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DESCRIPCION
Procedimiento de analisis por imagen mediante tomografia por emisién de positrones
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para el diagnoéstico/monitorizacién, utilizando
tomografia por emisién de positrones, de estados de dolencia patégenos en los que las células patégenas expresan
de forma Unica, expresan, de forma preferente, o sobreexpresan receptores de vitaminas. De forma mas particular,
las vitaminas, o sus analogos, conjugados con un radiéforo Util en tomografia por emision de positrones, se utilizan
para el diagndstico y la monitorizacién de dichos estados de dolencia utilizando un dispositivo extracorpéreo.

El alcance de la presente invencion se define por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcién a los
procedimientos de tratamiento y/o procedimientos de diagnéstico se refieren a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y farmacos de la presente invencién para la utilizacién en un procedimiento para el tratamiento del
cuerpo humano (o animal) mediante terapia y/o para el diagnéstico.

ANTECEDENTES

Los receptores de vitaminas se sobreexpresan en las células cancerosas. Por ejemplo, el receptor de folato, una
proteina anclada a GPI de 38 KD que se une a la vitamina &cido félico con alta afinidad (<1 nM), se sobreexpresa en
los canceres de ovario, mama, bronquios y cerebro. Después de la unién al receptor, la endocitosis rapida libera
folato dentro de la célula, en la que se descarga en un compartimento endosomal a un pH bajo. De forma
importante, la conjugacién covalente de pequefias moléculas, proteinas e incluso liposomas con folato no bloquea la
capacidad del folato para unirse a su receptor y, por lo tanto, los conjugados de folato pueden administrarse
facilmente a las células y pueden entrar en las mismas mediante endocitosis mediada por receptores.

Debido a que la mayoria de las células utilizan un portador de folato reducido no relacionado para adquirir el acido
félico necesario, la expresion del receptor de folato se restringe a unos pocos tipos de células. Con la excepcion del
rindn, el plexo coroideo y la placenta, los tejidos normales expresan niveles bajos o no detectables del receptor de
folato. Sin embargo, muchos tejidos malignos, incluidos los canceres de ovario, mama, bronquios y cerebro,
expresan niveles significativamente elevados del receptor. De hecho, se estima que el 95 % de todos los carcinomas
de ovario sobreexpresan el receptor de folato.

También se ha informado de que el receptor B de folato, la isoforma no epitelial del receptor de folato, se expresa en
macréfagos sinoviales activados (pero no en reposo). Por lo tanto, los receptores de folato se expresan en un
subconjunto de macroéfagos (es decir, macréfagos activados). Los macréfagos activados pueden participar en la
respuesta inmune envolviendo de forma inespecifica y matando patdgenos extrafios dentro del macrofago,
mostrando péptidos degradados de proteinas extrafias en la superficie celular del macroéfago, en la que pueden ser
reconocidos por otras células inmunes y secretando citocinas y otros factores que modulan la funcién de los
linfocitos T y B, lo que da como resultado una mayor estimulaciéon de las respuestas inmunes. Los macréfagos
activados también pueden contribuir a la fisiopatologia de la dolencia en algunos casos. Por ejemplo, los macroéfagos
activados pueden contribuir a la aterosclerosis, la artritis reumatoide, los estados de enfermedad autoinmune y la
enfermedad de injerto contra huésped, entre otros estados de dolencia. También se ha demostrado que los
monocitos activados sobreexpresan el receptor de folato. En la solicitud de patente de Estados Unidos. No.
60/696.740 y en la publicaciéon de solicitud de patente de Estados Unidos No. US-2002-0192157-A1 se da a conocer
la sobreexpresion de los receptores de folato en macroéfagos activados, y en monocitos activados.

Un ejemplo de la contribucién de los macrofagos activados a los estados de dolencia es la implicacion de los
macréfagos activados en la progresion de la aterosclerosis. La aterosclerosis es un estado de dolencia que se inicia
cuando se forma una estria grasa dentro de la pared de un vaso sanguineo. Se cree que la formacién de estrias
grasas es el resultado de la acumulacion de particulas de lipoproteinas en la capa intima de la pared del vaso
sanguineo, subyaciendo la capa de la pared del vaso la capa de células endoteliales luminales. Las particulas de
lipoproteinas pueden asociarse con los componentes de la matriz extracelular en la capa intima y pueden volverse
inaccesibles para los antioxidantes del plasma, lo que da como resultado la modificacién oxidativa de las particulas
de lipoproteinas. Dicha modificacion oxidativa puede desencadenar una respuesta inflamatoria local que da como
resultado la adhesién de macréfagos activados y linfocitos T al endotelio luminal, seguido de la migracion hacia la
capa intima. Las particulas de lipoproteinas oxidadas pueden actuar por si mismas como quimioatrayentes para las
células del sistema inmunolégico, tales como los macréfagos y las células T, o pueden inducir a las células de la
pared vascular a producir quimioatrayentes. A continuacion, la lesién aterosclerética puede formar una capsula
fibrosa con un nucleo rico en lipidos lleno de macroéfagos activados. Las lesiones ateroscleréticas que son inestables
se caracterizan por una inflamacion local, y las lesiones que se han roto y causado un infarto de miocardio fatal se
caracterizan por una infiltracion de macréfagos activados y linfocitos T.

La patente de Estados Unidos No. 6.782.289, la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos No.
US-2005-0244336-A1, y la publicacion internacional PCT No W02004/110250 proporcionan discusiones sobre los
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posibles origenes de la dolencia de los vasos sanguineos. Las referencias dan a conocer sistemas basados en
catéteres para la deteccién de conjugados radiomarcados que se unen a macrofagos activados dentro de un vaso
sanguineo u otro lumen corporal. Henkin J. y Washtein W.L. (J. Med. Chem. (1983) 26, 1193-1196) dan a conocer
analogos de aminopterina con sustituciones de fltor simples como antifolatos.

CARACTERISTICAS

De este modo, la presente invencion da a conocer composiciones y procedimientos para el
diagnéstico/monitorizacion, utilizando tomografia por emision de positrones, de estados de dolencia patégenos, que
incluyen canceres y estados de dolencia que implican macréfagos activados o monocitos activados, en los que las
células patégenas expresan de forma Unica, expresan de forma preferente, o sobreexpresan receptores de vitamina.

La presente invencion da a conocer un conjugado para la utilizacion en el diagndstico/monitorizacién de un estado
de dolencia mediado por monocitos activados o macroéfagos activados que tienen sitios de unidn accesibles para una
vitamina, teniendo el conjugado la siguiente férmula general

L-X

en la que L es acido folico y el grupo X comprende un radiéforo, que comprende un radioisétopo, en el que el
radioisotopo es '°F.

