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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitanie o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones y dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
Arte Final 12X12.

De ser ¢l caso, infarmacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el .
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

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

Otros: Reporte de btisqueda internacional, publicacién y opinion escrita de la autoridad de busqueda
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internacional.
FIGURA CARACTERISTICA:
_ w

_ ncesubn de la patente
o ' NOMBRE ALJCIA LLOREDA RICAURTE

FFRMA w /Q,D&/v U_/\

CC.: 39690713 T.P.53.215 < /
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Resumen - Reivindicacién(es):

Sector: Composiciones que comprenden sustancias radiactivas para uso en terapia.
Resumen.-
La presente invencién se refiere a los métados de sintesis de la YF-estirilpiridina radiomarcada y su precursor de tosilato. La

presente invencién se refiere, ademas, a las composiciones farmacéuticas estables que comprenden estirifpiridina radiomarcada con
18F,
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(57} Resumen - Reivindicacion(es):

Sector: Composiciones que comprenden sustancias radiactivas para uso en terapia.
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La presente invencion se refiere a los métodos de sintesis de la 18F-gstirilpiridina radiomarcada y su precursor de tosilato. La presente
invencion se refiere, ademés, a las composiciones farmacéuticas estables que comprenden estirilpiridina radiomarcada con 18,
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44}

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER sec Form PCT/ISA220

133063-00402 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International Rling date (day/monthivear) (Earlicst) Priority Date (day/month/year)
PCT/US 09/69741 29 Dacember 2009 {29.12.2009) ’ 31 December 2008 (31.12.2008)

Applicant
AVID RADIOPHARMACEUTICALS, INC.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the Intemational Bureau.

V sheets.

D It is also accompanied by a copy of cach prior art decument cited in this repor.

This internaticnal search repon consists of a totol of

}. Bassis of the report
a. With regard to the language, the international scarch was carried out on the basis oft
E the international application in the language in which it was filed,

D a translation of the intcmationat application into which is the language of
o translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(bY).

b D This international search report has been established wking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notificd to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. D With regard to any nucleotide and/or amine acid sequence disclosed in the international application, see Box No. L.
2 D Certain claims were found unsearchable (see Box No. 11).
3, D Untity of invention is lacking (sec Box No. Ii1).

4. With regard to the title,
|Z] the text is approved as submitted by the applicant.
D the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant.
D the text has becn cstablished, according to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No. 1V. The applicant
may, within one menth from the date of mailing of this intemational scarch repor, submit comments to this Authority.
6. With regard to the drawings,
g, the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 3
as suggesied by the applicaat.
D as selected by this Authority, because the applicent failed to suggest a figure.
D 15 selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention.
b. D none of the figures is to be published with the abstract.

Form PCT/ISA/Z10 (first sheet) (July 2009)
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Uno de los objetivos de la presente invencidn es
permitir al usuério 18 wutilizar el dispositivo 16 de
comunicaciones mévil para una transaccibn fiﬁanciera de una
manera  segura. En la metodologia abajo descrita, la
transaccién financiera se ilustrard como un  pago  por
articulos © servicios, pero se apreéiaré que esto es para
propésitos de ejemplo solamente Yy que otros tipos de
transacciones financieras podrian 'implementarse iqualmente
usando el sistema y metodologia deséritos en la presente.

Ademas, el instrumento de transaccién financiera
podria ser una tarjeta de créditc o débito, por ejemplo.

A fin Jde obtener los identificadores de instrumento
de transaccién financiera y _asociai'los con dispositivos de
comunicaciones méviles, el usuario 18 ser& requerido para
registrarse a fin de usar el sistema.

Antes de registrarée, el usuario debe teﬁer un
identificador de instrumento de transaccidn financiera vélido
tal como una tarjeta de débito o crédito asociada con una
cuenta de tarjeta de débito o crédito, por ejemplo. Aln

cuando el uso de una sola tarjeta de débito o crédito por

usuarioc se describird ahora, el sistema también es capaz de

acomocdar una pluralidad de tarjetas por usuario.

El usuario, luego tiene acceso al servidor 14 a
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/US 08/69741

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(8)} - A61K 51/00; A61M 36/14 (2010.01)
USPC - 424/1.65

According to Intemational Patent Classification (1PC) or to both national classification and JPC
B. FIELDS SEARCHED

Minitnun documentation searched (classification system followed by classification symbols)
USPC: 424/1.65

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields scarched
USPC: 424/1.37; 514/264.1; 534/14; 548/3D0 (soe keywords balow)

Electronic data base consulied during the international search (name of data base and, where praclicable, search terms used)
WEST: DB=PGPB,USPT,USOC.EPAB.JPAB
Google: Scholar/patents: rediclabeled styrylpyridines PET imaging tosylate precursor styrylpyridintum synuciein vmat

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the rclevant passages Relevant to claim No,
X US 200840038195 A1 (KUNG et al.) 14 February 2008 (14.02.2008) para [0044), (0017H0019], 1 1-4,7-9, 11-21
e (00221, [0026H0028), [0061]. [0115], [0117), [0119], [0135}-(0136), {0138], [01 44}, [0150], B ettt
Y {0153], [0158), [0167), [0172), [0204]-[0205); Schemas 2-4 5-6, 10, 22-25
Y Ug 2007/0281299 A1 (YOUDIM el al.) 06 Decembeor 2007 (D6.12.2007) para [0D0S], [0018], 58

[0030], (p120M0121)
Y SOUZA et al, Longitudinal noninvasive PET-based Bela cell mass estimatos in & spontanegous | 10

diabeles rat model. Joumnai of Clinical Investigation, June 2006, Vol 116, pp 15061513,

pg 1508, col 2, para 1 .
Y ZHANG e al. F-18 Slilbenes as PET Imaging Agents for Datecling Beta-Amyloid Plaques In the | 22-25

Brain. Journal of Medicinal Chemistry, 2005, Vol 48, pp 5980-5888; pg 5982, Schemo 4; col 1,

para

O

Yater document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the apgliqation but cited to unde
the principle or theory underlying the invention

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

*  Special categories of cited documents:

“A"™  document defining the geners] state of the art which is not considered
to be of particular relevance

w

the priority date claimed

“E" ecarlier application or patent but published on or sfter the intemational “X" document of particular relevance; the chyimed invention cannot be
fiting date considered novel or cannot be considered to involve an inventive
L dlocgmem wnléi;.:hhml;y lhrgr_v dqubt:hcm prfio‘rity lfclaiﬂ!m' or whlctl;‘is step when the document is token alone
cited to esublish the publicalion date of another ciation or other wyn  gocument of perticular relevance; the claimed invention cannot be
— special reason (as specified) . considered to involve an inventive siep when the document is
‘0" document referring to an oral disclosure, use, exhibilion or other combined with one or mare ather such documents, such combination
means being obvious to a person skilled in the art
“P"  document published prior 1o the international filing datc but later than  «g»  gocument member of the same patent famity

Date of the actual completion of the intcrnational search

26 Februart 2010 {26.02.2010)

Date of mailing of the imternational scarch report

10 MAR 2010

Name and mailing eddress of the 15A/US

Mail Stop PCT, Atin: ISA/US, Commissioner lor Patents
P.O. Box 1450, Alaxandria, Virginia 22313.1450

Facsimile No.

571-273-3201

PCY

Autharized officer:
Les W, Young

Hefpdesk: 671-272-4300

PCT O5P: 5712727774

Form PCTASA/210 (second sheet) (July 2009)
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Haciendo-feferencia a lag Figuras que se acompaian
en donde un sistema y método de conformidad con la invencién
se desriben,‘el gsistema 10 incluye una memoria 12 en la que
estd almacenada una  pluralidad de identificadores de
instrumento de transaccidén financiera enqriptados.

Lo que es importante y lo que se explicar con mayor
detalle més adelante es que no hay clave de descifrado para
estos identificadores | de instrumento de transaccién
financiera encriptados almacengdos en la memoria 12 o© en el
servidor 14 asociado.

Estc significa que ni 1la memoria'lz ni el servidor
143 asociado es capaz de descifrar estos para extraer
identificadores de linstrumentq de transacciédn financiera
almacenades en los mismes.

Ademiag, -cada identificador de instrumento de
transaccidn financiefa encriptado estd asociado de manera
Gnica con un dispositivo 16 de comunicaciones mévil de un
usuario 18.

Para conveniencia, solaménte un solo dispositivo 16
de comunicaciones mévil y usuario 18 se ilustran en la Figura
1, sin embarge en la practica, habrid una pluralidad de
dispositiveos 16 de comunicaciones mévil cada uno asociado de

manera finica con una pluralidad de usuarios 18.
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(10) International Publication Number
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International Patent Classification:
A61K 51/00 (2006.01) ASIM 36714 (2006.01)

International Application Number:
PCT/US2005/069741

International Filing Date:
29 December 2009 (29.12.2009)

Filing Language: English
Publication Language: English
Priority Data;

61/141,885 31 December 2008 (31.12.2008) us

Applicant (for al! designated Stales except US). AVID
RADIOPHARMACEUTICALS, INC. [US/UB); 3624
Market Street, 5th Floor, Philadelphia, Pennsylvania
19104 (US).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): BENEDUM, Tyler
[US/US]; 3522 Sunnyside Avenue, Philadelphia, Pennsyl-
vania 19129 (US). GOLDING, Geoff {US/US], 241%
South Lambert Street, Philadelphia, Pennsylvania 19145
(US). LIM, Nathanlel [PH/US]; 700 East Cathedral
Road, Philadelphia, Pennsylvania 19128 (US}). ZHANG,
Wei [CN/US). 7 E. Manoa Road, Havertown, Pennsylva-
nia 19083 (US).

(79

(81)

(89)

Agent; JANOSIK, Sarsh Rouse; Pepper Hamilton LLP,
50th Floor, 500 Grant Strect, One Mellon Center, Pitts-
burgh, Pennsylvania 15219-2502 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
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TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Deslgnated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
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ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, 51, SK, SM,
TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report (Art. 21(3))

(54) Title: SYNTHESIS OF *F-RADIOLABELED STYRYLPYRIDINES FROM TOSYLATE PRECURSORS AND STABLE
PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS THEREOF
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FIG. 3

(57) Abstract: The present invention relates to methods of symthesizing "F-radiolabeled styrylpyridine and its tosylate precursor.
The present invention further relates to stable pharmaceutical compositions comprising "*F-radiolabeled styrylpyridine.
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From the
{NTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
To: SARAH ROUSE JANOSIK PCT
PEPPER HAMILTON LLP
50TH FLOOR, 500 GRANT STREET
ONE MELLON CENTER WRITTEN OPINION OF THE
PITTSBURGH, PA 15219-2502 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
- {PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
{day/month/year) 1 0 MAR 2010
Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION
133063-00402 See paragraph 2 below
Intemnational application No, Intemnational filing date {day/monthiyear) Priority dawe (day/month/year)
PCT/US 09/69741 29 December 2009 (29.12.2008) 31 December 2008 (31.12.2008)

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC
IPCi(8) - AB1K 51/00; AB1M 36/14 (2010.01)
USPC - 423/1.65

Applicant AVID RADIOPHARMACEUTICALS, INC.

1. This opinion contains indications relating to the following items:
N - )
Box No. | Basis of the opinion
Box No. [[  Priority
Box No. 1Ll Nen-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No, IV Lack of unity of invention

Box No.V  Reasoned statemnent under Rule 43bix. 1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such staternent

Box No. V1 Certain documents cited

Box Ne. V1 Certain defects in the international application

OXO ¥Ood

Box No. VIII Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If & demand for international preliminary examination is made, this opinion will be considered to be 8 writtcn opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("IPEA™) except that this does not apply where the applicant chooses an Authority
other than this enc 1o be the TPEA and the chosen IPEA has notified the Intemational Bureau under Rule 66.15is(b) that written
opinions of this International Searching Authority will not be so considered.

