédn y el solvente se evapo-
ra.

Rendimiento: 795 mg (cuantitativo). El1l procducto se usa en el




siguiente paso sin purificacién adicional.
c) Ester 3-{2-[4- (4-benzoilamino-fenil) -piperazin-1-il] -2-
oxo-etilcarbamoil}-fenilico del &dcido acético

0O

NH
T
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A una solucidén de 396 mg (1 mmol) de éster 3-{2-[4-{4-amino-
fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etilcarbamoil}-fenilico del &ci-
do acético (4b) y 134 mg (1,1 mmol) de &cildc benzoico en 20
ml de DMF se agregan 590 mg {1,14 mmol) de PyBOP y 0,35.ml (2
mmol) de N-etil-N,N-diisopropilamina y la mezcla de reaccién
se agita a temperatura ambiente. Después de 4h los solventes
se evaporan y el residuo se cromatografia sobre gel de silice
usando un gradiente de diclorometano/hexanoc.
Rendimiento: 0,31 g (62,1 %).
Andlisis elemental:
calculado: C 67,12 H 5,64 N 11,19
encontrado: C 66,94 H 5,88 N 11,02
d) N-{2-[4- (4-Benzoilamino-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-

etil}-3-hidroxi-benzamida

0

NH
e

o A
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Se disuelven 235 mg (0,47 mmol) del acetato 4c en 30 ml de

etanol y se enfria a 0°C. Después de la adicidén de 1,5 ml de

NaOH 3N la solucién se agita por 1 h, se agrega acido acético



glacial hasta gue el pH sea inferior a pH 7 y los solventes
se evaporan. El producto crudo se cristaliza a partir de eta-
nol.

Rendimiento: 177 mg (82 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 68,11 H 5,72 N 12,22

encontrado: C 67,91 H 5,60 N 12,00

e) Bster 2-(3-{2-[4-(4-benzoilamino-fenil)-piperazin-1-il]-2-

oxo-etil-carbamoil}-fenoxi) -etilico del &cido tolueno-4-
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sulfénico

A una solucién de 83 mg (0,18 mmol) de N-{2-[4-(4-Benzoil-
amino-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-hidroxi-benzamida
(4d) en 10 ml de DMF se agregan 62 mg (0,45 mmol) de carbona-
to de potasio y 100 mg (0,27 mmol) de 1,2 bis{tosiloxi)etano
(Aldrich) . La mezcla se calienta a 60°C durante 3h. Después
de agitar durante la noche a temperatura ambiente el solvente
se evapora y el residuo se cromatcgrafia sobre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilo/hexano.
Rendimiento: 60 mg (51 %).

El compuesto tiene una pureza >9%5% de acuerdo con HPLC y
es adecuado como un precurscor del marcado con F-18.
f) N-{2-[4- (4-Benzoilamino-fenil) -piperazin-1-il} -2-oxo-

etil}-3-(2-[F-18] flucro-etoxi) -benzamida
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El precursor tosilatc 4e se disolvié en dimetilformamida
seca (100 uL) y acetonitfilo (400 puL) y se agregd al complejo
potasio/ Kryptofix/ fluoruro seco (véase arriba). La solucidn
se calentdé a 110 °C durante 6 min y luego se dejd enfriar a
temperatura ambiente por 5 min. La solucién se diluyé con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus Cl8 (Waters, WAT(020515).
El cartuche se enjuagé con agua (20 ml) y el compuesto se
eluyd con acetonitrilo (3 ml). El compuesto eluido se diluyb
con agua para dar 5 ml y se sometid a purificaciédn HPLC pre-
parativa. Se usé una columna Gemini 5 p € 18 110 A, 250 * 10
mm (Fenomenex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usd
una mezcla de agua (A)/ acetonitrilo (B) 3/7 como fase mbvil
con una velocidad de flujo de 3 ml/ min.

La solucién se diluyd con agua para dar un volumen final
de 20 ml y se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak
light €18 (Waters, WAT023501). El cartucho se enjuagd con
agua (10 ml) y el compuesto se eluyd con etancl (0,5 ml). El
producte final se caracterizé mediante HPLC sobre una columna
de HPLC Gemini 5 p € 18 110 A, 250 * 4,6 mm ({(Fenomenex, 00G-
4435-E0) con una mezcla isocrdtica de agua/ acetonitrilo
(2/8; v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de
retencién (tg): 4,1 min. RCY (d.c.): 32 %. RCP: 93 %.

g} N-{2-[4- (4-Benzoilamino-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-~




etil}-3-(2-fluoro-etoxi) -benzamida (Estédndar de HPLC)
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A una solucién de 50 mg (0,11 mmol) de N-{2-[4-(4-
Benzoilamino-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-hidroxi-
benzamida (4d) en 5 ml de DMF se agregan 34 mg {0,25 mmol) de
carbonato de potasio y 10 uL (0,13 mmol) de 1-fluoro-2-
bromoetano (ABCR, Alemania}. La mezcla se calienta a 60°C du-
rante 3 h. El soclvente se evapora y el residuo se cromato-
grafia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de
etilo/hexano.
Rendimiento: 34 mg (62 %).
Andlisis elemental:
calculado: C 66,65 H 5,79 F 3,77 N 11,10
encontrade: C 66,43 H 5,89 F 3,41 N 11,31
Ejemplo 5
a) Bster 2-{2-[2-(3-{2-[4- (4-benciloxi-fenil) -piperazin-1-

il] -2-oxo-etilcarbamoil } -fenoxi) ~etoxi] -~etoxi}-etilico del

&cido teluen-4-sulfénico
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A una solucién de 80 mg (0,18 mmol) de N-{2-[4-(4-Benciloxi-
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fenil)-piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-hidroxi-benzamida  (3e)
en 10 ml de DMF se agregan 62 mg (0,45 mmol} de carbonato de
potasio y 124 mg (0,27 mmol) de di-p-toluenosulfonato de
tri{etilenglicol) {Aldrich). La mezcla se calienta a 60°C
durante 3 h. Después de agitar durante la noche a temperatura
ambiente el solvente se evapora y el residuo se cromatografia
gsobre gel de silice usando un gradiente de acetato de eti-
lo/hexano.
Rendimiento: 54 mg (41 %).

EL compuesto tiene una pureza >95% de acuerdo con HPLC y
es adecuado como un precursor del marcado con F-18.
b) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-

{2-[2- (2~ [F-18] fluoro-etoxi) -etoxi] -etoxi}-benzamida
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El precursor tosilato 5a se disolvié en dimetilformamida
seca (100 uL) y acetonitrilo (400 uL) y se agregd al complejo
potasio/ Kryptofix/ fluoruro seco (véase arriba). La ;olucién
se calentd a 110 °C durante 6 min y luego se dejd enfriar a
temperatura ambiente por 5 min. La solucién se diluyé con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus Cl18 (Waters, WAT020515).
El cartucho se enjuagdé con agua (20 ml) y el compuesto se

eluyd con acetonitrilo (3 ml). E1 compuesto eluido se diluyd



con agua para dar 5 ml y se sometid a purificaciém HPLC pre-
parativa. Se us6é una columna Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10
mm {Fenomenex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usd
una mezcla de agua (A)/ acetonitrilo (B) 3/7 como fase mbvil
con una velocidad de flujo de 3 ml/ min.

La solucibén se diluyd con agua para dar un volumen final
de 20 ml y se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak
light Cl8 {(Waters, WAT023501}. El cartucho se enjuagd con
agua (10 ml) y el compuesto se eluyd con etanol (0,5 ml). EIL
producto final se caracterizd mediante HPLC scbre una columna
de HPLC Gemini 5 p € 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-
4435-E0) con una mezcla isocratica de agua/ acetonitrilo
(2/8; v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de
retencidén (tg): 4,2 min. RCY (d.c.}: 42 %. RCP: 99 %.

c) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-3-

{2~[2-(2-fluoro-etoxi) -etoxi] -etoxi}-benzamida (Estédndar
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de HPLC)

Se disuelven 73 mg (0,10 mmol) del precursor tosilato 5a
en 2mL acetonitrilo. Se agregan 6,8 mg (0,12 mmol) de fluoru-
ro de potasio y 44,4 mg de Kryptofix en 1 ml de acetonitrilo
y se incuba por 10 min a 100°C. La reaccién se verifica me-

diante HPLC analitica. Después de completarse la reaccifn, la
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mezcla se evapora y el residuc se cromatografia scbre gel de
silice usando un gradiente de acetato de etilo/hexano.
Rendimiento: 28 mg (49 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 66,31 H 6,61 F 3,28 N 7,25

encontrado: C 66,07 H 6,73 F 3,11 N 7,38

Ejemplo 6

a) Ester 4-{4-[4-(4-nitrofenil)-piperazin-1-il] -4-oxo-

butiril}-fenilico de &cido acético
Q

,
oyt

N

g
9
A una solucién de 1,18 g (5 mmol}) de &cido 4-(4-acetoxife-
nil) -4-oxobutirico (Arch. Pharm. (Weinheim, Alemania) 284;
292 (1951)) v 1,04 g (5 mmol) de 1-(4-nitrofenil)piperazina
(Aldrich) en 20 ml DMF se agregan 1,71 ml (10 mmol) de N-
etil-N,N-diisopropilamina v 1,2 g (5 mmol} de hexafluorofos-
fato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-tetrametiluronio (HBTU}. La
mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante
4h, luego los solventes se evaporan y el residuo se cromato-
grafia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de
etilo/etanol.
Rendimiento: 1,53 g {72 %).
Andlisis elemental:
calculado: C 62,11 H 5,45 N 9,88
encontrado: C 61,89 H 5,54 N 9,61

b) Ester 4-{4~[4- (4-amino-fenil) -piperazin-1-il] -4-oxo-



butiril}-fenilico de &cido acético

A
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A una solucidn de 851 mg (2 mmol) de compuesto nitroe 6a en 50
ml de metancl/DMF (3:1) se agrega una cantidad catalitica de
Pd sobre carbén (10%) y la suspensidn se agita bajo hidrégenoc
durante la noche a temperatura ambiente. El1 catalizador se
retira por filtracidén y el solvente se evapora.
Rendimiento: 781 mg (cuantitativo). E1 producto se usa en el
siguiente paso sin purificacién adiciocnal.
c) Ester 4-[4-{4-{4-[(naftalen-2-carbonil) -amino] -fenil}-

piperazin-1-il) -4-oxo-butiril] -fenilico del &cidoc acético

A una solucién de 395 mg (1 mmol) de éster 4-{4-[4-(4-amino-
fenil) -piperazin-1-il] -4-oxo-butiril}-fenilico del &cido acé-
tico (6b) y 190 mg (1,1 mmol) de &cido 2-naftalencarboxilice
{(Aldrich) en 20 ml de DMF se agregan 5%0 mg (1,14 mmol) de
PyBOP y 0,35 ml (2 mmol) de N-etil-N,N-diisopropilamina y la
mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente. Después
de 4h ios golventes se evaporan y el residuc se cromatografia
sobre gel de silice usando un gradiente de diclorometa-
no/hexano.

Rendimiento: 374 mg (68 %).
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Andlisis elemental:
calculado: c 72,12 H5,69 N 7,65
encontrado: C€ 72,30 H 5,61 N 7,42
d) (4-{4-[4~(4-hidroxi-fenil)-4-oxo-butirill -piperazin-1-il}-
fenil) -amida del &cido naftalen-2-carboxilico
s

e
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242 mg (0,44 mmol) del acetato 6c se disuelven en 30 ml de
etancl/DMF (1:1) y se enfrian a 0°C. Después de la adicién de
2,2 ml de NaOH 2N la solucifn se agita por 30 min, luegc se
agrega &cido acético glacial hasta que el pH es inferior a pH
7 vy los solventes se evaporan. El producto crudo se cristali-
za a partir de agua y se secd a 40°C al vacio.
Rendimiento: 223 mg (cuantitativo).
Andlisis elemental:
calculado: C 73,35 H 5,76 N 8,28
encontrade: € 73,10 H 5,91 N 8,25
e) éster 2-{4-[4-(4-{4-[(naftalen-2-carbonil)-amino] -fenil}-

piperazin—l-il)-4—0xo—butiril]—fénoxi}—etilico del 4&cido

toluen-4-~-sulfdédnico




A una solucién de 91 mg (0,18 mmol) de (4-{4-[4-{4-hidroxi-
Fenil) -4-oxo-butiril] -piperazin-1-il}-fenil)-amida del 4&cido
naftalen-2-carboxilico (6d) en 10 ml de DMF se agregan 62 mg
(0,45 mmol) de carbonato de potasio y 100 mg (0,27 mmol) de
1,2 bis(tosiloxi)etano (Aldrich). La mezcla se calienta a
60°C durante 3 h. Después de agitar durante la noche a tempe-
ratura ambiente el solvente se evapora y el residuo se croma-
tografia sobre gel de silice usando un gradiente de acetéto
de etilo/hexanoc.
Rendimiento: 57 mg (46 %).
El compuesto tilene una pureza >95% de acuerdo con HPLC y es
adecuado como un precurscr del marcado con F-18.
£f) [4-(4-{4-[4-(2-[F-18] fluoro-etoxi)-fenil] -4-oxo-butiril}-
piperazin-1-il)-fenil] -amida del acido haftalen-z—

carboxilico

/0

El precursor tosilato 6e se disolvié en dimetilformamida seca
{100 pL) y acetonitrilo (400 ulL) y se agregd al complejo po-
tagio/ Kryptofix/ fluorurc seco (véase arriba). La solucién
se calentdé a 110°C durante 6 min y luego se dej6 enfriar a
temperatura ambiente por 5 min. La sgolucidn se diluybé con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus C18 (Waters, WAT020515).

El cartucho se enjuagd con agua (20 ml) y el compuesto se
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eluyé con acetonitrilo (3 ml). El compuesto eluido se diluyd
con agua para dar 5 ml y se sometié a purificacidén HPLC pre-
parativa. Se usé una columna Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10
mm (Fenomenex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usd
una mezcla de agua (A)/ acetonitrilo (B) 3/7 como fase mévil
con una velocidad de flujo de 3 ml/ min.

La solucién se diluyé con agua para dar un volumen £final
de 20 ml y se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak
light C18 (Wateré, WAT023501). El cartucho se enjuagd con
agua (10 ml) y el compuesto se eluyd con etanol (0,5 ml}. El
producto final se caracterizd mediante HPLC sobre una columna
de HPLC Gemini 5 pu C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-
4435-E0) con una mezcla isocrdtica de agua/ acetonitrilo
{(2/8; v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de
retencién (tg): 5,6 min. RCY (d.c.): 35 %. RCPB: 98 %.

Ejemplo 7
a) éster 4-[4-(4-{4-[(naftalen-1l-carbonil)-amino] -fenil}-

piperazin-1-il)-4-oxo-butiril] -fenilico del &cido acético

A una solucién de 395 mg (1 mmol) de éster 4-{4-[4-(4-amino-
fenil) -piperazin-1-il] -4-oxo-butiril}-fenilico del A4cido acé-
tico (6b) y 190 mg (1,1 mmol) de &cido l-naftalencarboxilico
{Aldrich) en 20 ml de DMF se agregan 590 mg (1,14 mmol) de

PYyBOP y 0,35 ml (2 mmol) de N-etil-N,N-diisopropilamina y la



mezcla de reaccidn se agita a temperatura ambiente. Después
de 4h los solventes se evaporan y el residuc se cromatografia
sobre gel de silice usando un gradiente de diclorometa-
no/hexano.

