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DESCRIPCION

Nuevo monosacérido marcado con O y método para su produccion.
Campo técnico

Esta invencion se refiere a monosacaridos nuevos marcados con 'O dtiles en la tomograffa de emisién de positrones
(PET) y el método de producir los mismos.

Antecedentes de la técnica

La tomografia de emisién de positrones (PET) es una tecnologia de bio-imagen no invasiva que pude usarse
para diagnosticar funciones o trastornos de una variedad de 6rganos tales como el cerebro y el corazén. En PET,
se administra un trazador radioactivo a un sujeto para determinar la distribucién del trazador en el cuerpo del sujeto.
Hasta la fecha, se ha usado la ['3F] 2-fliior-2-desoxiglucosa (FDG) como el trazador PET mas til. FDG puede usarse
para determinar el metabolismo del azicar cuantitativamente y ha conducido a mejoras progresivas en el estudio del
cerebro o en la diagnosis del cdncer. Sin embargo, el nimero de veces que se puede medir PET en un dfa es limitado
debido a la semivida larga del '®F (110 minutos). Ademads, puesto que el compuesto marcado con *F no es natural, el
comportamiento del compuesto marcado con ®F en el cuerpo es diferente del comportamiento del compuesto natural
correspondiente. Ademds, aunque se ha intentado la sintesis de glucosa marcada con O en la posicién Cl1, dicha
glucosa marcada con '*O no se ha podido sintetizar. Ademads, el grupo OH en la posicion C1 de la molécula de glucosa
es inestable y facilmente sujeto a reacciones de intercambio con H,O en la sangre. Por lo tanto, dicha glucosa marcada
no deberia ser adecuada para medidas de PET.

Hasta la fecha, se ha usado la ['*F] 2-flior-2-desoxiglucosa (FDG) como el trazador PET mis iitil. Se sabe, por
ejemplo, que el método descrito en el documento EP 0 588 480, es un método de fabricaciéon de FDG. FDG puede
usarse para determinar el metabolismo del aztcar.

Compendio de la invencion

Los inventores actuales han establecido un monosacédrido nuevo marcado con O y su método de produccién
para superar dichos inconvenientes de los compuestos convencionales marcados para PET. El método para producir
el monosacérido marcado con O de la presente invencion estd basado parcialmente en el método de produccion de
alcohol descrito en el documento W098/34893.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un monosacérido marcado con O que estd marcado con O en
el grupo hidroximetilo de la molécula de monosacarido.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir un monosacédrido marcado con 30,
que comprende hacer reaccionar un monosacarido, que esta sustituido con un halégeno en el hidroxilo del grupo
hidroximetilo de la molécula del monosacdrido, con oxigeno 'O en presencia de un compuesto de organoestafio y
un agente reductor, en donde dicha reaccién ocurre o en ausencia de un iniciador de radicales o en presencia de no
mds de 0,3 equivalentes, basado en el monosacarido halogenado, de un iniciador de radicales para proporcionar el
monosacérido marcado con 'O que estd marcado con O en el grupo hidroximetilo de la molécula de monosacdrido.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso del monosacarido marcado con oxigeno '>O anterior en
la fabricacién de un agente de diagndstico para medir el metabolismo del monosacérido marcado con oxigeno O en
todo el cuerpo, érganos o tejidos de un sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un kit para producir monosacérido marcado con oxigeno O,
que comprende un monosacarido que esta sustituido con un halégeno en la posicién hidroxilo del grupo hidroximetilo
en la molécula de monosacérido, un compuesto de organoestafio y un agente reductor, donde el kit se usa para hacer
reaccionar el monosacérido halogenado con oxigeno O en presencia del compuesto de organoestafio y el agente
reductor para producir un monosacarido marcado con O que estd marcado con O en el grupo hidroximetilo de la
molécula de monosacéarido.

El método de la invencién puede usarse para producir el monosacarido marcado con O rdpidamente con rendi-
miento alto. Puesto que el *O tiene una semivida corta (2 minutos), el monosacarido marcado con 'O de la presente
invencién puede usarse para realizar mas de una medida de PET por dia en un sujeto exponiendo al sujeto a solo una
pequefia dosis radioactiva. Ademads, el comportamiento del monosacarido marcado con *O de la presente invencién
en el cuerpo es mds similar al del compuesto natural que es el del compuesto marcado con *F. Ademads, puesto que el
monosacérido marcado con O de la presente invencién estd marcado con O en el grupo hidroximetilo de la molé-
cula de monosacdrido, (o sea, la posiciéon C6 en la hexosa o la posicién C5 en la pentosa), es mds estable en el cuerpo
que el monosacérido marcado con >0 en la posicién C1. Por lo tanto, el monosacarido marcado con O de la presente
invencion puede usarse en medidas de PET para conseguir una imagen mejor.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el reactor con filtro de vidrio usado en la hidroxilacién radicélica de la glucosa halogenada en
el Ejemplo. Los niimeros en esta figura son la longitud en mm.

La Figura 2 muestra el sistema de purificacién usado para la purificacién de '3[O] 2-desoxi-D-glucosa.