1f this opinion is, as provided above, considered 1o be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submil to the IPEA
a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing of Form
PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/ISA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ISA/220,

Name and mailing address of the ISA/US | Date of completien of this opinion Authorized officer:

Mai Stop PCT, Atin: ISAUS

Cammissioner for Patents Lea W. Young
P.Q. Box 1450, Alexandria, Virgtnia 22313-1450 26 Febmaw 2010 (16.02.2010) PCT Halpdagic 571-272-4300
Facsimile No. 571-273-3201 PCT OSP: 571-272-T774
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Box No. Rasls of this eplnion

1. With regard to the Yenguage, this opinion has been established on the basis of:

E the international application in the language in which it was filed.

D s translation of the international application into . which is the langusge of o
translation furnished for the purposes of intemational search (Rules 12.3(a} and 23.1(b}).

2. D This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake suthorized by or notified
10 this Authority under Ruie 91 (Rule 43bis.1(a))

3, With regard to any nucleotide andfor amine acld sequence disclosed in the imemational application, this opinion has been
established on the basis of 2 sequence listing filed or furnished:

a. {means)
D on paper

[:] in electronic form

b. (time)
D in the international application as filed
[:] together with the international application in electronic form

D subsequently to this Authority for the purposes of sesrch

4. D In addition, in the cose that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the application as filed or
docs not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237 (Box No. I) (July 2009)
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Box No. ¥ Reascned statement under Rule 434is.1(8)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabiliry;
citations and explanations supporting such statement

1. Suatement
Naovelty (N) Claims 1-25 YES
Clzims none NO
Inventive step {IS) Claims none YES
Claims 1-28 NO
Industrial applicability (14) Claims 1-25 YES
Claims none NO

2. Citations and explanations:
Claims -4, 7-9 and 11-21 tack an inventive step under PCT Arlicle 23(3) as bolng obvious over US 200840038195 Al to KUNG et al.
{hereinafter 'Kung'),

As 1o Clalm 1, Kung discloses a mdiophammaceutical composition for positron emission topography (PET) imaging of neurodegenerative
disaases of the brain comprising an sifactiva amount of an 18F-radiolabeled compound, ethyl afcohol and ascorblc acid {para [0014];
{0017]{0010]; [0022]; [0115); [0117}; [0119}; [0150)). Kung does not disclose tho amount of ethanol and ascorbic acid In the composition.
Tt would have been abvious o ono skilled in the art, without undue experimentation, that ethangl and ascorbic acid are exciplents that are
usad in tha phamaceutical composition, wherein the ethyl alcohol is a_solvent or dituent used in a quantity based on the sotubility of the
pharmacautical agent and the ascorbic acid is added in quantities sufficient lo control the pH of tha solution.

As to Claim 2, Kuny disctoses the radiophammacoutical compositian of claim 1, whaerein 18F-radiolabeled compound is capable of binding
10 a pathologic target in the brain of a patlent (para [0014); [0017); {0022]).

As to Claims 3-4, Kung discioses the radiopharmaceutical composition of claim 2, wherein the patholagic targel is an abnormal
concentration of a peptide or bela-aryloid. {para [0018); (0022]}

As to Claim 7, Kung discloses the radiopharmaceutical of claim 1, wherein the 1BF-radiolabelad compound is a slyrylpyriding derivative
{para [0026]-{0028]; [0117]}).

As 1o Claim 8, Kung discloses the radiopharmaceutical composition of cleim T, wherein the 1BF-radiolabsled compound is 18F-AV-43
{para (0081]).

As to Clalm 9, Kung discloses the radiopharmaceutica) composition of claim 8, whereln the 18F-AV4S is produced from a tosylate
precursor {para [0136); Scheme 4; Schems 2, compound B).

As to Claim 11, # would have been obvious lor reasans as set forth in claims 7 and 9, but Kung does not disclose the styrylpyridine
radlopharmaceutical as 18F-AV-133. [t would have been obvieus 1o one skilled in the art that the one can optimize the in vivo
pharmacokinetic properies of tha radicligand lor rapid and strong binding 1o the proteins and paptides associated with neurcdegenerative
diseases using the SAR for styrylpyridine analogs of AV-45 as disclosed by Kung.

As 10 Claims 12-13, Kung discloses the rediopharmaceutical compesition of claim 1, wherein ethyl alcohol and ascorbic acid are used in
the compasition {para [0118); [0150]) Kung does not disclose the amouni of ethanol and ascarbic acid in the composition, 1t weuld have
been gbvicus to one skited in the art, withou! undue experimentation, that elhancl is a selvent or diluent used in a quantity based on tho
solubllity of the pharmaceutical agam and the ascorblc acld 15 added in quantities sufiicient to control the pH of the salution.

As to Claim 14, Kung discioses the radiophamacautical composition of claim 1, wherein pH of the radiopharmmaceutical compesition s in
the range of aboul 4.5 to abou! B {para [0138]; [0144]).

As 1o Claim 15, Kung discloses the radlophamaceutical composition of claim 1, wharein the purity of the radiopharmaceutical composition
Is greater than aboul 90% whan measured at end of synthasls (para [0204]). Kung does not disclose the yield al 4 howrs post synihesis, Il
would have been obvious to one skilled in the art that an Isotope tabeled compound begins to decompose within about 12 hours of
synihesis, so that immediate use of the labeled compounds (within at leest 4 hours post synthesls) would ensure using e radioclabeled
compound of the highest purity,

As o Claims 16-17, Kung discloses the radiophammaceutical composition of claim 1 for diagnosis of a neurodegenerative disease selecled
Irom Alzheimer's disease (para (0153); [0205]).

-conlinued in Supplemanial Box

Form PCT/1SA/237 (Box No. V) (July 2009)

AA4



PCT/US2009/069741 10.03.2010

WRITTEN QPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.

PCTAJS 09/69741

Box No. VII  Certain defects in the International application

For purposes of the search and opinion, claim 23 is considered to be dependent on claim 22.

The following defects in the form or contents of the intemational application have been noted:

Form PCTASA/Z3T (Box No. VII) (July 2009)
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficlent.

Continuation of:
Box No. V 2. Citations and explanations:

As to Claim 18, Kung disclosas 8 ragiopharmaceulical compasition for positron emission topography (PET) imaging comprising an
efecllve amount of an 18F-radiclabelad compound, ethyl alcohol and ascorbic acid (para [0014]; [0017}-{0019]; [0022]; [0115);
[01173;{0+19); [0150)). Further, Kung discloses tha purity of the radiopharmaceuticat composition as about 95% whan meagured &l end of
synthesls (para [0204)). Kung does not disclose the amoun! of ethancl and ascorbic acid in the composition and the dacomposition of the
compound within 12 hours of synthesis, It would have been obvious to one skilled in the an, withou! undue experimantation, that ethano)
and ascorbic acld are excipients ihat are used in the pharmaceutical composition, wharaln the ethyl alcohol Is 8 solvent or diluant used in
& quantity based on ihe solubliity of tha pharmaceutical egent and the ascorbic acid s added in guantities suflicient to contro! tha pH of
the solution and further an Isotope labeted compound begins to decompose within aboul 12 hours of synthesis, so that immadiate use of
{he labelad compounds (within at laast 4 hours post synthesis) would ensure using a radiolabaled compound ol the highest purity.

As 1o Claim 19, Kuny discloses a method for diagnosing a neurodegenerative diseasa in a patient comprising tha sleps of:

administering a radiopharmacautical composition capable of binding to a target associated wilh a neurodageneorative disease to a patient,
wharein said radiophammaceutical composition includes an effective amount of 18F-radiclabeted compound, ethyl alcohol, and ascorbic
acid {para [0014]; (0017){0019]; [0022]; [0115]; {0117]; [0118]; [0150]): imaging at east & portion ol the patient's brain including a region
whareln the target is expectad 1o be positioned; and detecting the target (para [0205]). Kung does not disclose the amount of ethanol and
the use of an ascorbale salt in the composition. it would have baen obvious 1o one skillad In the art, without undue experimentation, {hal
ethanol and ascorbic acig or ils sodium sall are excipients that are used in the pharmaceutlcal compasition, wherein the ethy! alcohol isa
salvant or diluent used in a quantity based on the solubllity of the pharmaceutical ageni and the sodium ascorbate, used as a bulleris
added in quantlilies sufficient to contrel the pH of the solution,

As to Clalm 20, Kung ¢lscloses the method of claim 19, wherein the imaging step is perfarmed using positron emission tomography {PET)
imaging (para [0158]).

As 1o Claim 21, Kung discloses a method of producing an 18F-radiclabelag phamnaceutical compaositicn capable of binding to bata-amyloid
deposits comprising ihe steps of: synthesizing a losylate precursor,{para [0018]; [0022); [0026}; [0028); [0117Y; (0136]) performing
nucleophilic 18F fluorination of tha tosylale precursor in a dimathylsulioxide (DMSO) sclution to provide an 1BF radiopharmaceutical {para
[0136), Figure 4); and adding athy! alcohol and ascorbic acid or a salt thereof {o form an 18F-radiclabled composition (para [0119];
{0150]). Kung does nol disclose the lormulation of the 18F radiopharmaceutical in a single embodiment with a particular amount of ethano!
and ascorbic acid, Il would have bean obvious, without undue experimentation, (o one skilled in he ar that ethanol and ascorbic acid are
exciplents that can be used In the pharmaceutical composition as disciosed by Kung, wherain the ethyl alcohol is a solvent or diluent used
in a quantity based on the solubility of the pharmacsutical agent and tho sedium ascorbate, used as a buller is added in quaniilies
sufficient 1o controt the pH of the sotution,

Claim 5-6 lack an inventiva step under PCT Articla 33(3) as being obvious over Kung In view of US 2007/0281299 A1 1o YOUDIM et al.
[hereinafter "Youdim?,

As 1o Claim 5, Kung discloses the radiopharmaceutical composillon of claim 2, whareln the pathologic larget is a peptide {para
{0016]{0019)). Kung does not disclosa the target as a synucleln. Youdim discloses a pathological target of a neurodegeneraiive disease
can be the proteln synuctein {para [000E]; [0018]; {00301). It would have been obvious to one skillad in the art that tha radiophamacautical
compositions of the claimed composition, able to cross the blood-braln barrier and bind to beta amyloids, could also bind other
protein/papiides in the brain, associated with various neuwrodegenaralive diseases.

As to Claim 8, Youdim further discioses the radiopharmaceutical composition of claim 2, wharein the pathologic target ls vasicular
monoaming transporter 2 or VMAT2 {para [0120]{0121)).

Claims 10 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as baing obvious over Xung in view of of the artlcle enlitied "Longitudinal
neninvasive PET-based Beta cell mass estimates In a sponlaneous dizbetes rat model® by SOUZA el al. (hereinalier "Souza').

As to Claim 10, Souza further discloses tha radiopharmacuetical compositian of claim 1, wherein the radiolabeted compound is a derlvativa
of dihydrotetrabanazing (DTBZ) (pg 1508, col 2, para 1). Souza does not disclose the radiolabled as an 18F. It would have been obvious 1o
one skillod in the ar that DTBZ, specliic for binding of VMAT2 as disclosed by Souza, would also then be a good imaging ligand for CNS
imaging, since VMAT2 is implicated In some neurodegeneralive diseases, and further, the radiolabal of 18F would ba a good choica over
tritium or radiocarbon isotopes, for example, since 18F oxhibits betier brain penetration.