Rendimiento: 336 mg (61 %).

Analisis elemental:

calculado: C 72,12 H 5,69 N 7,65

encontrade: C 71,24 H 5,77 N 7,58

b) (4-{4-[4-{4-hidroxi-fenil)-4-oxc-butiril] -piperazin-1-

il}-fenil) -amida del &cido naftalen-l-carboxilico

e 0
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Se disuelven 242 mg {0,44 mmol} del acetato 7a en 30 ml de
etancl/DMF (1:1) y se enfria a 0°C. Después de la adicidén de
2,2 ml de NaOH 2N la solucidn se agita por 30 min, luego se
agrega adcido acético glacial hasta que el pH es inferior a PH
7 y los solventes se evaporan. El producto crudo se cristali-
za a partir de agua y se seca a 40°C al vacio.
Rendimiento: 223 mg (cuantitative).
Andlisis elemental:
calculado: C 73,35 H 5,76 N 8,28
encontradeo: C 73,21 H 5,62 N 8,11
c) éster 2-{4-[4-(4-{4-[(naftalen-1l-carbonil) -aminoc] -fenil}-
piperazin-1-il) -4-oxo-butiril] -fenoxi}-etilico del 4&cido

toluen-4-sulfbébnico
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A una solucién de 91 mg (0,18 mmol) de (4-{4-[4-(4-hidroxi-
fenil) -4-oxo-butiril] -piperazin-1-il}-£fenil)-amida del &cido
naftalen-l-carboxilico (7b) en 10 ml de DMF se agregan 62 mg
(0,45 mmol) de carbonato de potasioc y 100 mg (0,27 mmol) de
1,2 bis(tosiloxi)etano (Aldrich). La mezcla se calienta a
60°C durante 3 h. Después de agitar durante la noche a tempe-
ratura ambiente el solvente se evapora y el residuo se croma-
tografia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato
de etilo/hexanc.

Rendimiento: 63 mg (51 %).

El compuesto tiene una pureza >95% de acuerdo con HPLC y es
adecuado como un precursor del marcado con F-18.

d) [4-(4-{4-[4-(2-[F-18]fluoro-etoxi)-fenil] -4-oxo-butiril}-

piperazin-1-il) -fenil] -amida del acido naftalen-1-
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carboxilico

El precursor tosilato 7c¢ se disolvidé en dimetilformamida seca
(100 pL) y acetonitrilo (400 plL}) y se agregd al complejo po-
tasio/ Kryptofix/ fluoruro seco (véase arriba). La solucién

se calentd a 110 °C durante 6 min y luego se dejdé enfriar a



temperatura ambiente por 5 min. La solucibén se diluydé con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus Cl18 (Waters, WAT0D20515).
El cartucho se enjuagd con agua (20 ml) y el compuesto se
eluyd con acetonitrilc (3 ml). El compuesto eluido se diluyd
con agua para dar 5 ml y se sometid a purificacién HPLC pre-
parativa. Se usé una columna Gemini 5 p C 18 110 A, 250 * 10
mm (Fenomenex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usd
una mezcla de agua (A)/ acetonitrilo (B) 3/7 como fase mbvil
con una velocidad de flujo de 3 ml/ min.

La solucifén se diluy®é con agua para dar un volumen final
de 20 ml y se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak
light €18 (Waters, WATO023501). El1 cartucho se enjuagé con
agua (10 ml) y el compuestoc se eluyd con etancl (0,5 ml). ElL
producto final se caracterizd mediante HPLC sobre una columna
de HPLC Gemini 5 u C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-
4435-E0) con una mezcla isocrdtica de agua/ acetonitrilo

{(2/8; v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de

retencién (tg): 6,0 min. RCY (d.c.): 32 %. RCP: 97 %.
Ejemplo 8
a) éster 4-{4-[4-(4-benciloxi-fenil)-piperazin-1-il]-4-

oxobutiril}-fenilico de &cido acético

e
20 300

A una sclucidén de 652 mg (2,76 mmol) de &cido 4-{(4-
acetoxifenil) -4-oxobutirico (aArch. Pharm. (Weinheim, Alema-

nia) 284; 292 (1951)) en 70 ml de THF y 0,40 ml de trietila-




mina (2,87 mmol) a -15°C, se agregan 0,396 ml (3,03 mmol) de
cloroformato de isobutilo por goteo y la solucién se mantiene
a esta temperatura por otrcos 15 min. Luego, se agregan 740 mg
de 1-(4-benciloxi-fenil)-piperazina 3c y 1,7 ml de trietila-
mina (12,25 mmol) en 30 ml de THF y 30 ml de diclorometano
lentamente a esta solucién fria, la temperatura se mantiene
bajoc 10°C durante otros 15 min y luego se deja alcanzar tem-
peratura ambiente. Después de agitar durante la noche el sol-
vente se evapora y el residuo se cromatografia scbre gel de
silice usande un gradiente de hexano/acetato de etilo.
Rendimiento: 2192 mg (45 %).

Anilisis elemental:

calculado: C 71,59 H 6,21 N 5,76

encontrado: C 71,33 H 6,46 N 5,60

b) 1-[4-(4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il] -4- (4-

hidroxifenil) -butan-1,4-diona
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Se disolvié 229 mg (0,47 mmol) del acetato 8a en 30 ml de
etanol y se enfridé a 0°C. Después de la adicidn de 1,5 ml de
NaOH 3N la solucién se agita por 1 h, se agrega &acido acético
glacial hasta que el pH es inferior a pH 7 y los solventes se
evaporan. El producto crudo se cristaliza a partir de etanol.
Rendimiento: 186 mg (89 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 72,95 H 6,35 N 6,30

encontradeo: C 72,78 H 6,27 N 6,41



¢} éster 2~ (4-{4-[4- (4-benciloxi-fenil)-piperazin-1-il] -4-
oxobutiril}-fenoxi)-etilico del &dcido toluen-4-sulfénico
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A una sclucidém de 80 mg (0,18 mmol) de 1-[4-(4-Benciloxi-fe-
nil) -piperazin-1-il] -4- (4-hidroxifenil) -butan-1,4-diona (8b)
en 10 ml de DMF se agregan 62 mg (0,45 mmol) de carbonato de
potasio y 100 mg (0,27 mmol) de 1,2 bis(tosiloxi)etano (al-
drich) . La mezcla se calienta a 60°C durante 3 h. Después de
agitar durante la noche a temperatura ambiente el solvente se
evapora y el residuo se cromatografia sobre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilo/hexano.

Rendimiento: 60 mg (52 %).

El compuesto tiene una pureza >95% de acuerdo con HPLC y es
adecuado como un precursor del marcadc con F-18.

d) 1-[4-{4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il]-4-[4-(2- [F-

18] £fluoro-etoxi) -fenil] -butan-1,4~diona

El precursor tosilato 8c se disolvid en dimetilformamida seca
{100 ulL} y acetonitrilo (400 uL) y se agregd al complejo po-
tasio/ Kryptofix/ fluoruro seco (véase arriba). La solucibn

ge calenté a 110 °C durante 6 min y luego se dejd enfriar a
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temperatura ambiente por 5 min. La solucién se diluy$ con
agua para dar un volumen fimal de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus (18 (Waters, WATO020515).
El cartucho se enjuagd con agua (20 ml) y el compuesto se
eluyé con acetonitrilo (3 ml). El compuesto eluido se diluyé
con agua para dar 5 ml y se sometidé a purificacién HPLC pre-
parativa. Se usé upna columna Gemini 5 pu C 18 110 A, 250 * 10
mm (Fenomenex, 00G-4435-N0) como fage estacionaria. Se usb
una mezcla de agua (A)/ acetonitrilo (B) 3/7 como fase mévil
con una velocidad de flujo de 3 ml/ min.

La soclucién se diluyd con agua para dar un volumen final
de 20 ml y se hizo pasar a través de un cartucho Sep-Pak
light 18 (Waters, WAT023501). El cartucho se enjuagd con
agua (10 ml) y el compuesto se eluy6é con etanol (0,5 ml). El
producto final se caracterizé mediante HPLC sobre una columna
de HPLC Gemini 5 u C 18 110 A, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-
4435-E0) con una mezcla isocratica de agua/ acetonitrilo
(2/8; v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de
retencién (tg): 4,7 min. RCY (d.c.): 45 %. RCP: 99 %.

Ejemplo 9
a) éster 3-[2-(4-{4-[(naftalen-2-carbonil)-amino]-fenil}-pi-

perazin-1-il) -2-oxo-etilcarbamoil] -fenilico del &cido acé-
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A una solucién de 396 mg (1 mmol) de éster 3-{2-[4-(4-amino-
fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo~etilcarbamoil}-fenilico del &ci-
do acético (4b) ¥ 190 mg (1,1 mmol? de &cido 2-naftalencar-
boxilicc (Aldrich) en 20 ml DMF se agregan 5%0 mg (1,14 mmol)
de PYBOP v 0,35 ml (2 mmol) de N-etil-N,N-diisopropilamina y
la mezcla de reaccifén se agita a temperatura ambiente. Des-
pués de 4h los solventes se evaporan y el residuo se cromato-
grafia scbre gel de silice usando un gradiente de diclorome-
tano/hexano.
Rendimiento: 0,25 g (43,9 %}.
Anilisis elemental:
calculado: C 69,80 H 5,49 N 10,18
encontrado: € 69,55 H 5,61 N 10,03
b) (4-{4-[2-(3-hidroxi-benzoilamino)-acetil] -piperazin-1-

il}-fenil) -amida del &dcido naftalen-2-carboxilico

s

NH
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HO-

Se disuelven 240 mg (0,44 mmol) del acetato 9a en 30 ml de
etanol/DMF (1:1) y se enfria a 0°C. Después de la adicién de
2,2 ml de NaCOH 2N la solucibn se agita por 30 min, luegoc se
agrega acido acético glacial hasta que el pH es inferior a pH
7 v los solventes se evaporan. El producto crudo se cristali-
za a partir de agua y se secb6 a 40°C al vacio.

Rendimiento: 220 mg (cuantitativo).

Analigis elemental:
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calculado: C 70,85 H 5,55 N 11,02

encontrado: C 70,53 H 5,77 N 10,856

c) éster 2-{3-[2-(4-{4-[(naftalen-2-carbonil)-amino]-fenil}-
piperazin-1-il)-2-oxo-etilcarbamoil] -fenoxi}-etilico del

dcido toluen-4-sulfénico

0,

NH
"J“O
f
Ot b{%

A una solucién de 92 mg (0,18 mmol) de (4-{4-[2-(3-hidroxi-
benzoilamino) -acetil] -piperazin-1-il}-fenil) -amida del &cido
naftalen-2-carboxilico (9b) en 10 ml de DMF se agregan 62 mg
{0,45 mmol) de carbonato de potasio y 100 mg (0,27 mmol) de
1,2 bis(tosiloxi)etano (Aldrich) . La mezcla se calienta a
60°C durante 3 h. Después de agitar durante la noche a tempe-
ratura ambiente el solvente se evapora y el residuo se croma-
tografia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato
de etile/hexano.
Rendimiento: 58 mg (46 %).
El compuesto tiene una pureza »95% de acuerdo con HPLC y es
adecuadc como un precursor del marcado con F-18.
d) [4-(a-{2-[3-(2-[F-18] fluoro-etoxi)-benzoilamino] ~acetil}-
piperazin-1-il) -fenil] -amida del dcido naftalen-2-

carboxilico
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El precursor ;osilato 9¢ pe disolvid en dimetilformamida
seca (100 nl) y acetonitrilo (400 pL) y se agregd al complejo
potasio/ Kryptofix/ fluoruro seco {véase arriba). La solucién
se calentd a 110 °C durante é min y luego se dejé enfriar a
temperatura ambiente por 5 min. La solucidn se diluyd con
agua para dar un volumen final de 10 ml y se hizo pasar a
través de un cartucho Sep-Pak Plus Cl8 (Waters, WAT020515).
El cartucho se enjuagd con agua (20 ml) y el compuesto se
eluyd con acetonitrile (3 ml). El1 compuesto eluido gse diluyd
con agua para dar 5 ml y se sometid a purificacidm HPLC pre-
parativa. Se usé una columna Gemini 5 m C 18 110 A, 250 * 10
mm (Fenomenex, 00G-4435-N0) como fase estacionaria. Se usd
una mezcla de agua (A)/ acetonitrilo (B} 3/7 como fase mévil
con una velocidad de flujo de 3 ml/ min.

La solucidén se diluydé con agua para dar un volumen f£inal
de 20 ml y se hizo pasar a través de un cartuchc Sep-Pak
light €18 (Waters, WAT023501). El cartucho se enjuagd con
agua (10 ml) y el compuesto se eluyd con etanol (0,5 ml). El
producto final se caracteriz6 mediante HPLC sobre una c¢olumna
de HPLC Gemini 5 m C 18 110 A&, 250 * 4,6 mm (Fenomenex, 00G-
4435-E0) con una mezcla isocratica de agua/ acetonitrilo
(2/8; v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Tiempo de

retencién (tg): 4,6 min. RCY (d.c.}: 39 %. RCP: 99 %.
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piperazin-1-il) -fenil] -amida del acido naftalen-2-

e) [4-(4-{2-[3-(2-fluoro-etoxi)-benzoilamino] -acetil}-

carboxilico {estandar de HPLC)

&

NH
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N
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A una solucién de 56 mg (0,11 mmol) de (4-{4-[2-(3-hidroxi-
benzoilamino) -acetil] -piperazin-1-il}-fenil) -amida del &cido
naftalen-2-carboxilico (9b) en 5 ml de DMF se agregan 34 mg
(0,25 mmol) de carbonato de potasio y 10 ul (0,13 mmol) de 1-
fluoro-2-bromoetano (ABCR, Alemania}. La mezcla se calienta a
60°C durante 3 h. El solvente se evapora y el residuo se co-
loca en sulféxido de dimetilc y se cromatografia dos veces
sobre RP-18 usando un gradiente de agua/acetonitrilo.
Rendimiento: 24 mg (40 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 69,30 H 5,63 F 3,43 N 10,10

encontrado: C€ 69,15 H 5,81 F 3,22 N 10,28

Ejemplo 10

a) éster tert-butilico del &cido {2-[4-(4-benciloxi-fenil)-

piperazin-1-ill -2-oxo-etil}-carbamico
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A una solucitn de 7,7 g (43,97 mnol) de t-butoxicarbonil-
glicina (Aldrich) en 800 ml de THF y 8 ml de trietilamina
(57,71 mmol) a -15°C, se agregan 5,75 ml (43,97 mmol) de clo-
roformato de iscbutilo por goteo y la soluciébn se mantiene a
esta temperatura por otros 15 min. Luego, se agregan 11,8 g
de 1-(4-benciloxifenil)-piperazina (3c) y 29 ml trietilamina
{210 mmol) en 300 ml THF/diclorometanc (1:1}) lentamente a es-
ta solucién fria, la temperatura se mantiene bajo 10°C duran-
te otros 15 min y luegeo se deja alcanzar temperatura ambien-
te. Después de agitar durante la noche el solvente se evapora
y el residuo se coloca en acetatc de etilo. Esta solucién se
lava sucesivamente con carbonato de sodio acuoso, agua, solu-
cibn acuosa 1 M de HCl, solucibén acuosa saturada de cloruro
de sodio, finalmente se seca sobre sulfato de magnesio y lue-
go se evapora. Este residuc se cromatografia sobre gel de
silice usando un gradiente de hexano/acetato de etilo.
Rendimiento: 15,51 g (82,9 %).

