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DESCRIPCION
Péptidos marcados con un radionuclido que emite positrones para obtencién de imagenes de PET del uPAR humana
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un péptido marcado con un radiontclido que emite positrones para la obtencion de
imagenes de PET de forma no invasiva del receptor activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) en
humanos. Mas especificamente, la invencion se refiere a la obtencién de imagenes de PET del uPAR humano de
cualquier enfermedad de cancer sdlido para diagndstico, estadificacion, monitorizacion del tratamiento y
especialmente como un biomarcador para obtencién de imagenes para prediccion del prondstico, progresion y
recurrencia.

Antecedentes de la invencion

El receptor activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) se sobreexpresa en una variedad de canceres
humanos', que incluyen cancer de prostata (PC), en donde se ha encontrado que la expresion del uPAR en biopsias
tumorales y formas de desprendimiento del uPAR en plasma esta asociada con enfermedad avanzada y mal
pronodstico?®. Ademas, en pacientes con PC localizado, se ha demostrado que los altos niveles del uPAR en plasma
preoperatorio se correlacionan con la progresiéon temprana'®. De acuerdo con el importante papel de los uPAR en la
patogénesis del cancer, a través de la degradacion de la matriz extracelular que facilita la invasion tumoral y la
metastasis, UPAR se considera un objetivo atractivo tanto para la terapia’'-'® como para la obtencion de imagenes™ y
la capacidad de cuantificar de forma no invasiva la densidad del uPAR in vivo es por lo tanto, crucial.

El radiomarcado y la evaluacién in vivo de un péptido pequefio radiomarcado con Cu-64'5 y Ga-68'¢ se han descrito
para la obtencion de imagenes de PET del uPAR en varios modelos de cancer de xenoinjerto humano. Tales
trazadores podrian diferenciar especificamente entre tumores con expresion del uPAR alta y baja y ademas establecer
una correlacion clara entre la captacion por el tumor de la sonda de PET del uPAR vy la expresion del uPAR™. Sin
embargo,'®F (ti2 = 109,7 min; B+, 99%) se considera el isétopo PET ideal de corta duracion para la marcacion de
moléculas pequefias y péptidos debido a la alta abundancia de positrones, vida media 6ptima y corto intervalo de
positrones.

Recientemente, se desarrollé un elegante enfoque de radiomarcado en una solo etapa para la radiofluoracion tanto
de péptidos pequefios como de proteinas basado en la unién compleja de (Al'8F)?* usando el quelante 1,4,7-
triazaciclononano (NOTA)'7-2°, En este método, la etapa de secado azeotrdpico critico tradicional para fluoruro con "8F
no es necesario, y el etiquetado se puede realizar en agua. Varios estudios publicados recientemente han ilustrado el
potencial de este nuevo método de marcacion con '8F, donde se ha demostrado una marcacién exitosa de ligandos
para formacion de imagenes de PET de angiogénesis?'??, Bombesin®?, EGFR?* e hipoxia?® .

Se han desarrollado o estan en desarrollo diversas composiciones peptidicas radiomarcadas para el direccionamiento
especifico del sitio de diversos antigenos, receptores y transportadores para la formaciéon de imagenes de PET. El
principio general implica unir un radionuclido emisor de positrones seleccionado a un péptido y/ o una proteina que
tiene una alta especificidad por un antigeno particular para visualizar y cuantificar el nivel de expresion y/o actividad
utilizando imagenes de PET. Este campo de investigacién ha demostrado una aplicabilidad particular para el
diagndstico de tumores, estadificacion y monitorizacion del tratamiento. Un antigeno tumoral particularmente deseable
es UPAR en muchos tumores soélidos diferentes que incluyen pero no se limitan a carcinomas de pulmén de células
no pequenas, tumores cerebrales, tumores de prostata, tumores de mama, tumores colorrectales, tumores
pancreaticos y tumores de ovario.

DOTA (1,4,7,10-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano) y sus derivados constituyen una clase
importante de quelantes para aplicaciones biomédicas ya que se adaptan muy establemente a una variedad de iones
metalicos divalente y trivalentes. Un area emergente es el uso de péptidos bioactivos conjugados con quelantes para
marcar con radiometales en diferentes campos de la oncologia nuclear diagndstica y terapéutica. NOTA y sus
derivados constituyen otra clase importante de quelantes para aplicaciones biomédicas.

Las imagenes de PET del uPAR se han explotado en varios modelos de xenoinjerto de cancer humano usando un
pequefio péptido lineal conjugado con DOTA, DOTA-AE105 radiomarcado con %Cu (Li et al., 2008, Persson et al.,
2011) y %Ga (Persson et al., 2012) y usando NODAGA (NODAGA-AE105) radiomarcado con %Ga (Persson et al.,
2012).

Los tumores malignos son capaces de degradar la matriz extracelular circundante, lo que resulta en invasion local o
metastasis. El activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (UPA) y su receptor de superficie celular (UPAR) son
moléculas centrales para la activacion de plasminégeno asociada a la superficie celular tanto in vitro como in vivo. La
alta expresion de uPA y uPAR en muchos tipos de canceres humanos se correlaciona con el crecimiento tumoral
maligno y se asocia con un mal pronéstico, lo que posiblemente indica un papel causal para el sistema uPA/uUPAR en
la progresion del cancer y la metastasis. Los estudios por inmunochistoquimica e hibridacién in situ indican que los
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niveles de expresion de los componentes del sistema uPA son generalmente muy bajos en tejidos normales y lesiones
benignas. También se ha informado que el sistema uPA/uPAR esta involucrado en la regulacién de las interacciones
entre célula-matriz extracelular actuando como un receptor de adhesion para la vitronectina y modulando la funcién
de la integrina. Con base en estas propiedades, el sistema uPA/uPAR se considera un objetivo atractivo para la terapia
contra el cancer.