Claim 22-25 lack an invenliva step under PCT Article 33(3) as being obvious ovor Kung in view of the article entilled *F-18 Slitbenes as
PET Imaging Agents for Detecting Beta-Amyloid Plaques in the Braln® by ZHANG st al. (hereinafier Zhang'),

As lo Claim 22, Kung discloses a method of producing the losylate pracursor AV-105 (Schome 3, compound 10) via a nilro benzene
staning material, and reacting it with a chiero pyridine and subsequent reaction with tosy! chloride lo form the tosylate precursor AV.105
{para [0135]; Scheme 2, compound 3 to schame 3, compound 10). Kung does not disclose tha synthesis of the losylate precursor viaa
boc-protacted vinylaniline converted to a carbamate and subsequent reaction with losyl chieride, Zhang disclosas an altemate siyrene
gynihesis via a boc-protectad amino styrene and tosyl chiorids {pg 5382, Schems 4; col 1, para 1). Zhang does not disclose the synthesls
ol the losylate precursor via a boc-prolected vinylaniline converled 1o a carbamate, !t would have bean obvious to one skilled in the art that
there ame several ways of synihesizing a styrene, via a boc-prolecied aniline, as disclosed by Zhang, or a niirc benzene, as disclosed by
Kung, which would not require protection, since the nitro group is a *protected amine® by reduction 1o the aniline, at the end of the
synihesis, and further, the subsaquent slsps in the synthesls, would be chosen depanding on which starting malerial, is used, since in both
cgsas. the ultimate geal is to couple the aniline with a pyridine and generale an alkangl, fer the final reaction with tosyl chloride to form AV-
45,

conlinued In naxt Supplemantal Box

Form PCT/18A/237 (Supplemental Box} (luly 2009)
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.

Continuation of:
Priar Supplemental Box:

composition comprising the steps pf reacling the losylate

As to Claim 23, Kung discloses a method of producing a radiopharmaceutical
o 4, Fig

precursor AV105, of ¢lalm 22, with an 18F Fluoride ion in DMSQ sofutlon 1o product 18F-AV-a5(para [0024]; [0117]; [0136]; Schem
2, Compound 6) Isolating and pudfying the 18F-AV-45 (para [0167); {0172} Schems 2, compound 6; Schams 4, Compound 2},

As to Claims 24-25, Kung discloses the method of claim 23, further comprising the step of adding to the radiopharmacsutical ethyl alcohol
and ascorbic acid (para [0119){0150]). Kung doss not disclose the lormulation of the 18F radiopharmaceutical in a single embediment with
& particular amount of ethano! and ascarbic acid or ascorbate salt. i would have been obvious to one skilled in the ar, without undue

axparimentation, thal ethanol and ascorbic acid are excipients that can be used in the pharmaceutical composition as disclosed by Kung,
whorain the ethyl alcohal is & solvent or diluent used in & quantity based on the solubility of the phamaceutical agent and the ascorbate in
form of an acid or salt, used as a buffar is added in quanlities sufficient to control the pH of the solution.

Clalms 1-25 have industrial applicabllity as defined by PCT Articla 33(4) because the subject mattar can be made or used in indusiry.

Form PCT/1SA/237 (Supplemental Box} (July 2009)
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1 Abogado Expediente N° 133063.00402

SINTESIS DE ESTIRILPIRIDINAS RADIOMARCADAS CON "F A PARTIR DE
PRECURSORES DE TOSILATO Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS
ESTABLES DE ESTAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a los métodos de sintesis de la BE.
estirilpiridina radiomarcada y su precursor de tosilato. La presente invencidn se
refiere, ademas, a las composiciones farmacéuticas estables que comprenden
estirilpiridina radiomarcada con '°F.

SECTOR: Composiciones que comprenden sustancias radiactivas para uso en
terapia.
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SINTESIS DE ESTIRILPIRIDINAS RADIOMARCADAS CON '®F A PARTIR DE
PRECURSORES DE TOSILATO Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS
ESTABLES DE ESTAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0001] Esta solicitud reivindica prioridad bajo 35 U.S.C. § 119(e) de la
solicitud de patente provisional de Estados Unidos n.° de serie 61/141,885,
presentada el 31 de diciembre de 2008, |a descripcidon de la cual se incorpora como

referencia en su totalidad.
1. Campo de la invencion

[0002] La presente invencion se relaciona generalmente con los métodos de
sintesis de agentes radiomarcados con ‘°F para obtener imagenes del cerebro vy,
méas especificamente con los métodos de sintesis de la estirilpiridina radiomarcada
con '®F y su precursor tosilato y composiciones farmacéuticas estables que
comprenden agentes radiomarcados con '8F para obtener imagenes del cerebro.
2. Descripcion de la materia relacionada

[0003] La enfermedad de Aizheimer (Alzheimer’s Disease, AD) es un
trastorno neurodegenerativo progresivo caracterizado por el deterioro cognitivo, la
pérdida irreversible de la memoria, la desorientacion y el deterioro del lenguaje. La
AD afecta al 10% de la poblacién mayor de 65 afios y al menos al 50% de la
poblacidn mayor de 85 afios. L.a AD se ha diagnosticado en pacientes tan jovenes
como de 40-50 afios de edad, pero debido a que la presencia de la enfermedad es
dificil de detectar sin un examen histopatologico del tejido cerebral, el tiempo de
inicio en los sujetos vivos se desconoce.

[0004] En la actualidad, el unico medio de diagnosticar definitivamente la
AD es a través del examen del tejido cerebral, que por lo general se realiza en la
autopsia post mortem. Durante la autopsia, los médicos forenses examinan el tejido
cerebral para el exceso de placas neuriticas (neuritic plaques, NP), compuestas por
depdsitos del péptido B-amiloide y ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles,
NFT) formados por filamentos de proteinas tan altamente fosforiladas, ya que estas
caracteristicas distinguen la patogénesis de la AD. Los depédsitos de amiloide se
forman por la agregacion de los péptidos amiloides, seguido por la combinacién
adicional con otros agregados y/o péptidos amiloides. Los agregados fibrilares de
los péptidos amiloides, Ap1-40 y AB1-42, son los principales metabolites de péptidos

16



10

15

20

25

30

3 Abogado Expediente N° 133063.00402

derivados de la proteina precursora de amiloide que se encuentran en las NP y en
los depbsitos cerebrovasculares de amiloides en pacientes con AD.

[0005] La enfermedad de Parkinson (Parkinson's Disease, PD) es una
enfermedad neurodegenerativa progresiva caracterizada por el temblor en reposo,
la bradicinesia, la rigidez muscular y la inestabilidad postural. La PD generalmente
se desarrolla después de la edad de 60 ahos, aunque el 15% de los pacientes
diagnosticados son menores de 50 afos. El antecedente familiar de la enfermedad
de Parkinson es un factor etiolégico para el 5-10% de los pacientes diagnosticados
con la enfermedad, sin embargo, solo en el 1% de los casos se demostrd que era
claramente familiar. Se estima que 1,5 millones de estadounidenses viven
actualmente con la PD.

[0006) La demencia con cuerpos de Lewy (Dementia with Lewy Bodies,
DLB) es una enfermedad cerebral progresiva con sintomas que oscilan entre varios
grados de manifestacién. Estos sintomas incluyen demencia progresiva, dificultades
de movimiento parkinsoniano, alucinaciones y aumento de la sensibilidad a los
farmacos neurolépticos. Al igual que con la AD, la edad avanzada se considera
como el mayor factor de riesgo de la DLB, con promedio de inicio generalmente
entre las edades de 50-85. Ademas, la causa de! 20% de todos los casos de
demencia es la DLB y mas del 50% de los pacientes con PD desarrollan “la
demencia de la enfermedad de Parkinson” (Parkinson’s Disease Dementia, PDD)}),
un tipo de DLB. Es posible que la DLB ocurra sola o en combinacién con otras
anormalidades cerebrales, gue incluyen aquellas involucradas en la AD y la PD,
como se menciond anteriormente. En la actualidad, un diagnéstico concluyente de la
DLB solo es posible después de la autopsia post mortem.

[0007] La PD yla DLB comparten una eticlogia de deficiencia de dopamina
que se correlaciona con la muerte de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra. La causa de la muerte neuronal dopaminérgica en la PD es incierta, aunque
parece que agregados de a-sinucleina en el cerebro se pueden asociar con
pérdidas de neuronas dopaminérgicas en el estriado. También se reconoce que en
la DLB, los depdsitos anormales de proteinas que contienen a-sinucleina, que se
conocen como “cuerpos de Lewy”, son la causa de la muerte de las neuronas
dopaminérgicas. Los cuerpos de Lewy se producen, sobre todo, en la sustancia
negra y en las secciones del locus cerlileo del tallo cerebral, y también en las
regiones subcorticales y corticales del cerebro. Debido a esta localizacién particular
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en el cerebro, los cuerpos de Lewy pueden interferir con la produccion de
acetilcolina, lo que causa la interrupcion de la percepcion y del proceso de
pensamiento y afectan el comportamiento. Los cuerpos de Lewy se consideran un
tipo de placa neuritica (NP), ya que se componen de agregados de los depésitos de
la proteina a-sinucleina.

[0008] La etiologia de la neurodegeneracion también puede consistir en una
mezcla de patologias que incluyen un componente de deficit microvascular o de
perfusion en el cerebro. Por ejemplo, una enfermedad que se conoce comunmente
como “‘demencia mixta” a menudo comprende tanto el déficit de perfusion y la
patologia de la placa amiloide. El término “demencia mixta" tiene varios significados,
pero el término se usa comunmente para referirse a la coexistencia de la AD y la
demencia vascular (vascular dementia, VaD), en particular cuando numerosos
microtrombos en el sistema vascular del cerebro causan la VaD. Aunque se sabe
poco acerca de la verdadera prevalencia de la demencia mixta, esta forma de
neurodegeneracion es clinicamente importante porque la combinacion de la AD y la
VaD pueden tener un mayor impacto en el cerebro que cualquiera de las
condiciones de forma independiente. La demencia mixta es tradicionalmente muy
dificil de diagnosticar. Los sintomas son similares a los de la AD o la VaD o una
combinacién de las dos.

[0009] La presencia de depositos de amiloide en e! cerebro puede ser
caracteristica de muchas otras enfermedades, que incluyen pero no se limitan a,
fiebre mediterranea, sindrome de Muckle-Wells, mieloma idiopatético, polineuropatia
amiloide, cardiomiopatia amiloide, amiloidosis sistémica neuritica, polineuropatia
amiloide, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis, sindrome de Down,
tembladera, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, Kuru, sindrome de Scheinker-
Gerstamnn-Straussler, carcinoma medular de tiroides, amiloidosis auricular aislada,
amiloidosis Bp-microglobulina en pacientes en dialisis, miositis por cuerpos de
inclusion, depositos de Rr-amiloide en la enfermedad de desgaste muscular, e
insulinoma de los islotes de Langerhans en la diabetes de Tipo Il.

[0010] Debido a la funcidn de la presencia de placas neuriticas (NP) en el
diagnéstico de la enfermedad neurodegenerativa, hay un interés en el desarrollo de
ligandos radiomarcados que se unan y permitan la obtencion de imagenes de dichas

anomalias mediante el uso de las metodologias actuales. Algunos agentes comunes
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para la obtencion de imagenes inciuyen el [''CJPIB, [''C] 4-N-metilamino-4'-hidroxi-
estilbeno (SB-13), ["*F]JFDDNP y ['2jIMPY.