Andlisisg elemental:

calculado: C 67,74 H 7,34 N &,87

encontrado: C 67,33'H 7,47 N 9,62

b) cloruro de 2-[4-(4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il]-2-oxo-

etil-amonio

cl _(N
HN ©

Se puspenden 17,0 g (392,95 mmol) de éster tert-butilico del
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dcido {2-[4-(4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il]-2-oxo-etil}-
carbdmico (10a) en 300 ml de HCl 2N en éter dietilico y se
agita durante la noche a temperatura ambiente. El precipitado

se retira por filtracién y se lavd con éter y se gecd a 40°C

al vacio.

Rendimiento: 14,5 g {(cuantitativo). El producto se usa en el
siquiente pasc sin purificacién adicional.

¢) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-6-

bromo-nicetinamida

J::rgi:j
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A una solucidén de 202 mg (1 mmol) de &cide 2-bromo-5-
piridincarboxilico (Aldrich) y 398 mg (1,1 mmol) de cloruro
de 2-[4- (4-benciloxifenil) -piperazin-1-il] -2-oxoetil-amonio
(10b) en 20 ml de DMF se agregan 624 mg (1,2 mmol) de PyBOP y
0,61 ml de N-etil-N,N-diisopropilamina y la mezcla de reac-
cién se agita durante la noche a temperatura ambiente. Des-
pués de la evaporacién del solvente el residuoc se cromato-
grafia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de
etilc/etanol.

Rendimiento: 183 mg (35,9 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 58,395 H 4,95 Br 15,869 N 11,00

encontrado: C 58,66 H 5,18 Br 15,20 N 11,36

El compuesto tiene una pureza >95% de acuerdo con HPLC y es




adecuado como un precursor para el marcado con F-18,
d) N-{2-[4- (4~-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il] -2~oxo-etil}-6-

fluoro-nicotinamida
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A una solucibdn de 141 mg (1 mmol) de 4&dcido 2-fluoro-5-
piridincarboxilico (Aldrich) y 398 mg (1,1 mmol) de cloruro

de 2-[4-(4-benciloxifenil) -piperazin-1-il]-2-oxoetil-amonio

(10b) en 20 ml de DMF se agregan 624 mg (1,2 mmol) de PyBOP y

0,61 ml de N-eti.l-N,N-diisopropilamina y la mezcla de reac- .
cién se agita durante la noche a temperatura ambiente. Deg-

pués de la evaporacién del solvente el residuc se cromato-
grafia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de
etilo/etanol.

Rendimiento: 302 mg (67,3 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 66,95 H 5,62 F 4,24 N 12,48

encontrado: C 66,84 H 5,97 F 3,95 N 12,52

e) N-{2-[4~ (4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il] ~2-oxo-etil}-6- .

[F-18] -fluoro-nicotinamida
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Se capturé [*®F]Fluorurc acucsc (5,1 GBg) en un cartuchoc QMA
(Waters, Sep Pak Light QMA Part.No.: WAT023525 ) y se eluyd
con 5mg de Kiz,z,z en 0,95ml de MeCN +Img de KCO; en 50pl de
agua en un vial Wheaton (5ml). El solvente se eliminé calen-
tando a 120°C durante 10 min bajo una corriente de nitrégeno.
Se agregé MeCN anhidro (1 ml) y se evaporé como se hizo mas
arriba. Se agrego una solucién de precursor 1l0ec (5 mg) en 700
pnl de DMSO anhidro. Después de calentar a 180°C durante 30
min la mezcla de reaccidn cruda se diluyd con agua a un volu-
men total y se purificé por HPLC preparativa: ACE 5-Cl8-HL
250mmx10mm, Advanced Cromatography Technologies; Cat.No.: ACE
321-2510; isocratico, acetonitrilo al 35% en &dcido triflucro-
acético al 0,1%, flujo: 4 ml/min; tz=18min. La fraccidn de
HPLC reccgida se diluyd con 40ml de agua y se inmobilizd so-
bre un cartucho Sep-Pak light C18 (Waters, WAT023501), que se
lavé con 5ml de agua y se eluyd con 1ml de etancl para dar
1015 MBg del producto (36%, corregido por el decaer radiacti-
vo; pureza radioquimica >99%). El productc deseado se carac-
terizé mediante coinfeccién con el estédndar F-19 no radiacti-
vo en la HPLC analitica: Agilent ZORBAX 300SB-Cl8 250%4,6 mm
; 5 um Agilent; PN 880995-902; A): Agua + 0,1% TFA, B): MeCN
+ 0,1% TFA, 0 a 10 min, 35% B; 10 a 10:30 min, 35% B a 100%B;
imL/min (tz=7,6min), RCP: 99 % (HPLC).

Ejemplo 11

a) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-2-

bromo-iscnicotinamida
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A una solucién de 202 mg (1 mmol) de &cido 2-bromo-4-
piridincarboxilico {Alfa) y 398 mg (1,1 mmol) de clorurc de
2-[4-(4-benciloxifenil) -piperazin-1-il] -2-oxoetil-amonioc
(10b) en 20 ml de DMF se agregan 624 mg (1,2 mmol) de PyBOP y
0,61 ml de N-etil-N,N-diisopropilamina y la mezc¢la de reac-
citn se agita durante la noche a temperatura ambiente. Des-
pués de la evaporaciém del solvente el residuoc se cromato-
grafia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de .
etilo/etanol. Las fracciones que contienen producto se reco-
gen y se recristaliza a partir de acetato de etilo.
Rendimiento: 165 mg (32,4 %).
Analisis elemental:
calculado: C 58,95 H 4,95 Br 15,69 N 11,00
encontradoc: C 58,32 H 5,09 Br 15,11 N 10,73
El compuestc tiene una pureza »>95% de acuerdo con HPLC y es
adecuado como un precursor para €l marcadc con F-18.
b) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-ill -2-oxo-etil}-2- .

fluoro-isonicotinamida
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A una solucidén de 141 mg (1 mmol) de &cide 2-fluoroc-4-
piridincarboxilico (Aldrich) y 398 mg (1,1 mmol) de cloruro
de 2-[4-(4-benciloxifenil) -piperazin-i-il] -2-oxoetil-amonio
(10b) en 20 ml de DMF se agregan 624 mg (1,2 mmol) de PyBOP y
0,61 ml de N-etil-N,N-diisopropilamina y la mezcla de reac-
cién se agita durante la noche a temperatura ambilente. Des-
pués de la evaporacién del solvente el residuo se cromato-
grafia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de
etilo/etanol.

Rendimiento: 326 mg (72,7 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 66,95 H 5,62 F 4,24 N 12,49

encontrado: C 66,58 H 5,81 F 4,03 N 12,68

c) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-2-

[F-18] -fluoro-isonicotinamida
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Se capturé [**FlFluoruro acuoso (4,9 GBg) en un cartucho QMA
{(Waters, Sep Pak Light QMA Part.No.: WAT023525 ) y se eluyd
con Smg de Kz,2,2 en 0,95m1l de MeCN +1lmg de KyCO; en 50upul de
agua en un vial Wheaton {5ml). El solvente se elimind calen-
tando a 120°C durante 10 min bajo una corriente de nitrégeno.
Se agregd MeCN anhidro (1 ml) y se evapord como se realizd

precedentemente. Se agregd una solucidén de precursor 1lla (5




mg) en 700 pl de DMSC anhidro. Después de calentar a 180°C
durante 30 min la mezcla de reaccidn cruda se diluyd con agua
a un volumen total de BmL y se purificd por HPLC preparativa:
ACE 5-Cl1l8-HL 250mmx10mm, Advanced Cromatography Technologies;
Cat.No.: ACE 321-2510; isocratico, acetonitrilo al 35% en
dcido trifiuorocacético al 0,1%, flujo: 4 ml/min; tyz=18min. La
fraccidén de HPLC recogida se diluyd con 40ml de agua y se in-
mobilizé scbre un cartucho Sep-Pak 1light Cl8 (Waters,
WAT023501), que se lavd con 5ml de agua y se eluyd con 1 ml
de etanol para dar 1293 MBg del producto (44%, corregido por
el decaimiento radiactivo) lo cual se caracterizb y se recon-
firm6é mediante coinyeccién con el estédndar fluoro F-19 no ra-
diactivo usando HPLC analitica: Agilent ZORBAX 300SB-Cl18
50*4,6 mm ; 5 um Agilent; PN 880995-902, A): Agua + 0,1% TFA,
B): MeCN + 0,1% TFA, 0 a 10 min, 35% B; 10 a 10:30 min, 35% B
a 100%B; 1lmL/min, (tg=7,5min), RCP: >99 % (HPLC).

Ejemplo 12

a) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-2-

bromo-nicotinamida

A
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A una solucidn de 202 mg (1 mmol) de &Acido 2-bromo-nicotinico
(Aldrich) vy 398 mg (1,1 mmol) de clorurc de 2-[4-(4-~
benciloxifenil) -piperazin-1-il] -2~oxoetil-amonio (10b) en 20

ml de DMF se agregan 624 mg (1,2 mmol) de PyBOP y 0,61 ml de
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N-etil-N,N-diisopropilamina y la mezcla de reaccibén se agita
durante la noche a temperatura ambiente. Después de la evapo-
racidén del solvente el residuo se cromatogratia scbre gel de
silice usando un gradiente de acetato de etilo/etancl.
Rendimiento: 210 mg (41,2 %).

Andlisis elemental:

calculado: C 58,95 H 4,95 Br 15,692 N 11,00

encontrado: C 59,11 H 4,75 Br 15,39 N 11,03

El compuesto tiene una pureza >95% de acuerdo con HPLC y es
adecuado como un precursor para el marcado con F-18.

b) N-{2-[4- (4-Benciloxi~fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-2-

fluoro-nicotinamida

Je
o}
@,@
/N
=N
A una solucién de 141 mg (1 mmol) de A&cido 2-fluoro-nico-
tinico (Aldrich) y 3928 mg (1,1 mmol) de cloruro de 2-[4-(4-
benciloxifenil) -piperazin-1-il] -2-oxocetil-amonic (10b) en 20
ml de DMF se agregan 624 mg (1,2 mmol) de PyBOP ¥y 0,61 ml de
N-etil-N,N-diisopropilamina y la mezcla de reaccidn se agita
durante la noche a temperatura ambiente. Después de la evapo-
racién del solvente el residuc se cromatografia sobre gel de
silice usando un gradiente de acetato de etilo/etanocl.
Rendimiento: 326 mg (72,7 %).
Andlisis elemental:

calculado: C 66,95 H 5,62 F 4,24 N 12,49




enceontrade: C 66,71 H 5,79 F 3,88 N 12,30
¢) N-{2-[4- (4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il]-2-oxo-etil}-2-

[F-18] -fluoro-nicotinamida
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se capturé [**F]Fluorurc acuoso (7 GBg) en un cartucho QMA
(Waters, Sep Pak Light QOMA Part.No.: WAT023525 ) y se eluyé
con 5mg de Kz,2,2 en 0,95m1l de MeCN +lmg de X;CO; en 50ul de
agua en un vial Wheaton (5ml). El solvente se elimind calen-
tando a 120°C durante 10 min bajo una corriente de nitrégenoc.
Se agregdé MeCN anhidro (1 ml) y se evaport como se realizd
precedentemente. Se agregd una solucibébn de precursor l2a (5
mg} en 700 pul DMSO anhidro. Después de calentar a 180°C du-
rante 20 min la mezcla de reaccidn cruda se diluyd con agua a
un volumen total de 5ml, y se purificé por HPLC preparativa:
ACE 5-C1l8-HL 250mmx10mm, Advanced Cromatography Technologies;
Cat.No.: ACE 321-2510; isocritico, acetonitrilo al 35% en
dcido trifluorocacético al 0,1%, flujo: 4 ml/min; tg=19min. La
fraccién de HPLC recogida se diluyd con 40ml de agua y se in-
mobiliz$é sobre un cartucho Sep-Pak light Cl8 (Waters,
WAT023501), que se lavd con 5ml de agua y se eluyd con 1lml de
etanol para dar 2015 MBg del producto (49%, corregido por el
decaimiento radiactivo) lo cual se caracterizdé y se recon-
firmdé mediante coinyeccidn con el esté&ndar fluoro F-12 no ra-

diactivo usando HPLC analitica: Agilent ZORBAX 300SB-C18
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50%*4,6 mm ; 5 um Agilent; PN 880995-902, A): Agua + 0,1% TFA,
B): MeCN + 0,1% TFA, 0 a 10 min, 35% B; 10 a 10:30 min, 35% B
a 100%B; 1mL/min, (tg=7,8min}, RCP: >99 % (HPLC).

Ejemplo 13: datos bioiégicos

a) Hétodbs

Estudios de unidén usando homogenato de cerebro humano

Se llevd a cabo un ensayo de competicidn con un ligando
amiloide tritiado en placas de 26 pocillos (Greiner bio-one;
Cat. 651201; Lot. 06260130) usando homogenatos de cerebro de
pacientes con AD.

Los homogenatos se prepararon mediante hoﬁogenizacién
(Ultra-Turrax, ajuste 2, 30 segundos, 24000 rpm) de corteza
frontal disecada conteniendo materia gris y materia blanca de
pacientes con AD en solucién salina amortiguada con fosfato
{PBS, pH 7,4). El homogenato con una concentracién de 100 mg
tejido himedo/ml se divididé en alicuotas de 300 pl y se alma-
cend a 480°C. |

Se incubaron diferentes concentracicnes de las sustan-
cias de_ﬁrueba sin marcar con 100 pg/ml de homogenato y 10 nM
del ligando tritiado en PBS, 0,1% de BSA (volumen final 200
nl) durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
filtrd la mézcla de unién a través de filtros Whatman GF/B
(humedecidos con PBS, 0,1% de BSA);usando un recolector de
muestras Filtermate 196 (Packard). Luego se lavaron dos veces
los filtros con PBS, 0,1% de BSA y se agregaron 40 nul de
liquido de centelleo a cada pocillo antes de medir la radiac-

tividad unida en un dispositivo TopCount (Perkin Elmer). La




un16n no especifica se evalué medlante agregado un exceso de

j1000x del llgando trltiado a la mezcla de reacc16n. Flnalmen-
'te, se calcularon lqs valoresrde ICSO con la ayuda-de'un-pro~
grama de analisis_apropiado.

Andlisis autorradiogrdfico

Para el egtﬁdio'se'usaron secbiones—recién'Congeladas

asi como tambié@*embebidas en parafina del lbbuioLfrbntaI,de

- pacientes con . demencia de'AIZheimér, pacientes con demencia'

- frontotemporal Yy conitroles de la misma edad.