La Figura 3 muestra el sistema de ciclotron usado en la generacion del O y la introduccion de éste en el sistema
de reaccioén.

La Figura 4 muestra los resultados de los escaneos de PET en la rata realizados usando varios compuestos marca-
dos. Las figuras 4A y 4B muestran imagenes de PET integradas de 15 minutos a 30 minutos después de la administra-
cién de *[0] 2-desoxi-D-glucosa y ['*F] FDG, respectivamente. Las Figuras 4C y 4D muestran la imagen de PET del
flujo sanguineo inicial desde 0 segundos a 90 segundos y desde 15 minutos a 30 minutos después de la administracién
de *[0] H,0, respectivamente.

La Figura 5 muestra los resultados de los escaneos de PET en el ratn realizados usando varios compuestos marca-
dos. Las figuras 5A y 5B muestran imagenes de PET integradas de 15 minutos a 30 minutos después de la administra-
cién de '5[O] 2-desoxi-D-glucosa y ['*F] FDG, respectivamente. Las Figuras 5C y 5D muestran la imagen de PET del
flujo sanguineo inicial desde 0 segundos a 90 segundos y desde 15 minutos a 30 minutos después de la administracién
de *[0] H,0, respectivamente.

Descripcion detallada de la presente invencion
La presente invencion se describe ahora en detalle.

El “monosacarido” ttil en la presente invencién incluye cualquier monosacérido y derivado de los mismos co-
nocido en la técnica. Preferiblemente el “monosacérido” util en la presente invencién es hexosa o pentosa. Hexosas
utiles en la presente invencién incluyen D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-fructosa y derivados de las mismas.
Pentosas ttiles en la presente invencion incluyen D-xilosa, D-ribosa, D-desoxiribosa, D-arabinosa y derivados de las
mismas. Preferiblemente, el “monosacarido” 1til en la presente invencién es D-glucosa o un derivado de la misma, y
mads preferiblemente, D-glucosa o 2-desoxi-D-glucosa.

El término “marcado con O en el grupo hidroximetilo de la molécula de monosacarido™ significa que el grupo
hidroximetilo (CH,OH) en la molécula de monosacarido estd marcado con O para formar un grupo CH,"’[O]H. Mas
especificamente, el término significa, por ejemplo, que si el monosacarido es una hexosa, el grupo hidroxilo libre en
el carbono C6 de la hexosa estd marcado con °O, y que si el monosacérido es una pentosa, el grupo hidroxilo libre en
el carbono C5 de la pentosa estd marcado con O.

“Un monosacarido que estd sustituido con un halégeno” o “un monosacarido halogenado” en la presente invencion
se usa como un precursor en el método para producir el monosacdrido marcado con '*O de la presente invencién. Cada
uno de los términos se refieren a un monosacérido que tiene un grupo metilo halogenado (CH,X, X es un dtomo de
halégeno) formado sustituyendo el grupo hidroxilo del grupo hidroximetilo en la molécula de monosacédrido con un
halégeno.

El “halégeno” en el monosacarido halogenado que se va a usar en la presente invencién incluye cloro, yodo, bromo
y asi sucesivamente, yodo es el halégeno mds preferido para los propésitos de la invencion.

El “compuesto de organoestafio” util en la presente invencidn incluye, pero no estd limitado a, hidruros de orga-
noestafio (por ejemplo, hidruros de trialquilestafio e hidruros de triarilestafio) y haluros de organoestafio (por ejemplo,
cloruro de tributilestafio, cloruro de dibutil(t-butil) estafio y haluros de triarilestafio (por ejemplo, cloruro de trife-
nilestafio). Preferiblemente, el compuesto de organoestafio incluye hidruros de trialquilestafio. Lo mds preferible, el
compuesto de organoestaiio es el hidruro de tributilestafio.

La cantidad de compuesto de organoestafio que se usa en la presente invencién puede ser una cantidad de cata-
lizador, y es preferiblemente 1,0-6,0 equivalentes, y mds preferiblemente 2,0-5,0 equivalentes, basado en el sustrato
monosacdrido halogenado.

El “agente reductor” util en la presente invencién incluye, pero no estd limitado a, agentes reductores conocidos en
la técnica tales como fosfinas, sulfuros, selenuros, telururos, arsinas, estibanos, bismutanos o derivados de los mismos,
y borohidruros. El agente reductor preferido para uso en la presente invencion es la trifenilfosfina.

La cantidad del agente reductor que se usa en la presente invencion es suficiente para reducir el peréxido producido
en la reaccion, y preferiblemente al menos 1 equivalente basado en el sustrato monosacédrido halogenado.

La reaccidn segin la presente invencion puede llevarse a cabo usando varios disolventes que no interfieran con la
reaccion. Tales disolventes incluyen disolventes de flior (por ejemplo, fluorobenceno, trifluorobenceno, perfluorode-
calina, etc.), alcoholes (por ejemplo etanol, alcohol isopropilico, butanol, t-butanol, etc.), BTX y éteres (por ejemplo,
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tetrahidrofurano etc.), incluyendo las mezclas de los mismos, entre otros. Aquellos expertos en la técnica pueden ele-
gir disolventes adecuados para la reaccién basado en, por ejemplo, la solubilidad del monosacarido halogenado o el
oxigeno SO en el sistema de la reaccién. El disolvente preferido es una mezcla de un disolvente de fldor y alcohol.