10011] EI['®F]AV-45 (“'® F-AV-45"), ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-["®
Fifluoroetoxi)etoxi)etoxi) piridina-3-iljvinil)-N-metilbencenamina, es un radiofarmaco
para la obtencién de imagenes de agregados amiloides en el cerebro mediante la
tomografia por emision de positrones (PET) (véase, por ejemplo, Choi, SR, y otros, J
Nuci Med, 50(11), 1887-1894, 2009). EI ®F-AV-45 contiene el radioisdtopo F-18, el
cual, debido a los 110 minutos de desintegracion de su vida media radiactiva, se
puede fabricar en una ubicacién centralizada y enviarlo dentro de un radio de 4 a 8
horas a los centros de obtencién de imagenes que realizan las imagenes cerebrales
por PET. Este esquema de produccion y distribucion de '®F-AV-45, y para otros
compuestos amiloideos radiomarcados con F-18 para la obtencién de imagenes,
requiere que el radiofarmaco se produzca el mismo dia en que se lleva a cabo la
deteccion por PET, debido a ia desintegracion radiactiva del isétopo F-18. Por lo
tanto, resultan varios requisitos: primero, el '®F-AV-45 radiactivo se debe producir en
un corto periodo de tiempo a partir de un compuesto intermedio estable (conocido
como el “precursor'); segundo, el radiofarmaco '®F-AV-45 se debe producir con un
rendimiento radioquimico razonable (por ejemplo, >10%) a partir de la reaccion del
precursor con el ion fluoruro F-18; y tercero, el'®F-AV-45 debe estar en un medio de
solucidén que proporcione una solubilidad adecuada de los radiofarmacos, asi como de
su contraparte no radiactiva (**F-AV-45, que siempre esta presente en un nivel bajo
debido a la estabilidad de F-19 en el entorno de fabricacidn), asi como las
propiedades de estabilizacion para inhibir la descomposicion radiolitica del
compuesto.

[0012] El etancl generalmente se reconoce como una ayuda adecuada para
la solubilizacidn de los farmacos lipofilicos, incluyendo los farmacos radiofarmacos
(véase, por ejemplo, C. Lemaire, y otros, J Label Compd and Radiopharm, 42, 63-75,
1999). El acido ascérbico o las sales de ascorbato se usaron anteriormente como
ayuda para inhibir la radiolisis de radiofarmacos (véase, por ejemplo, Tofe AJ, y otros,
J. Nucl Med, 17, 820-825, 1976; Knapp, FF y otros, Anticancer Res., 17, 1783-1795,
1997; Liu S, y otros, Bioconj Chem., 14, 1052-1056, 2003), incluyendo los
radiofarmacos de F-18, véase, por ejfemplo, Firnau G, y otros, J Nuc! Med., 25, 1228-
1233, 1984). Sin embargo, el uso de sales de ascorbato en una solucion acuosa de

etanol como un medio preferido para la solubilizacion y estabilizacién de un
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radiofarmaco de F-18 para obtener imagenes del cerebro, tales como el BF_AV-45, es
NUEvo.

[0013] El| uso de un precursor que contiene un grupo tosilato para la
reaccién con el fluoruro F-18 en la produccién de radiofdrmacos que contienen F-18
se describié previamente (véase, por ejemplo, Zhang W, y otros, Nucl Med Biol 34,
89-97, 2007). Sin embargo, un proceso sintético eficiente para la produccién de
cantidades mas grandes (es decir, >10 g) de los precursores de tosilato (referido en
la presente como “AV-105") no se describié anteriormente. Cada una de las
publicaciones citadas en la presente se incorpora como referencia en sus
totalidades respectivas, en la medida en que esas referencias no sean
incompatibles con las ensefianzas explicitas de esta especificacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] Las modalidades de la invencién se refieren a una composicion

radiofarmacéutica para la obtencion de imagenes de enfermedades
neurodegenerativas del cerebro por tomografia por emision de positrones (PET),
que comprende una cantidad efectiva de un compuesto radiomarcado con 8¢
aproximadamente 1,0% a aproximadamente 20% (v/v) de alcohoi etilico, y al menos
aproximadamente 0,1% (p/v) de acido ascorbico o una sal de este. En varias
modalidades, el compuesto radiomarcado con '°F es capaz de unirse a una diana
patolégica en el cerebro de un paciente. La diana patoldgica puede incluir una
concentracion anormal de una proteina, péptido u oligonucledtido nativo o
patoldgicamente alterado; D-amiloide; a-sinucleina; o transportador vesicular de
monoaminas 2 (VMAT?2).

[0015] De acuerdo con algunos aspectos de la invencion, el compuesto
radiomarcado con '®F es un derivado de la estirilpiridina. En varios aspectos, el
compuesto radiomarcado con B es ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-
['®F)fluoroetoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-ilvinil)-N-metilbencenamina)  (‘®F-AV-45). En
algunas modalidades, el BE_AV-45 se produce a partir de un precursor de tosilato.
En otros aspectos, el compuesto radiomarcado con '®F en la composicién
radiofarmacéutica es el (2R,3R,1 1bR)-9-(3-["®F]flucropropoxi)-3-isopropil-10-metoxi-
11b-metil-2,3,4,6,7,11b-hexahidro-1H-pirido[2, 1-afisoquinolin-2-ol (“'*F-AV-133"). En
aun otros aspectos, el compuesto radiomarcado con F es un derivado de Ia

dihidrotetrabenazina (dihydrotetrabenazine, DTBZ).
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[0016] La composicién radiofarmacéutica de algunas modalidades inciuye
una concentraciéon de alcohol etilico en el intervalo de aproximadamente 1,0% a
aproximadamente 15,0% (v/v). Otras modalidades incluyen una concentracién de
acido ascorbico o sal de este en el intervalo de aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 1,0% (p/v). El pH de la composicién radiofarmacéutica se puede
encontrar en el intervalo de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 8,0. En
modalidades preferidas, la pureza de la composicion radiofarmacéutica es mayor o
igual a aproximadamente 90% cuando se mide al menos aproximadamente 4 horas
después del final de la sintesis {(end-of-synthesis, EOS).

[0017] La composicién radiofarmacéutica se puede usar en el diagnostico
de enfermedades neurodegenerativas tales como, por ejemplo, demencia, deterioro
cognitivo, enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Parkinson (PD), demencia
con cuerpos de Lewy (DLB)}, demencia vascular (VaD) y combinaciones de estas.

[0018] Otras modalidades de la invencion se refieren a una composicion
radiofarmacéutica para la obtencién de imagenes de! cerebro por la tomografia por
emision de positrones (PET), que comprende una cantidad efectiva de un
compuesto radiomarcado con '°F, al menos aproximadamente 1,0% (v/v) de alcohol
etilico, y al menos aproximadamente 0,1% (p/v} de una sal de ascorbato, en donde
el compuesto radiomarcado con '8F se descompone menos de aproximadamente
10% a partir del final de la sintesis a aproximadamente 12 horas después del final
de sintesis.

[0019] En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para el
diagnéstico de una enfermedad neurodegenerativa en un paciente que comprende
las etapas de administrar a un paciente una composicion radiofarmaceutica capaz
de unirse a una diana asociada a una enfermedad neurodegenerativa, en donde
dicha composicién radiofarmacéutica incluye una cantidad efectiva del compuesto
radiomarcado con 'F, al menos aproximadamente 1,0% (v/v) de alcohol etilico, y al
menos aproximadamente 0,1% (p/v) de ascorbato sddico; obtener la imagen de al
menos una porcion del cerebro del paciente que incluye una region en donde se
espera que la diana esté colocada; y detectar la diana. La etapa de obtener las
imagenes se puede realizar mediante el uso de la tomografia por emisién de
positrones (PET), PET con imagenes simultaneas de tomografia computarizada
(PET/CT), PET con imagenes simultaneas de resonancia magnética (PET/MRI) o
una combinacion de estas.

21
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[0020]) En aun otra modalidad de la invencion, se proporciona un metodo
para producir una composicién radiomarcada con '®F capaz de unirse al B-amiloide
que incluye las etapas de sintetizar un precursor de tosilato, realizar 1a fluoracion
nucleofilica con '®F del precursor de tosilato en una solucién de dimetilsulfoxido
(dimethylsulfoxide, DMSQ) para proporcionar un radiofarmaco ®r vy formular el
radiofarmaco '"®F en una solucion acuosa de alcohol etilico que contiene acido
ascérbico o una sal de este, en donde el alcohol etilico estd presente en una
concentracién minima de aproximadamente 1,0% (v/v) y la concentracion minima
del acido ascérbico o su sal es aproximadamente 0,1% ({p/v) en la composicion
farmacéutica radiomarcada con '°F final.

[0021] En otra modalidad, se proporciona un método de producir el
precursor de tosilato del BE_AV-45, el (B)-2-(2-(2-(5-(4-(terc-
butoxicarbonil{metil)amino)estiril}piridina-2-iloxi)etoxi)etoxi)etil 4-metilbenceno
sulfonato (“AV-105"). Este método incluye las etapas de (i) preparar un compuesto
de vinilanilina protegido con mono Bog; (ii) convertir el compuesto de vinilanilina a
un derivado metil, t-butil carbamato; (iii) reaccionar 2-halo 5-yodopiridina con
trietilenglicol; (iv) reaccionar el derivado metii, t-butil carbamato de Ia etapa (i) con el
compuesto resultante de la etapa (iii) para producir el (E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-ilyvini)fenil(metil)carbamato, y {(v) reaccionar el (£)-
terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-il)vinil)fenil(metil)
carbamato con cloruro de tosilo para formar el AV-105.

[0022] En aun otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para
producir una composicion radiofarmacéutica que incluye reaccionar el precursor de
tosilato AV-105 con un ion fluoruro ®F en solucién de dimetilsulféxido (DMSO} u otro
solvente aprético de alto punto de ebullicién para producir el ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-
fluoroetoxi ['®F])etoxi)etoxi)piridina-3-ivinil)-N-metil bencenamina) (‘°F-AvV45 );
aislar el '8F-AV-45 y purificar el '®F-AV-45. E! método para producir la composicién
radiofarmacéutica puede incluir, ademas, la etapa de formular el '"®c_AV-45 en una
solucidn que contiene aproximadamente 1,0% a aproximadamente 15% (v/v) de
alcohol etilico y aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1,0% (p/v) de una sal
de ascorbato. En modalidades particulares de la invencion, la sal de ascorbato es
ascorbato de sodio y la concentracion es de aproximadamente 0,5% (p/v).

[0023] E! resumen anterior no pretende describir cada modalidad ilustrada o
cada implementacién de la presente invencién.

2%
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0024] Para una mejor comprension de la descripcion, se debe hacer

referencia a las figuras siguientes, en las cuales:

[0025] la Figura 1 muestra un esquema de la sintesis del precursor de
tosilato AV-105 y la sintesis del '°F-AV-45 no-radiactivo a partir de p-toluensulfonato
de acuerdo con una modalidad de |a invencion;

[0026] la Figura 2 muestra un método alternative para la sintesis del
precursor de tosilato AV-105 de acuerdo con otra modalidad de la invencion; y

[0027] la Figura 3 representa un método de radiosintesis de un aspecto de
la invencién que usa un precursor de tosilato para producir el radiofarmaco F_AV-

45 que se une al [1-amiloide.