El documento WO 01/25410 describe péptidos y proteinas dirigidas a uPAR marcadas diagndstica o terapéuticamente.
El péptido o proteina comprende al menos 38 residuos de aminoacidos, incluidos los residuos 13-30 del sitio de union
a uPAR de uPA.

El documento US 6.277.818 describe compuestos peptidicos ciclicos dirigidos a uPAR que pueden conjugarse con un
marcador de diagnostico. Los péptidos se basan en los residuos de aminoéacidos 20-30 de uPA.

El documento US 6.514.710 también se dirige a péptidos ciclicos que tienen afinidad por uPAR. Los péptidos pueden
portar un marcador detectable. El péptido comprende 11 aminoacidos unidos por una unidad de enlazamiento.

Ploug et al., en Biochemistry 2001, 40, 12457-12168 describe péptidos que se dirigen uPAR pero no en el contexto de
la formacién de imagenes, incluidas las secuencias de aminoacidos como se describe en el presente documento. Se
proporciona una divulgacion similar en el documento US 7.026.282.

El direccionamiento eficiente del uPAR exige un vector selectivo de alta afinidad que sea quimicamente robusto y
estable.

Sumario de la invencién

El alcance de la invencion estd definido por las reivindicaciones. Los presentes inventores han descubierto
sorprendentemente que [%8Ga]-, [¢*Cu]- y [AI'®F]-NOTA-AE105 tienen caracteristicas in vivo superiores como un
ligando de PET para uPAR, con alta y especifica captacion por el tumor, lo que da como resultado una alta relacion
tumor con respecto al entorno y, por lo tanto, un contraste superior como ligando de PET para tumores de expresion
del uPAR. Los inventores han descubierto que tanto [%Ga] como [**Cu]-NOTA-AE105 pudieron detectar
especificamente las lesiones tumorales cerebrales derivadas de humanos que expresan uPAR en un modelo de ratén
de cancer humano ortotropico. Ademas, [Al'8F]-NOTA-AE105 fue Util para detectar lesiones de cancer de préstata
humano positivas para uPAR después de la inoculacidon subcutanea en ratones. En general, el radiomarcado de
NOTA-AE105 con "8F, 88Ga y %4Cu, permite la visualizacion y cuantificacion del uPAR utilizando imagenes de PET.
Esta es una mejora importante en las imagenes de PET.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un conjugado peptidico marcado con un radionuclido que emite
positrones para su uso en la prediccién/diagnéstico de agresividad, prondstico, progresion o recurrencia mediante
imagenes de PET de tumores que expresan uPAR in vivo en humanos, comprendiendo dicho conjugado un péptido
de unién a uPAR acoplado a través del agente quelante NOTA a un radionuclido %8Ga, en el que el conjugado se
administra en una dosis de 100 - 500 MBq seguido de escaneo por PET %z - 24 h después de que se ha administrado
el conjugado, y cuantificacion a través de SUVmax y/o SUVmedia,

en donde el péptido se selecciona del grupo que consiste en:

(D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Ser)-(Leu)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(GIn)-(Tyr)(Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Glu)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Tyr)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Thr)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-([beta]-2-naftil-L-alanina)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)([beta]-1-naftil-L-alanina)-(Ser),
(D-Glu)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(Tyr)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Leu)-(Leu)-(Trp)-(D-His),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Leu)-(Trp)-(lle),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)([beta]-1-naftil-L-alanina)-(D-His),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-(3-
indoliletil)glicina)-(N-(2-metoxietil)glicina),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-bencilglicina)-(N-
(2[beta]metoxietil)glicina),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-
(metilnaftalil)glicina)-(N-(2-metoxietil)glicina), y
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-(2,3-
dimetoxibencil)glicina)-(lle)
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en donde el terminal C es o bien un acido carboxilico o una amida.
Para todos los péptidos mencionados, el terminal C puede estar con un acido carboxilico o una amida.

El agente quelante es NOTA y preferiblemente el péptido es (D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-

Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser).
EJL Tj\OH OH

NH,

Se prefiere particularmente el conjugado que tiene la férmula:

il z

o}

)\\\ o)
o N/w N 0,0
68 0 NH H
o Ga N HNfLN
NFIE :
)\/ \/, o HN™ OH

(o]
0" "oH

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que los conjugados de la presente invencion son
particularmente utiles para predecir la agresividad, el pronéstico, la progresion o la recurrencia mediante imagenes de
PET de tumores que expresan uPAR, en particular cancer de prostata, mama, pancreas, pulmon, cerebro y colorrectal.

Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el agente de
formacion de imagenes de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes o
diluyentes farmacéuticamente aceptables.

En el presente documento también se describe un método para predecir/diagnosticar la agresividad, el prondstico, la
progresion o la recurrencia de tumores que sobreexpresan uPAR, en el que el método comprende las etapas de:

e administrar un conjugado de la presente invencion en una cantidad diagnéstica efectiva, tal como una dosis de
100 - 500 MBq;

e escaneo de PET % - 24 h después de que se haya administrado el conjugado.

e cuantificar a través de SUVmax y/o SUVmedia la absorcién/unién del conjugado en el tumor.