La temperatura de reaccion para uso en la presente invencion no estd particularmente restringida siempre que
pueda proceder la reaccidn radicdlica, aunque la reaccidn se conduce preferiblemente a no menos de 50°C, y més
preferiblemente 75-85°C.

El 0 usado en la presente invencién puede producirse, por ejemplo, generando la reaccién nuclear N (p, n) O
por bombardeo de protones desde un ciclotrén sobre un gas diana que contiene '°O, y '>N,, o generando la reaccién
nuclear N (d, n) >O por bombardeo de deuterones desde un ciclotrén sobre un gas diana que contiene '°O, y '°N,.
Después se mezcla el gas diana que contiene O producido con gas no marcado transportador y se introduce en el
sistema de reaccion (Figura 3).

Preferiblemente, antes de la introduccién del oxigeno 'O en el sistema de reaccién, un gas transportador que
contiene oxigeno ('°0,) se introduce en el sistema de reaccién para iniciar la reaccion radicdlica. Preferiblemente,
se monitoriza la iniciacién de la reaccién radicdlica, y la introduccién del '*O en el sistema de reaccién se inicia
simultdneamente con la iniciacion de la reaccion radicdlica. La iniciacidn de la reaccién radicélica puede ser facilmente
monitorizada por aquellos expertos en la técnica usando una técnica analitica (por ejemplo, CCF) conocida en la
técnica.

La concentracién del '®O, en el gas transportador no marcado introducido en el sistema de reaccién para iniciar la
reaccion radicdlica es preferiblemente al menos 1,5% y mas preferiblemente de 1,5% a 5,0%, aunque la concentracién
se ajusta adecuadamente por aquellos expertos en la técnica basado en, por ejemplo, las condiciones de la reaccion tales
como el tiempo de induccién de la reaccion radicélica. La concentracion de '°O, en el gas diana es preferiblemente
equivalente a la concentracién de '°O, en el gas transportador no marcado, aunque es adecuadamente ajustada por
aquellos expertos en la técnica basado en, por ejemplo, el rendimiento del monosacérido marcado con *O producido.

En el método para producir monosacédrido marcado con '>O de la presente invencion, la reaccion radicdlica puede
causarse sin usar sustancialmente “iniciadores de radicales”. Sin embargo pueden introducirse “iniciadores de radi-
cales” en el sistema de reaccién para promover la reaccién o para suprimir la produccién de sustancias redundantes
como productos secundarios. Si se usa un “iniciador de radicales” en el método de la presente invencion, la cantidad
del “iniciador de radicales” es preferiblemente no mds de 0,3 equivalentes y mds preferiblemente no mds de 0,03
equivalentes, basado en el monosacérido halogenado.

El “iniciador de radicales” para uso en la presente invencion incluye, pero no esta limitado a, AIBN y el peréxido
de dibenzoilo.

El método para producir el monosacérido marcado con O de la presente invencién puede llevarse a cabo usando
cualquier recipiente de reaccién usado en la técnica o un recipiente de reaccién que aquellos expertos en la técnica
puedan facilmente hacer usando cualquier aparato experimental conocido en la técnica (por ejemplo, filtros de vidrio).
Por ejemplo, un recipiente de reaccién preferido ttil en el método de la presente invencién es un recipiente de reaccién
que comprende un filtro de vidrio en la parte de abajo como se muestra en los ejemplos siguientes, en donde el
oxigeno O en la mezcla de gases puede formar burbujas muy finas en el recipiente de reaccion. Dicho recipiente
de reaccidn puede hacerse por aquellos expertos en la técnica tomando como referencia el contenido de la solicitud.
Preferiblemente, el recipiente de reaccion tiene una forma longitudinalmente larga a fin de disolver suficiente oxigeno
150 en el sistema de reaccién.

El kit para producir el monosacédrido marcado con '*O de la presente invencién comprende un monosacarido
halogenado, un compuesto de organoestafio y un agente reductor, en donde el kit se usa para hacer reaccionar el
monosacérido halogenado con oxigeno O en presencia del compuesto de organoestafio y el agente reductor para
producir el monosacdrido marcado con O de la presente invencién. El oxigeno *O puede proporcionarse a partir
de, por ejemplo, un ciclotrén disponible en una institucién (por ejemplo, un hospital) en donde se diagnostica a
sujetos. Preferiblemente, el kit de la presente invencién comprende ademds no mds de 0,3 equivalentes del iniciador
de radicales, basado en el monosacarido halogenado. En una realizacion, el kit de la presente invencién comprende
ademads un recipiente de reaccion en el que puede practicarse la reaccién para producir el monosacarido marcado con
150. Preferiblemente, el recipiente de reaccién puede ser un recipiente en un formato de casette desechable que se
conoce en la técnica que puede ser capaz de producir el monosacdrido marcado con '*O facil y rapidamente.