DESCRIPCION DE MODALIDADES ILUSTRATIVAS

[0028] Esta invencibn no se limita a la composicién particular o

metodologias descritas, ya que estas pueden variar. Ademas, la terminologia que se
usa en la descripcién describe solamente versiones particulares o modalidades y no
pretende limitar el alcance de 'a invencion. A menos que se defina lo contrario,
todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente tienen el mismo
significado que cominmente se entiende por alguien con experiencia en la materia.
En casoc de conflicto prevalecera la descripcion de la patente, incluyendo las
definiciones.

[0029] Tal como se usa en la presente, las formas del singular “un”, “uno” y
“el/la” incluyen ia referencia plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario,

[0030] Tal como se usa en la presente, el término “aproximadamente”
significa mas o menos 10% del valor numérico del niUmero a menos que se describa
de otra manera.

{0031] “Administrar’ cuando se usa junto con un agente de diagnéstico, tal
como, por ejemplo, un radiofarmaco, significa administrar directamente en o sobre
un tejido diana o administrar el radiofarmaco sistémicamente a un paciente a través
del cual se usa el agente de diagndstico para obtener la imagen del tejido o una
patologia asociada con el tejido diana. “Administrar” una composicién se puede

Hevar a cabo por inyeccién, infusidn, o por cualquiera método en combinacion con
otras técnicas conocidas,
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[0032] Los términos “comprende”, “contiene”, ‘tiene” o ‘incluye” y sus
conjugaciones, como se usan en la presente, significan ‘incluye, pero no
necesariamente se limita a".

[0033] Una “cantidad efectiva” o “cantidad terapéuticamente efectiva”, como
se usa en la presente, se refiere a la cantidad del radiofarmaco emisor de positrones
que se traduce en una sefial de radiacion gamma suficiente para obtener de manera
adecuada la imagen de la diana biologica de interés en el cerebro de un individuo
con una sospecha de enfermedad neurodegenerativa.

[0034] El término “al final de la sintesis” o “EOS", como se usa en la
presente, significa el final de |a radiosintesis. Este es el punto de tiempo en el que el
proceso de radiosintesis, para su completamiento, incluye cualquier etapa de
purificacién necesaria para el aislamiento del radiofarmaco.

[0035] El término “solvente aprético de alto punto de ebuliicién”, como se
usa en la presente, se define como un solvente aprético con un punto de ebullicién
de al menos aproximadamente 140 °C a una (1) atm.

[0036] Los términos “patologia” o ‘patoldgicos”, como se usan en la
presente, se refieren a un proceso biolégico alterado que puede estar, por ejemplo,
relacionado con la produccidn anormal de proteinas, péptidos, ARN y otras
sustancias asociadas con un proceso de enfermedad.

[0037] Tal como se usa en la presente, los términos “paciente” y “sujeto” se
refieren a cualquier organismo vivo a los cuales se administran los compuestos
descritos en la presente y cuya actividad cerebral se debe medir junto con la
realizacién de los métodos de andlisis de la invencidn. Los pacientes y/o sujetos
pueden incluir, pero no se limitan a, todos los mamiferos no humanos, primates o
humanos. Estos pacientes y/o sujetos pueden o no exhibir signos, sintomas o
patologias de uno o mas estados de la enfermedad en particular.

[0038] E! término “diana’ cuando se usa junto con un agente de
diagnéstico, tal como el radiofarmaco de la presente invencién, se refiere al tejido u
otro material asociado a |a patologia para la que se desea la localizacion del agente
radiofarmacéutico o de diagnéstico. Las dianas podrian incluir, pero ho se limitan a,
células enfermas, agentes patégenos, material infeccioso u ofros materiales
indeseables en un paciente, como las proteinas, péptidos, ARN o ADN anormales ©
los receptores normalmente expresados que se alteran en un proceso de
enfermedad.
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[0039] En términos generales, tal como se usa en la presente, el término
‘tejido” se refiere a toda agrupacion de células especializadas similares que se
unen en el desempefio de una funcién determinada.

[0040] Varias modalidades de la invencién proporcionan un método para la
sintesis de un agente radiomarcado con '®F a partir de un precursor de tosilato, para
obtener imagenes, y una composicion farmacéutica de un medicamento estable que
comprende tal agente radiactivo con '®F para obtener imagenes.

[0041] Ciertas modalidades de la invencién se refieren a una composicién
radiofarmacéutica que comprende una cantidad efectiva de un compuesto
radiomarcado con '®F, tal como una estirilpiridina radiomarcada con *F o un
derivado de la dihidrotetrabenazina marcada con '°F (DTBZ), en una solucidén que
contiene aproximadamente 1,0% a aproximadamente 30% (p/v) de alcohol etilico, y
al menos aproximadamente 0,1% (p/v), de ascorbato de sodio. Otras modaiidades
de la invencién se refieren a una composicion radiofarmacéutica que comprende
una cantidad efectiva de un compuesto radiomarcado '®F en una solucién para
inyeccion intravenosa que contiene aproximadamente 1,0% a aproximadamente
20% (v/v) de alcohol etilico, y al menos aproximadamente 0,1 % (p/v) de ascorbato
de sodio con un pH de entre aproximadamente 4,5 y 8,0. Esta composicién
radiofarmacéutica es una solucion transparente, sin materia insoiuble, que es
estable durante al menos 6 horas después de la produccion en concentraciones
hasta 100 mCi/ml (37 a 3700 MBg/ml) o mas del radiofarmaco F-18.

[0042] La composicion radiofarmacéutica parenteral de las modalidades de
la invencidén puede contener un compuesto radiomarcado F-18 que es capaz de
unirse a una diana patolégica en el cerebro de un paciente, tal como, por ejemplo,
una concentracion anormal de una proteina, un péptido o un oligonucleédtido nativos
o patolégicamente alterados, O-amiloide, a-sinucleina, o a una diana endogena que
se expresa normalmente y gue se afecta en presencia de ciertos frastornos
degenerativos tales como el transportador vesicular de monoaminas (VMATZ2) en la
enfermedad de Parkinson (PD), la demencia con cuerpos de Lewy (DLB) o la
diabetes.

[0043] Varias modalidades de la invencion proporcionan composiciones
radiofarmacéuticas con caracteristicas que incluyen: una alta afinidad y selectividad
por la diana, bajo peso molecular (<400 g/mol), lipofilicidad mediana (log P en el

intervalo de 1-3) para garantizar la captacion cerebral inicial alta con rapida

V=S
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eliminacion, grupos funcionales de la molécula para la introduccidn de radionuclidos
emisores de positrones, tales como, por ejemplo, ''C o "F, alta estabilidad en el
cerebro, asi como ausencia de captacion cerebral de los metabolitos generados
periféricamente del compuesto marcador y alta disponibilidad del compuesto
indicador para los centros clinicos.

[0044] El uso de los agentes marcados con '*F para fa obtencion de
imagenes de la invencién proporcionan muchas ventajas logisticas debido a la vida
media relativamente grande del '®F (tiz= 110 min) en comparacion con otros
radioisotopos, tales como, por ejemplo, ''C (tip= 20 min). La vida media de "°F
relativamente grande es ventajosa ya que proporciona mas tiempo para la
eliminacién de! trazador unido de manera no especifica con menos pérdida de
potencia de la sefial debido a la desintegracion radiactiva.

[0045] En ciertas modalidades de la invencién, el compuesto radiomarcado
8 en la composicion radiofarmacéutica comprende un compuesto radiomarcado
8 que es capaz de unirse a los agregados amiloides para su uso en la obtencién
de imagenes del cerebro por la tomografia por emisién de positrones (PET). En
varios aspectos, el compuesto radiomarcado 'SF es el ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-
['8FIfluoroetoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-il)vinil)-N-metil bencenamina) (“'8F-AV-45"). En
algunas modalidades, e! "*F-AV-45 se produce a partir de un precursor de tosilato.
En otras modalidades de la invencién, el compuesto radiomarcado '°F es un
derivado de dihidrotetrabenazina (DTBZ). En aun otros aspectos, el compuesto
radiomarcado '°F en la composicién radiofarmacéutica es el (2R,3R,11bR)}-9-(3-
["®F]fluoropropoxi)-3-isopropii-10-metoxi-11b-metil-2,3,4,6,7,11b-hexahidro-1H-pirido
[2,1-ajisoquinolin-2-of (*"®F-AV-133").

[0046] En aun otra modalidad de la invencién, se proporciona una
composicion radiofarmacéutica que comprende una cantidad efectiva de un
compuesto radiomarcado ‘®F, al menos aproximadamente 1,0% (p/v) de alcohol
etilico, y al menos aproximadamente 0,1% (p/v) de la sal de ascorbato (por ejemplo,
ascorbato de sodio), en donde la composicién radiofarmacéutica conserva una
pureza radioguimica del radiofarmace deseado de 280% en un periodo de al menos
4 horas después de la radiosintesis, y mas preferiblemente en un periodo de hasta 8
horas después de radiosintesis.

[0047] La composicidén radiofarmacéutica de ciertas modalidades incluye el

alcohol etilico en un intervalo de concentracion de aproximadamente 1,0% a
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aproximadamente 15,0% (v/v) y sal de ascorbato (por ejemplo, ascorbato de sodio u
otra sal de acido ascoérbico) en un intervalo de concentracién de aproximadamente
0,1% a aproximadamente 1,0% (p/v). En ciertas modalidades de la invencion, el
ascorbato de sodio se usa a una concentracion de 0,5% (p/v). El pH de la
composicion se puede encontrar en el intervalo de aproximadamente 45 a
aproximadamente 8,0. En algunas modalidades, la pureza del radiofarmaco es al
menos 90% cuando se mide al menos aproximadamente 2 horas después del final
de la sintesis (EQS). En modalidades preferidas, la pureza de la composicion
radiofarmacéutica es de al menos 90% cuando se mide al menos aproximadamente
4 horas después de EQS.

[0048] En otra modalidad de la invencién se proporciona un método para
producir una composicién radiomarcada con '®F capaz de unirse al B-amiloide, que
incluye sintetizar un precursor de tosilato; realizar la fluoracion '®F nucleofilica del
precursor de tosilato; formular el precursor de tosilato fluorado '8F en una solucion
acuosa; adadir alcoho! etilico para alcanzar una concentracién minima de
aproximadamente 1,0% (p/v) en la composicion final de estirilpiridina radiomarcada
con ®F; y afadir ascorbato de sodio para lograr una concentracién minima de
aproximadamente 0,1% (p/v) en la composicion final de estirilpiridina radiomarcada
con '*F.

[0049] En otra modalidad, se proporciona un método para producir el
precursor de tosilato del BF.AV-45, (E)-2-(2-(2-(5-(4-(terc-
butoxicarbonil{metil)amino)estiril)piridina-2-iloxi)etoxi)etoxi)etil 4-metilbenceno
sulfonato (“AV-105"}. Este método incluye las etapas de (i} preparar un compuesto
de vinilanilina protegido con mono Boc; (ii) convertir el compuesto de vinilanilina de
(i) a un derivado N-metil, t-butil carbamato, (es decir, N-metil, N-Boc), (iii) reaccionar
2-halo 5-yodopiridina (en algunas modalidades halo = c¢loro o bromo) con
trietilenglicol; (iv) reaccionar el derivado N-metil, N-Boc de la etapa (ii) con el
compuesto resultante de la etapa (iii) para producir el (E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-i)vinil}fenil(metil) carbamato; y (v} reaccionar el
{E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxietoxi}piridina-3-ilvinil)fenil(metil)
carbamato con cloruro de tosilo para formar AV-105.