En aun otro aspecto, la invencién describe un método para generar imagenes de expresion del uPAR en un cuerpo
humano o animal mediante imagenes de PET, que implica administrar el agente de formacion de imagenes de
cualquiera de las reivindicaciones 1-4 a dicho cuerpo, y generar una imagen de al menos una parte de dicho cuerpo
al que se administra dicho agente de formacién de imagenes.

En una realizacién, el conjugado para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, se debe
administrar en una dosis de 200 - 400 MBq.

Las etapas realizados de acuerdo con la presente invencion se pueden resumir con el siguiente diagrama de flujo:

Inyeccion iv del trazador de PET que se dirige a uPAR
preferiblemente en una dosis de 100 - 500 MBq
{

| Distribucién en el cuerpo, preferiblemente %.-24 h |

| Exploracién de PET |
J
Cuantificacién de la captacion del trazador en el tumor
y/o la metastasis, preferiblemente como SUVmax o
SUVmedia
\

Uso de la captacion cuantitativa/cualitativa del trazador
de PET para predecir la agresividad, el prondstico, la
progresion o la recurrencia del cancer

{
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En algunos casos puede usarse para planear y/o
disefar la terapia o puede usarse para monitorizar la
terapia

Los presentes conjugados para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden discriminar entre los niveles de
expresion del uPAR en el tumor primario y las metastasis. Ademas, el uso de la cuantificacion, por ejemplo, SUVmedia
y especialmente SUVmax pueden predecir el prondstico, la progresion y la recurrencia. Los péptidos marcados con
un radionuclido que emite positrones de la presente invencion se dirigen especificamente a células cancerosas
positivas para uPAR y/o células de estroma positivas para uPAR que rodean el cancer, tales como neutrofilos y
macréfagos, y en particular las células mas agresivas (metastasicas). Ademas, los péptidos de la presente invencion
pueden usarse para la deteccion no invasiva y la cuantificacion del nivel de expresion del uPAR usando imagenes de
PET. Ningun método actual que mida uPAR es capaz de hacer esto de forma no invasiva en humanos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra: A. Inhibicién competitiva in vitro de la uniéon de uPA:uPAR para AE105 y AE152 usando
resonancia de plasmon de superficie. B. Método de radiomarcado para '8F-AIF-NOTA-AE105.

La Figura 2 muestra cromatogramas HPLC UV representativos de NOTA-AE105 (A), estandar frio de AIF-NOTA-
AE105 (B) y radio cromatogramas para el producto final '8F-AIF-NOTA-AE105 (C) y después de 30 minutos en PBS
(D).

La Figura 3 muestra: A. Imagenes representativas de PET después de 0,5 h, 1,0 hy 2,0 h pi de '®F-AIF-NOTA-AE105
(arriba) y "8F-AIF-NOTA-AE105 con una dosis de bloqueo de AE152. Las flechas blancas indican tumor. B. Analisis
cuantitativo del ROI con valores de absorcion por parte del tumor (% de ID/g). Se encontré una captacion por el tumor
significativamente mayor en los tres puntos temporales. Los resultados se muestran como % de ID/g + SEM (n = 4
ratones/grupo). ** p <0,01, *** p <0,001 frente al de grupo de bloqueo en el mismo punto de tiempo.

La Figura 4 muestra los resultados de la biodistribucion para '8F-AIF-NOTA-AE105 (normal) y "8F-AIF-NOTA-AE105 +
dosis de bloqueo de AE152 (Bloqueo) en ratones desnudos con tumores PC-3 a las 2,5 h pi Los resultados se muestran
como % de ID/g + SEM (n = 4 ratones/grupo). *p <0,05 frente al grupo de bloqueo.

La Figura 5 muestra el nivel de expresion del uPAR encontrado usando ELISA en células PC-3 (A) y en tumores PC-
3 resecados (B). (C) Se encontré una correlacion significativa entre la expresion del uPAR y la captacion del tumor en
los cuatro ratones inyectados con '8F-AIF-NOTA-AE105 (p <0,05, r = 0,93, n = 4 tumores).

La Figura 6 muestra imagenes de PET del uPAR in vivo con [®*Cu]NOTA-A.E105 en un modelo de raton de
glioblastoma humano ortotropico

La Figura 7 muestra imagenes de PET del uPAR in vivo con [(8Ga]NOTA-AE 105 en un modelo de ratdn de glioblastoma
humano ortotroépico.

Descripcion detallada de la invencion

Sorprendentemente, un péptido radiomarcado de la presente invencion es muy util en la prediccion de metéstasis de
cancer de tumores que expresan uPAR.

Los péptidos seleccionados para uso en los conjugados de la presente invencidon se radiomarcan tipicamente por
acoplamiento de un agente quelante al péptido. El agente quelante es capaz de unir un radionuclido seleccionado al
mismo. El agente quelante y el radiontclido se acoplan al péptido de manera que no interfiera o afecte negativamente
las propiedades de unidn o la especificidad del péptido. El uso de diversos agentes quelantes para el radiomarcado
de péptidos es bien conocido en la técnica. El agente quelante se acopla al péptido mediante una metodologia estandar
conocida en el campo de la invencion y se puede agregar en cualquier ubicacion del péptido siempre que la actividad
biolégica del péptido no se vea afectada negativamente. Preferiblemente, el grupo quelante estd acoplado
covalentemente al aminoacido del terminal amino del péptido. El grupo quelante se puede unir ventajosamente al
péptido durante la sintesis del péptido en fase solida o agregarse mediante quimica en fase de soluciéon después de
que se haya obtenido el péptido. El grupo quelante es NOTA.

Con respecto a la sintesis de los péptidos usados en la presente invencion, se hace referencia al documento US
7.026.282.