La presente invencién también da a conocer un compuesto para el diagndstico por imagen de formula

L-X
en la que L es acido félico, y
en la que X comprende un radiéforo, que comprende un radiois6topo que se descompone con una semivida
desde 80 minutos hasta 8 horas mediante emision de positrones, en la que dicho radiois6topo emite un par
de fotones de aniquilaciéon que se mueven en direcciones opuestas, y en la que los fotones de aniquilacién se
producen como resultado de la aniquilacion de positrones con un electrén, y en la que el isétopo es '°F.

También se dan a conocer procedimientos para la preparacién de compuestos que comprenden: proporcionar el
grupo L en una forma reactiva capaz de reaccionar con un radiéforo en forma reactiva;

proporcionar el radiéforo en forma reactiva capaz de reaccionar con el grupo L en forma reactiva; y

poner en contacto la forma reactiva del grupo L con la forma reactiva del radioforo.

Muchas placas ateroscleréticas inestables (es decir, activas) son capaces de romperse y causar sindromes
ateroscleroticos agudos, pero no producen el estrechamiento luminal de los vasos sanguineos, en particular en la
circulacién coronaria. De este modo, esta realizacion representa un avance significativo en el diagndstico del riesgo
de infarto de miocardio, y en la evaluacién de la necesidad de intervencién clinica, en pacientes que padecen
ateroesclerosis.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra el cromatograma de HPLC de folato-succinimidilo-fluorobenzoato bruto (folato-SFB).

La figura 2 muestra el espectro de masas de folato-SFB bruto.

La figura 3 muestra el espectro de masas de folato-SFB purificado.

La figura 4 muestra los resultados de un ensayo de union competitiva en el que la radioactividad asociada a las
células KB se midi6 para células KB solas (primera barra), células KB incubadas con *H-folato (segunda barra),
células KB incubadas con *H-folato en presencia de folato-SFB 100 nM (tercera barra), o células KB incubadas con
®H-folato en presencia de folato-SFB 10 uM (cuarta barra).

La figura 5 muestra el cromatograma de HPLC de folato-fluorobenzaldehido (folato-FBA).

La figura 6 muestra el espectro de masas de folato-FBA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién utiliza un compuesto que emite radiacion (es decir, un radiéforo) y que es util en un
procedimiento de diagnéstico/monitorizacion que emplea tomografia por emisién de positrones (es decir, un
compuesto que emite radiacion de positrones capaz de producir un par de fotones de aniquilacién que se mueven en
direcciones opuestas, produciéndose los fotones de aniquilacion como resultado de la aniquilacién de positrones con
un electrén). El radiéforo comprende, tipicamente, un radioisétopo unido a otra estructura quimica (por ejemplo, un
anillo de benceno) para formar el compuesto que emite radiacion (es decir, el radiéforo). Sin embargo, el radiéforo
puede comprender el radiois6topo solo.

De acuerdo con la presente invencién, un compuesto (por ejemplo, un radiéforo) “Util en tomografia por emision de
positrones” significa un compuesto que emite radiacién de positrones capaz de producir un par de fotones de
aniquilacion que se mueven en direcciones opuestas, siendo producidos los fotones de aniquilacién como resultado
de la aniquilacion de positrones con un electron.

Ademés, de acuerdo con la presente invencion, la utilizacién de la tomografia por emisién de positrones (PET)
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requiere que el compuesto (por ejemplo, el radiéforo) utilizado en la PET emita radiacién de positrones capaz de
producir un par de fotones de aniquilacién que se mueven en direcciones opuestas, siendo producidos los fotones
de aniquilaciéon como resultado de la aniquilacion de positrones con un electron.

El acido félico conjugado con un radiéforo Util en la PET, se utiliza para el diagndstico y/o monitorizacion de los
estados de dolencia utilizando un dispositivo extracorpéreo. La deteccion por PET que utiliza un dispositivo
extracorp6reo también se conoce como “exploracién por PET”, y los dispositivos para la deteccidn extracorpérea que
utilizan PET son bien conocidos en la técnica.

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para el diagnoéstico/monitorizacién, utilizando
PET, de estados de dolencia patégenos en los que las células patdbgenas expresan de forma Unica, expresan de
forma preferente, o sobreexpresan receptores de vitaminas u otros receptores. La invencion es aplicable a
poblaciones de células patégenas que causan una variedad de patologias, tales como el cancer. De este modo, la
poblaciéon de células patdgenas puede ser una poblacion de células cancerosas que sea tumorigénica, incluyendo
los tumores benignos y los tumores malignos, o puede ser no tumorigénica. La poblacién de células cancerosas
puede surgir espontdneamente o por procesos, tales como las mutaciones presentes en la linea germinal del
paciente o las mutaciones somaticas, o puede estar inducida por agentes quimicos, virales o por radiacién. La
invencién puede utilizarse para el diagnodstico/monitorizacién de canceres, tales como carcinomas, sarcomas,
linfomas, enfermedad de Hodgekin, melanomas, mesoteliomas, linfoma de Burkitt, carcinomas nasofaringeos,
leucemias y mielomas. La poblacién de células cancerosas puede incluir, pero sin limitacién a los mismos, canceres
oral, de tiroides, endocrino, de piel, gastrico, esofagico, laringeo, pancreatico, de colon, de vejiga, de hueso, de
ovario, cervical, uterino, de mama, testicular, de préstata, de recto, de rifién, de higado y de pulmon.

Las células patogenas también pueden ser monocitos activados o macréfagos asociados con estados de dolencia,
tales como fibromialgia, artritis reumatoide, osteoartritis, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, psoriasis,
osteomielitis, esclerosis multiple, aterosclerosis, fibrosis pulmonar, sarcoidosis, esclerosis sistémica, rechazo de
trasplante de érganos (GVHD), lupus eritematoso, sindrome de Sjogren, glomerulonefritis, inflamaciones de la piel
(por ejemplo, psoriasis), inflamaciones crénicas e inflamaciones debidas a lesiones (por ejemplo, una lesién en la
cabeza o la médula espinal o una embolia).