[0050] En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para
producir una composicién radiofarmacéutica que incluye reaccionar el precursor de
tosilato AV-105 con un ion de fluoruro "°F en DMSO u otro solvente aprético de alto

2F
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punto de ebullicién para producir el ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-
['*Ffluoroetoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-ilvinil)-N-metil  bencenamina)  (*'*F-AV-45");
aislar el "®F -AV-45; y purificar el "8F-AV-45. El método para producir la composicion
radiofarmacéutica puede incluir, ademas, la etapa de formular el '8F-AV-45 en una
solucion que contiene aproximadamente 1,0% a aproximadamente 15% (v/v) de
alcohol etilico y aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1,0% ¢ mas (pfv) de
ascorbato de sodio u otra sal de ascorbato. En modalidades particulares de la
invencion, la concentracion de ascorbato de sodio es de 0,5% (p/v).

[0051] En otra modalidad de la invencién, se proporciona una composicién
radiofarmacéutica que comprende una cantidad efectiva de un compuesto
radiomarcado con '®F, al menos aproximadamente 1,0% (v/v) de alcohoal etilico, y al
menos aproximadamente 0,1% (p/v) de ascorbato de sodio, en donde la
composicion de! radiofArmaco se descompone a una velocidad que se mide in vitro
y que corresponde sustancialmente con la siguiente: {(a) de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 5% de la descomposicién total después de 2 horas de medicion;
(b) de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10% de la descomposicion total
después de 10 horas de medicién; (c} de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 20% de l!a descomposicion total después de 15 horas de
medicién, y (d) no mas de aproximadamente 25% de la descomposicidén total
después de 24 horas de medicidn.

[0052] En ciertas modalidades, la invencién consiste en métodos de sintesis
de un precursor de tosilato estirilpiridina radiomarcado con e el AV-105 (que se
muestra en la Figura 1). El método de sintesis de AV-105 usa un tosilato primario
en lugar de un mesilato primario como grupo activo de partida. El uso del precursor
de tosilato es beneficioso para la radiofluorinacién, al menos por la razon de que el
tosilato generado durante la reaccion de radiofluorinacién se elimina facilmente por
medios cromatograficos del producto para la obtencién de imagenes radiomarcado
con "®F. La Figura 1 representa una sintesis inicial de AV-105 y una sintesis de AV-
45 frio en una modalidad de la invencion. El uso de p-toluenosulfonato (tosilato)
como un grupo lider activo elimina la necesidad de! metansulfonato (mesilato), que
no se prefiere por las propiedades genotdxicas del acido metanosulfénico, un
producto secundario que se forma cuando se usa mesilato. Ademas, el acido p-
toluenosulfénico es mas facil de detectar que el acido metanosuifénico y por lo tanto

se puede purificar mas faciimente mediante el uso de la cromatografia liquida con
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deteccidn UV. Como se muestra ademas en la Figura 1, la 4-dimetilaminopiridina
(dimethylaminopyridine, DMAP) esta incluida en la etapa de proteccion con Boc (6 a
7) y la etapa de tosilacién (8) para producir AV-105, La inclusion de DMAP en la
etapa de tosilacién resulta en una reduccién en la cantidad de tiempo requerido para
la conversién completa del material de partida. La presencia de DMAP también
inhibe la descomposicion en tiempos de reaccién prolongados. Esta sintesis es
capaz de producir pequefas (por ejemplo, gramo) cantidades de AV-105, sin
embargo, no fue faciimente escalable para la produccién de 50 gramos o cantidades
mas grandes de AV-105.

[0053] Un método alternativo de sintesis para el AV-105 se ilustra en la
Figura 2. Este método de sintesis convergente usa cloruro de p-toiuenosulfonilo en
lugar del cloruro de metanosulfonilo tipico para generar un pseudo-haluro. El uso de
la reaccidn de Heck, como se muestra en la Figura 2 aumenta la convergencia de |a
sintesis, haciendo de esta forma la sintesis mas eficiente y conduciendo a
rendimientos superiores. Sin embargo, los rendimientos reportados en las Figuras 1
y 2 son soclamente para fines ilustrativos y no representan los rendimientos maximos
obtenibles. Como puede apreciar alguien con experiencia en la materia, los métodos
de sintesis para la produccion de AV-105 que se describen en la presente se
pueden optimizar ain mas por el uso de técnicas de purificacién que se aplican a
los reactivos intermedios o al propio AV-105. Estas técnicas pueden incluir, por
ejemplo, la recristalizacion, extraccion por solvente-solvente o métodos de
separacion en columna cromatografica capaces de eliminar pequenas cantidades de
impurezas reactivas o los productos secundarios de la reaccidén. Sin embargo, los
métodos descritos en la presente son capaces de producir AV-105 con un
rendimiento global de 40% o mayor con una pureza mayor de 95%.

[0054] La radiosintesis de una modalidad de la invencién mediante el uso
de un tosilato de alquil primario para producir el radiofarmaco '*F -AV-45 que se une
al O-amiloide se muestra en la Figura 3. Después del proceso de radiomarcaje de
los aspectos de la invencion, el '®F-AV-45 (etiquetado como Farmula il en la Figura
3) se formula en una solucién salina. En algunas modalidades, la solucién salina
comprende al menos aproximadamente 1,0% (v/v) de alcohol etilico y al menos
aproximadamente 0,1% (p/v) de ascorbato de sodio y tiene un pH entre 45y 8,0. En
otras modalidades, la concentracién de aicohol etilico se encuentra en el intervalo

de aproximadamente 1,0% a aproximadamente 10,0% (v/v) y la concentracion de



10

15

20

25

30

16 Abogado Expediente N° 133063.00402

ascorbato de sodio se encuentra en el intervalo de aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 1,0% (p/v). Sin animo de estar limitado por la teoria, la presencia
de ascorbato de sodio reduce al minimo la radiolisis durante la purificacion del '®F-
AV-45 crudo y en el diluyente producto final para aumentar la estabilidad y 1a vida
atil. En una modalidad de la invencion, el ascorbato de sodio se usa a una
concentracidén de 0,5% (p/iv).

[0055] En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para la
deteccién de una enfermedad neurodegenerativa en un paciente, que incluye
administrar al paciente una composicién radiofarmacéutica capaz de unirse a una
diana asociada a una enfermedad neurodegenerativa, que comprende una cantidad
efectiva de un compuesto amiloide radiomarcado con '®F para la obtencién de
imagenes, tal como el 8E.AV-45, o un radiofarmaco alternativo marcado con F-18
que se une al amiloide, con aproximadamente 1,0% a 15% (v/v) de alcohol etilico, y
aproximadamente 0,1% a 1% (p/v) de ascorbato de sodio; obtener la imagen de una
porcion del paciente que comprende una regidén del paciente en donde deberia estar
colocada la diana; y detectar la diana. La region dei paciente puede incluir al menos
una porcion del cerebro.

[0056] La composicién radiofarmacéutica se puede usar en el diagnéstico
de enfermedades neurodegenerativas tales como, por ejemplo, demencia, deterioro
cognitivo, enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Parkinson (PD), demencia
con cuerpos de Lewy (DLB), demencia vascular (VaD) y combinaciones de estas.

[0057] La composicion farmacéutica radiomarcada con '°F de las
modalidades de 'a invencion se puede administrar por cualquier método conocido en
la materia. Por ejemplo, en un aspecto particular, la composicién radiofarmacéutica
se puede administrar por inyeccidén. En particular, los métodos de administracion
pueden incluir, pero no se limitan a, inyeccién intravascular, inyeccion intravenosa,
inyeccidn intraperitoneal, inyeccién subcutanea, e inyeccién intramuscular. La
composicién farmacéutica radiomarcada con '®F también se puede administrar en
forma de dosificacidn unitaria, por ejemplo, como la administracién intravenosa. En
algunas modaiidades, la composicién radiofarmacéutica se puede preparar en una
jeringa de dosis unitaria que contiene una cantidad apropiada del radiofarmaco.

[0058] Con el farmaco radiomarcado con '®F de varias modalidades de la
invencién se pueden obtener imagenes mediante el uso de cualquier técnica

adecuada de las que se conocen en la materia, incluyendo la tomografia por
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emision de positrones {PET), tomografia computarizada por emisién de fotén unico
{Single Photon Emission Computed Tomography, SPECT), PET con imagenes
simultaneas de tomografia computarizada (PET/TC), PET con imagenes
simultaneas de resonancia magnética (PET/MRI) o una combinacién de estas.

[0059] Las composiciones de radiofarmaco '°F de tas modalidades de la
tnvencidén poseen alta pureza radioguimica y alto rendimiento radiosintético. La vida
util de los farmacos radiomarcados con '®F puede variar entre las modalidades y
puede depender de varios aspectos del procedimiento. En general, la vida (til de los
farmacos radiomarcados con '®F es mayor de 8 horas después de la produccion
cuando se formulan en las composiciones que se describen en la presente. Ciertas
modalidades de la invencién proporcionan, ademas, una formutacién del compuesto
marcado con '°F que es segura para su administracién a humanos y estable a la
radiolisis u otra degradacién quimica en un periodo de tiempo (por efemplo, hasta 8-
10 horas) de traslado a los hospitales u otros centros de obtencion de imagenes.
Por ejemplo, en una modalidad, una composicién radiofarmacéutica de '*F-Av-45
que comprende aicohol etilico y ascorbato de sodio mantiene la estabilidad {(mayor
que 90% RCP) hasta 20 horas posteriores a la produccion.

EJEMPLOS

[0060] Con ei fin de que la invencidn descrita en este documento se pueda
entender de manera mas eficiente, se proporcionan los siguientes ejemplos. Estos
ejemplos son solo para fines ilustrativos y no se deben interpretar como limitacion
de la invencién de alguna manera.

Ejemplo 1.0. Sintesis del precursor de tosilato AV-105 para BE.AV-45,

[0061] La ruta sintética para el escalado de la sintesis de! precursor de
tosilato (E)-2-(2-(2-(5-(4-(terc-butoxicarbonilo (metil)amino)estiril)piridina-2-
ilotismo)etoxi)etoxi)etil 4-metilbencenc sulfonato (“AV-105") de ((F)-4-(2-(6-(2-(2-(2-
['®F]fluoroetoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-itvinil)-N-metil bencenamina) (*'°F-AV-45") de
acuerdo ¢on una modalidad de la invencion se muestra en la Figura 2. La
vinilanilina 10 protegida con mono-Boc se prepard por agitacién vigorosa de la
vinilanilina con dicarbonato de di-ferc-butil en agua a temperatura ambiente durante
2 horas. La vinilaniina 10 protegida con mono-Boc se precipité y se filtré para
proporcionar un rendimiento de 98%, la que se uséd sin purificacién adicional. La
metitacién del intermedio mediante e! uso del hidruro de sodio y yoduro de metilo en
dimetilformamida (DMF) dio el producto crudo ferc-butil (4 vinil fenil) carbamato 11
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(88% de rendimiento), que también se usé sin purificaciéon adicional. La 2-bromo-5-
yodopiridina se alquildé con trietilenglicol mediante el uso del ferc-butoxido de
potasio. Al menos 4 eq de trietilenglicol a yodopiridina se usaron para asegurar que
el producto monoalquilado 2-(2-(2-(5-yodopiridina-2-iloxi)etoxi)etoxijetanol 13 fuera
el producto principal. E! producto monoalquilado 13 (88% de rendimiento) no se
purificd y se uso directamente en la etapa d de ia reaccidn. Una reaccion de Heck
entre el producto crudo 11 y el producto monoalquilado 13 se llevé a cabo usando
acetato de paladio, bromuro de tetrabutilamonio y carbonato de potasio en DMF
para dar la estirilpiridina 14, ia cual se purificé por cromatografia rapida a presion
media de Biotage (55% de rendimiento). La tosilacion de la estirilpiridina 14 se
realizé con cloruro de tosilo, trietilamina y DMAP en DCM para obtener AV-105, el
cual se purificd por cromatografia rapida a presion media de Biotage. El rendimiento
global a partir de 2-bromo-5-yodopiridina fue de 40% (3 etapas).