Los conjugados péptido/quelato de la invencidon se marcan haciendo reaccionar el conjugado con radionuclido, por
ejemplo, como una sal metdlica, preferiblemente soluble en agua. La reaccion se lleva a cabo mediante métodos
conocidos en la técnica.
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Los conjugados de la presente invencion se preparan para proporcionar una dosis radiactiva de entre
aproximadamente 100 - 500 MBq (en humanos), preferiblemente aproximadamente 200 - 400 MBq, al individuo. Como
se usa en el presente documento, "una cantidad diagndstica efectiva" significa una cantidad del conjugado suficiente
para permitir su deteccion por PET. Los conjugados pueden administrarse por via intravenosa en cualquier medio
convencional para inyeccién intravenosa. La obtencion de imagenes del sitio biolégico puede realizarse dentro de
aproximadamente 30 - 60 minutos después de la inyeccion, pero también puede tener lugar varias horas después de
la inyeccion. Se puede utilizar cualquier método convencional de obtencion de imagenes para fines de diagndstico.

El siguiente ejemplo se centra en el conjugado especifico denominado '8F-AIF-NOTA-AE105 (ejemplo de referencia).
Los conjugados dentro del alcance de las reivindicaciones del presente documento seran evidentes para un experto
en la materia a partir de la consideracién de la especificacion o practica de la invencion como se describe en el presente
documento.

La siguiente quimica se aplica a los Ejemplos:

AE105 (Asp-Cha-Phe-Ser-Arg-Tyr-Leu-Trp-Ser-OH) (1)

El péptido de acuerdo con la secuencia mencionada anteriormente se sintetizé mediante quimica estandar de péptidos
en fase solida

NOTA-AE105 (NOTA-Asp-Cha-Phe-Ser-Arg-Tyr-Leu-Trp-Ser-OH)

o]
NH
0 NH fo)
ﬂéo Ay
OH OH
o NHE

o) 0
3\ o NHC 0
NH HN
HO EN j)(NH

N
o N NH HO
y._/\) o 5 HN\FNH
HO OH

El producto se purifica por RP-HPLC y se analiza por RP-HPLC (tiempo de retencion: 11,5 min, pureza > 98%) y
electroaspersion-MS (1510,8 m.u.).

Ejemplo 1 - Ejemplo de referencia

El objetivo del presente estudio fue sintetizar un péptido conjugado con NOTA y usar el método de Al'®F para el
desarrollo del primer ligando de PET marcado con '8F para la formacion de imagenes de PET del uPAR y realizar una
evaluacién biolégica en tumores de xenoinjerto de cancer de préstata humano. Para lograr esto, los presentes
inventores sintetizaron un péptido de unién a uPAR de alta afinidad denominado AE105 y NOTA conjugado en el
terminal N. La marcacion con '8F se realizo de acuerdo con un protocolo recientemente optimizado?®. El producto final
("®F-AIF-NOTA-AE105) finalmente se evalud in vivo utilizando imégenes de microPET en animales portadores de
tumores de prostata humanos y después de la recoleccion de érganos para el estudio de biodistribucion.

Reactivos quimicos

Todos los productos quimicos obtenidos comercialmente fueron de grado analitico y se usaron sin purificacion
adicional. Se obtuvo fluoruro con '®F afiadido sin portador en un ciclotrén PETtrace propio (GE Healthcare). Los
cartuchos Sep-Pak de extracciéon en fase inversa C18 se obtuvieron de Waters (Milford, MA, EE. UU.) y se trataron
previamente con etanol y agua antes de su uso. El filtro de jeringa y las membranas de polietersulfona (tamafio de
poro de 0,22 uym, diametro 13 mm) se obtuvieron de Nalge Nunc International (Rochester, NY, EE. UU.). La HPLC de
fase inversa usando una proteina Vydac y una columna de péptido (218TP510; 5 um, 250 x 10 mm) se realiz6 como
se describié anteriormente?!.

Los escaneos MicroPET se realizaron en un escaner de modelo de roedor microPET R4 (Siemens Medical Solutions
USA, Inc., Knoxville, TN, USA). El escaner tiene una platina controlada por ordenador y campos de vision transaxial
de 10,8 cm y axial de 8 cm (FOV). No tiene tabiques y opera exclusivamente en el modo de lista tridimensional (3-D).
Los animales se colocaron cerca del centro del campo de vision del escaner.
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Sintesis, conjugacién y radiomarcado de péptidos

El AE105 conjugado con NOTA (NOTA-Asp-Cha-Phe-(D)Ser-(D)Arg-Tyr-Leu-Trp-Ser-COOH) se adquirié a través de
ABX GmbH. La pureza se caracteriz6 usando analisis de HPLC y la masa se confirmé usando espectrometria de masa
de tiempo de vuelo de desorcidn/ionizacion asistida por matriz (MALDI-TOF-MS) (Véase el Suplemento, Fig. 1A). El
radiomarcado de NOTA-AE105 con 18F-AIF se muestra en la Figura 1 y se realizd de acuerdo con un protocolo
publicado recientemente con modificaciones menores?®.