7 Se montaron-las secciones congeladas, coftadas_cénrls'pm
de espesor en un criostato (Leica, Alemania) y las seccidQes
en parafina, cortadas en un micrétqmb dé'deaiizamiento'(Leie
ca)'cbn-un-éspesér:dé 6 pm, éob?é_péitaé de}vidribﬁ(Sﬁpgr-
frost Pius, ﬁé.ﬁenzel, Braunschweig'Alemania)f:Las:seccibneé
-congeladas se éejaron adherir a'lés portas'dufante_varias no-
ches a -20°C. Lag secciones embebidas en parafina se despara-
- finaron usando métodos histoldgicos de rutina. Para los estu-
‘dios de unién, se incubaron las secciones con:e1 compueéto de

Pfﬁeba'mérCado con'F~18,a 10 Bq/pl?diluido én‘amortiguaddf de

HEPES 25 mM, pH 7,4, 0, 1% de BSA (entre 200 y 300 pl/corte)

- durante 1,5 horas a températura amblente en una cémara - hime-
‘da. Para . los experimentos de bloqueo, se agreg6 un excesc de
1000 veces de una sustancia de prueba sin marcar a la mezcla
de incubacién. Luego.de la hibridizacién, se lavaron las sééé
;'ciénes cuatro'veceé.con.ambrtiguador HEPES,'O’i% de ﬁshjfd
alternatlvamente dos veces con’ 40% de etanol) y flnalmente se

sumergleron dos veces en agua destllada durante 10 segundos-
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Las secciones secadas al aire se expusieron a las placas de
obtencién de imdgenes y se detectaron las seflales mediante un
dispositivo Phosphorimager (Fuji BASS5000).

Biodistribucién

Se llévarpn-a cabb éstudios de biodistribucién y excre-
cién en ratones NMRI. macho (peso corporal de aproximadamente
30 g; 3 animales por punto de tiempo). Los animales se mantu-
vieron bajo condiciones normales de laboratorio a una tempe-
ratura de 22 4 2°C y un ritmo de oscuridad/luz de 12 horas.
El alimento y el agué fueron p:o§istos_ad libitium. Los ani-
males se examinaron clinicamente durante un periode de acli-
matacién de al menos 3 dias antes del comienzo del estudio
para constatar la ausencia de signos clinicos anormales.

A los 2, 5, 30, 60, 240 minutos luego de inyeccibn in-
travenosa a través de la vena de la cola de aproximadamente
150 kBg en 100 nl del compuesto de prueba, se colectarbh
cuantitativamente orina y heces. En los mismos puntos de
tiempo, se sacrificaron los animales por decapitacién y bajo
anestesia con isofluoranc y se quitaron los siguientes &rga-
nog y tejidos para la determinaciénm de radiactividad usando
un contador gamma: bazo, higado, rifién, pulmén, f£émur, co-
razén, cerebro, grasa, tiroides, masculo, éiel,rsangre, cola,
estémage (sin contenidoi, testiculo, intestino (con conteni-
do), péncreas, adrenales, y el resto del cuerpo. Para el ana-
lisis se calculé el porcentaje corregido por decaimiento de
la dosis inyectada por peso de tejido (%ID/g * desviacidén
eét&ndar).







2

-OTPDPSOTID B 80T oa.&ﬁmﬁm IS9P UOTUN el 2P ooTJeiboTprIiioine SISTTEUER T vIlSONW g BINDBTI @7

eijezBorpeazogny

0 £70 190 9T K2 99’7 sofeuaIpe

580 10 2680 1A 4 oF' s 65’y seasoued

650 059 €901 0r'e 080 Y4  Oupsay]

00'0 800 50 A K0 ¢Sl o[najse;}

50 050 80’} . 0T 69t obewg)sa

1£0 690 00'L gg'} 598 B|od

W0 b 800 660 e e - aibues

20’0 800 150 BEY $ jerd

o0 0’0 0 L'l or'z ojnosmu

b0 e 95’0 oz’ 15T sopon

20'0 oL'o 190 561 6Ll eselb

B TR ) 1w 5 1 Gk olqales

100 11D 890 58 8IS ugZe109

G0 st £l Gl W'l )

00'0 01’0 | 680 £5') 'y uguind

)] 050 £ 192 62'9 858 - UuQYM

o A A 00's 1S 096 pre opebiy

£0'0 900 $0'0 S0 8’} 9%l ozeq
as Bici% as | Ojdi% Bi0i% BiGi%

_ Uwgye i 09 _ ujoe [ ujwg _ Uz | ocumpep omund

BIa%

souojex UWS SQT 9P GI-4 Op TeUEes ©p souebi9 us UQTONITIASTA

*SeUDITT 2JURTPSW BOTPUT o

58
® ®






uuﬁoumu.ﬂe n«a ovnaﬂwm nv Hwaen uv neuumun na noﬂusnanumﬂa_

:aam,;AN.a;,g_mmmmnvoﬁm,muﬂwﬂvoa mUﬂvnﬂmmm_nﬁ mvgmmaum

_@_umwwﬁ,wnxmwomammﬂw mwnﬁwnmuﬂoﬂmnw.ww;wVH%wummww_nWWﬁﬁaqu.aﬁmuomE@uONQOHu_mﬁUQmEmv\onwmwﬁonunouvw




Autorradiografia

La figura 4 muestra el anilisis autorradiogr&fico de la
unién del ejemplo 1l2c a criosecciones de corteza de pacientes
con enfermedad de Alzheimer (AD) y controles sin placas AR
(HC/FTD) (control sanc/demencia frontotemporal). La unién es-
pecifica en regiones ricas en placas de muestras de AD se in-
dica mediante flechas.

Valores de IC50 de compuestos seleccionados

La figura 5 muestra los valores de ICS50 en [nM] de com-
puestos selecclonados medidos en un ensayo de competicidn
usando homogenato de cerebro de pacientes AD.
Ejemplo 14

a) 5-Benciloxi-2-bromo-piridina

A

=

!

A una solucién de 10,0 g (57,47 mmol) de 2-bromo-5-
hidroxipiridina en 400 ml de DMF se agregd 14,75 g (86,21
mmol) de bromurc de bencilo y 23,82 g (172,4 mmol) de carbo-
nato de potasio. La mezcla se agitdé durante 6 h a 60°C y du-
rante la noche a temperatura ambiente. La suspensiétn se eli-
mind por filtracién y después de la evaporacién del solvente
el residuo se cromatografid sobre gel de silice usando un
gradiente de diclorometano/metanol.

Rendimiento: 14,82 g (96,7 %).

MS (ESIpos): m/z = 264, 266 [M+H]"

H-RMN (300MHz, CLOROFORM-d): & [ppml= 5,10 (s, 2H), 7,16
(dd, 1H), 7,32 - 7,47 (m, 6H), 8,14 (d, 1H).

b) 1- (5-Benciloxi-piridin-2-1il) -piperazina
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Todos los materiales de vidrio se secaron a 100°C. A una so-
lucién de 5,27 g (61,22 mmol) de piperazina en 180 ml tolueno
se agregbé 561 mg (0,61 mmol) de tris(dibencilidenacetona) di-
paladic(0) y 520 mg (0,83 mmol) de BINAP (2,2'-
bis(difenilfosfino)-1,1"'-binaftilo). Luego, se agregd una so-
lucién de 14,7 g (55,66 mmol) de 5-benciloxi-2-bromo-piridina
(ejemplo 14a) en THF seguido por una suspensién de 8,02 g
(83,48 mmol) de t-butilato de sodio en THF.

La mezcla de reaccién se sometid a reflujo por 6 h y se agitd
a temperatura ambiente durante la noche. Después de la evapo-
racidén de los solventes el residuo se cromatografid sobre gel
de silice usando un gradiente de diclorometano/metanol.
Rendimiento: 7,12 g (47,0 %).

MS (ESIpos): m/z = 270 [M+H]*

"H-RMN (300MHz, CLOROFORM-d): & [ppml= 2,97 - 3,07 (m, 4H),
3,36 - 3,46 {m, 4H), 5,04 (s, 2H), 6,63 (d, 1H), 7,21 (44,
i4), 7,29 ~ 7,48 (m, 5H), 8,00 (d, 1H}.

c) (2-{4-[5-(benciloxi)piridin-2-il]piperazin-1-il}-2-

oxcetil) carbamato de tert-butileo

L
,,I\OJLN,TO

o
A una solucién de 4,63 g (26,43 mmol) t-Butoxicarbonil-

glicina (Aldrich) en 500 ml de THF y S ml de trietilamina

(35,87 mmol) a -15°C, se agregaron 3,43 ml (26,43 mmol) de

=




cloroformatc de isobutilo por goteo y la solucidén se mantuvo
a esta temperatura por otros 15 min. Luego, 8e agregaron 7,12
g de 1-(5-Benciloxi~piridin-2-il)-piperazina (;gg).y 18 ml de
trietilamina (129 mmol) en 200 ml de THF/diclorometanc (1:1)
lentamente a esta solucibn fria, la temperatura se mantuvo
bajo -10°C durante otros 15 min y luego se dejd alcanzar tem-
peratura ambiente. Después de agitar durante la noche el sol-
vente se evapord y el residuo se colocd en acetatc de etilo.
Esta soclucitn gse lavd en forma sucesiva con carbonatc de so-
dio acuoso, agua, solucibén acuosa 1 M de HCl, solucién acuosa
saturada de clorurc de sodio, finalmente se sect sobre sulfa-
toc de magnesic y luego sSe evapord. Este residuo se cromato-
grafié sobre gel de silice usando un gradiente de hexa-
no/acetato de etilo.

Rendimiento: 8,04 g (70,6 %).

MS (ESIpos): m/z = 427 [M+H]"

'H-RMN (300MHz, CLOROFORM-d): 3 [ppml= 1,46 (s, ©9H), 3,36 -
3,45 (m, 2H), 3,51 (br. s., 4H), 3,70 - 3,81 (m, 2H), 4,02
(d, 2H}, 5,05 (s, 2H), 5,53 (br. s., 1H), 6,65 (4, 1H), 7,23
(dd, 1H), 7,30 - 7,48 (m, 5H), 8,00 (d, 1H).

d) N-(2-{4-[5- (benciloxi)piridin-2-illpiperazin-1-il}-2-

oxoetil) -2-flucropiridin-4-carboxamida

e

(~

O

Se suspendié 8,0 g (18,76 mmol) de (2-{4-[5-{(benciloxi)piri-

din-2-illpiperazin-1-il}-2-oxocetil) carbamato de tert-butilo
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(14c) en 160 ml de HCl 2N en éter dietilico y se agité duran-
te la noche a temperatura ambiente. El precipitado se elimind
por filtracién y se lavd con éter y se secd a 40°C al vacio.
Rendimiento: 7,4 g (cuantitativo). EL preducto se usbé6 en el
paso siguiente sin purificacién adicional.
MS (ESIpes): m/z = 327 [M+HI]®

A una solucién de 177 mg (1,25 mmol} de &cido 2-
fluoropiridin-4-carboxilico (Aldrich) y 501 mg (1,38 wmmol)
del clorhidrato preparado precedentemente en 40 ml de DMF se
agregaron 784 mg (1,5 mmol) de PyBOP y 0,80 ml de N-etil-N,N-
diisopropilamina y la mezcla de reaccién se agitd durante la
noche a temperatura ambiente. Después de la evaporacidén del
solvente el residuo se cromatografié sobre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilo/etanol.
Rendimiento: 315 mg (50,2 %).
MS (ESIpos): m/z = 449 [M+H]"
'H-RMN (400MHz, DMSO-ds}: & [ppm]= 3,37 (br. s., 2H), 3,44
(br. s., 2H), 3,52 - 3,66 (m, 4H), 4,22 (d, 2H), 5,07 (s,
2H), 6,83 (4, 1W), 7,27 - 7,47 (m, 6H), 7,53 (s, 1H), 7,70 -
7,81 (m, 1H), 7,95 (4, 1H), 8,392 (d, 1H), 2,01 (t, 1H).
e) N-(2-{4-[5~-(benciloxi)piridin-2-illpiperazin-1-il}-2-

oxoetil) -2-bromopiridin-4-carboxamida

Jitjﬁkxl:j
@l“\g'@ |

Se suspendié 8,0 g (18,76 mmol) de (2-{4-[5-(benciloxi)piri-

din-2-il]piperazin-1-il}-2-oxoetil) carbamato de tert-butilo

-~




(14¢c) en 160 ml de HCl 2N en éter dietilico y se agité duran-
te la noche a temperatura ambiente. El precipitado se eliminé
por filtracién y se lavb con éter y se secé a 40°C al vacio.
Rendimiento: 7,4 g (cuantitative). El producto se ugd en el
paso siguiente sin purificacidén adicional.

MS (ESIpos): m/z = 327 [M+H]"

A una solucién de 1,01 g (5,01 mmol) de 4&cido 2-
bromopiridin-~4-carboxilico (Aldrich) y 2,0 g (5,51 mmol) del
clorhidrato preparado precedentemente en 160 ml de DMF sge
agregaron 3,13 g (6,0 mmol) de PyBOP y 2,75 ml de N-etil-N,N-
diisopropilamina y la mezcla de reaccidén se agitd durante la
noche a temperatura ambiente. Después de la evaporacién del
sclvente el residuc se c¢romatografi6 socbre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilo/etanol.

Rendimiento: 739 mg (27,7 %).

MS (ESIpog): m/z = 510, 512 [M+H]®

'H-RMN (400MHz, DMSO-dgs): & [ppm]l= 2,72 (s, 1H), 2,88 (s,
1H), 3,40 - 3,48 (m, 2H)7,r 3,51 - 3,64 (m, 4H), 4,21 (4, 2H)},
5,07 (s, 2H), 6,86 (d, 1H), 7,25 - 7,48 {(m, 6H), 7,81 {dd,
iH), 7,95 (4, 1H), 8,02 (s, 1H), 8,56 (4, 1H), 9,06 (=, 1H).
£) [**F] -N- (2-{4-[5- (benciloxi)piridin-2-il]piperazin-1-il}-2-

oxoetil) -2-fluoropiridin-4-carboxamida

[13

Se capturd F] Fluorurc acuosc 38,7GBg en un cartucho QOMA
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(Waters) vy se eluyé con 2ml de una solucidén de TBACH (1,5mL
MeCN, 0,3 ml H,0 + 8ulL TBAOH sol. (40%)) en el reactor. EL

solvente.se eliminé calentando a 120°C durante 10 min bkajo

una corriente de nitrégeno. Se agregé MeCN anhidre (1 ml) y

se evapord como se realizé precedentemente. Se agregd una SQé

lucién de precursor l4e (5 mg) en 500 pl de DMSO anhidro.