Se da a conocer un procedimiento para el diagnoéstico/monitorizacién de un estado de dolencia mediado por
macréfagos activados o monocitos activados que tienen sitios de union accesibles para una vitamina. El
procedimiento comprende las etapas de administrar a un paciente al que se esta evaluando el estado de dolencia
una cantidad eficaz de un conjugado de férmula general L-X, en el que L comprende una vitamina, o un analogo de
la misma, y el grupo X comprende un radiéforo, que permite un tiempo suficiente para que el conjugado vitaminico
se una a los monocitos activados o los macréfagos activados, y para el diagnéstico/monitorizacion del estado de
dolencia de forma extracorpérea utilizando la tomografia por emisién de positrones.

Se da a conocer un procedimiento para el diagnéstico/monitorizacion de un cancer, en el que las células cancerosas
expresan de forma Unica, expresan de forma preferente o sobreexpresan los receptores de vitaminas. El
procedimiento comprende las etapas de administrar a un paciente a quien se le esta evaluando el cancer una
cantidad eficaz de un conjugado de formula general L-X, en la que L comprende una vitamina, o un analogo de la
misma, y el grupo X comprende un radiéforo, en el que el radi6foro tiene una semivida de aproximadamente 80
minutos a aproximadamente 8 horas, lo que permite un tiempo suficiente para que el conjugado de la vitamina se
adhiera a las células cancerosas y el diagndstico/monitorizacion del cancer de forma extracorpérea mediante
tomografia por emision de positrones.

Se da a conocer un procedimiento para el diagndstico/monitorizacion de placas ateroscleréticas activas asociadas
con vasos sanguineos en el que las placas comprenden macréfagos activados que tienen sitios de unidén accesibles
para una vitamina. El procedimiento comprende las etapas de administrar a un paciente al que se esta evaluando
aterosclerosis una cantidad eficaz de un conjugado de férmula general L-X, en el que L comprende una vitamina o
un analogo de la misma, y el grupo X comprende un radiéforo capaz de descomponerse por emision de positrones,
lo que permite un tiempo suficiente para que el conjugado de la vitamina se una a los macréfagos activados
asociados con las placas activas, y el diagndstico/monitorizacion de las placas activas extracorpéreas utilizando la
tomografia por emision de positrones.

Este ejemplo se refiere a un procedimiento para el diagndstico/monitorizacion de placas ateroscleréticas activas en
las paredes de los vasos sanguineos. Un ligando (por ejemplo, una vitamina, o un analogo de la misma) que se une
a un receptor que se expresa de forma preferente, se expresa de forma Unica, o se sobreexpresa en la superficie de
los macréfagos activados en relacion con los macréfagos en reposo, se conjuga con un radiéforo. Los conjugados se
administran a un paciente al que se esta evaluando aterosclerosis. Los conjugados se unen a macréfagos activados
asociados con placas ateroscleréticas activas. La radiacion emitida por el radiéforo se detecta de forma
extracorp6rea mediante tomografia por emisién de positrones. Por consiguiente, los conjugados se pueden utilizar
para distinguir las placas ateroscleréticas activas, que contienen macréfagos activados, de las placas inactivas en
las que las placas estan presentes en las arterias o venas de un paciente al que se esta evaluando para detectar
aterosclerosis.
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Muchas placas ateroscleréticas inestables (es decir, activas) son capaces de romperse y causar sindromes
ateroscleroticos agudos, pero no producen un estrechamiento luminal de los vasos sanguineos, en particular en la
circulacién coronaria. De este modo, el procedimiento de la presente invencion representa un avance significativo en
el diagndstico del riesgo de infarto de miocardio y en la evaluacion de la necesidad de intervencion clinica en
pacientes que padecen aterosclerosis.

De acuerdo con los ejemplos en los que los conjugados se unen a los monocitos o macréfagos activados, los
conjugados pueden formarse a partir de una amplia variedad de ligandos y radiéforos, que incluyen cualquier ligando
que se una a un receptor sobreexpresado, expresado de forma Unica, o expresado de forma preferente, en la
superficie de los monocitos activados o macréfagos activados que no se expresan/presentan o no estan presentes
en cantidades significativas en la superficie de los monocitos 0 macréfagos en reposo. Para los macrofagos
activados, dichos ligandos incluyen péptidos N-formilo (por ejemplo, f-Met-Leu-Phe), proteina del factor 1 del grupo
de alta movilidad (HMGBI), fragmentos de hialuronano, HSP-70, ligandos del receptor de tipo toll, ligandos del
receptor secuestrante, correceptores para la presentacion de antigenos, ligandos que se unen a los marcadores
CD68, BER-MAC3, RFD7, CD4, CD14 y HLA-D en macrofagos activados, ligandos que se unen a los receptores del
activador del plasmindégeno de urocinasa (por ejemplo, el péptido WX-360), anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, que se unen, de forma preferente, a macréfagos activados, y vitaminas o analogos/derivados de vitaminas
de unidn al receptor.

Para los monocitos, el ligando de union a monocitos puede ser cualquier ligando que se una a un receptor
expresado o sobreexpresado en monocitos activados, que incluye los ligandos de unién a CD40, CD16, CD14,
CD11b y CD62, 5-hidroxitriptamina, proteina inflamatoria de macréfagos 1-a, MIP-2, antagonistas del ligando de
receptor activador para el factor nuclear kB, ligandos de unién de la proteina 1 quimiotactica de monocitos, ligandos
de unién al receptor de quimiocina 5, ligandos de union a RANTES, ligandos de unién al receptor de quimiocina y
vitaminas o analogos/derivados de vitamina de union a receptor, y similares. Los conjugados son capaces de unirse
de forma preferente, a monocitos activados o macréfagos activados en comparacién con monocitos o macrofagos en
reposo debido a la expresion preferente del receptor para el ligando en monocitos o macréfagos activados.

En los ejemplos descritos anteriormente, el ligando (por ejemplo, una vitamina o un analogo o derivado de la misma)
puede ser cualquier ligando que se una a un receptor que se exprese de forma preferente, se exprese de forma
Unica o se sobreexprese, en la superficie de las células cancerosas, 0 monocitos activados o macréfagos activados
en relacion con los monocitos 0 macréfagos en reposo. Entre los ejemplos de dichos ligandos se encuentran las
vitaminas seleccionadas del grupo que consiste en ligandos de unién al receptor de folato, ligandos de union al
receptor de biotina, ligandos de unién al receptor de vitamina Bip, ligandos de unién al receptor de riboflavina,
ligandos de union al receptor de tiamina y otros ligandos de unién al receptor de vitamina, o analogos o derivados de
los mismos.