El monosacérido marcado con O de la presente invencién puede usarse en la fabricacion de un agente de diag-
noéstico para diagnosticar un cuerpo completo, érganos o tejidos de un sujeto. El método de diagndstico comprende
administrar el monosacdrido marcado con O de la presente invencién al sujeto para medir el metabolismo del mo-
nosacérido marcado con O en el sujeto. Dicha medida puede llevarse a cabo usando cualquier método médico de
imagen conocido en la técnica tal como la tomografia de emision de positrones. El 6rgano o tejido diagnosticado usan-
do el monosacdrido marcado con O de la presente invencién incluye, pero no esta limitado a, el cerebro, corazén
o tejido tumoral que metabolice glucosa activamente. Ademds, debido a la semivida mucho mds corta del *O que
del F, el monosacdrido marcado con '*O de la presente invencién puede usarse para medir la variacién diurna del
metabolismo del azicar en un sujeto a lo largo del tiempo.
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Si el monosacérido marcado con *O de la presente invencion se usa como un agente de diagnéstico, el producto de
la reaccién preferiblemente se purifica para eliminar el compuesto de organoestaiio y el agente reductor en la mezcla de
reaccion. Dicho método de purificacién incluye, pero no estd limitado a, extraccién en fase s6lida usando una columna
de gel de silice (por ejemplo, Sep-Pak C18) y HPLC.

Las condiciones de reaccion de la presente invencidn se han descrito anteriormente. Al realizar una reaccion espe-
cifica, es necesario optimizar las condiciones de la reaccion segin la estructura del monosacarido halogenado y el tipo
y cantidad del compuesto de organoestaiio, entre otras variables, pero dicha optimizacién es algo que puede hacerse
facilmente por un experto en la técnica. Ademds, el método para producir el monosacdrido marcado con O de la
presente invencion es aplicable a disacaridos (por ejemplo, maltosa, sacarosa, lactosa) y oligosacaridos siempre que
los sacdridos tengan un grupo hidroxilo libre en el carbono C6 del resto de hexosa o el carbono C5 del resto de pentosa
en la molécula.

Los siguientes Ejemplos ilustran la presente invencién en mas detalle.

Ejemplo
Materiales

A no ser que se especifique de otro modo, los reactivos se usaron como se recibieron.

Se destilé 2-butanol (Kanto Chemical) con CaH, antes de su uso. Se obtuvieron trifluorobenceno, perfluorodecalina
y AIBN de Acros, Fluorochem Ltd. Y Waco Pure Chemicals, respectivamente. Se obtuvo n-Bu;SnH de Aldrich y se
us6 sin purificacion adicional. El gas N,/O, (98,5/1,5) se obtuvo de Nip6n Sanso Co., Ltd.
Equipamiento

La hidroxilacién de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa y 6-yodo-6-desoxi-D-glucosa se realizé en un reactor con
filtro de vidrio como se muestra en la figura 1. Se obtuvieron los cartuchos de Sep-Pak de Waters. El ciclotrén usado
fue OSCAR-12 (NKK/Oxford). El gas diana consistié en 1,5% O, en N,. Los escaneos de PET se obtuvieron en un
sistema de Planar Positron Imaging (Hamamatsu Photonics K.K.).
Ejemplo 1

Sintesis de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa

10% HCI o. ome '2(1,4€q),PPhy(1,5¢eq)
en MeOH HO imidazol (3 eq.)
o 0°C 4h HO" tolueno, 70°C
OH 2 2,5h
O.__OH
O._-OMe stoc 0,5M |

- HO"

HO 80°c 1,5h OH 4

Se colocé en un matraz 2-desoxi-D-glucosa (1) (Aldrich) (5,0 g, 30 mmoles), y se afiadi6 solucién de HCI en
metanol (10%, 60 ml). La mezcla resultante se calenté a 50°C durante la noche. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se afiadié carbonato de plata y la mezcla se agit6 vigorosamente hasta que la generacién del gas CO, hubo
finalizado. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite y la solucion resultante se evapord. Se afiadié tolueno (20
ml) a la solucién y la mezcla resultante se evapord para eliminar el metanol residual. Se afiadié tolueno (250 ml) y se
disolvié en el residuo concentrado y se afiadi6 imidazol (6,12 g, 90,0 mmoles), trifenilfosfina (11,8 g, 45,0 mmoles)
y yodo (11,5 g, 42,0 mmoles). Se afiadié nuevamente tolueno (200 ml) y la mezcla resultante se agité vigorosamente
en corriente de N, a 70°C durante 2,5 horas. Después de que la reaccién se completd, el sobrenadante del recipiente
de reaccion se trasfirié a otro recipiente y evapor6. Por otra parte, se afladi6 cloroformo al componente sélido gomoso
del recipiente de reaccién para dar una suspension y la suspension se filtré a través de Celite. El filtrado se evapord
y combiné con la solucién del sobrenadante concentrado obtenido previamente. La solucién combinada se someti6 a
cromatografia en columna (cloroformo:metanol = 20:1, dos veces) para dar 5,9 g del compuesto 3. El rendimiento es
68% basado en el compuesto 1.
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El compuesto 3 (5,9 g) se colocé en un matraz y se afladié acido sulfiirico (solucién acuosa 0,5 M, 200 ml). La
solucién se agité a 80°C durante 1,5 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afiadié cuidadosamente
en pequeflas porciones bicarbonato sédico a la solucién 4cida para neutralizarla. La mezcla resultante fue después
directamente evaporada (temperatura del bafio no superior a 40°C). La evaporacién se pard cuando el volumen de la
solucidén se redujo hasta alrededor de 10-20 ml. Se afiadié metanol (100 ml) a la solucién concentrada resultante, lo
que condujo al crecimiento del sélido blanco de sulfato sédico. La solucién se filtré a través de Celite y el filtrado se
evapord a no mas de 30°C. El residuo concentrado se sometié a cromatografia en columna (cloroformo:metanol = 8:1)
repetidamente para dar 4,2 g de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa (compuesto 4). El rendimiento es 51% basado en el
compuesto 1.