Después de calentar a 180 °C durante 20 min la mezcla de re-
accién cruda se diluyd con 4 ml de agua/MeCN (50:50) y se pu-
rificé por HPLC preparativa: ACE 5-Cl8-HL 250mmx10mm; isocra-

tico, 25% acetonitrilo en agua con &cido trifluorcacético al

0,1%, flujo: 4 ml/min; tp~22 min.La fraccién de HPLC recogida

se diluydé con 40mL de agua y se inmobilizé scbre un cartucho
Sep-Pak plus tCl8 corto (Waters),que se lavd con 5SmL de agua
y se eluyd con 1lmL de etanol para dar los 3,5 GBq del produc-
to marcado con F-18 (15,5 % de rendimiento rc., corregido por
el decaimiento radiactivo; >96% HPLC) en 1000nl de EtOH én un
tiempo promedic de sintesis de ~éo ﬁin. El producﬁo mafcédo
con F-18 deseado 14f (tp=3,2 min) se analizdé usandc HPLC
analitica: ACE3-C18 50 wmm x 4,6 mm; gradiente de scolventes:
comienzo 5 % acetonitrilo ~ 95 % acetonitrilo en &cido tri-
fluorcacético al 0,1% en 7 min.,flujo:2mL/min y confirmadec
médiénte céinyeccién con el esténdar fluoro F-18 no radiacti -
vo corresppndiente 14d en la HPLC analitica (tz=3,1 min).

El anilisis mediante HPLC se muestra en Fig. 6 A y Fig. 6 B.
Ejemplo 15
a)2—{4-[45(Bepeiloxi)fenil]piperazin-l-il}—2-oxoacetato de

etilo

ol




A una solucibén de 1,42 g (12 mmol) de Acido acetoxiacético
(Aldrich) en 300 ml de THF y 7,5 ml de trietilamina (54,3
mmol) a -15°C, se agregaron 1,73 ml (13,23 mmol) de clorofor-
mato de iscbutilo por goteo y la sclucidén se mantuvo a esta
temperatura por.otros 15 min. Luego, se agregaron 3,23 g (12
mmol) de 1-(4-benciloxifenil)-piperazina (3c) y 1,74 ml trie-
tilamina (12,5 mmol) en 240 ml de THF/diclorometanc {1:1)
lentamente a esta sclucidén fria, la temperatura se mantuvo
bajo -10°C durante otros 15 min y luego se dejd alcanzar tem-
peratura ambiente. Después de agitar durante la noche el scl-
vente se evaporé y el residuo se coclocd en acetato de etilo.
Esta solucidn se lavd en forma sucesiva con carbonato de so-
dio acuoso, agua, solucidn acuosa 1 M de HC1l, solucidén acuosa
saturada de clorurc de scdic, finalmente se secd sobre sulfa-
to de magnesio y luego se evapord. Este residuo se cromato-
grafié sobre gel de silice usando un gradiente de hexa-
no/acetato de etilo.

Rendimiento: 1,12 g (25,2 %).

MS (ESIpos): m/z = 369 [M+H]™

‘H-RMN (300MHz, CLOROFORM-d): & [ppml= 2,21 (s, 3H), 3,02 -
3,14 (m, 4H), 3,55 (br. s., 2H), 3,78 (br. s., 2H), 4,78 (s,
2H), 5,03 (¢, 2H), 6,83 - 7,00 (m, 4H), 7,292 - 7,48 (m, 5H).

b) 1-[4~(4-Benciloxi-fenil) -piperazin-1-il]-2-hidroxi-etanona
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Se disolvié 246 mg (0,67 mmol) del acetatc 15a en 40 ml de
etanol y se enfrié a 0°C. Después de la adicién de 2,1 ml de
NaOH 3N la solucién se agité durante 1 h, se agregd &cido
acético glacial hasta que el pH fue inferior a pH 7 y los
solventes se evaporaron. El producto crudo se cristalizd a
partir de etanocl.
Rendimiento: 116 mg (52,7 %).
MS (ESIpos): m/z = 327 [M+H]"
'H-RMN (300MHz, CLOROFORM-d): & [ppml= 3,01 - 3,14 (m, 4H),
3,37 - 3,49 {(m, 2H), 3,63 (t, 1H), 3,78 - 3,88 (m, 2H), 4,22
(d, 2H), 5,04 (s, 2H), 6,83-7,00 {(m, 4H), 7,29-7,4% {(m, 5H).
¢} 2-fluoropiridin-4-carboxilato de 2-{4-[a-

(benciloxi) fenillpiperazin-1-il}-2-oxoetilo

o\/©
’\ﬂ’

solucién de 28,2 mg (0,2 mmol} de A&acido 2-
fluoropiridin-4-carboxilico (Aldrich) en 5 ml de THF y 29 ukL
{(microlitro) de trietilamina (0,2 mmol) a -15°C, se agregaron
31,6 ul: (0,22 mmol) de cloroformato de isobutilo por goteoc y
la solucién se mantuvoe a esta temperatura por otros 15 min.
Luego, se agregaron 65,28 mg (0,2 mmol) de 1-[4-{4-Benciloxi-

fenil) -piperazin-1-il] -2-hidroxi-etanona (15b) y 125 ulL de

Y




trietilamina (0,9 mmel)} en 5 ml de THF/diclorometanc (1:1)
lentamente a esta solucidén fria, la temperatura se mantuvo
bajo -10°C durante otros 15 min y luego se dejd alcanzar tem-
peratura ambiente. Después de agitar durante la noche el sol-
vente se evapord y el residuo se colocd en acetato de etilo.
Esta solucidn se lavé en forma sucesiva con carbonato de so-
dio acuoso, agua, solucién acuosa 1 M de HCL, solucidén acuosa
saturada de cloruro de sodio, finalmente se secb sobre sulfa-
to de magnesio y luego se evapord. Este residuc se cromato-
grafi6 sobre gel de silice usando un gradiente de hexa-
no/acetato de etilo.

Rendimiento: 30 mg (33,4 %).

MS (ESIpos): m/z = 450 [M+H]*

'H-RMN (400MHz, CLOROFORM-d}: & [ppm]= 3,03 - 3,18 (m, 4H),
3,61 (br. s., 2H), 3,81 (br. 8., 2H), 5,06 (d, 4H), 6,87 -
6,92 (m, 4H), 7,29 - '7,4"7 (m, 54€), 7,55 - 7,62 (m, 1H), 7,83
(dt, 1H), 8,40 (d, 1H).

d) 2-bromopiridin-4-carboxilato de 2-{4-[4-

(benciloxi) fenil] piperazin-1-il}-2-oxoetilo

l\ of\ﬂ/N\)

N &
A una solucién de 185,7 mg (0,92 mmol) de &Acido 2-bromopiri-
din-4-carboxilicc (Aldrich) en 25 ml de THF vy 0,2 ml de trie-
tilamina (1,44 mmol) a -15°C, se agregaron 132,3 ulL (1,01

mmol) de cloroformato de iscbutilo por gotec y la solucidén se

mantuvo a esta temperatura por otrog 15 min. Luego, sge agre-




garon 300 mg (0,92 mmol) de 1-[4-(4-Benciloxi-fenil)-pipe-
razin-1-il] -2-hidroxi-etanona (15b) y 0,6 ml de trietilamina
(4,3 mmol) en 24 ml de THF/diclorometano (1:1) lentamente a
esta solucién fria, la temperatura se mantuvo bajo -10°C du-
rante otros 15 min y luego se dejé alcanzar temperatura am-
biente.Después de agitar durante la noche el solvente se eva-
pordé y el residuo se colocd en acetato de etile. Esta solu-
cién se lavé en forma sucesiva con carbonato de sodio acuoso,
agua, solucién acuosa 1 M de HCl, solucién acuosa gaturada de
cloruro de sodio, finalmente se secd sobre sulfate de magne-
sio y luego se evaporS.Este residuo se cromatografid sobre
gel de silice usando un gradiente de hexano/acetato de etilo.
Rendimiento: 145 mg (30,6 %).

MS (ESIpos): m/z = 510, 512 [M+H]*

'H-RMN (400MHz, CLOROFORM-d):3 [ppm]=3,11 (d, 4H), 3,60 ({br.
s., 2H), 3,80 (br. s., 2H), 5,05 (4, 4H), 6,86 - 6,99 (m,
4H), 7,29-7,48 (m, SH), 7,89 (dd, 1iH), 8,13 (s, 1H), 8,56 (d,
1H) .

e) 2-fluoropiridin-4-carboxilato de [**F] -2-{4-[4-

{benciloxi) fenillpiperazin-1-il}-2-oxoetilo

©'°“©
N
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Se capturé ['®F]Fluoruro acuoso 19 GBg en un cartucho QMA
(Waters) y se eluyd con 2mL de una solucién de TBAOH (1,5mL
MeCN, 0,3 ml H,0 + 8ul. TBACH sol. (40%)) en el reactor. EL

solvente se elimindé calentando a 120°C durante 10 min bajo




una corriente de nitrbgeno. Se agregd MeCN anhidro (1 ml) y
se evapord como se realizd precedentemente. Se agregd una so-
lucidén de precursor 154 (5 mg) en 500 ul DMSO anhidro. Des-
pués de calentar a 180 °C durante 20 min la mezcla de reac-
cién cruda se diluyd con 4 ml de agua/MeCN (50:50) y ge puri-
fic6 por HPLC preparativa: ACE 5-C18-HL 250mmx10mm; isocriti-
co, 40% acetonitrilo en agua con &cido trifluorocacético al
0,1%, flujo: 4 ml/min; tz~24 min. La fraccién de HPLC recogi-
da se diluyd con 40mL de agua y sSe inmobilizé en un cartucho
Sep-Pak plus tClB8 corto (Waters), que se lavd con 5mlL de agua
y se eluyd con 1ml: de etanol para dar los 0,2 GBg del produc-
to marcade con F-18 15e (2 % de rendimiento rc., corregido
por el decaimiento radiactivo; »>98% HPLC) en 1000ul EtOH en
un tiempo promedico de sintesis de ~80 min. El producto marca-
do con F-18 deseado 15e (tz=4,3 min) se analizd usandc HPLC
analitica: ACE3-Cl8 50 mm X 4,6 mm; gradiente de sclventes:
comienzo 5 % acetonitrilo - 285 % acetonitrilco en &cido tri-
fluoroacético al 0,1% en 7 min., flujo: 2mL/min v se confirmd
mediante coinyeccién con el esténdar fluorc F-192 no radiacti-
vo corregpondiente 15¢ en la HPLC analitica (ty=4,2 min).

Los andlisis HPLC se muestran en Fig. 7 A y Fig. 7 B.

Ejemplo 16

a) 2-Fluoro-N-{2-[4- (4-hidroxifenil)piperazin-1-il]-2-

oxoetil}piridin-4-carboxamida

@iq@ pae




99%
%
A una solucién de 280 mg (0,62 mmol) de N-{2-[4-(4-Benciloxi-
fenil) -piperazin-1-il] -2-oxo-etil}-2-fluorco-isonicotinamida
(11b) en 70 ml de metanol se agregd 100 mg de paladio scbre
carbono activado (10%) y la suspensién se agitdé bajo una
atmésfera de hidrégeno durante la noche a temperatura ambien-
te. Luegc se retird por filtracidn del catalizador y la solu-
cién se evapord al vacio. El producto se usd en el paso si-
guiente sin purificacién adicional.

Rendimiento: 175 mg (54,8%).

MS (ESIpos): m/z = 359 [M+H]"

b) benzoato de 4-(4-{N-[(2-fluorcopiridin-4-il)carbonil]gli-

cil}piperazin-1-il) fenilo
A
O
=
s

A una solucién de 57,9 mg (0,47 mmol) de &cido benzoico en 10
ml de THF y 90 ul, (0,65 mmol) de trietilamina a -15°C, se
agregaron 62,06 ul (0,47 mmol) de cloroformato de iscbutilo
por goteo y la solucién se mantuvo a esta temperatura poxr
otros 15 min. Luego, se agregaron 170 mg (0,47 mmol) de ejem-
plo 1l6a, preparado precedentemente, y 0,4 ml de trietilamina
(2,87 mmol) en 20 ml THF/diclorometano (1l:1) lentamente a es-
ta solucidén fria, la temperatura se mantuvo bajo -10°C duran-
te otros 15 min y luego se dejé alcanzar temperatura ambien-
te. Después de agitar durante la noche el solvente se evapord
y el residuo se colocd en acetato de etilc. Esta solucidn se

lavé en forma sucesiva con carbonato de sodic acuoso, agua,




solucidén acuosa 1 M de HCl, solucidn acuosa saturada de clo-
rurc de sodio, finalmente se secd sobre gsulfato de magnesio y
luego se evapord. Este residuc se cromatografié sobre gel de
gilice usando un gradiente de hexano/acetato de etilo.
Rendimiento: 23 mg (9,5 %).

MS (ESIpos): m/z = 463 [M+H]®

'H-RMN (400MHz, DMSO-d¢): & [ppm]= 3,15 (br. s., 2H), 3,22
{br. s., 2H), 3,66 (br. s., 4H), 4,24 (4, 2H), 7,00 - 7,11
(m, 2H€), 7,11 - 7,21 {(m, 2H), 7,50 - 7,66 (m, 3H), 7,68 -
7,82 (m, 2H), 8,12 (d, 2H), 8,41 (4, 1H), 92,03 (t, 1H).

¢} {2-[4-(4-hidroxifenil)piperazin-1-il] -2-oxoetil}carbamato

de tert-butilo
jop
>L°J\N,TO‘

A una solucién de 2,5 g (5,88 mmol) de éster tert-butilico
del 4&dcido {2-[4-{4-Benciloxi-fenil)-piperazin-1-il]-2-oxo-
etil}-carbamico (l0a) en 100 ml de metanol se agregd 1 g de
paladio sobre carbono activadeo (10%) y la suspensidn se agitd
bajo una atmbsfera de hidrégenco durante la noche a temperatu-
ra ambiente. Luego se retird por filtracitn del catalizador y
la solucién se evapord al vacio. El producte gse usé en el pa-
go giguiente sin purificacién adicicnal.

Rendimiento: 1,92 g (95,9%).

MS (ESIpos): m/z = 336 [M+H]™
d)2—Bromo-N—{é-[4-(4—hidroxifenil)piperazin—l-il]-2~

oxoetil}piridin-4-carboxamida

®
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Se suspendieron 1,8 g (5,37 mmol) de {2-[4-(4-hidroxife-

Y

nil)piperazin-1-il] -2-oxoetil}carbamato de tert-butilo (1léc)
en 60 ml de HCl 2N en é&ter dietilico y se agitd durante la
noche a temperatura ambiente. El precipitado se elimindé por
filtracién y se lavé con éter y se secd a 40°C al vacio.
Rendimiento: 1,8 g (cuantitativo). El1l producto se usd en el
pago siguiente sin purificacién adicional.

A una solucidén de 338 mg (1,67 mmol) de &cido 2-bromo-4-
piridincarboxilico (Alfa) y 500 mg (1,84 mmol) del clorhidra-
to preparado precedentemente en 60 ml de DMF se agregarcn
1,045 g (2 mmol) de PyBOP y 2,86 ml (16,73 mmol) de N-etil-
N,N-diisopropilamina y la mezcla de reaccidn se agitd durante
la noche a temperatura ambiente. Después de la evaporacidn
del solvente el residuo se cromatografibé sobre gel de silice
usando un gradiente de acetato de etilo/etancl. Las fraccio-
nes que contienen producto se recogieron y se recristalizd a
partir de acetato de etilo.