Las fracciones de vitaminas aceptables que pueden utilizarse incluyen niacina, acido pantoténico, acido félico,
riboflavina, tiamina, biotina, vitamina B2 y las vitaminas liposolubles A, D, E y K. En una realizacién, estas vitaminas,
y sus analogos y derivados de union al receptor, constituyen la entidad de direccionamiento que puede acoplarse
con un radiéforo, capaz de emitir radiacién, para formar los conjugados para su utilizacion de acuerdo con la
invencion. Las fracciones de vitaminas preferentes incluyen acido folico, biotina, riboflavina, tiamina, vitamina Bi2 y
analogos de union al receptor y derivados de estas moléculas de vitamina, y otras moléculas relacionadas con la
union al receptor de vitaminas (véase la patente de Estados Unidos No. 5.688.488). Un ejemplo de un analogo de
vitamina es un andalogo de folato que contiene un residuo de acido glutamico en la configuracién D (el acido folico
normalmente contiene un acido glutamico en la configuracién L unida al acido pteroico).

En la presente invencién, el ligando de unién al receptor de vitamina es acido félico.

En todos los ejemplos descritos anteriormente, el radiéforo puede incluir un isétopo emisor de positrones que tiene
un perfil de semivida y toxicidad adecuados. En diversas realizaciones, el radiois6topo tiene una semivida de mas de
30 minutos, mas de 70 minutos, mas de 80 minutos, mas de 90 minutos, mas de 100 minutos, menos de 8 horas,
menos de 6 horas, menos de 4 horas 0 menos de 3 horas. En otras realizaciones, el radioisétopo tiene una semivida
de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 4 horas, aproximadamente 70 minutos a aproximadamente 4
horas, aproximadamente 80 minutos a aproximadamente 4 horas, aproximadamente 90 minutos a aproximadamente
4 horas, aproximadamente 100 minutos a aproximadamente 4 horas, aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 70 minutos a aproximadamente 6 horas, aproximadamente 80 minutos
a aproximadamente 6 horas, aproximadamente 90 minutos a aproximadamente 6 horas, aproximadamente 100
minutos a aproximadamente 6 horas, aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 8 horas, aproximadamente
70 minutos a aproximadamente 8 horas, aproximadamente 80 minutos a aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 90 minutos a aproximadamente 8 horas, o aproximadamente 100 minutos a aproximadamente 8
horas.

En diversos ejemplos, el radioisétopo se selecciona de un grupo que consiste en a1, *°Ti, 5'Mn, 8'Cu, %2zn, %Ga,
¢, N, "0y '®F. En la presente invencion el radioisétopo es '°F.
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En los conjugados de la férmula general L-X, el grupo L es un ligando capaz de unirse a células cancerosas o
monocitos activados o macréfagos activados en comparacién con monocitos 0 macréfagos en reposo, tal como se
ha descrito anteriormente. En una realizacion ilustrativa, el ligando de union a células cancerosas o monocitos
activados o macrofagos activados es acido folico, un analogo/derivado de acido félico u otra molécula de unién a
receptor de folato.

El sitio de unién para el ligando (por ejemplo, una vitamina o un andlogo o un derivado de la misma) puede incluir
receptores para cualquier molécula de ligando capaz de unirse, de forma preferente, a un receptor expresado de
forma Unica, sobreexpresado o expresado/presentado de forma preferente, en la superficie de las células
cancerosas 0 monocitos activados o macroéfagos activados. Una proteina presentada en la superficie expresada de
forma Unica, sobreexpresada o expresada de forma preferente, por células cancerosas o monocitos activados o
macréfagos activados es un receptor que no esta presente o esta presente en concentraciones insignificantes en
células normales o en monocitos en reposo 0 macréfagos en reposo proporcionando un medio para la deteccion
preferencial de células cancerosas o monocitos activados o macrofagos activados. Por consiguiente, cualquier
receptor que esté regulado positivamente en células cancerosas 0 monocitos activados o macroéfagos activados en
comparacién con monocitos en reposo 0 macréfagos en reposo, 0 que no se expresa/presenta en la superficie de
células normales o monocitos en reposo 0 macréfagos en reposo, 0 cualquier receptor que no se exprese/presente
en la superficie de las células cancerosas o0 monocitos en reposo 0 macroéfagos en reposo en cantidades
significativas podria utilizarse para la direccion a dianas. En un ejemplo ilustrativo, el sitio que se une a los
conjugados utilizados de acuerdo con la presente invencion es un receptor de vitamina, por ejemplo, el receptor de
folato, que se une al folato o un analogo o derivado del mismo.

De acuerdo con la presente invencién, los conjugados pueden unirse con alta afinidad a receptores en células
cancerosas 0 monocitos activados o macrofagos activados. La unién de alta afinidad puede ser inherente al ligando
o la afinidad de unién puede mejorarse mediante la utilizacion de un ligando modificado quimicamente (es decir, un
analogo o un derivado) o mediante el enlace quimico particular, en el conjugado, entre el ligando y el radiéforo.

El enlace quimico en el conjugado entre el ligando y el radiéforo puede ser un enlace directo o puede ser a través de
un enlazador intermedio. Si esta presente, un enlazador intermedio puede ser cualquier enlazador biocompatible
conocido en la técnica. Tipicamente, el enlazador comprende de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 atomos
de carbono, mas tipicamente de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 atomos de carbono. Tipicamente se
emplean enlazadores de peso molecular mas bajo (es decir, aquellos que tienen un peso molecular de
aproximadamente 30 a aproximadamente 500). Se puede utilizar cualquier enlazador o procedimiento de enlace o
quimica dados a conocer en las solicitudes de patente de Estados Unidos con nimeros de serie 10/765336 o
60/590580. También se puede utilizar cualquier enlazador o procedimiento de enlace o quimica conocidos en la
técnica.

En general, cualquier manera de formar un conjugado entre el ligando y el radiéforo, entre un enlazador y el ligando,
0 entre un enlazador y el radi6foro puede utilizarse de acuerdo con la presente invencion. Con o sin un enlazador, €l
conjugado puede formarse por conjugacién de los componentes del conjugado, por ejemplo, a través de enlaces de
hidrégeno, idnicos o covalentes. La unién covalente de los componentes del conjugado puede ocurrir, por ejemplo, a
través de la formacién de enlaces amida, éster, disulfuro o imino entre grupos &cido, aldehido, hidroxi, amino,
sulfhidrilo o hidrazo. Ademas, de acuerdo con la presente invencion, un enlazador puede comprender un medio
indirecto para asociar el ligando con el radi6foro, tal como mediante la conexion a través de brazos espaciadores o
moléculas puente. Los medios directos e indirectos para la asociacién no deberian impedir la unién del ligando al
receptor en las células cancerosas o los monocitos activados o los macréfagos activados para el funcionamiento del
procedimiento de la presente invencion.