Ejemplo 2

Sintesis de 6-yodo-6-desoxi-D-glucosa

1) TsCl (1,0 eq)

piridina (300 ml) Nal (123 mmol)
2) AC,0 (80m) acetona (200 ml), reflujo
D-glucosa —)—‘-—g"‘"‘" »

5

OAc HzSO4 0,5M/CH;CN
I (150 m¥/30 mi)

A" “'OAc
. 80°C, 65h
Ok ¢ 85

Se colocé D-glucosa (20,0 g, 0,111 moles) en un matraz de fondo redondo de 1000 ml, y se afiadié piridina
(300 ml). Parte de la glucosa permaneci6 sin disolver.

Se afiadi6 cloruro de p-toluensulfonilo (22,0 g, 0,115 moles) a temperatura ambiente. Después de agitar durante 11
horas, se afiadi6é de una vez anhidrido acético (80 ml, 0,83 moles). Tuvo lugar una reaccién ligeramente exotérmica.
Después de ser agitada durante 1,5 horas, la mezcla se evapord. Se afiadi6 etanol (200 ml) a un aceite residual. El aceite
se disolvié y pronto aparecieron cristales blancos. Después de que la mezcla se mantuvo en reposo a -10°C durante
27 horas, se recogieron los cristales en un filtro de vidrio, se lavaron con etanol frio (25 ml, dos veces) y secaron a
presion reducida: se obtuvo 6-O-(p-toluensulfonil)-1,2,3,4-tetra-O-acetil-3-D-glucosa (compuesto 5) con el 33% de
rendimiento (18,5 g, 36,8 mmoles).

Se colocé 6-O-(p-toluensulfonil)-1,2,3,4-tetra-O-acetil-B-D-glucosa (5, 18,5 g, 36,8 mmoles) en un matraz de
fondo redondo de 500 ml. Se afiadi6 acetona (200 ml) y yoduro sédico (18,5 g, 123 mmoles). La mezcla resultante se
calent6 a reflujo durante 20 horas. La reaccién procedié gradualmente. La mezcla se vertié en 1000 ml de agua y el
s6lido resultante se filtré con un filtro de vidrio. La recristalizacién de etanol produjo 6-desoxi-6-yodo-1,2,3,4-tetra-
O-acetil-B-D-glucosa (compuesto 6) con un rendimiento de 65% (11,0 g, 24,0 mmoles).

Se colocd 6-desoxi-6-yodo-1,2,3,4-tetra-O-acetil-8-D-glucosa (6, 6,87 g, 15,0 mmoles) en un matraz de fondo
redondo de 500 ml. Se afadié dcido sulfiirico (solucién acuosa 0,5 M, 150 ml) y acetonitrilo (30 ml) a 6 y la mezcla
se calent6 a 80°C durante 6,5 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afiadi6é en porciones muy cuida-
dosamente bicarbonato sédico a la solucién dcida. La neutralizacién se monitoriz6 con papel indicador y la mezcla
se evapord después directamente (temperatura del bafio 40°C). Antes de la eliminacién completa del disolvente (cerca
de 10-20 ml), se afladié metanol (100 ml) al matraz, lo que permitié el crecimiento del precipitado blanco. La fil-
tracién a través de Celite, concentracién del filtrado (temperatura del bafio 30°C) y purificacién en columna de gel
de silice (cloroformo:metanol = 3:1) proporcioné 6-desoxi-6-yodo-D-glucosa (compuesto 7) (2,16 g, 7,44 mmoles,
50%).
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Ejemplo 3

Hidroxilacion radicdlica de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa en el reactor de filtro de vidrio (1)

| O._OH W%%SI:H HO O OH |, 0. OH
. + - + 4
HO™ No/O5 (98,5/1,5) HO" HO'
OH 80°C, después Ph;P OH OH g
4 2-DG