En resumen, se fijé un cartucho de luz QMA Sep-Pak Light (Waters, Milford, MA, EE. UU.) con aproximadamente 3
GBq de fluoruro con '8F y luego se lavo con 2,5 mL de agua libre de metales. Luego se eluyo Na'8F del cartucho con
1 mL de solucién salina, de la cual se tomd una fraccion de 100 pL. Luego, primero se hicieron reaccionar cantidades
de 50 uL de tampdn de acetato de sodio 0,1 M (pH = 4), 3 uL de AICI3 0,1 M y 100 L de Na'8F en solucion salina al
0,9% (300 MBq) en un tubo de centrifuga de 1 mL (sellado) a 100 °C durante 15 min. La mezcla de reaccion se enfrio.
Se afadieron 50 pL de etanol y 30 nmoles de NOTA-AE105 en 3 puL de DMSO y la mezcla de reaccion se calento a
95 °C durante 5 minutos. La mezcla cruda se purificd con HPLC semipreparativa. Las fracciones que contenian '8F-
AIF-NOTA-AE105 se recogieron y combinaron en un vial estéril. El producto se diluyé en solucién salina tamponada
con fosfato (PBS, pH = 7,4), por lo que los disolventes organicos estaban por debajo del 5% (v/v) y se usaron para
estudios in vivo.

Linea celular y modelo animal

La linea celular de cancer de prostata humano PC-3 se obtuvo de la American Type Culture Collection (Manassas,
VA, EE. UU.) y el medio de cultivo DMEM se obtuvo a través de Invitrogen Co. (Carlsbad, CA, EE. UU.). La linea
celular se cultivo en DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino y 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina
a 37 °C y 5% de COs2. Los xenoinjertos de células de cancer de préstata PC-3 humanas se establecieron mediante
inyeccion de 200 yL de células (1 x 108 células/mL) suspendidas en 100 uL de Matrigel (BD Biosciences, San José,
CA, EE. UU.), Por via subcutanea en el flanco derecho de ratones desnudos machos obtenidos a través de Charles
River Laboratory (Wilmington, MA, EE. UU.), se permitié que los tumores crecieran hasta un tamafio de 200 - 500 mg
(3-4 semanas).

Imagen de MicroPET

Se obtuvieron escaneos de PET estaticos de tres minutos, 0,5, 1,0 y 2,0 h después de la inyeccion (pi) de '8F-AlF-
NOTA-AE105 mediante inyeccion en la vena de la cola de 2 - 3 MBq (n = 4). De manera similar, el estudio de bloqueo
se realizé mediante inyeccion del ligando junto con 100 ug de AE152 (antagonista del uPAR) a través de la vena de
la cola (n =4)y escaneo PET en los mismos puntos de tiempo. Durante cada escaneo PET de tres minutos, los ratones
fueron anestesiados con isoflurano (5% de induccion y 2% de mantenimiento en 100% de O2). Las imagenes se
reconstruyeron utilizando un algoritmo de maximizacion de expectativa de subconjuntos ordenados bidimensionales
(OSEM-2D). No se realizé correccion del entorno. Todos los resultados se analizaron con el software Inveon (Siemens
Medical Solutions) y los datos de PET se expresaron como porcentaje de la dosis inyectada por gramo de tejido (%
de ID/g) con base en el dibujo manual de la regién de interés en las imagenes de PET y el uso de una constante de
calibracién. Se usé una suposicién de una densidad de tejido de 1 g/mL. No se realizé correccidon de atenuacion.

Estudios de biodistribucion

Después del ultimo escaneo de PET, todos los ratones con PC-3 fueron sacrificados. Se recogieron sangre, tumor y
organos principales (peso humedo) y se midi6 la radiactividad usando un contador y de Perkin Elmer, MA, EE. UU. (N
= 4 ratones/grupo).

ELISA del uPAR

El ELISA del uPAR en tumores PC-3 resecados se realizd como se describié previamente en detalle’®. Todos los
resultados se realizaron como mediciones por duplicado.

Analisis estadistico

Todos los datos cuantitativos se expresan como media + SEM (error estandar de la media) y las medias se compararon
usando la prueba t de Student. La estadistica de correlacion se realizé6 mediante analisis de regresion lineal. Un valor
AP de =< 0,05 se consider¢ estadisticamente significativo.

Afinidad de unién a uPAR

En este estudio, se descubrio que la afinidad de union a uPAR de AE105 y AE152%7 (utilizada para estudios de bloqueo)

era 14,1 nM y 2,9 nM, respectivamente (Figura 1A). Una alta afinidad de unién a uPAR para AE105 con diferentes
quelantes conjugados en el terminal N, incluido el NODAGA analogo NOTA, se ha confirmado en nuestros estudios
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previos'®16, confirmando asi la capacidad de realizar modificaciones en el terminal N de AE105 sin perder afinidad
hacia uPAR humano'#27:28,

Radioquimica

La marcacion con '8F de NOTA-AE105 se sintetizd con base en un procedimiento publicado recientemente con alguna
modificacién (Figura 1B). Durante la optimizacion de marcacion, se encontré que etanol al 33% (v/v) era éptimo usando
30 nmol de NOTA-AE105. Primero se formé el complejo '8F-AIF en tampdn a 100 °C durante 15 min. En segundo
lugar, se afiadio el péptido conjugado con NOTA y se incubd junto con etanol a 95 °C durante 5 min. Al agregar etanol
se pudo aumentar el rendimiento general por encima del 92,7% (Figura 2C), mientras que el rendimiento sin etanol
fue solo del 30,4%, con las mismas condiciones. No se observé ningin aumento adicional en el rendimiento global
usando un tiempo de incubacién mas prolongado y/o diferentes concentraciones de etanol o usando menos de 30
nmol de péptido conjugado. Se observaron dos isémeros para '8F-AIF-NOTA-AE105.