Rendimiento: 284 mg (40,5 %).

MS (ESIpes): m/z = 419, 421 [M+H]*

"H-RMN (300MHz, METANOL-d,): 3 [ppm]l= 1,49 (dt, 4H), 2,17
(dt, 4H), 2,76 (s, 2H), 5,11 - 5,22 (m, 2H), 5,29 - 5,40 (m,
2H), 6,23 (dd, 1H), 6,43 - 6,50 (m, 1H), 6,89 - 6,98 (m, 1H).
e) benzoato de 4-(4-{N-[(2-bromopiridin-4-il)carbonillgli-

cil}piperazin-1-il) fenilo




® “’TOQ/T@

A una solucién de 218 mg (0,52 mmol) de 2-Bromo-N-{2-[4-(4-
hidroxifenil)piperazin-1-il]-2-oxocetil}piridin-4-carboxamida
(l6d) en 45 ml de DMF se agregaron 214,56 mg (1,04 mmol) de
1,3-diciclohexilcarbodiimida y 20 mg de 4-dimetilaminopiri-
dina (DMAP) y se agitdé por 40 min a temperatura ambiente.
Luego, se agregaron 127 mg (1,04 mmol) de &cido benzoico y la
mezcla de reaccién se agité durante 3d a esta temperatura. El
solvente se evaporé y el residuo se cromatografid sébre gel
de silice usando un gradiente de acetato de etilo / etanol.
Rendimiento: 222 mg (81,6 %).
MS (ESIpos): m/z = 523, 525 [M+H]"
'H-RMN (400MHz, DMSO-d6): & [ppm]= 3,25 (br. s., 4H), 3,65
(br. s., 4H), 4,23 (d, 2H), 6,92 - 7,10 {(m, 2H), 7,10 - 7,21
{m, 2H), 7,53 - 7,65 {m, 2H), 7,67 - 7,77 (m, 1H), 7,83 {(dd,
1H), 7,99 - 8,06 {(m, 1H), 8,06 - 8,17 (m, 2H), 8,55 (d, 1H),
9,05 (t, 1H).
f) benzoato de [**F] -4~ (4-{N- [ (2-fluoropiridin-4-
il)carbonillglicil}piperazin-1-il}fenilo
0 L0
O
/I N/EN
B

Se capturé [*®F]Fluorurc acuoso 1 GBg en un cartucho OMA (Wa-

ters) y se eluyd con 2mL de una solucién de TBACH (1,5mL
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MeCN, 0,3 ml H,O + 8uL TBAOH sol. (40%)) en el reactor. El
solvente se eliminéd calentando a 120°C durante 10 min bajo
una corriente de nitrbgeno. Se agregd MeCN anhidro (1 ml) ¥y
se evapord como se realizé precedentemente. Se agregd una so0-
lucién de precursor 16e (5 mg) en 500 pl de DMSO anhidro.
Después de calentar a 180°C durante 20 min la mezcla de reac-
¢ién cruda se analizd usando HPLC analitica: ACE3-Cl8 50 mm x
4,6 mm; gradiente de sclventes: comienzo 5 % acetonitrileo -
95 % acetonitrilo em &cido trifluorcacético al 0,1% en 7
min., flujo: 2mL/min ylse confirmé mediante coinyeccién con
el estdndar fluoro F-19 no radiactivo correspondiente 15c en
la HPLC analitica (tz= 3,7 min). El productc crudec se puede
purificar mediante HPLC preparativa: ACE 5-Cl8-HL 250mmx10mm;
isocritico, acetonitrilo al 35% en agua con &dcido trifluoro-
acético al 0,1%, flujo: 4 ml/min.

Ejemplo 17: datos biolégicos

 Los datos biolégicos de los compuestos de los ejemplos
14 y 15 se obtuvieron como se describe en el ejemplo 13.

La figura 8 muestra el andlisis autorradiogrdfico de la
unién de 14f a criosecciones de corteza de pacientes con en-
fermedad de Alzheimer (Ab) y controles sanos (HC). La unién
especifica en regiones ricas en placas de muestras de AD se
indica mediante flechas.

La figura 9 muestra los valores de IC50 en [nM] de com-
puestos seleccionados medidos en un ensayc de competicién

usando homogenato de cerebro de pacientes AD.
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RETVINDICACIONES
1. Una composicifin de diagnf6sticc gque comprende un

compuesto de £érmula I
Y—Ar—B—N N—A—Ar—X—Ar"

ra
Formula I

o una sal o prodroga aceptable farmacéuticamente del mismo,
en donde

- Y se selecciona entre el grupo que comprende:

F, Cl, Br, I, H, 1BF, 19F, 76Br, 123I, 1251, 110' 3H, 13N’ 150;

un grupo saliente, tosilo, brosilo, nosilo, triflato, sulfo-
nato, sulfonato sustituido, mesilato, y nonaflato; y gi esté
unido directamente a un &tomo de C aromdtico de aril-iodonio,
aril-I*, trialquilamonio, preferiblemente trimetilamonio, vy
NO,;

- Ar ge gelecciona entre el grupo que comprende:

sistemas de anillos arom&ticos o hetercaromé&ticos mono, bi o
tricicliceos sustituidos o no sustituidos;

- B se selecciona entre el grupo que comprende:

enlace directo, una cadena alquilo o algquileno ramificada o
no ramificada que comprende 1-10 Atomos de C;

- A se selecciona entre el grupo que comprende:

un enlace directo, y CO-NH, CS-NH;

- Ar’ se selecciona entre el grupo dque comprende:

gsistema de anillos aromdtico o heteroaromitico mono o bi-
ciclico sustituido o no sustituido;

- X se selecciona entre el grupo que comprende:




un enlace directc o una cadena ¢;-C; alquilo sustituida o no
sustituida;
- Ar'' ge selecciona entre el grupoc gque comprende:
gistema de anillos aromidtico o hetercaromidtico mono o bi-
ciclico sustituido o no sustituido.

2. La compogicién de acuerdo con la reivindicacién
1, donde Y es '°F.

3. Un compuesto de f£6rmula I

Y—Ar—B—N N—A—Ar—=x—Ar"

Férmula T

o una sal o prodroga aceptable farmacéuticamente del mismo,

en donde

- Y se selecciona entre el grupo que comprende:

F, Cl, Br, Ir H, IBF, 19F, TSBI‘, 1231»’ 1251’ 11C, 3H, 13N’ 150;

un grupo saliente, tosilo, brosilo, nosilo, triflato, sulfo-

nato, sulfonato sustituido, mesilato, y nonaflato; y si esta

unido directamente a un &tomo de C aromé&tico de aril-

iodonio, aril-I*, trialguilamonic, trimetilamonio preferi-

blemente, y NO;;

- Ar se selecciona entre el grupo que comprende:

sistemas de anillos aromiticos o heteroaromiticos mono, bi o
triciclicos sustituidos o no sustituidos;

- B se seleccicna entre el grupo dque comprende:

enlace directo, una cadena alquilo o algquileno ramificada o©
no ramificada que comprende 1-10 Atomos de C;

~ A Be selecciona entre el grupo gue comprende:




\
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a enlace directo, y CO-NH, CS-NH;

- Ar’ se selecciona entre el grupo gue comprende:

sistema de anillos aromitico © heteroaromitico meono o bi-
ciclico sustituido o no sustituido;

- X se selecciona entre el grupo que comprende:

un enlace directo o una cadena C;-C; algquilo sustituida o no
sustituida;

- Ar’’ se selecciona entre el grupo que comprende:

gistema de anillos aromitico o heteroaromitico mono o bi-
ciclico sustituido o no sustituido,

con la condicién de que si A y/o B son enlaces directos el

residuc Ar o Ar’ es unido directamente es un sistema arom&ti-

co de seis miembros del anillo.

4. Un compuesto de férmula I

Y—Ar—B— N—A—Ar=X—Ar"

F6rmula I

o una sal o prodroga aceptable farmacéutlcamente del mismo,
en donde

- Y se selecciona entre el grupo que comprende:

¥, ¢l, Br, I, H, :LBF, HF, 75Br, 1231' 125I, ”‘C, 3H, 13N, 150;

un grupo saliente, tosilo, brosilo, nosilo, triflato, sulfo-
nato, sulfonato sustituido, mesilato, y nonaflato; y si esta
unido directamente a un &tomo de C aromitico de aril-iodonioc,
aril-I*, trialquilamonio, preferiblemente trimetilamonio, ¥
NOz;

- Ar se selecciona entre el grupo que comprende:




sistemas de anillos aromiticos o hetercaromaticos mono, bi o
triciclicos sustituidos con uno o dos sustituyentes alquilo,
alquileno, algquinc y/o alcoxi,
- B se selecciona entre el grupo que comprende:
enlace directeo, una cadena alquilo o alquilenc ramificada o
no ramificada que comprende 1-10 Atomos de C;
- A se gelecciona entre el grupc que comprende:
a enlace directo, y CO-NH, CS-NH;
- Ar’ se selecciona entre el grupo que comprende:
sistema de anillos aromiético © hetercaromidtico monc o bi-
ciclico el cual se sustituye con uno o dos sustituyentes al-
guilo, alquileno, algquino y/o alcoxi y en donde los sistemas
de anillos aromaAticos o heterocaromidticos mono, bi o tricicli-
cos ademids se sustituyen con grupos demandantes de electrones
unidos directamente a un atomo de C aromaético;
- X se selecciona entre el grupo que comprende:
un enlace directo o una cadena C;-C; alquilo sustituida o no
sustituida;
- Ar’’ ge selecciona entre el grupo que comprende:
sistema de anillos arcmidtico o heteroaromidtico mono o bi-
ciclico sustituido o no sustituido.

5. Un compuesto de acuerdc con la reivindicacién 3 o
4, en donde
- los sustituyentes alquilc, algquileno, alquinc y/o alcoxi de
Ar, Ar’ vy Ar"lse seleccionan entre el grupo que comprendé
oX0 O hidfoxilo,

y en donde los sustituyentes alquilo, alguileno, alquinc y/o
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alcoxi de Ar, Ar' y Ar’'’ ge interrumpen con 1 - 5 &tomos de
oxigeno, preferiblemente los sustituyentes son unidades de
polietilenglicol,

y en donde ademids los sustituyentes alquilo, alquileno, al-
quino y/o alcoxi de Ar, Ar’ y Ar’’ comprenden unidades de C;-
C¢ cicloalquilo, y en donde los grupos demandantes de elec-
trones opcionales de Ar, Ar’' y Ar’'’ se seleccionan entre el
grupo que comprende -CN o CFi;

y en donde

- B se selecciona entre el grupo que comprende enlace direc-
to, CONH-CH,CO, CO-{(CH;).CO, (CH;)nCO, O(CHz)sCO con n=1 a 10,
(CH=CH) CO,

O y "'0 O-

-

y en donde
- X se selecciona entre el grupo que comprende enlace direc-
to, OCH, NHCO, CH20, CONH, NHCS, o CSNH.
6. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 3
- 5, en donde
- Ar se selecciona entre el grupo que comprende
propilpirimidin-2-ilo, etoxifenilo, (CH;CH;0O)ifenilo, alquil-

fenilo, alcoxifenilo, N-alquilindolileo, y alquilpiridile,
N
i} 8
o)
\/\/EﬁN /—/_Q _/_O

o-—-/mo o—Jf_o
~ -
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4]

y en donde
- Ar' se selecciona entre el grupo que comprende
propilpirimidin-2-ilo, etoxifenilo, (CHzCH;O)3;fenilo, alguil-
fenilo, alcoxifenilo, N-alquilindolilo, fenilo, benzofurani-
lc, indeolilo y alquilpiridilo; ‘
vy en donde
- Ar'' pe selecciona entre el grupe que comprende
fenilo, l1-fenilo, l-naftilo, 2-naftilo, y todos los heteroci-

clos respectivos de los mismos.

7. Un compuesto, seleccionado del grupc gque comprende
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8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7,
en donde F significa **F,

9. Un compuestoc de acuerdo con la reivindicacidn 3,
4, 5 o 6, que contiene una marca detectable, tal como un nu-
¢leido radliactivo o una marca fluorescente.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 9,
en donde la marca detectable es '°F.

11. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones
3 - 10, que es un compuesto de diagnéstico.

12. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones
3 - 7, que es un medicamento.

13. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 8, 9,
6 1, que es un compuesto diagnéstico para una enfermedad cque
se selecciona del grupo qgue consiste en enfermedad de Alzhei-
mer, un trastorno neurodegenerativo, o una amiloidosis.

14. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 12,
que es un medicamentoc para tratar una enfermedad que se se-
lecciona del grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer,
un trastorno neurodegenerativo, o una amiloidosis.

15. Un método para la preparacién de un compuesto
fluorado de acuerdo a las reivindicaciones 3 a 10 o un com-
puesto como se define en la reivindicacién 1 6 2 que se usa

en la composicién de la reivindicacién 1 & 2, en donde el



método comprende hacer reaccionar una molécula de precursor
aprqpiado con un agente Ifluorante.

16. Un método para tratar o prevenir un trastorno que
se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Alzhei-
mer, un trastorno neurodegenerativo, o una amiloidosis en un
mamifero, en donde el método comprende administrar una canti-
dad terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo a las
reivindicaciones 3 a 7 6 12 a dichc mamifero.

17. Uso de un compuesto de acuerdo a las reivindica-
ciones 3 a 7 6 12 en el tratamiento de una enfermedad que se
selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer,
un trastornoc neurodegenerativo, o una amiloidosis en un mami-
ferc, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicho compuesto a dicho mamifero.

18. Un métecdo para diagnosticar una enfermedad en un
mamifero que se selecciona del grupc que consiste en enferme-
dad de Alzheimer, un trastorno neurcdegenerativo, o una ami-
loidesis, que comprende administrar a dicho mamiferc un com-
puestc de acuerdo a las reivindicaciones 8 a 11, o una compo-
sicién de acuerdo a las reivindicaciones 1 6 2.

19. El1 método de la reivindicaciébm 18, en donde el
método comprende obtener imigenes de dicho mamifero y detec-
tar la sefial de la obtencién de imégenes.

20. El método de la reivindicacidn 19, en donde dicha
obtencién de imdgenes se lleva a cabo usando un método de ob-
tencidn de imdgenes que se selecciona del grupo gue consiste

en PET, SPECT, espectroscopia MR, y tomografia MR.
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21. Un método de acuerdo a las reivindicaciones 18 a
20, que comprende ademds monitorear el efecto de una terapia.

22. Un método para diagnosticar o monitorear una en-
fermedad que se selecciona del grupo que consiste en enferme-
dad de Alzheimer, un trastorno neurodegenerativo, o una ami-
loidosis en un mamifero, en donde dicho método comprende ana-
lizar in vitro una muestra de dichc mamifero, en donde dicho
mamifero o muestra se ha tratado con un compuesto de acuerdo
a las reivindicaciones 3 a 11 o una composicién de acuerdo a
ia reivindicacién 1 6 2.

23. E1l método de 1la reivindicacién 22, en donde la
muestra es f£luido cerebroespinal.

24. Un conjunto de componentes (o kit) que comprende
un compuesto de acuerdo a las reivindicaciones 3 a 14 o una
composicidn de las reivindicaciones 1 6 2 en un vial seliado.