Como enlace quimico ilustrativo, la etilendiamina en el esquema descrito en el ejemplo 1 sirve como espaciador o
enlazador entre la fluorobenzamida (es decir, el radiéforo en el que la molécula de flior es '®F) y el ligando de folato.
Preferentemente, el enlazador contribuye a la solubilidad en agua del conjugado o, como minimo, no resta
materialmente a la solubilidad en agua. Los enlazadores ventajosos para la solubilidad en agua incluyen polimeros
solubles en agua, tales como dextrano, éteres de celulosa, enlazadores peptidicos o polietilenglicol. En una
realizacién, dichos polimeros tienen un peso molecular inferior a 1.000.

En realizaciones ilustrativas, ademas de los radidéforos que comprenden grupos benzamidilo, bencilico o fenilo, se
contemplan otros grupos aromaticos, tales como, por ejemplo, grupos naftilo y benzoxazolilo, y similares, que estan
dentro del alcance de la invencién.

Mediante la seleccién adecuada, los enlazadores pueden limitar la tasa de excrecién del conjugado del paciente al
permitir que el ligando se asocie con el sitio de interés, tal como las células cancerosas o los monocitos activados o
los macréfagos activados antes de ser excretados en la bilis del higado, o en la orina. Un enlazador puede facilitar o
retrasar el consumo metabdlico del conjugado, tal como, retrasando la captaciéon del sistema reticuloendotelial,
particularmente por el higado. Un enlazador también puede ayudar a evitar la asociacién del conjugado con érganos,
células, fluidos o proteinas que no son diana. Si, por ejemplo, el conjugado se asociara con una proteina sérica, la
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exploracién PET proporcionaria una exploracion de los vasos sanguineos del paciente en general, en contraste con
la ubicacién especifica de las células cancerosas o los monocitos activados o los macréfagos activados buscados.
Ademas, el enlazador puede facilitar o acelerar una ruta preferente de excrecion del conjugado, tal como a través de
la orina, por ejemplo, alentando al paciente a beber liquidos significativos después de la administracion del
conjugado.

En el ejemplo en el que el ligando es acido félico, un analogo/derivado del acido félico, o cualquier otra molécula de
union al receptor de folato, el folato, o su analogo/derivado, se puede conjugar con el enlazador mediante un
procedimiento reconocido en la técnica que utiliza anhidrido trifluoroacético para preparar y-ésteres de acido folico a
través de un intermedio de pteroil azida. Este procedimiento da como resultado la sintesis de folato, conjugado con
el enlazador solo a través del grupo y-carboxi de los grupos de &cido glutamico del folato. Alternativamente, los
analogos de acido félico se pueden acoplar mediante procedimientos reconocidos en la técnica a través de la
fraccion a-carboxi del grupo de acido glutamico o de las entidades de acido carboxilico ay .

La cantidad de conjugado eficaz para su utilizacién de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion
depende de muchos parametros, que incluyen el peso molecular del conjugado, su via de administracion y su
distribucion tisular. Segun la invencién, una “cantidad eficaz” del conjugado es una cantidad suficiente para unirse a
células cancerosas o monocitos activados o macréfagos activados y para ser Util en el diagnoéstico/monitorizacion de
cancer o estados de dolencia que involucran monocitos activados o macréfagos activados. La cantidad eficaz del
conjugado que se administrara a un paciente al que se esta evaluando cancer o estados de dolencia que involucran
monocitos activados o macréfagos activados puede variar de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 10
mg/kg, 1 ng/kg a aproximadamente 10 mg/kg, o de aproximadamente 10 pg/kg a aproximadamente 1 mg/kg, o de
aproximadamente 100 ug/kg a aproximadamente 500 ug/kg.

El conjugado se puede administrar en una o mas dosis (por ejemplo, aproximadamente 1 a aproximadamente 3
dosis) antes de la deteccidn con el dispositivo de deteccion por imagen de PET extracorpéreo. El nUmero de dosis
depende del peso molecular del conjugado, su via de administracion y su distribucién tisular, entre otros factores.
Cuando se utiliza para el diagnéstico/monitorizacién de cancer o estados de dolencia que involucran monocitos
activados o macréfagos activados, el procedimiento de deteccidn extracorpéreo se realiza tipicamente
aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 6 horas después de la administracién del conjugado, pero el
procedimiento de deteccion extracorpéreo se puede realizar en cualquier momento posterior a la administracion del
conjugado, siempre que la union del conjugado a las células cancerosas o0 monocitos activados o macréfagos
activados sea detectable y se permita un tiempo suficiente para la eliminacion de una fracciéon sustancial del
conjugado no unido del cuerpo.

Los conjugados administrados de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion se administran al paciente,
de forma preferente, por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, intradérmica, subcutanea, intramuscular o
intraperitoneal, en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, los conjugados
pueden administrarse al paciente mediante otros procedimientos médicamente Utiles, tales como en una formulacion
disponible por via oral. De acuerdo con la presente invencién, se puede evaluar cualquier paciente sospechoso de
tener cancer o un estado de dolencia que involucre monocitos activados o macréfagos activados, ya sea sintomatico
0 no, que se beneficiaria de una evaluacion utilizando el procedimiento de la presente invencién.

Los conjugados utilizados de acuerdo con la presente invencion de la formula L-X se utilizan en un aspecto de la
presente invencion para formular composiciones de diagnéstico que comprenden cantidades eficaces del conjugado
y un vehiculo aceptable para el mismo. Entre los ejemplos de formas de dosificacion parenteral se incluyen
soluciones acuosas del conjugado, por ejemplo, una soluciéon en solucion salina isotonica, glucosa al 5 % u otros
vehiculos liquidos farmacéuticamente aceptables bien conocidos, tales como alcoholes, glicoles, ésteres y amidas.
También se puede utilizar cualquier forma de dosificacién disponible por via oral conocida en la técnica.

Los conjugados utilizados en los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva se forman para dirigir
el conjugado al sitio de un tumor o al sitio de acumulacion de monocitos activados o macréfagos activados (por
ejemplo, macroéfagos activados que se adhieren a la capa luminal endotelial de la placa o macréfagos activados
presentes en el nicleo rico en lipidos de la placa) y, por lo tanto, para concentrar el conjugado en los mismos en el
paciente.