Para garantizar la formacion del producto correcto, se sintetizé un estandar frio del producto final (AIF-NOTA-AE105).
El analisis por HPLC del precursor (NOTA-AE105, Figura 2A) confirmd la pureza del precursor conjugado con NOTA
(> 97%) y MALDI-MS confirmé la masa (1511,7 Da) (véase el suplemento de la Figura 1). El estandar frio (AIF-NOTA-
AE105, Figura 2B), con la masa correcta confirmada por MALDI-MS (1573,6 Da) (véase el suplemento de la Figura
1B), se correspondia bien con respecto al tiempo de retencion con el producto 'caliente’ (Figura 2C), confirmando asi
la formacién de "8F-AIF-NOTA-AE105 (Figura 2C). No se encontré degradacién del producto final después de 30
minutos en PBS (Figura 2D). Los picos radiactivos se recogieron y diluyeron en PBS y se usaron para estudios in vivo.
La actividad especifica en el producto final fue superior a 25 GBg/umol.

Imagen PET in vivo

Se inyecto '8F-AIF-NOTA-AE105 iv en cuatro ratones con tumores PC-3 y se realizo un escaneo de PET 0,5, 1,0y 2,0
h después de la inyeccion (pi). Las lesiones tumorales se identificaron facilmente a partir de las imagenes de PET
reconstruidas (Figura 3A) y el analisis de ROI revel6 una alta captacion por el tumor, con 5,90 + 0,35% de ID/g después
de 0,5 h, disminuyendo hasta 4,22 + 0.13% de ID/g y 2,54 + 0,24% de ID/g después de 1,0 y 2,0 h, respectivamente
(Figura 3B).

Para garantizar que la captacion de tumor encontrada reflejara la captacion mediada por uPAR especifica, cuatro
nuevos ratones portadores del tumor PC-3 fueron inyectados con una solucion mixta que contenia '8F-AIF-NOTA-
AE105 y 100 ug del péptido de unién a uPAR de alta afinidad denominado como AE152, para ver si la absorcién por
parte del tumor podria inhibirse. Se encontrd una cantidad significativamente menor de absorcion de tumor '8F-AlF-
NOTA-AE105 en los tres puntos de tiempo de investigacion (Figura 3B) y las lesiones tumorales no se identificaron
tan facilmente en las imagenes de PET (Figura 3A). A 1,0 h pi se encontré una absorcion por parte del tumor de 1,86
+0,14% de ID/g en el grupo de bloqueo en comparacion con 4,22 + 0,13% de ID/g en el grupo de ratones que recibieron
solo "8F-AIF-NOTA-AE105 (p <0,001, reduccion de 2,3 veces).

Biodistribucion

Después del ultimo escaneo de PET, cada grupo de ratones se sacrificaron y se recogieron érganos y tejidos
seleccionados para investigar el perfil de biodistribucion 2,5 h pi (Figura 4). Se encontré una captacion por el tumor
significativamente mayor en el grupo de ratones que recibieron '8F-AIF-NOTA-AE 105 en comparacion con el grupo de
bloqueo (1,02 + 0,37% de ID/g frente a 0,30 * 0,06% de ID/g, p <0,05), confirmando asi la especificidad de '8F-AlF-
NOTA-AE105 para la uPAR humana encontrada en el estudio por PET. La mayor actividad se encontré en los rifiones
para ambos grupos de ratones, lo que confirma que los rifiones son principalmente la ruta de excrecion. Ademas de
los rifiones, el hueso, bien conocido por acumular fluoruro, también tuvo una absorcion relativamente alta de 3,54 +
0,32% de ID/g y 2,34 + 0,33% de ID/g para el grupo normal y de bloqueo, respectivamente.

Expresion del uPAR

Tanto las células PC-3 usadas para la inoculacién de tumores como todos los tumores PC-3 al final del estudio (n =
8) finalmente se analizaron para confirmar la expresion del uPAR humano (Figura 5). Se encontré una expresién en
las células de 6,53 + 1,6 ng/mg de proteina (Figura 5A), mientras que el nivel de expresion en los tumores resecados
fue de 302 + 129 pg/mg de tejido tumoral (Figura 5B). Se encontrd una correlacién significativa entre la absorcién por
parte del tumor de'8F-AIF-NOTA-AE105 y la expresion del uPAR (p <0,05, r = 0,93) (Figura 5C).

Interpretacion de los datos

Los experimentos anteriores proporcionan evidencia de la aplicabilidad de un ligando marcado con '8F para la PET
del uPAR. El ligando se caracterizé en un modelo de ratén de xenoinjerto de cancer de prostata humano. Con base
en los resultados obtenidos, se encontraron una absorcion por el tumor, especificidad y contraste del tumor con
respecto al entorno similares en comparacion con los estudios publicados previamente que usan ligandos basados en
64Cu- y %8Ga para PET'5'6, Con base en las caracteristicas fisicas superiores de '8F y el alto contraste del tumor con
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respecto al entorno encontrado ya después de 1 h pi, el nuevo ligando basado en '8F debe considerarse el candidato
de PET del uPAR mas prometedor para trasladarse al uso clinico con el fin de caracterizar en forma no invasiva el
potencial invasivo de, por ejemplo, del cancer de prostata.