Ejemplo 1.1. terc-butil 4-vinilfenilcarbamato.

[0062] La vinilanilina (3,75 g, 31,4 mmol) y el di-terc-butil dicarbonato (7,55
g, 34,6 mmol) se agitaron vigorosamente en agua (23 ml) a temperatura ambiente
por dos horas. Los precipitados se filtraron, y la torta del filtro restante se redisolvié
en acetato de etilo (50 ml). La capa organica se lavo con agua (50 ml) y salmuera
(50 ml), se secd sobre sulfato sodico anhidro, se filtré y se concentré a presion
reducida para obtener vinilanilina protegida con mono-Boc bruta 5 (6,75 g, 98%)
como un sélido rosado, que se puede usar en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Ejemplo 1.2. terc-butil metil{4-vinilfeniljcarbamato.

[0063] En una atmoésfera de nitrégeno, el hidruro de sodio (1,11 g 46,2
mmol) se afiadié en DMF anhidro (80 ml) y la suspensién se enfrié a 0 °C mediante
el uso de un bafio de hielo. La vinilanilina protegida con mono-Boc 10 (6,75 g, 30,8
mmol) disuelta en DMF anhidro (30 ml) se afiadidé a los 30 minutos a través de un
embudo adicional. l.a mezcia de reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente y
el yoduro de metilo (8,75 g, 61,6 mmol} se afiadid en 30 minutos mediante el usc de
una jeringa, Después de agitar a temperatura ambiente durante 1,5 horas, la mezcla
se vertid sobre hielo (200 g) y se extrajo con acetato de etilo (200 mi). La capa
organica se separd de la capa acuosa, se lavd con agua (100 ml) y salmuera (50
mi), se secd sobre sulfato sddico anhidro, se filtrd, y se concentré a presion reducida

para obtener el producto crudo 11 (6,3 g, 88%) como un aceite de color rojizo.
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Ejemplo 1.3. 2-(2-(2-(5-Yodopiridina-2-iloxi)etoxi)etoxi)etanol.

[0064] EI terc-butéxido de potasio (869 mg, 7,7 mmol) se afadid en
porciones a una solucion de 2-bromo-5-yodopiridina (2 g, 7,04 mmol) y trietilenglicol
(4,23 g, 28,1 mmol) en tetrahidrofurano (tetrahydrofuran, THF) (40 ml). Después, la
mezcla de reaccion se sometid a reflujo por 20 h. La mezcla de reaccidn se
concentro a presion reducida para eliminar el solvente THF. El concentrado se
diluyé con agua (100 ml) y se extrajo con acetato de etilo (50 ml x 2). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (50 ml) después con salmuera (50 ml),
se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se filtraron y se concentraron a presion
reducida para obtener el producto monoalquilado 2-(2-(2-(5-yodopiridina-2-
Hloxi)etoxi)etoxijetanol 13 (2,2 g, 88%) como un aceite amarillento claro que solidifico
después de estar toda la noche a temperatura ambiente.

Ejemplo 1.4. {E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-
il)vinil)fenil{metil)carbamato.

[0065] Las parejas de acoplamiento, terc-butil metil (4 vinilfenil)carbamato
11 (1,29 g, 5,55 mmol) y 2-(2-(2-(5-yodopiridina-2-iloxi)etoxi)etoxi)etanol 13 (1,96 g,
5,55 mmol), junto con el acetato de paiadio (62,3 mg, 0,278 mmol), bromuro de
tetrabutilamonio (5,53 g, 16,65 mmol) y carbonato de potasio (3,83 g, 27,75 mmol)
se afiadieron al DMF anhidro (80 ml). La mezcla de reaccidon se desgasificd con Ny
durante 5 minutos y se calenté a 100 °C durante la noche. El volumen de reaccién
se redujo 50% bajo vacio y la mezcla se particioné entre acetato de etilo (200 ml) y
agua (400 ml). La capa acuosa se separd y se extrajo con acetato de etilo adicional
(150 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron con agua (100 ml) y
salmuera (100 ml), se secaron sobre sulfato sodico anhidro y se concentraron a
presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida de
presion media de Biotage (45% de acétato de etilo en hexano y 65% de acetato de
etilo en hexano) para dar {E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-ilvinil)fenil(metil)carbamato 14 (1,4 g, 55%).
Ejemplo 1.5. (E)-2-(2-(2-(5-(4-(terc-butoxicarbonii{metil)Jamino)estiril)piridina-2-
iloxi)etoxi)etoxi)etil 4-metilbencenosulfonato (AV-105).

[0066] E! (E)-ferc-butii  4-(2-(6-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-
ilvinil)fenil{(metil)carbamato 14 (1,3 g, 2,83 mmol) se disolvi6 en DCM (50 ml),

seguido por la adicion de cloruro de toluenosulfoni! (1,08 g, 5,68 mmol), trietilamina
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(0,86 g, 8,49 mmol) y DMAP (24 mg, 0,2 mmol). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 6 horas. Se afadié agua (50 ml). La capa organica se separd, se
lavo con salmuera, se secod sobre sulfato sédico anhidro, se concentré a presion
reducida y se purific6 mediante la cromatografia de columna rapida de presion
media de Biotage (inicic a partir de 30% de acetato de etilo en hexano y sube hasta
40% de acetato de etilo en hexano) para obtener el compuesto AV-105 (1,5 g, 86%)
como un aceite amarillo ligero, claro, que eventualmente solidificé después de pocos
dias al vacio.

Ejemplo 2.0. Radiosintesis del ®F-AV-45 a partir del AV-105.

[0067] La actividad del fluoruro [*®F] se atrapé en un cartucho de intercambio
de aniones y se eluy6 en el recipiente de reaccién mediante el uso de la solucién
acuosa K.2.2.2-K,C0O; (carbonato de potasio y Kryptofix) y CH3CN. La actividad del
eluido se seco al vacio. Ei fluoruro ['°F] se secé alin mas por adicién de CH;CN al
recipiente del reactor y el azedtropo agua-CH3CN se evaporé con calentamiento. El
AV-105 (1,5 mg en 2,0 mi de DMSO) se afiadié al recipiente del reactor. La mezcla
del recipiente se calentd a 110-120 °C para la reaccién de radiomarcaje con el '°F.
Una solucion de HCI 3M se afiadié al recipiente y la mezcla resultante se calentd a
120 °C durante 5 minutos para eliminar el grupo N-Boc. Después de enfriar, se
afadid una solucién de NaOH 1M para la neutralizacion. La solucién se cargd en un
cartucho de fase inversa. El '®F-AV45 crudo, aislado en el cartucho , se lavd con
aproximadamente 4 m! de agua para inyeccion (water for injection, WFI), que
contenia 5% p/v de ascorbato de sodio. El BE_AV45 se eluyé con 1,5 mi de CH3CN
en un depésito que contenia 2 ml de WFI que contenia 5% pl/v de ascorbato de
sodic y 1 ml de solvente de cromatografia liquida de alto rendimiento (high
performance liquid chromatography, HPLC). El "®F-AV-45 se cargé después en una
columna de HPLC semi-preparativa y se someti¢ a purificacion. La fracciéon de
HPLC que contenia el '®F-AV-45 purificado se recogié en un depdsito que contenia
20 ml de WFI que contenia 0,5% p/v de ascorbatoc de sodio. La solucion diluida se
pasé por un cartucho SEP-PAK® C-18 y el '®F-AV-45 atrapado se lavé con 15 ml de
WFI| que contenia 0,5% p/v de ascorbato de sodio. El '®F-AV-45 se eluyd del
cartucho SEP-PAK® Light C-18 mediante el uso de 1 ml de EtOH (USP) en 9 ml de
cloruro de sodio para inyeccion 0,9% (estéril, USP), que contenia 0,5% pfv de
ascorbato de sodio (USP). Después, esta solucion se aplicd a través de un filtro de
esterilizacion 0,22 pm en un recipiente estéril de 10 o 30 ml sellado con un



10

13

20

25

30

21 Abogado Expediente N 133063.00402

diafragma pre-prensado. Ei producto farmacéutico "®F-AV-45 se puede diluir con
cloruro de sodio de inyeccién (0,9%, USP, estéril) que contiene NMT 10% v/v EtOH
(USP) y 0,5% p/v de ascorbato de sodio (USP).

Ejemplo 3.0. Formulacién para la solubilizacién del '°F-AV45 y la
estabilizacion del **F-AV-45.

[0068] La formulacién/composicién del radiofarmaco '°F-AV-45 se evalud
por la solubilidad del '®F-AV-45 no-radiactivo, que también se forma en cantidades
de 1-5 pg/mi durante la radiosintesis del 8F_AV-45 debido a la presencia de
pequenas cantidades de YF_fluoruro a través de la tuberia, valvulas y otras fuentes
en el sistema de radiosintesis. En ausencia de etanol en la composicién, se puede
observar material particulado debido a la baja solubilidad del "*F-AV-45. Por lo tanto,
se evalud la adicion de 10% de etanol a la composicién del radiofarmaco para
determinar si la solubilidad del '"F-AV-45 era suficiente para evitar la posible
formacién de precipitado. El limite de solubilidad del AV-45 en la composicion del
producto farmacéutico (10% (v/v) EtOH y 0,5% (p/v) de ascorbato de sodio en 0,9%
de cloruro de sodio acuoso) se determiné que era 17 jg/ml a temperatura ambiente.
Un precipitado visible fue notable en las soluciones con concentraciones 222 pg/mi.
Las muestras preparadas a concentraciones <20 ug/ml se evaluaron mediante el
analisis por HPLC después de la centrifugacion. Las muestras con <20 ug/ml
también se probaron después del almacenamiento por una semana a temperatura
ambiente. No hubo cambios en la concentracién después de una semana de
almacenamiento a temperatura ambiente.

[0069] Las composiciones radiofarmacéuticas del BE_AV-45 de las
modalidades de la invencién son muy estables a la radiolisis o la degradacion
quimica. El ascorbato de sodio se usa para minimizar la radiolisis durante la
purificacion del '®F-AV-45 y en la solucidn del producto farmacéutico final para
aumentar la estabilidad y 1a vida atil. El etanol al 1-10% (v/v) en solucién acuosa
ayuda en la solubilizacion del '°F-AV-45. Para demostrar |a estabilizacion del "°F-
AV-45 en el producto farmacéutico final, las composiciones de la investigacién se
fabricaron con y sin ascorbato de sodio. Las composiciones se analizaron al final de
la sintesis (EOS) mediante el uso de HPLC inversa, equipada con un detector ultra
violeta (uitra violet, UV) y un detector de radioquimica. La pureza radioquimica del
'8F-AV-45 se controlé por HPLC con deteccién radiométrica y la pureza del "*F-AV-
45 se controlé por HPLC con deteccion de UV en el producto farmacéutico por la
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normalizacién del porcentaje de area. Los valores del porcentaje del area, tanto para
los analisis radioquimico y ultravioleta se muestran en las Tablas 1y 2.

[0070] En el EOS, la pureza radioquimica de la composicién del '®F-Av-45
preparada sin ascorbato de sodio fue de 84% y se descompuso adicionalmente de
manera que a las 2 horas la pureza era de 80%. La pureza de la composicién del
"®F_AV-45 preparada con ascorbato de sodio fue significativamente mayor. En el
EOS, la pureza fue de 96% con descomposicion insignificante a las 2 horas después
del EOS (pureza de 95%).