25. Un compuesto de acuerdc a la reivindicacién 7, en
donde F se reemplaza por un grupo saliente.

26. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacidn 25,
en donde el gfupo saliente se selecciona del grupo que con-
siste en tosilo, bresilo, nesilo, triflato, sulfonato, sulfo-
nato sustituido, mesilato, nonaflato; y =i estd directamente
unido a un &tomo de C aromitico de aril—iodonio.'I*'—arilo,
trialquilamonio, trimetilamonio, y NO,.

27. Un método para preparar un compuesto de acuerdo a
la reivindicacién 7 u 8, que comprende hacer reaccionar el
correspondiente compuesto de la reivindicacién 25 & 26 con un

agente fluorante.




DERIVADOS DE PIPERAZINA QUE SE UNEN A LAS PLACAS AMILOIDES
PARA OBTENER IMAGENES DE LAS MISMAS Y SU USO
Resumen
La invenciém se relaciona con compuestos de f6rmula I,
su sintesis y su uso, en particular para la deteccidn de de-

pbsitos amiloides en un paciente.




1/7

Figura 1

sin bloquear

gt LT

AD

bloqueado

HC/ §
FTD -

Figura 2

sin bloquear

bloqueado

HC/

¥




loquear

sinbloguear | bloqueado. -

B




Figura 5

Compuesto

IC50 [nM]

ejemplo 3g

13

ejemplo 10e

30

ejemplo 1lic

3

ejemplo 12c

63

Figura 6 A

15,000f —— ——

10.000}

s.000f -

HPLC con detector gamma

10




47
Figura 6 B

ADCH A, ADCI CHANNEL A (0227\CH 2009-02-27 17-3 14 \NEWP_0008000.1)

wil 3275

1] 141

E ]
s
o

wAL DADL B, Sig=230,4 Rof=off (SZINCH 2009-02-26 16-36-43\P_000002.0)

1m0

1230

3]0

e J 14d




soocf - -
QOO0F -+ e e
sooel - - -
2.000(

1,000}

577 {\(Q
Figura7 A \

" HPLC con detector gamma

-Qio o

LI A5e .

10

20 39




6/7 (;,b\
Figura 7B \

DADL1 B, 8ig=230,4 Ref=off (ZA\DATAWS 13\CALIBRATION 2003-03-13 18-04-34\FI3_000008.D}

2000 ]

1750 4
4

4.178
15¢

[ 8 10 nin

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ZA\DATA\S13\P13_000012.D)

4351
160 1

15¢
140 |

120 4

100 4




m—————
SRS

o

]
oo

)




1/7
Figura 1
sin bloquear bloqueado

AD

He/ S
Fo g

Figura 2

sin bloquear

bloqueado

HC/
FTD







15,000

10,900

5000

377
Figura §
Compuesto IC50 [nM]
ejemplo 3g 13
ejemplo 1l0e 30
ejemplo llc 3
ejemplo 12¢ 63
Figura 6 A

n:r@

ﬁtm.
S

0 f\ 16f
}

SR, W




4/7

Figura 6 B
mA 3.2T5
n 14f
100
90
80
7
60
504 _WL— s e ing
2 & 6 8 10 min
mAL!
17503
1500
1250+
3000- 3,90
750
14d
5001 .
250
o1 ]




5,000
L0
3,000
2000

57

Figura 7 A

1000

Ll




6/7
Figura7 B

582

1500

~BEHER

1604
1404

2 8

4.351

152

6 B 1 min




_IC50 [nMl

e:lemplolﬂe ‘- 30

ejam?lolzﬂ -~ 53 L




-1/7-

Fig1

unblocked blocked

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) '




ig3 "2

blocked

blocked

. Fig.5 |
compound  [IC50 [nM]
example 3g - |13 .
example 10e 30
example 11c_ 3
example 12c 63

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




-3/17-

000'S

000'0L -

goo'st

v9 b1

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



-4/~

FiqgbB

110
100
90
80;
70
601

S04

3.275

1f

min

mAU
1750+
1500
1250+
1000
7501

3.10

14d

2504
0} .

4

&
o

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

,10.

min




-517-

30

N A
15e

10

Fig7A

g8 8 8§ 8 8 °
in 3+ )

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




~617-

Fig7B

mAU;

2000-
1750
15001
1250
10004

7501

4178

J&\ 15¢
—"""/_—/\,___.

2 & 6 & w7 mn

2504
L

mAU
160- 4.351
1401 15e
120
100-

80

2 L 6 8 W  mn

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




-717-

unblocked blocked

Fig9

compound __|/C50 [nM]
example 3g 13
example 0e |30
example 1ic 3

example 12¢ - |63
example 14 25
example 15¢ 139

example 15h 48 -

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




Fig1

-117-

unblocked blocked

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




Fig3 ~217-

unblocked

blocked

- Fig.5
. compound | 1C50 [nM]
example 3g. - [13
example 10e 30
example 11c_ 3
example T2c_ 63

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




-3/17-

.r‘.

|

!
Q,D_ 000'0L -
000'sL
v9 b1

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



Figb6B

-~ 417~

mAU
110:
100
90
80:
70

| 3.275

14§

60 :
SOJWJL\——MWW_“

mAU.
1790
1500
12501
10004

7501

20]

10

o
<0 -

min

3.10

14d

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

min




-5/7-

30

15¢

10

Fig7A

=8 8 8 8 °
A N~ -

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




-6/17-

Fig78B

mAU;

2000
1750
1500
1250
1000- . ®
750+
500-
250-

2 6 8 ©  min

mAU
160+

140; 15e
120

e | ®

100
80.

60-

2 4 & 8 10  min

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




-7117-

hlocked

Fig 9 -
compound  |IC50 [nM]
example 35 |13
example 0e [30
~ |example fic 3
example 12c 63
example 1&d 25
example 15¢ 139
example 15b 48

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT
Informe de Bilisqueda Internacional-

{Articulo PCT 18, asi como reglas PCT 43 y 44}

Referencia del solicitants o del agente PROCEDER Ver notificacién formulario PCT/ISAZ220, asf en tanto
537454-WO OCE corresponda, ¢l punto 5.8bajo
Referencia Internacional Fecha de presentacién Internacional Fecha de prioridad (la m#s antigua)
(dfa/mes/afic) {dta/mes/afio)
PCT/EP 2009/006406 04/09/2009 12.09.2008

Solicitante
BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT

Este Informe de Busqueda Internacional fie elaborado por el Organismo de Bisqueda Internacional y, de acuerdo con el articulo [8,
es enviado al solicitante. Se envia una copia a [a Oficina Internacional.

Este informe de biisqueda Interagcional comprende, en total, 8 hojas.
Adem#s s¢ adfumta yma copia de cada uno de los documentos del estado de 1a téenica mencionados en este informe

Ll

1. Fundamentos del Informe
a2 Conrespecto al idioma, la isqueda internacional fize llevada a cabo scbre la base de;
B  1a solicitud internacional en ¢l idioma en que fue presentada
[0 una traduccin de Ia solicitud internacional al , que es & idioma de una traduccién suministrada a
los fines de la bitsqueda interacional (reglas 12.3(a) v 23.1 (b)).

b. [0 Este informe de biisqueda internacional ha side confeccionado teniendo en consideracién 1a rectificacién
de un error obvlo, autorizada por o notificada a este organismo segtin la regla 91 (regla 43.65i5(b))

¢. [} Conrespectoa los nucledtides y/o aminofcides revelados en !a solicitud internacional, ver campo N° 1

2 [ Determinadas reivindicaciones no eran investigahles (ver campo IT),

3. [0 Lainvencién carcce de unidad (ver campo HI).
4,  Con respecto al titulo,
0 se aprucha el texto presentado por el solicitante.

X el texto fue establecido por el erganismo como sigue:
DERIVADOS DE PIPERAZINA QUE SE UNEN A LAS PLACAS AMILOIDES PARA
OBTENER IMAGENES DE, LAS MISMAS Y SU USO

5. Con respecto al resumen,
o s aprueba ¢l texto presentado por ef solicitante,
¢l texto fue establecido por ¢l organismo, de acnerde con la regla 38.2 b), en 1a versién indicada en el campo IV.
El solicitante puede presentar una posfciin ante el organismo durante €] transcurso de un mes a partir de la fecha de
envio de este Informe de Biisqueda Internacional.
6.. Con respecto a Jas tlustraciones
8. Con el resumen se debe publicar [a siguiente figura de Las llustractones: figura N° -~
[0 sugerida por ef solicitante,
3 seleccionada por €l organismo, dado que el mismo solicitante no sugiere ninguna figura.
[J  seleccionada por e] organismo, dado que esta figura caracteriza msjor lz invencitn.

b. con ¢l resumen 1o se publica ninguna de Ias iustraciones

Formulario PCT/ISA/210 (hoja 1) fabril 2007)
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Campo N°IV: Texto del resumen (Continuscitn del punfo § de hoja 1)

La invencidn se reflere a compuestos que responden a la férmula I,

Y—Ar—B— A—~Ar—X—Rs"

(0,

su sinfesis y su uso, en particular, para defectar placas amiloideas en un paciente.

Formmlario PCT/ISA/Z10 {confinuacion de hoja 1(3)) (abril 2003)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Referencia {ntermacional
PCT/EP 2009/006406

A.  CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

INV. CO7D209/24 CO7D213/81 CO7D213/82 CO7D239/42 CO7D405/12
CO7D295/185 A61K31/496 A61FP25/00 AB1K61/04

| Segtin Ia clasificasion internacional de patentes (IPC) o las clasHicaciones naclonal e IPC

B, AMBITOS INVESTIGADOS

CO070 A61K  A61P

Documentacién minima investigada (Sistema de clasificacién y simbolos de clasificacién)

Investigado

Publicaciones investigadas pero no pertenacientes al material minimo investigado, en tanto pertenezcan al émbito

de misqueda eventualmente empleadas)

EPOQO-Internal, CHEM ABS Data

Banco electrdnico de datos consultado durants la bisquedsa intemacional (nombre del banco de datos y expresiones

C, ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES

indicacion dq las pasaj

Categoria’ Denominacién de la publicacién, asf como, de ser requerido, Con referencia a

es relevantes reivindicacion N°

29 de mayo de 2008 (2008-05-29)
reivindicaciones; ejemplos

21 de abril de 2004 (2004-04-21)
todo ef documento

10 de mayo de 2002 (2002-05-10)
todo el documento

X WO 2008/061781 (REMYND NV [BE]; GRIFFIOEN GERARD [BE]; 1-27
WERA STEFAAN [BE], DUHAMEL HEIN)

X |EP 1411052 A1 (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LTD., JAPAN) 1-7, 12,

14-17, 23-27

A WO 02/36581 A (SCHERING AG [DE]) 1-7, 12,

14-17, 23-27

111/

Otras  publicaciones estdn Ilistadas en I[a
_conﬁnuacién delcampo C

Ver familia de patentes en el anexo

Categorias particulares indicadas en publicaciones
*A° publicacion que dsfine el estado general de la
técnica pero no considerada como particularmente
importanta
“B" documento anterior pero publicado recién o después
de la de Ia fecha de presentaci6n internacional
“L*  publicacién adecuada para hacer aparecer como
dudosa una reivindicacién de prioridad, o mediante [a cual
debe ser considerada la fecha de divulgacién de otra
publicacién mencionada en el informe de blisqueda o que
es indicada por otra razén particular {como realizada}
0" publicacién que se refiere a una revelacién oral, &
una utilizacién, a una exposiclén o a otras disposiciones
"P*  publicacién reslizada antes de [a facha de
presentacién intemacional perc luego de la fecha de
prioridad reivindicada

“T* publicaciones posteriores a las difundidas en la
fecha de presentacién intemmacional o de la fecha de
pricridad y que no colisionan con la sollecitud, sino que
solo estdn indicadas para mayor entendimiento del
principle fundamental de la invencién o de ia teorla sobre
la cusl se basa

“X* publicacién de particular importancia: la Invencién
refvindicada no puede ser considerada, solo como
consecuencia de esta publicacién, como novedosa o
apoyarse en una actividad inventiva

Y* publicacién de particular importancia: la invencién
reivindicada no puede ser considerada como apoyada en
una actividad inventiva cuendo puede ser relaclonada
con una o varias otras publicaciones de esta categoria y

tal relacién es notoria para un especialiaia
*&"  publicacién que es miembro de [a misma familia

Fecha de finalizacién de la busqueda internacional

Fecha de envio del Informe de Biisqueda Intermacional

Tel (+31-70) 340-2040; Tx 31 651 epo nl.
Fax N° (+31-70) 340-3010

2 de oclubre de 2009 16/01/2010
Nomhre y Direcclén Postal de!l iSA SE Funcionario Apoderado
Oficina de Patentes Europea
NL — 2280 HV Rijswilk Bosma, Peter

Formulario PCT/ISA/210 (hoja 2) (abril 2007)
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Referencia Internacional

PCT/EP 2009/006406
Categoria’ Dencminacién de la publicacién, asl como, de ser requerido, Con refarencia a
indlcacién de los pasajes relevantes reivindicacln N°
A | DATABASE CA [Online] 1-4, 14

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, OHIO, US; 20086
TAKAMURO, IWAO ET AL.: “Preparation of pyrazolopyrimidine
compounds as SK channel blockers”

XP002514759

recuperado de STN

Acceso a base de datos N° 2006:192756

resumen

& JP 2006 056884 A (TANABE SEIYAKU CO., LTD., JAPAN]}

2 de marzo de 2006 (2006-03-02)

WO 2007/081995 A2 (JANSSEN PHARMACEUTICA, N.V., BELG))
19 de julio de 2007 (2007-07-19)

todo ef documento

WO 2004/080969 A1 (F. HOFFMAN LA ROCHE AG, SWITZ)

23 de septiembre de 2004 (2004-09-23)

reivindicaciones; ejemplos

WO 01712188 A([PHARMACIA & UPJOHN SPA [iIT]; UPJOHN CO
[US]; PEVARELLO PAOLO [IT]; ORS)

22 de febrero de 2001 (2001-02-22)

todo e documento

1-4, 12

1-4, 11-13

1-4, 12, 14

Formulario PCT/ISA/210 (haja adicional) (abril 2605)
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Salicitud Internaclonal N°: PCT/EP 2009/006406

MAS INFORMACIﬁN CONTINUADA DE PGTASAI 210

Este Organismo de Busqueda Internacional encontro multlples {grupos de) invencliones en
esta Solicitud lntemac{onal a saber:

1. reivmd:cacfones 1-7, 12, 14—17 23-27 (todas parciaimente)

Compuestos que responden ala férmula_ I, en lacual Y representa F, Cl, Bro |;
la preparacion de los mismos y su uso farmacéutico y/o diagnéstico ylo
ccomposicién de uso diagndstico que comprenden un compuesto que responde
alaférmulal.