Se colocaron en un vial de 20 ml 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa (4) (162 mg, 0,600 mmoles) obtenidos como en
el Ejemplo 1 y AIBN (2,4 mg, 0,015 mmoles). Se afiadié 2-butanol (1,8 ml) y 4 se disolvié. Se afiadieron después
trifluorobenceno (12,0 ml) y perfluorodecalina (2,7 ml). Se introdujo el hidruro de tributilestafio (485 ul, 1,80 mmoles)
por medio de una micro-jeringa. Nétese que la adicién con una jeringa normal puede causar la iniciacion de la reaccién
antes del burbujeo dando solo el compuesto 8. La solucién homogénea se trasfirié con una pipeta Pasteur dentro del
reactor de filtro de vidrio. El reactor se sumergi6 después en un bafio de aceite (80°C) con borboteo de gas mezclado
(N,/O, =98,5/1,5, 200 ml/min). El filtro de vidrio hizo las burbujas muy finas. El anélisis por CCF se realizé cada
30 segundos, lo que indicé que la reaccioén actualmente comenzé en 1,5 minutos y se completd en 4 minutos después
de que comenzara la calefaccion. Después de 7,0 minutos, la mezcla de reaccidn se trasfirié a una solucién de trife-
nilfosfina (157 mg, 0,600 mmoles) en tolueno (1,5 ml). El reactor fue enjuagado con 10 ml de metanol de una vez.
La concentracion a presion reducida produjo una mezcla de aceite y residuo viscoso. Se afiadié tolueno (10 ml) y el
sobrenadante resultante se pasé a través de silice en un cartucho Sep-Pak (cuerpo largo, acondicionado con 10 ml de
tolueno antes de usar). Aqui, el residuo gomoso, que consistid en glicdsidos, no fue soluble en tolueno. El eluyente
que contenia compuestos de estafio y fosfina se descarté. Nuevamente, se afiadi6 tolueno al residuo gomoso y la capa
de tolueno se pasé a través del mismo cartucho. El cartucho se lavé después con metanol (5 ml + 5 ml) usando la
misma jeringa que se empled para hacer las soluciones de tolueno. El eluyente metandlico se afiadi6 a los glicésidos
gomosos. La evaporacién y la medida de '"H RMN (1,1,2,2-tetraclorometano como esténdar interno) reveld que la
mezcla consistia en 0,182 mmoles de 2-desoxi-D-glucosa (2-DG) (31% basado en 4, 54% basado en el O, que pasé
a través de la solucion durante la cadena radicélica) y 0,402 mmoles (67%) de 8, en adicién a trazas de impurezas de
estafio e impurezas de fosfina.

Ejemplo 4
Hidroxilacion radicdlica de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa en el reactor de filtro de vidrio (2)

El método usado en este Ejemplo fue sustancialmente el mismo que el método mostrado en el anterior Ejemplo 3.
Una mezcla de 4 (270 mg, 1,0 mmoles), hidruro de tributilestafio (3,0 mmoles) y AIBN (0,025 mmoles) en «,,a,-
trifluorotolueno (20,0 ml)/perfluorodecalina (4,5 ml/2-butanol (3,0 ml) se calent6é a 80°C con concomitante burbujeo
de N,/0O, (98,5/1,5, 180 ml/minuto de 0 a 2 minutos 40 segundos, 200 ml/minuto de 2 minutos 40 segundos a 6 minutos
20 segundos). El andlisis por CCF se hizo cada 30 segundos, lo que indicé que la reaccion actualmente comenzd en 3
minutos 20 segundos y se complet6 en 6,5 minutos después de que comenzara la calefaccidon. Después de 7 minutos,
la elaboracién con trifenilfosfina (1,0 mmoles) redujo el hidroperéxido a 2-DG. La medida de 'H RMN revel6 que la
mezcla consistia en 0,280 mmoles de 2-DG (28% basado en 4, 70% basado en el O, que pasé a través de la solucién
durante la cadena radicdlica) y 0,72 mmoles (72%) de 8, en adicion a trazas de impurezas de estafio e impurezas de
fosfina.

Ejemplo 5

Hidroxilacion radicdlica de 6-yodo-6-desoxi-D-glucosa en el reactor de filtro de vidrio

H n-BuaSnH ;0. _-OH O._-OH
| © AIBN HO + H + 7
HO" OH N0, (98,51,5) Ho" OH  HO' OH
OH OH

OH 80°C, después PhgP

9
7 Glucosa

Se colocd 6-yodo-6-desoxi-D-glucosa (7) (261 mg, 0,900 mmoles) como se obtuvo en el Ejemplo 2 y AIBN
(3, 6 mg, 0,015 mmoles) en un vial de 20 ml. Se afiadié 2-butanol (3,5 ml) y 7 se disolvié. Se afiadié6 después
trifluorobenceno (15,0 ml) y perfluorodecalina (2,0 ml). Se introdujo hidruro de tributilestafio (484 ul, 1,80 mmoles)
con una micro-jeringa. La solucién homogénea se trasfirié con una pipeta Pasteur dentro del reactor de filtro de vidrio.
El reactor fue después inmerso en un bafio de aceite (80°C) con borboteo del gas mezclado (N,/O, = 98,5/1,5, 200

7
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ml/min). El andlisis por CCF se hizo cada 30 segundos, lo que indic6 que la reaccién comenzé actualmente a 2,0
minutos y se completd en 5,0 minutos después de que comenzara la calefaccion 15. Después de 7,0 minutos, la mezcla
de reaccion se trasfirié a una solucién de trifenilfosfina (236 mg, 0,900 mmoles) en tolueno (2,0 ml). El reactor se
enjuagé con 10 ml de metanol dos veces. La elaboracién, purificacion, y andlisis de RMN como se mostré en el
ejemplo 3 revel6 que la mezcla consistia en 0,198 mmoles de glucosa (22% basado en 7, 50% basado en el O, que
pasé a través de la solucion durante la cadena radicdlica), 0,569 mmoles (63%) de 9 y 0,137 mmoles (15%) de 7 en
adicién a trazas de impurezas de estafio y impurezas de fosfina.