%6
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Tabla 1. Analisis del porcentaje de pureza radioquimica de la inyeccion de "°F-AV-

45 al final de la sintesis (EOS).
AV4520080304 AV4520080603
Analitos Fabricado Fabricado
radioactivos sin con

ascorbato de sodio
(444 MBg/ml)

ascorbato de sodio
(1036 MBg/ml)

2-horas post

2-horas post

Tiempo EOS EOS EOS EOCS
g 8 pureza de Fol say 80% 96% 95%
gg:e,zc_glnocida 1 (RRT ND ND 204 3%
ge(i%ar;ocida 2 (RRT 20, 4% ND ND
:g?é:g)nocida 3 (RRT ND ND 29 29/,
gg‘s:c?)nocida 4 (RRT 14% 16% ND ND

[0071] E! ascorbato de sodio tuvo un efecto similar en la estabilizacion de

"®F.AV-45 y redujo al minimo la formacién de impurezas no radiactivas detectadas

por UV, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Andlisis de pureza por UV del '®F-AV-45 en la inyeccién del '°F-AV-45 por
orcentaje de drea al final de |a sintesis (EOS) y 2 horas después del EOS

AV4520080304 AV4520080603
Analitos UV Fabricado Fabricado
a 350 nm sin con
ascorbato de sodio ascorbato de sodio
(444 MBg/ml) (1036 MBg/ml)
Tiempo EOS 2'23(S)St EOS 2-h post EOS
e 83% 76% 100% 100%
descongg:g$)1 (RRT 6% 8% ND ND
desconocida 2 (RRT o
= 0,36) 1% 1% ND ND
descong;;csia;)S (RRT 4% 4% ND ND
desconocida 4 (RRT
=0,92) 1% ND ND
desconocida 5 (RRT o
=0,95) 5% 5% ND ND
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descong???JS (RRT ND 29 ND ND

Solo se incluyen en esta tabla {as impurezas superiores o iguales al 1%.

[0072] La Tabla 3 muestra la estabilidad extendida del radiofarmaco '®F-
AV-45 en aproximadamente 10% (v/v) de etanol en solucién salina normal que
contenia 0,5% (p/v) de ascorbato de sodio. Como se sefald, la pureza
radioquimica del compuesto '®F se mantuvo por hasta aproximadamente 20 horas
después de la produccién.

Tabla 3. Estabilidad extendida de la inyeccion de '®F-AV-45 fabricada y formutada
con ascorbato de sodio al 0,5%.

Numero Condictones % RGP % RCP
de lote . en el EOS (Post EOS)
almacenamiento
Temperatura
AV4520071217_1 ambiente 99% 99% (21 horas)
AV4520071220_1 Temperatura 99% 100% (17 horas)
ambiente
AV4520080114_1 Temperatura 100% 100% (20 haras)
ambiente

[0073] Se realizd un estudio adicional para demostrar la estabilidad del
radiofarmaco ®F-AV-45 en 10% (v/v) de etanol en solucidn salina que contenia
0,5% (p/v) de ascorbato de sodio cuando se almacené en un FLUROTEC®. La
estabilidad del producto farmacéutico se evalud en tres fotes de produccion de °F-
AV-45 por separado. Los viales se almacenaron en posicidn vertical e invertidos a
temperatura ambiente y a 40 °C, y en posicién vertical a 50 °C. Se tomaron
muestras del producto farmacéutico en los intervalos especificados durante un
periodo de prueba de 12 horas y se evaluaron para la pureza radioquimica y la
fortaleza. La RCP constante durante 12 horas y <5% de desviacion de la fortaleza
del producto farmacéutico a todas las temperaturas probadas demostré la
estabilidad de la sustancia medicamentosa en el producto farmacéutico, asi como
la minima interaccién de la sustancia medicamentosa con el tapon del vial.

[0074] Aungue la invencion se ha descrito con gran detalle con referencia a

determinados aspectos preferidos de esta, son posibles otras versiones. Por lo
tanto, el espiritu y el alcance de las reivindicaciones adjuntas no se deben limitar la

descripcion y a las versiones preferidas contenidas dentro de esta descripcion.

Lo\a)
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:
1. Una composicion radiofarmacéutica para obtener imagenes por tomografia
por emision de positrones (PET) de enfermedades neurodegenerativas del cerebro
que comprende:
una cantidad efectiva de un compuesto radiomarcado con '°F;
aproximadamente 1,0% a aproximadamente 20% (v/v) de alcohol etilico, y

al menos aproximadamente 0,1% (p/v) de acido ascorbico o una sal de este.

2. La composicidn radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde el
compuesto radiomarcado con '®F es capaz de unirse a una diana patoldgica en el

cerebro de un paciente.

3. La composicidén radiofarmacéutica de la reivindicacién 2, en donde la diana
patolégica es una concentracién anormal de una proteina, péptido u oligonucleétido
nativo o patolégicamente alterado. '

4, La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacion 2, en donde la diana
patolégica es el [l-amiloide.

5. La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacion 2, en donde la diana
patolégica es la a-sinucleina.

6. La composicion radiofarmacéutica de la reivindicacion 2, en donde la diana
patolégica es el transportador vesicular de moncaminas 2 (VMAT?2).

7. La composicidén radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde el
compuesto radiomarcado con 'F es un derivado de la estirilpiridina.

8. La composicion radiofarmacéutica de la reivindicacion 1, en donde el
compuesto radiomarcado con BF es ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-
[*®F )flucroetoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-ilvinil)}-N-métilbencenamina) ("°F-AV-45).

Al
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) La composicién radiofarmacéutica de |a reivindicacion 8, en donde el BE_AV-

45 se produce a partir de un precursor de tosilato.

10. La composicion radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde el
compuesto radiomarcado con '®F es un derivado de la dihidrotetrabenazina (DTBZ).

11. La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacion 1, en donde el
compuesto radiomarcado con '®F en la composicion radiofarmacéutica es el
(2R.3R,11bR)-9-(3-[ "®FIfluoropropoxi)-3-isopropil-10-metoxi-11b-metil-2,3,4,6,7,11b-
hexahidro-1H-pirido[2, 1-alisoquinolin-2-ol (‘®F-AV-133).

12. La composicion radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde la
concentracion de alcohol etilico se encuentra en el intervalo de aproximadamente
1,0% a aproximadamente 15,0% (v/v).

13.  La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde la
concentracion de acido ascoérbico o la sal de este esta en el intervalo de
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1,0% (p/v).

14.  La composicion radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde el pH de la
composicion radiofarmacéutica se encuentra en el intervalo de aproximadamente
4,5 a aproximadamente 8,0.

15. La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, en donde la pureza
de la composicion radiofarmacéutica es mayor o igual a aproximadamente 90%
cuando se mide al menos aproximadamente 4 horas después del final de la sintesis.

16. La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacién 1, para su uso en el
diagnostico de una enfermedad neurodegenerativa.

17. La composicién radiofarmacéutica de la reivindicacién 16, en donde la
enfermedad neurodegenerativa es al menos una de demencia, deterioro cognitivo,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, demencia con cuerpos de
Lewy y demencia vascular.
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18.  Una composicion radiofarmacéutica para la obtencidon de imagenes del
cerebro por tomografia por emisién de positrones (PET) que comprende:

una cantidad efectiva de un compuesto radiomarcado con "°F;

al menos aproximadamente 1,0% (v/v) de alcohol etilico; y

al menos aproximadamente 0,1% (p/v) de una sal de ascorbato, en donde el
compuesto radiomarcado con '®F se descompone menos de aproximadamente 10%
a partir del final de |a sintesis a aproximadamente 12 horas después del final de la
sintesis

19.  Un método para el diagndstico de una enfermedad neurodegenerativa en un
paciente que comprende |as etapas de:

administrar a un paciente una composicion radiofarmacéutica capaz de unirse
a una diana asociada a una enfermedad neurodegenerativa, en donde dicha
composicidn radiofarmacéutica incluye una cantidad efectiva del compuesto
radiomarcado con "*F, al menos aproximadamente 1,0% (v/v) de alcohol etilico, y al
menos aproximadamente 0,1% (p/v) de ascorbato de sodio;

obtener una imagen de al menos una porcién del cerebro del paciente, que
incluya una region en donde |a diana deberia estar colocada; y

detectar la diana.

20. El método de la reivindicacion 19, en donde la etapa de obtener las imagenes
se realiza usando la tomografia por emisién de positrones (PET), PET con imagenes
simultaneas de tomografia computarizada (PET/CT), PET con imagenes
simultaneas de resonancia magnética (PET/MRI) o una combinacion de estas.

21.  Un método de produccion de una composicion farmacéutica radiomarcada

con 'F capaz de unirse a los depositos del B-amiloide que comprende las etapas
de:

sintetizar un precursor de tosilato;

realizar la fluoracién nucleofilica del '8F del precursor de tosilato en una
solucidn de dimetilsulféxido (DMSO) para proporcionar un radiofarmaco '8F; y

formular el radiofarmaco '®F en una solucion acuosa de alcohol etilico que
contiene acido ascérbico 0 una sal de este;

x4
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en donde el alcohoi etilico esta presente a una concentracién minima de
aproximadamente 1,0% (v/v) y la concentraciéon minima del acido ascérbico o la sal
de este es aproximadamente 0,1% ({(p/v) en la composicion farmaceutica
radiomarcada con '°F final.

22, Un método de producir el precursor de tosilato (E)-2-(2-(2-(5-4-terc-
butoxicarbonilo{metil)amino)estiril)piridina-2-iloxi}etoxi)etoxi}etil 4-metilbenceno
sulfonato (AV-105) que comprende las etapas de:

(i) preparar un compuesto de vinilanilina protegido con mono Boc;

(i) convertir el compuesto de vinilanilina a un derivado de metil, t-butil
carbamato,

(iii) reaccionar 2-halo 5-yodopiridina con e! trietilenglicol;

(iv) reaccionar el derivado de metil, t-butil carbamato de la etapa (ii) con el
compuesto resultante de la etapa (iii) para producir (E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxiletoxi)piridina-3-itjvinil)fenil{metilycarbamato; y

(v) reaccionar (E)-terc-butil 4-(2-(6-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi}etoxi)piridina-3-
ivinil)fenil{metil) carbamato con el ¢ioruro de tosilo para formar el AV-105.

23. Un método para producir una composicion radiofarmacéutica que comprende
las etapas de:

reaccionar el precursor de tosilato (B)-2-(2-(2-(5-(4-(terc-
butoxicarbonilo(metilyamino)estiril)piridina-2-iloxi)etoxi)etoxi)etil 4-metilbenceno
sulfonato (AV-105) de la reivindicacién 23 con un idén '8F_fiuor en una solucion de
dimetilsulfoxido (DMSQ) u otro solvente aprético de alto punto de ebullicion para
producir fa ((E)-4-(2-(6-(2-(2-(2-["®F] fluoroetoxi)etoxi)etoxi)piridina-3-iljvinil)-N-metil
bencenamina) (F-Av-45);

aislar el "®F-AV-45; y

purificar el '®F-AV-45,
24, El método de la reivindicacion 23, que comprende, ademads, la etapa de
formular el ®F-AV45 en una solucion que contiene aproximadamente 1,0% a
aproximadamente 15% (v/v) de alcohol etilico y aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 1,0% (p/v) de una sal de ascorbato.
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25.  El método de la reivindicacion 24, en donde la sal de ascorbato es el

ascorbato de sodio y la concentracién es de aproximadamente 0,5% (p/v).

%
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