Se ha descrito previamente que la marcacién con '8F de péptidos usando el enfoque de AlF se realiza a 100 °C durante
15 minutos, a pH = 4720, Este protocolo fue modificado, ya que se observo degradacion del péptido conjugado con
NOTA usando estas condiciones. Por lo tanto, los presentes inventores produjeron primero el complejo '8F-AlF usando
las condiciones mencionadas anteriormente y luego anadieron el péptido conjugado con NOTA vy redujeron la
temperatura a 95 °C, y en 5 minutos obtuvieron un rendimiento de marcado del 92,7% y sin degradacioén del péptido.
Se produjeron dos isémeros de '8F-AIF-NOTA-AE105. Otros han informado las mismas observaciones para '8F-AlF-
NOTA-Octreotido™ y todos los analogos descritos del péptido IMP conjugados con NOTA'. La relacion de los dos
picos fue casi constante para cada marcacién y ambos picos radiactivos se recogieron y utilizaron para estudios
posteriores in vivo. Este enfoque también fue descrito recientemente por otros?®,

Ademas de optimizar la temperatura y el tiempo, los presentes inventores descubrieron que la adicion de etanol, a una
concentracion final del 33% (v/v), dio como resultado un rendimiento de marcacién significativamente mayor, en
comparacioén con el radiomarcado sin etanol (30,4% frente a 92,7%), usando la misma cantidad de péptido conjugado
con NOTA. Las mismas observaciones han sido descritas recientemente por otros?6. En el presente documento se
investigo el efecto de disminuir la fuerza iénica usando acetonitrilo, etanol, dimetilformamida (DMF) y tetrahidrofurano
(THF) a diferentes concentraciones. Se informé un rendimiento de marcacion del 97% usando etanol a una
concentracion del 80% (v/v). Sin embargo, usaron entre 76 y 383 nmol de péptido conjugado con NOTA, mientras que
en este estudio solo se usaron 30 nmol. Por lo tanto, la cantidad necesaria para un rendimiento éptimo de marcado
parece depender del péptido y de la cantidad de péptido utilizada para la marcacion.

La captacion por el tumor de '8F-AIF-NOTA-AE105 se compar6 de manera similar con los resultados publicados
previamente relativos a ligandos basados en %4Cu'®. La captacion por el tumor 1 h pi fue de 4,79 + 0,7% de ID/g, 3,48
+ 0,8% de ID/g y 4,75 + 0,9% de ID/g para ®Cu-DOTA-AE105, 84Cu-CB-TE2A-AE105, 64Cu-CB-TE2A-PA-AE105 en
comparacion con 4,22 + 0,1% de ID/g para "®F-AIF-NOTA-AE105. Sin embargo, todos los ligandos con base en 8Cu
se investigaron usando la linea celular de glioblastoma humano U87MG, mientras que en este estudio, se usé la linea
celular de cancer de préstata PC-3. Considerando que los datos muestran que el nivel del uPAR en los dos tipos de
tumor no es similar, con PC-3 con alrededor de 300 pg de tejido tumoral del uPAR/mg (Figura 5B) y U87MG con
aproximadamente 1.700 pg/mg de tejido tumoral (no publicado), la captacion por el tumor de '8F-AIF-NOTA-AE105
parece ser relativamente mayor por pg del uPAR. Sin embargo, una comparacion directa entre los dos estudios
independientes es dificil, teniendo en cuenta que la linea celular de cancer utilizada fue diferente. Sin embargo, los
presentes inventores han mostrado previamente una correlaciéon significativa entre la expresion del uPAR y la
absorcién por parte del tumor a través de tres tipos de tumores'®, lo que se confirma en el presente estudio utilizando
xenoinjertos de PC-3 (Figura 5C), validando aun mas la capacidad de '8F-AIF-NOTA-AE105 para cuantificar la
expresion del uPAR utilizando imagenes de PET. La union especifica del uPAR de '8F-AIF-NOTA-AE105 en el
presente estudio fue confirmada por una reduccion de 2,3 veces en la absorcién por parte del tumor de "8F-AIF-NOTA-
AE105 1 h pi cuando se realiz6 la administracion conjunta de un antagonista del uPAR (AE152) para el estudio de
bloqueo.

El estudio de biodistribucion de '8F-AIF-NOTA-AE105 confirmé que los rifiones son la ruta primaria de excrecion y el
organo con el nivel mas alto de actividad (Figura 4). Se han encontrado los mismos perfiles de excrecion para 8Ga-
DOTA/NODAGA-AE105"6.177 |Lu-DOTA-AE105%. Ademas de los rifiones y el tumor, el hueso también tenia una
acumulacion relativamente alta de actividad. La absorcién 6sea después de la inyeccion de ligandos basados en 8F
es un fendmeno bien descrito y se utiliza clinicamente en escaneos 6seos de NaF3'. Se encontré una absorcion 6sea
de 3,54% de ID/g 2,5 h pi, que es similar a la absorcién dsea después de la inyeccion de '8F-FDG en ratones, donde
se ha informado de 2,49% de ID/g 1,5 h pi'’.

El desarrollo del primer ligando con base en "8F para la PET del uPAR proporciona varias ventajas en comparacion
con los ligandos de la PET del uPAR basados en 8Cu previamente publicados. Teniendo en cuenta el contraste optimo
del tumor con respecto al entorno tan pronto como 1 h pi como se encontr6 en este estudio y en estudios anteriores
usando ®Cu, la vida media relativamente mas corta de '®F (T12 = 1,83 h) en comparacion con 84Cu (T2 = 12,7 h)
parece ser Optima, considerando la carga de radiacion mucho mas baja para futuros pacientes que usan '8F-AlF-
NOTA-AE105. Ademas, la produccion de '8F esta bien establecida en varias instituciones en todo el mundo, mientras
que la produccion de %4Cu todavia esta limitada a relativamente pocos lugares.