Ejemplo 6
Hidroxilacion de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa en el reactor de filtro de vidrio seguido de purificacion rdpida

Para la administracién a un animal, es necesario que el 2-DG producido se separe de los compuestos de estafio y los
compuestos de fosfina. Por tanto, los presentes inventores construyeron un sistema de purificacién como se muestra
en la Figura 2 y se purificé el 2G producido utilizando el sistema.

Después de que la reaccién se llevara a cabo durante 4 minutos como se mostré en el Ejemplo 3, se afadi6
trifenilfosfina (157 mg, 0,600 mmoles en 2 ml de PhCF;) a la mezcla de reaccién y el borboteo se continué durante
10 segundos. Se afiadié agua (3 ml) y el borboteo continué 20 segundos. Toda la mezcla se trasfirié a un depdsito y
después se mantuvo en reposo durante 20 segundos para que flotara la capa acuosa (cerca de 2,3 ml) sobre la capa
organica fluorada. La capa inferior se eluyo pasdndola a través de un cartucho Sep-Pak C18 (acondicionado con 10
ml de PhCF;) mediante la utilizacién de presion reducida. La elucidn se par6 en los limites de las dos capas. La capa
acuosa en la parte superior del cartucho fue después pasada a través de otro cartucho Sep-Pak C18 (acondicionado con
10 ml de metanol y después con 10 ml de agua). El eluato fue una solucién acuosa de 2-DG (17%, 0,103 mmoles), 4
(trazas) y 8 (47%, 0,280 mmoles) libres de fosfina y estafio.

Ejemplo 7

Imagen por PET usando " [O] 2-desoxi-D-glucosa

15
. 4> A\
HO" HO'
OH OH
4 2-desoxi-D-glucosa (2-DG)

Una solucién de 2,6-didesoxi-6-yodo-D-glucosa (274 mg, 1,0 mmoles), hidruro de tributilestafio (807 wl, 3,0
mmoles) y AIBN (4,0 mg, 0,025 mmoles) en PhCF; (20,0 ml)/C,oF;s (4,5 ml)/2-BuOH (3,0 ml) se colocé en el
reactor, que estaba en el aparato de sintesis automatico (Figura 3). El bombardeo de protones (50 1A de corriente del
rayo) comenzé sobre el gas diana (N,/O, = 98,5/1,5, presion del gas diana = 6 kg/cm?). El comienzo del bombardeo
se definié como 0 segundos por conveniencia. Se proporcioné gas no marcado (N,/O, = 1773/3, 180 ml/min) y el
calentamiento con aire de temperatura controlada (80°C) comenz6 simultdneamente a 2 minutos 40 segundos. A 4,0
minutos, el gas diana se evacu6 del drea diana en el sistema de ciclotrén (20 ml/minuto). El gas diana se mezcld
con gas N,/O, no marcado (gas diana/N,/O, = 20/177/3, 200 ml/minuto) y el gas resultante después se suministré al
matraz de reaccion. A 4 minutos 40 segundos, el contador RI en el detector indicé la llegada del gas marcado. A 5
minutos 20 segundos, el bombardeo pard. Sin embargo, la evacuacion del gas diana continud. Se afiadi6 trifenilfosfina
(262 mg, 1,0 mmoles en 1,5 ml de PhCF;) en 6,0 minutos. A 6 minutos 10 segundos, toda la mezcla se trasfirié desde
el reactor a un cartucho de silice Sep-Pak Vac (acondicionado con 10 ml de PhCF;) (A en la Figura 3) y el eluyente
se elimind. Se pasé a continuacién solucidn salina (3,0 ml) a través del cartucho de silice Sep-Pak Vac. La solucién
acuosa eluida se pasé a través del cartucho Sep-Pak C18 (acondicionado con 10 ml de acetonitrilo y después con 10
ml de solucién salina) (B en la Figura 3) y se produjo una solucién acuosa libre de fosfina y estafio de °[O],-desoxi-
D-glucosa ([°O]2-DG) (cerca de 3 ml, 15-20 mCi). Para la imagen de la rata, 1 ml de la solucién de ['°0] 2-DG se
inyect6 en su vena de la cola. Escaneos de PET de ['*0O] 2-DG pudieron llevarse a cabo en un periodo de 30 minutos
después de la administracién. La imagen PET integrada desde 15 minutos a 30 minutos mostr6 acumulacién de [°O]
2-DG en el corazon, rifién y vejiga (Figura 4A). Por comparacién con [°O] 2-DG, los escaneos de ['*F] FDG-PET se
llevaron también a cabo y la imagen PET integrada durante el mismo periodo muestra acumulacién de ['*F] FDG-PET
semejante a aquella de ['O]2-DG (Figura 4B). Estas imagenes fueron claramente diferentes de la imagen del flujo
de sangre inicial desde 0 segundos a 90 segundos (Figura 4C) y desde 15 minutos a 30 minutos (Figura 4D) de [ O]
H,O. Resultados similares fueron también obtenidos para imagenes de ratén (figura 5). Estos resultados prueban que
[*0] 2-DG puede usarse como un trazador PET similar a ['*F] FDG.
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REIVINDICACIONES