Varios aspectos de la presente invencién son ventajosos en la deteccion de células cancerosas o monocitos
activados o macrofagos activados. En una realizacion, el radiéforo comprende un isétopo elemental que es un
emisor de positrones. Los emisores de positrones emiten en tres dimensiones desde el atomo fuente, pero la
emision transcurre en dos partes en direcciones exactamente opuestas. Como la antiparticula del electrén, cuando
el positron de un isétopo en descomposicion entra en contacto con los electrones de la materia cercana, aniquila la
energia que se emite de la aniquilacion como rayos gamma. Para conservar el impulso, los fotones de rayos gamma
vigjan en direcciones opuestas. Debido a que el positrdn tiene dos rayos de radiacion disponibles para la deteccién,
la ubicacién en el paciente en el que se ha acumulado el conjugado se detecta mas facilmente y, por lo tanto, con
mayor precision, dentro de un marco de tiempo razonable para el diagndstico del paciente. La relacién sefal
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respecto a ruido de la aniquilacion de positrones se mejora notablemente con respecto a los rayos gamma
unidireccionales. Ademas, proyectando hacia atras los rayos coincidentes, se ubica la ubicacién de la fuente de
emision.

La PET se utiliza actualmente en los centros médicos como una herramienta de diagndstico para la deteccion del
cancer. En el diagnostico del cancer, a un paciente se le guede administrar glucosa marcada con un emisor de
positrones (por ejemplo, fluorodesoxiglucosa marcada con '°F). La glucosa se concentra en células cancerosas de
rapido crecimiento. La presencia de un cancer puede detectarse por la concentracion del agente para el analisis por
imagen mediante PET. Ademas, la ubicacion del cancer en el cuerpo se determina al proyectar hacia atras la
radiacion gamma coincidente por medio del escaner de PET. Por lo tanto, el procedimiento de la presente invencion
se puede utilizar en combinacién con fluorodesoxiglucosa marcada con '®F para detectar células cancerosas. El
procedimiento de la invencién también se puede utilizar en combinacién con cualquier otro procedimiento de
diagnéstico de cancer ya desarrollado y conocido en la técnica, que incluye procedimientos que utilizan otros
agentes de diagnostico ya desarrollados y que utilizan tomografia computarizada (TC) de rayos X, analisis por
imagen mediante resonancia magnética (IRM), deteccién por imagen de resonancia magnética funcional (IRMf),
ecografia y tomografia computarizada de emisién de fotén tnico (TCEFU).

En otras realizaciones, el procedimiento de la presente invencion se puede utilizar solo o en combinacién con
cualquier otro procedimiento o procedimientos conocidos en la técnica para la deteccion/andlisis/ablacion de placas
ateroscleroéticas. Por ejemplo, la invencion se puede utilizar en combinacién con procedimientos para extirpar las
placas ateroscleréticas en los casos en que las placas activas causen el estrechamiento de los vasos sanguineos.
En dichos casos, los conjugados de la presente invencién pueden utilizarse no solo para identificar placas
ateroscleroticas activas en comparacién con las placas inactivas, sino también para distinguir entre tejido
ateroscleroético y tejido normal para ayudar en los procedimientos de ablacion. Por lo tanto, la presente invencién se
puede utilizar para analizar el estado fisiolégico y morfolégico de las placas ateroscleréticas. Por ejemplo, la
angioplastia implica el ensanchamiento no quirdrgico de un vaso estrechado por deposicién de placas, y la energia
del laser, por ejemplo, dirigida a través de fibras opticas en un dispositivo basado en catéter, puede utilizarse para
extirpar o eliminar parcialmente los depositos de placa. Los dispositivos basados en catéteres para la ablacion de
placas que utilizan energia laser se describen en las patentes de los Estados Unidos Nos. 4.817.601, 4.850.351 y
4.950.266.

La invencion utiliza un isétopo de fltior emisor de positrones til, *®F. Los factores que merecen consideracion en la
seleccion de un is6topo adecuado incluyen suficiente semivida del isétopo emisor de positrones para permitir la
preparacion de una composicién de diagndstico en un vehiculo farmacéuticamente aceptable previo a la
administracién al paciente, y suficiente semivida remanente para dar como resultado suficiente actividad para
permitir la medicion extracorp6rea, por ejemplo, mediante un barrido por PET. Ademas, un isétopo adecuado
deberia tener una semivida suficientemente corta para limitar la exposicion del paciente a radiacion innecesaria. '°F,
que tiene una semivida de 110 minutos, proporciona un tiempo adecuado para la preparacién de la composicion de
diagnéstico, asi como una tasa de deterioro aceptable.

En un ejemplo ilustrativo, el is6topo deberia tener suficiente actividad quimica para permitir que el isétopo se una a
un compuesto quimico y, a su vez, al ligando, se utilice 0 no un enlazador.

EJEMPLO 1

SINTESIS DE UN CONJUGADO DE FOLATO

Utilizando un is6topo adecuado, se requiere un conjugado biocompatible L-X a partir del cual preparar la
composicion diagnéstica. Por ejemplo, en el caso de '®F, se puede preparar un conjugado L-X adecuado de acuerdo

con el siguiente protocolo sintético. El conjugado sintetizado de acuerdo con este ejemplo tiene un enlazador de
etilendiamina.
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DMSO = dimetilsuféxido

K2.2.2 = Kryptofix, nUmero de catélogo de Aldrich 29,111-0
TSTU = N-Hidroxisuccinimida tetrametilurea

Durante la sintesis, el profesional experto seguira un procedimiento apropiado para concentrar y purificar el acido
p-fluorobenzoico. Un procedimiento tipico, pero de ninguna manera exclusivo para purificar y concentrar el acido
fluorobenzoico, puede ser la adicion de HCI suficiente para protonar las moléculas, a continuacion, el aislamiento en
una columna C18 de fase inversa, tal como una C18 SepPak Plus vendida por Waters Corp. Milford Massachusetts.
La columna se puede lavar con agua acidificada con HCI para eliminar cualquier contaminante soluble en agua. El
acido p-fluorobenzoico se puede eluir de la columna con metanol seguido de una eliminacion adicional de
contaminantes en una columna de intercambio iénico catidnico (por ejemplo, una columna Dowex), y la
concentracion por evaporacion del metanol.