2. reivindicaciones: 1-7, 12, 14-17, 23-27 (todas parcialmente)

Compuestos que respenden a la formula [, en la cual Y representa H; la
preparacién de los mismos y su uso farmacéutico y/o diagnéstico ylo
composicién de usc diagnéstico que comprenden un compuesto que responde
ala férmula i

3. reivindicaciones: 8-11, 13, 18-22 {todas cbmpletas) 1-7, 12, 14-17, 23-27 (todas
parciaimente)

Compuestos que responden a la férmula |, en la cual Y representa 18F, 19F,
76Br, 1231, 1251, 11C, 3H, 13N, 150; la preparacién de los mismos y su uso
farmacéutico y/o diagnéstico yfo composicidn de uso diagnéstico que
comprenden un compuesto que responde a la formula .

b ety 40 et

4. reivindicaciones: 1-7, 12, 14-17, 23-27 (todas parciaimente)

Compuestos que responden a la férmule |,-en la cual Y representa un grupo
labll, tosilo, brosilo, nosilo, triflato, sulfonato, sulfonato sustituido, mesilato y
nonaflato; la preparacion de los mismos y su uso farmacéutico y/o diagnéstico
y/o composicion .de uso diagnéstico que comprenden un compuesto que
responde a la formula I.

— s o s g

5. reivindicaciones: 1-7, 12, 14-17, 23-27 (todas parcialmente)

Compuestos que responden a la férmula I, en la cual Y representa "y si estd
unido directamente a un 4tomo de C aromético de ariliodonio, trialquilamonio,
con preferencia, trimetilamonio, y NO,"; la preparacién de los mismos y su uso
farmacéutico y/o diagnéstico ylo composicién de uso diagnostico que
comprenden un compuesto que responde a la férmula I

g ot i, gy
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Referencla Intemacional
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Documentos de Patenta Miembros de la
citados en el Fecha de 1a publicacidn familia de patentes Fecha de la publicacién
informe de Bisqueda
Wwo 2008061781 A 29-05-2008 EP 2094677 A1 02-09-2009
EP 1411052 A1 21-04-2004 CA 2452596 A1 16-01-2003
wo 03004485 A1 16-01-2003
US 2004167171 A1 26-08-2004
US 2007149558 A1 28-06-2007
Wwo 0236581 A 10-05-2002 AT 314354 T 15-01-2008
AU 1403402 A 15-05-2002
BG 107762 A 31-03-2004
BR 0115150 A 30-12-2003
CA 2424598 A1 10-05-2002
CN 1473188 A 04-02-2004
DE 601163656 T2 24-08-2006
EE 200300216 A 15-08-2003
EP 1332138 A1 06-08-2003
HR 20030459 A2 30-04-2005
HU 0301710 A2 28-11-2003
JP 4234425 B2 04-03-2009
JP 2004513123 T 30-04-2004
MX PA03003759 A 28-07-2003
NO 20032007 A 02-07-2003
NZ 525303 A 29-10-2004
PL 361631 A1 04-10-2004
SK 5472003 A3 07-10-2003
™ 238820 B 01-09-2005
uy 27003 A1 31-07-2002
YU 33203 A 25-05-2006
ZA 200304408 A 06-09-2004
JP 2006056884 A 02-03-2006 NINGUNO
WO 2007081995 A2 19-07-2007 AR 058968 A1 05-03-2008
AU 2007204892 A1 .18-07-2007
CA 2636545 A1 19-07-20G7
CN 101410116 A 15-04-2009
EP 7993554 A2 26-11-2008
JP 2009528262 T 06-08-2009
KR 20090005288 A 13-01-2009
WG 2004080969 A1 23-09-2004 AT 394377 T 15-05-2008
AU 2004220388 A1 23-09-2004
BR Pi0408204 A 14-02-20086
CA 2518403 At 23-08-2004
CL 4502004 A1 07-01-2005
CN 1759101 A 12-04-2006
EP 1603880 A1 14-12-2005
ES 2306742 T3 01-11-2008
HR 20050775 A2 31-10-2006
JP 2006515344 T 25-05-2006
KR 20050109078 A 17-11-2006
MX PA05009523 A 18-10-2005
NZ 541642 A 28-03-2008
RU 2333204 G2 16-09-2008
W 289141 B 01-11-2007
ZA 200506831 A 28-06-2006
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Documentos ds Patente Miembros de la
citadas en el Fecha de la publicacién familia de patentes Fecha de la publicacién
Informe de Blisqueda
wo 0112188 A 22-02-2001 AT 361070 T 15-05-2007
AU 6747000 A 13-03-2001
BR 0013277 A 18-06-2002
CA 2380786 A1 22-02-2001
CN 1379668 A 13-11-2002
co 5200848 At 27-09-2002
DE 60034683 T2 17-01-2008
EP 1202734 At 08-05-2002
ES 2284518 T3 16-11-2007
HU 0301857 A2 29-09-2003
JP 2003507328 T 25-02-2003
MX PA02001497 A 21-07-2003
NO 20020687 A 03-04-2002
NZ 517238 A 30-01-2004
PL 354058 A1 15-12-2003
SK 2082002 A3 10-09-20G2
us 8387900 B1 14-05-2002
ZA 200201118 A 28-05-2003
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TNV °°C07D208/24  C07D213/81  CO7D213/82  CO7D239/42  CO7DA05/12
C07D295/185  A61K31/496  AG1P25/00  A61K51/04

According o Infemational Patent Glassification ((PC) or 1o both nafionat classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation sea
‘| CO7D A61K A61P

rehed (classification system followed by classiiication symbols)

Dacumertation searched other than minimum documentation to tha extent that

such documents area included I the fields searched

EPO-Internal, CHEM ABS Data

Electronie data bass ennsuited during the intematianal search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCURENTS CONSIDERED TQ BE RELEVANT

Category* | Gitation of documant, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X - W0 2008/061781 A {(REMYND NV [BEI; 1-27
GRIFFIOEN GERARD [BE]; WERA STEFAAN [BEI;
DUHAMEL HEIN) 29 May 2008 (2008-05-29)
ciaims; examples

X EP 1 411 052 Al (TAKEDA CHEMICAL 1-7,12,
INDUSTRIES, LTD., JAPAN) 14-17,
21 April 2004 (2004-04-21) 23-27
the whole document

A WO 02/36581 A (SCHERING AG [DE]) 1-7,12,
10 May 2002 (2002-05-10) 14-17,

23-27
the whole document
-f—

m Further documents are listed In the continuation of BoxC.

E.éaapammymm

* Spacial categories of cited decuments :

*A" document defining the general state of the art which ks not
ommstedmbaotmtﬁcglarraievm

*E* earler document but published on or after the Intematonsal
filing data

*L* documant which throw doubts en clatmis) ar

which is citad to the date of anather

citation or othar special reason (g8 specilied)

*0" document referring to an oral disclosure, usa, exhibition or

other means

*p* document published prior to the intemational fling dete but
laterﬁmﬂlapﬁnﬂingtectatmed filng

T later documant aftar the irtarnational date
or dam%hwﬁﬂwmﬁw appibatﬁanmm but
tha principle

camnot

document {3 combined with one or more other such docu—

m’:m beaing chvious to a pamson skilled
a

*&*° documsnt member of the same patent family

Date of the ectuz) completion of the intemational search

Data of mailing of the trtemational search report

Tel. (+31-70) 3402040,
Fax: (+31-70) 340-3016

2 October 2009 15/01/2010
Nara and malling address of tha ISA/. Authorized officer
Europgan Patent Office, P.B. 5818 Patentiagn 2
NL ~ 2280 HV

Bosma, Peter
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International application No -

PCT/EP2009/006406 -

B(Bomhm). Dﬂﬁ.ﬂiﬁlﬂ‘s GDMSIDEBED TO BE HELEVANT

camw
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Aelavant to claim No.

A

DATABASE. CA [Online]

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS
‘OHI0, US; 2006,

TAKAMURO IWAO ET AL: “Preparation of

pyrazolopyrimidine compounds as SK channel

blockers®

XP002514759

retrieved from STN

Database accession: no. 2006:192756
abstract =

& JP 2006 056884 A (TANABE SEIYAKU CO
LTD., JAPAN) 2 Harch 2006 (2006—03—02)
W0 2007/081995 A2 (JAﬂSSEH PHARHACEUTICA
N.V., BELG.) 19 July 2007 (2007-07-19)
the uho]e document

ok b

WO 2004/080969 Al (F. HOFFMANN-LA ROCHE

A.-G., SWITZ.)

23 Septemher 2004 (2004-09-23)

claims; examples

WO 01/12188 A (PHARMACIA & UPJOHN SPA
[IT]; UPJOHN CO [US]; PEVARELLO PAOLO -
[IT]; ORS) 22 February 2001 (2001-02-22)
the whole document

1-4,14

14,12

1-4,
11-13

1-4,12,
14
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Box Ne.[l Observetions where certain clalms were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This Intemationst search report has not been established n respect of cartain claims undar Arlicle 17{2}{a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to bo searched by this Authority, namaly:

2. D Clatms Nas.:
because thay relate to paris of the intemational application that do not comply with the prescribed requiremernts to such
an extent that no meaningfit Intemational search can be carried out, specifically:

3. Claims Nos.:
D because they are dapendent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule £.4(a).

Box No. [l Observations where unity of Invention ia lacking (Continuation of Item 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found muftiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

1. |:| As all raquired additional search foes wero timely pald by the applicant, this Intemationsal search report covars all searchable

2 D As dll searchable clalms could be searched without effort justifying an addifonal fees, this Authority did not Invite payment of

3 D Mmﬂymammmmoammmmmsmmymwmmmmmmmmm
only those claims for which fees wera patd, specifically claims

4. Noquﬂmdaddiﬂonalswchfaasmreﬁnwlypaldbyﬂmappﬁmbmsequently.ﬂﬂsmmaﬁmmlsaarmrepmis
resmctedmmehwenﬂmﬁrstmenﬂmadmmam:ﬁlsmmdhydahmms.:

see annex
Remark on Protest The additional ssarch feos were accompanied by the epplicant’s protest and, wheraapp[ieable.tm
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{ee was not paid within the fime limit spacified in the in:
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-7,12,14-17,23-27 (all in part)

Compounds of formula I, in which Y represents F,C1,Br, or I;
preparation thereof and their pharmaceutical and/or
diagnostic use and/or diagnostic compositions comprising a
compound of formula I.

2. claims: 1-7,12,14-17,23-27 (all in part)

Compounds of formula I, in which Y represents H; preparation
thereof and their pharmaceutical and/or diagnostic use
and/or diagnostic compositions comprising a compound of
formuta I. :

Attt

3. claims: 8-11,13,18-22 (all completely), 1-7,12,14-17,23-27 (all
in part)

Compounds of formula I, in which Y represents 18F, 19F,
76Br, 1231, 1251, 11C, 3H, 13N, 150; preparation thereof and
their pharmaceutical and/or diagnostic use and/or diagnostic
compositions comprising a compound of formula I.

————

4. claims: 1-7,12,14-17,23-27 (all in part)

Compounds of formuia I, in which Y represents a leaving
group, tosyl, brosyl, nosyl, triflate, sulfonate,
substituted sulfonate, mesylate, and nonaflate; preparation
thereof and their pharmaceutical and/or diagnostic use
and/or diagnostic compositions comprising a compound of
formula I.

5. claims: 1-7,12,14-17,23-27 (all in part)

Compounds of formuta I, in which Y represents "and if
directly bound to an aromatic C-atom iodonium-aryl,
trialkylammonium, preferred trimethylammonium, and NO2°;
preparation thereof and their pharmaceutical and/or
diagnostic use and/or diagnostic compositions comprising a
compound of formula I. -

o
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EUPERINTENDENCIA No. 11-030458- -00000-0000

PATENTE DE INVENCION [ ] MODEL( __Act 411 PRESENTAGION Follos: 155

: 1116:41:21 Dap. 2020 DIRNUEVASCR
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HRREN

Indicacién que se solicita una patents.

Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser eétos pertinantes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa l___l Incompleta |:|

PATENTE DE INVENCION PCT [T MODELO DE tTiLiDAD PeT [ Art 33 Decisién 488100, Circular Unica

B

X

B
bt

Indicacién que se solicita una PCT

Capia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada Iniclalmente (capitulo descriptivo,
refvindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de dascuento)

Completa N Incompleta l:l

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)

L]
[]

L]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos ds Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién gréfica y fotogréfica del Dissiio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Complata l:l incompleta D |

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decisién 486/00)

oo

Indicaclén que se soficita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o ds la persona que presenta ia solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l Incompleta D

PID2-FO3 (2008-14-18)
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= Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogota D.C.,
2020
Dactor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REYNALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT,

REFERENCIA Radicacién No. 11 030456
_. Solicitud internacional PCT/EP2009/006406
Fecha inicio fasa naclonal 12/04/2011

Tramite 1
~ Evento 378
Actuacién

430
Oficio No. BOT7042

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de [a Decisién 488 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 dsl Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiens la copla del documento en que consta la cesl6n del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causanie, conforme a lo establecido por el articule 26 [iteral k) de la Decisidon 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, Cuandp se trate de documentos otorgados en el extranjerp, estos deberén
legalizarse de conformidad con lo dispusste por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencla la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segin indiquen claramente una
ceslon de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con o dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 3¢ de la Decisién 488, se le regulere para que dentro del término
de dos meses siguientes a !a fecha de notificacién del pressente oficlo, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento a! presente requerimisnto, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacién.

Notifiquese et presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e}, del capitulo quinto del tiulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

S

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaclones (c)

El anterior requerimlento fue notificado por fijacién en lista de fecha 2 9 ﬁ&@- ?Gﬁ

adpail

A gontesiar favor indique f mbmens de Seda Centro: Camena 13 Ne. Z7-00 Pises 2, 5, Ty 10 FEX: 6870000
dicsciin quo se B & continuacién Satla CAN: Av, Cra 60 No, 26-64 int. 2 Tel; BBBIO70

Call Center 8513240, Linea 01800-010168
Walx waw.sle.gov.co o-meil: info@sle.pov.co
Bapota 2.C. - Colombia




SUPERINTENDENCILA

Bogot4 D.C.,
2020

Doctor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REYNALDO

Apoderado(a) y/o Representante de

BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT,

REFERENCIA Radicacitn No. 11 030456
.. Soficitud internacional PCT/EP2008/0068406
Fecha Iniclo fase nacional 12/04/2011

Tramite 11

Evento 378

Actuacidn 430
OﬂciONq.. @7(]&3

Tenlendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, es necesario que
cancele la tasa establecida por cada relvindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuosto en la
resolucion de tasas vigente para la fecha de presentacién de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, can fundamento en lo previsto por el articulo 12 de! Cédigo Contencioso Administrativo, se le
requlere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificaclén de! presente oficio”
atienda el requerimiento aqul sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articulo 13 de
la misma codificacién, respecto de las reivindicaciones adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, {iteral e), del capftulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ

Diractor de Nuevas Creaciones (c)

E! anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fechaz ABR a0 M -

adpa1i

wamdmhmde Seda Certro: Camera 13 Na, 2700 Pisos 2, 8, 7 y 10 PBX: 8870000
mmmMsmm, Seda CAN: Av. Cra 50 No. 26-98 Int, 2 Tel: S8ED070

Call Cemar 6213240, Linaa 01800410165
Web: www.sic.gov.co e-mail; info@sic.gov.oo
Sogotd D.L. ~ Colombis