1. Un monosacdrido marcado con O que estd marcado con O en el grupo hidroximetilo en la molécula de
monosacdrido.

2. El monosacdrido marcado con O de la reivindicacién 1, en donde el monosacdrido es hexosa o pentosa.

3. El monosacdrido marcado con *O de la reivindicacién 1, en donde el monosacérido es D-glucosa o 2-desoxi-
D-glucosa.

4. Un método para producir el monosacérido marcado con '*O, que comprende hacer reaccionar un monosacérido,
que estd sustituido con un halégeno en el hidroxilo del grupo hidroximetilo en la molécula de monosacarido, con
oxigeno O en presencia de un compuesto de organoestafio y un agente reductor, en donde dicha reaccién sucede o
en ausencia de un iniciador de radicales o en presencia de no mas de 0,3 equivalentes, basado en el monosacérido
halogenado, de un iniciador de radicales para proporcionar un monosacdrido marcado con *O que estd marcado con
150 en el grupo hidroximetilo en la molécula de monosacarido.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde el monosacarido es hexosa o pentosa.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el monosacarido es D-glucosa o 2-desoxi-D-glucosa.

7. El método de la reivindicacion 4, en donde el halégeno es yodo.

8. El método de la reivindicacion 4, en donde la cantidad de compuesto de organoestafio es 2,0-5,0 equivalentes
basado en el monosacarido halogenado.

9. El método de la reivindicacién 4, en donde el compuesto de organoestafio es un hidruro de organoestafio.
10. EI método de la reivindicacion 9, en donde el compuesto de organoestafio son hidruros de trialquilestafio.
11. El método de la reivindicacion 4, en donde el agente reductor es una fosfina.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde el agente reductor es trifenilfosfina.

13. El método de la reivindicacién 4, en donde en la etapa de reaccion, el gas que contiene '>O, se introduce dentro
de la reaccién para iniciar la reaccién radicdlica antes de la introduccién del oxigeno'O.

14. El método de la reivindicacion 13, en donde la cantidad de 'O, en el gas es al menos 1,5%.

15. El uso del monosacarido marcado con O de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para la fabricacién de
un agente de diagnéstico para medir el metabolismo del monosacédrido marcado con *O en todo el cuerpo, 6rganos o
tejidos de un sujeto.

16. El uso de la reivindicacion 15, en donde la medida se lleva a cabo usando tomografia de emision de positrones.

17. El uso de la reivindicacién 15, en donde el 6rgano es el cerebro o corazén.

18. El uso de la reivindicacién 15, en donde el tejido es un tejido tumoral.

19. El uso de la reivindicacion 15, en donde una variacién diurna del metabolismo del monosacarido marcado con
150 se mide en el sujeto a lo largo del tiempo.

20. Un kit para producir un monosacarido marcado con'>O, que comprende un monosacérido que esté sustituido
con un halégeno en el hidroxilo del grupo hidroximetilo en la molécula de monosacarido, un compuesto de organoes-
tafio y un agente reductor, en donde el kit se usa para hacer reaccionar el monosacarido halogenado con oxigeno '*O
en presencia del compuesto de organoestafio y el agente reductor para producir un monosacarido marcado con 3O que
estd marcado con O en el grupo hidroximetilo en la molécula de monosacdrido.

21. El kit de la reivindicacién 20, en donde el monosacérido es hexosa o pentosa.

22. El kit de la reivindicacién 21, en donde el monosacérido es D-glucosa o 2-desoxi-D-glucosa.

23. El kit de la reivindicacién 20, en donde el halégeno es yodo.

24. El kit de la reivindicacién 20, en donde la cantidad del compuesto de organoestafio es 2,0-5,0 equivalentes
basado en el monosacarido halogenado.
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25. El kit de la reivindicacién 20, en donde el compuesto de organoestafio es un hidruro de organoestafio.
26. El kit de la reivindicacion 25, en donde el compuesto de organoestafio son hidruros de trialquilestafio.
27. El kit de la reivindicacion 20, en donde el agente reductor es una fosfina.

28. El kit de la reivindicacién 27, en donde el agente reductor es trifenilfosfina.

29. El kit de la reivindicacién 20, en donde el kit ademds comprende un iniciador de radicales en no mas de 0,3
equivalentes basado en el monosacarido halogenado.

30. El kit de la reivindicacién 20, en donde el kit ademas comprende un recipiente de reaccién, en donde la reaccion
puede llevarse a cabo para producir el sacdrido marcado con '3O.

10
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