Un procedimiento tipico, pero de ninguna manera exclusivo para concentrar y purificar el éster de
N-hidroxisuccinimida del acido p-fluorobenzoico puede comenzar con el aislamiento mediante cromatografia liquida
de alto rendimiento en fase inversa en una mezcla de agua/acetonitrilo/y suficiente acido trifluoroacético para
mantener un pH &cido. Una solucion diluida en agua del éster puede concentrarse en una columna C18 SepPak,
seguido de elucién con éter dietilico. El agua residual puede eliminarse utilizando una columna de Mg.SO4 anhidro.
Después de la evaporacion del éter hasta sequedad, el éster se puede redisolver en acetonitrilo. Estos
procedimientos se utilizaron para producir el compuesto descrito anteriormente de acuerdo con los procedimientos
descritos.
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EJEMPLO 2
SINTESIS DE CONJUGADO DE FOLATO
5 Partiendo de procedimientos conocidos para preparar el p-fluorobenzaldehido, se puede preparar rapidamente un

conjugado adecuado, tal como se describe a continuacion. Los procedimientos de concentracién y purificacion
pueden seguirse, tal como anteriormente o, de otro modo, de acuerdo con las técnicas conocidas en la técnica.
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La sintesis se puede completar con la presteza suficiente como para tener una semivida restante significativa del
emisor de positrones '°F para permitir una prueba de diagnéstico.

15
EJEMPLO 3

SINTESIS DE FOLATO-SFB

10
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Folato-péptido
C37H46N120146
Masa exacta: 914,32
Peso mol.: 914,83

Sintesis de folato-péptido (resina-Lys-Asp-Asp-Asp-Glu-acido pteroico)

Se unié una resina Wang a lisina con grupos protectores MTT (4-metil-tritilo) y F-moc. Los grupos protectores F-moc
se eliminaron utilizando piperidina al 20 %/DMF (dimetilformamida) (10 ml/g). A continuacion, la resina se burbujed
10 minutos con argon y se drend. La eliminacion de los grupos protectores F-moc y las etapas de burbujeo se
repitieron dos veces mas. A continuacion, la resina se lavo tres veces con DMF. Una prueba de Kaiser fue positiva
para los grupos de aminas libres.

A continuacién, se afnadieron Fmoc-AA (Fmoc-aminoacido), HBTU (hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio), HOBt (1-hidroxibenzotriazol), DIPEA (diisopropiletilamina) en DMF y se burbujearon 30
minutos. A continuacion, se realizaron lavados (tres veces) con DMF, y estos tres pasos se repitieron. Una prueba
de Kaiser fue negativa y no mostrdé aminas libres.

A continuacion, se anadié el siguiente aminoacido y se repitieron las etapas descritas anteriormente y la resina se
lavé con DCM (diclorometano) durante 15 minutos y se burbujeé en TFA al 1 % (acido trifluoroacético)/DCM para
eliminar el MTT. A continuacion, la resina se lavé de nuevo con diclorometano durante 15 minutos y se burbujed en
TFA al 1 %/DCM. Las etapas se repitieron hasta que todo el color amarillo desaparecio. A continuacién, la resina se
lavé con DCM tres veces y se volvié a hinchar con DMF.

Al &cido pteroico (CF3) en DMF, se afadieron HOBt, HBTU y DIPEA. La composicién se volvié marrdn y se burbujed
durante la noche y, a continuacion, se lavé tres veces con DMF. Una prueba de Kaiser fue negativa. Los grupos
F-moc se eliminaron con piperidina al 20 %/DMF (10 ml/g) y la resina se burbujeé durante 10 minutos y se drendé. La
eliminacién de F-moc y las etapas de burbujeo se repitieron dos veces mas. A continuacion, la resina se lavo tres
veces con DMF, tres veces con DCM y tres veces con MeOH. La resina se sec6 a alto vacio durante 4 horas.

El TFA se escindié con una solucién que comprendia TFA:TIS (triisopropil silano):H.O 95:2,5:2,5. Esta solucién se
anadio a las perlas y se burbujeé durante 2-3 horas y se dren6 en un matraz limpio. A continuacion, las perlas se
lavaron con la misma solucién y se escurrieron hasta que las perlas quedaron transparentes. La solucion se sometié
a rotoevaporacién para reducir el nivel de disolvente a 2-3 ml. A continuacién, los tubos cénicos de centrifuga se
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llenaron con 50 ml de éter helado. La mezcla de péptidos se anadié al vial de éter para que el péptido precipitara. La
mezcla se centrifugd y se lavé 2-3 veces con éter y se seco al vacio para deshacerse de las trazas de éter. A
continuacion, el péptido se disolvié en NH4OH al 1 % para deshacerse del grupo protector de TFA utilizando una
barra de agitacién para mezclar durante 30-40 minutos. A continuacion, el péptido se liofilizo, se purificé por HPLC y
se liofilizo.

Sintesis de SFB (succinimidilo-fluorobenzoato) no radiactivo

La sintesis de SFB no radiactivo se realiz6 mediante un protocolo descrito en Eur. J. Med. Mol. Imaging, vol. 31:
469-474 (2004). A partir del acido fluorobenzoico, se establecié un bafo de aceite a 90 grados centigrados. Se
prepard una solucién de hidroxido de tetrametilamonio al 45 % (TMAH) en agua. En un vial separado, se afiadieron
10,0 mg de acido 4-fluorobenzoico (solucién 1). En un vial separado, se anadieron 40 ul de TMAH al 45 % (solucién
2). A continuacién, se anadieron 0,2 ml de agua y 1,0 ml de acetonitrilo y la solucién 2 se afadié a la solucion 1
(solucién 3). La solucién se evapor6 hasta sequedad con un evaporador rotatorio. En otro vial, se afiadieron 14 mg
de TSTU a 1,2 ml de acetonitrilo (solucién 4). La solucion 4 se anadié a Ia solucién 3. La mezcla se calent6 a 90
grados Celsius en un bafio de aceite durante 2 minutos. Se sintetizara '®F radlactlvo en un ciclotrén mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica y se utilizara para preparar acido p-(*®F)fluorobenzoico, tal como se
muestra en el ejemplo 1 que, a continuacion, se convertira en '®F-SFB, tal como se ha descrito anteriormente.

Sintesis de folato-SFB

El folato-péptido en PBS se combin6é con SFB (en acetonitrilo) y se ajusté el pH de folato-péptido (en PBS) y el
conjugado se examin6 por HPLC.

EJEMPLO 4

HPLC DE FOLATO-SFB BRUTO

El folato-SFB bruto se analizd6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) utilizando condiciones
similares a las descritas en Clinical Science, vol. 103: pags. 4S-8S (2002), pero con las siguientes modificaciones.
La HPLC de fase inversa se realiz6 utilizando una columna C18 y las condiciones fueron agua con TFA al 0,1 % en
ACN a una proporcion de 77:23 durante 10 minutos, 60:40 durante 10 min, 50:50 durante 10 minutos, 40:60 durante
10 minutos. y utilizando un caudal de 1,0 ml/minuto. Los resultados se muestran en la figura 1.