Ejemplo 2 - Ejemplo de referencia

[(*CulNOTA-AE105 (NOTA-Asp-Cha-Phe-Ser-Arg-Tyr-Leu-Trp-Ser-OH)

Se afadio %*CuCl: disuelto en 50 L de agua sin metales a una solucién que contenia 10 nmol de NOTA-AE105y 2,5
mg de &cido gentisico disuelto en 500 pL de tampdn de NH4OAc 0,1 M (pH 5,5) y se dej6 a temperatura ambiente
durante 10 minutos dando como resultado 375 MBq [*Cu]NOTA-AE 105 con una pureza radioquimica superior al 99%.
La pureza radioquimica disminuyé al 94% después de 48 horas de almacenamiento.

Ejemplo 3 - Ejemplo de referencia
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Imagen de la PET del uPAR in vivo con [#*Cul[NOTA-AE105 en un modelo de ratén de glioblastoma humano ortotropico

Se inoculd un ratén con células de glioblastoma derivadas de humanos en el cerebro. Tres semanas mas tarde, se
observo un pequerio tumor mediante escaneo por microCT. Se grabaron imagenes de microPET 1 hora después de
inyeccion iv de aproximadamente 5 MBq [#*Cu]NOTA-AE105. Se cuantifico la absorcion en el tumor y el tejido cerebral
del entorno. Ademas, un ratén de control (sin tumor inoculado) también se escane6 por PET usando el mismo
procedimiento, para investigar la absorcion en el tejido cerebral normal con barrera hematoencefalica intacta. Véase
la Figura 6.

Ejemplo 4
[(8Ga]NOTA-AE105 (NOTA-Asp-Cha-Phe-Ser-Arg-Tyr-Leu- Trp-Ser-OH)

Una fraccion de 1 mL del eluato forma un generador de %8Ge/®®Ga para agregar a una solucion que contiene 20 nmol
de NOTA-AE105 disuelto en 1000 pL de tampdn de NaOAc 0,7 M (pH 3,75) y calentado a 60 °C durante 10 minutos.
La mezcla correspondiente podria purificarse en una columna Sep-Pak C18 dando como resultado 534MBq [(8Ga]
NOTA-AE105 con una pureza radioquimica superior al 98%

Ejemplo 5
Imagen de PET del uPAR in vivo con [?8Ga]NOTA-AE105 en un modelo de raton de glioblastoma humano ortotrépico

Se inoculd un ratén con células de glioblastoma derivadas de humano en el cerebro. Tres semanas mas tarde, se
observé un pequeiio tumor mediante escaneo por microCT. Se grabaron imagenes de microPET 1 hora después de
inyeccion iv de aproximadamente 5 MBq [(8Ga]NOTA-AE105. Se cuantifico la absorcion en el tumor y el tejido cerebral
del entorno. Ademas, un ratén de control (sin tumor inoculado) también se escaned por PET usando el mismo
procedimiento, para investigar la absorcion en el tejido cerebral normal con barrera hematoencefalica intacta. Véase
la Figura 7.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado peptidico marcado con un radionuclido que emite positrones para su uso en la prediccion/ diagnostico
de agresividad, prondstico, progresiéon o recurrencia mediante imagenes de PET de tumores que expresan uPAR in
vivo en humanos, comprendiendo dicho conjugado un péptido de unién a uPAR acoplado a través del agente quelante
NOTA a un radiontclido %8Ga, en el que el conjugado se administra en una dosis de 100 - 500 MBq seguido de escaneo
por PET % - 24 h después de que se ha administrado el conjugado, y cuantificaciéon a través de SUVmax y/o
SUVmedia, en el que el péptido se selecciona del grupo que consiste en:

(D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Ser)-(Leu)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(GIn)-(Tyr)(Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Glu)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Tyr)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Thr)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-([beta]-2-naftil-L-alanina)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)([beta]-1-naftil-L-alanina)-(Ser),
(D-Glu)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(Tyr)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser),

( -(Leu)-(Leu)-(Trp)-(D-His),

( ([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Leu)-(Trp)-(lle),
( (Tyr)-(Leu)([beta]-1-naftil-L-alanina)-(D-His),
( -(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-(3-

Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg
Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg
Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg
Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg
)
)-

~ — ~— —
T 1

indoliletil)glicina)-(N-(2-metoxietil)glicina),
Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-bencilglicina)-(N-
2[beta]metoxietil)glicina),
Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-
metilnaftalil)glicina)-(N-(2-metoxietil)glicina), y
(Asp)-([beta]-ciclohexil-L-alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(N-(2,3-dimetoxibencil)glicina)-(D-Phe)-(N-(2,3-
dimetoxibencil)glicina)-(lle)

en el que el terminal C es o bien un acido carboxilico o una amida.

— o~ p— —

2. El conjugado para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el péptido es (D-Asp)-([beta]-ciclohexil-L-
alanina)-(Phe)-(D-Ser)-(D-Arg)-(Tyr)-(Leu)-(Trp)-(Ser).

3. El conjugado para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 que tiene la férmula:

(\f"
. [.”Gah.l NH H N NH
Oc);\JN\/’ }HN"B on

OH OH
NH,

4. El conjugado para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el cancer se selecciona
de cancer de prostata, mama, pancreas, pulmoén, cerebro y colorrectal.

5. Una composicién farmacéutica que comprende el agente de formacion de imagenes de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

6. Un método para generar imagenes de expresion del uPAR en un cuerpo humano o animal mediante imagenes de
PET, que implica administrar el agente de formaciéon de imagenes de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 a dicho
cuerpo, y generar una imagen de al menos una parte de dicho cuerpo al cual se administra dicho agente de formacion
de imagenes.

7. El conjugado para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el conjugado se
administra en una dosis de 200-400 MBq.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
Il Nomal
6m Blogueo

% IDIg

Organoltejido

16




ES 2755804 T3

Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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