EJEMPLO 5

ESPECTRO DE MASAS DE FOLATO-SFB BRUTO Y PURIFICADO

El folato-SFB bruto y purificado se analizaron mediante espectrometria de masas ESI utilizando procedimientos
conocidos en la técnica. Los resultados se muestran en las figuras 2 y 3.

EJEMPLO 6

ENSAYO DE UNION COMPETITIVA

Para determinar si el folato-SFB se une al receptor de folato, se realiz6 un ensayo de unién competitiva. Las células
KB se colocaron en placas de 6 pocillos utilizando volimenes iguales de células en medlo de cultivo de tejidos. Tal
como se muestra en la figura 4, las células se incubaron solas (primera barra), con *H- foIato 100 nM (segunda
barra), con *H-folato 100 nM en presencia de folato-SFB 100 nM (tercera barra), o con *H-folato 100 nM en
presencia de folato-SFB 10 uM (cuarta barra). Los resultados muestran que el folato-SFB compite con el *H-folato
para unirse al receptor de folato, lo que indica que el folato-SFB se une especificamente al receptor de folato.
EJEMPLO 7

SINTESIS DE FOLATO-FBA

12
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EJEMPLO 8

HPLC DE FOLATO-FBA

El folato-FBA se analizé6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando condiciones similares a
las descritas en Clinical Science, vol. 103: pags. 4S-8S (2002), pero con las siguientes modificaciones. La HPLC de
fase inversa se realizé utilizando una columna C18 y las condiciones fueron agua con TFA al 0,1 % en ACN a una
proporcion de 77:23 durante 10 min, 60:40 durante 10 min, 50:50 durante 10 min, 40:60 durante 10 minutos y
utilizando un caudal de 1,0 ml/minuto. Los resultados se muestran en la figura 5 e indican la separaciéon del
folato-péptido, folato-FBA y FBA solo en la columna.

EJEMPLO 9

ESPECTRO DE MASAS DE FOLATO-FBA PURIFICADO

El folato-FBA y un aducto de sodio de folato-FBA se analizaron por espectrometria de masas ESI utilizando
procedimientos conocidos en la técnica. Los resultados se muestran en la figura 6.

EJEMPLO 10
SINTESIS DE CONJUGADO DE FOLATO

13
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REIVINDICACIONES

1. Conjugado para la utilizacién en el diagndstico/monitorizacién de un estado de dolencia mediado por monocitos
activados o macréfagos activados que tienen sitios de unién accesibles para una vitamina, teniendo el conjugado la
siguiente formula general

L-X

en la que L es acido folico y el grupo X comprende un radiéforo que comprende un radioisétopo, en el que el
radioisotopo es '°F.

2. Conjugado para la utilizacién en el diagnéstico/monitorizacion de un estado de dolencia, segun la reivindicacion 1,
en el que la dolencia se selecciona del grupo que consiste en cancer, fibromialgia, artritis reumatoide, osteoartritis,
colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, psoriasis, osteomielitis, esclerosis multiple, aterosclerosis, fibrosis pulmonar,
sarcoidosis, esclerosis sistémica, rechazo de trasplante de érganos, lupus eritematoso, sindrome de Sjogren,
glomerulonefritis, inflamaciones de la piel, inflamaciones crénicas e inflamaciones debidas a lesiones.

3. Conjugado para la utilizacién en el diagndstico/monitorizacion de un estado de dolencia, segun la reivindicacion 1,
en el que el conjugado incluye un enlazador, en el que el enlazador es un polimero soluble en agua.

4. Conjugado para la utilizacién en el diagndstico/monitorizacion de un estado de dolencia, segun la reivindicacion 1,
en el que el estado de dolencia es un cancer, en el que las células cancerosas expresan de forma Unica, expresan
de forma preferente o sobreexpresan receptores de folato.

5. Conjugado para la utilizacién en el diagnéstico/monitorizacién de un estado de dolencia, segun la reivindicacién 1,
en el que el estado de dolencia es una placa aterosclerética activa asociada a vasos sanguineos, en el que la placa
comprende macrofagos activados que tienen sitios de unién accesibles para folato.

6. Compuesto para el diagnéstico por imagen de férmula

L-X
en el que L es acido félico, y
en el que X comprende un radiéforo, que comprende un radioisétopo que descompone con una semivida
desde 80 minutos hasta 8 horas mediante emision de positrones, en el que dicho radiois6topo emite un par
de fotones de aniquilaciéon que se mueven en direcciones opuestas, y en el que los fotones de aniquilacién se
producen como resultado de la aniquilacion de positrones con un electrén, y en el que el isétopo es '°F

7. Compuesto, segun la reivindicacion 6, en el que L esta conjugado con el radioforo a través de un enlazador.

8. Compuesto, segun la reivindicacion 7, en el que el enlazador se selecciona del grupo que consiste en diaminas,
dextranos, éteres de celulosa, péptidos y polietilenglicol.

9. Composicion que comprende un compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

10. Procedimiento para la preparacién de un compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

a. proporcionar el grupo L en una forma reactiva capaz de reaccionar con un radiéforo en forma reactiva;

b. proporcionar el radiéforo en forma reactiva capaz de reaccionar con el grupo L en forma reactiva; y

c. poner en contacto la forma reactiva del grupo L con la forma reactiva del radiéforo.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que la forma reactiva del grupo L incluye un enlazador.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 11, en el que el enlazador se selecciona del grupo que consiste en
diaminas, dextrano, éteres de celulosa, péptidos y polietilenglicol.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que la forma reactiva del radi6foro incluye un éster activo.
14. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que la forma reactiva del radi6foro incluye un aldehido.

15. Procedimiento para el andlisis por imagen mediante tomografia por emision de electrones de un monocito
activado o macréfago activado que tienen sitios de unién accesibles para vitamina, comprendiendo el procedimiento:
a. administrar a un paciente al que se esta evaluando el estado de dolencia una cantidad eficaz de un
conjugado de férmula general
LX

en el que L es acido folico y el grupo X comprende un radiéforo que comprende un radiois6topo, en el que el
radioisétopo es '°F.
b. dejar el tiempo suficiente para que el conjugado se una a los monocitos activados o los macréfagos
activados; y

c. analizar por imagen al paciente de forma extracorporea utilizando tomografia por emision de positrones.
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Cromatograma o cromatogramas actuales
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HPLC de Fol FBA
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